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1. UvOD

Biljke se koriste u medicinske svrhe jo$ od ranih pocetaka civilizacije. Unato¢ brojnim
prednostima sintetski dobivenih organskih spojeva, procjenjuje se kako je otprilike jedna
Cetvrtina danasnjih lijekova i dalje biljnog porijekla. Razvitkom rekombinantne DNA
tehnologije biljke su dobile jo§ jednu dimenziju u farmaceutskoj primjeni. Primjene takvih
biljaka su brojne, koriste se kako bi se iz njih ekstrahirao vrijedni biljni sastojak. Isto tako, u
njima se mogu proizvoditi proteini od farmakoloske vaznosti, uklju¢ujuéi cjepiva za ljude i
Zivotinje, antitijela, hormone rasta, citokine, rekombinantne enzime i krvne proizvode za
razne terapeutske primjene. Za razliku od proteina proizvedenih u kulturi stanica sisavaca, oni
proizvedeni u biljkama nemaju rizik za kontaminacijom mikroorganizmima, prionima koji su
patogeni za ljude i Zivotinje.! Primjena biljaka u proizvodnji rekombinantnih proteina i
antitijela (engl. plant molecular pharming, PMP) Koristi se za proizvodnju ljudskih proteina

od terapijske vaznosti i broj takvih istraZivanja zadnjih godina u svijetu zna¢ajno raste.!

1.1.Proizvodnja rekombinantnih proteina u biljkama

Posljednja dva desetljeCa uzgoj transgeni¢nih farmaceutskih biljaka znacajno raste —
proizvedeni su brojni proteini od kojih su neki bili na pretklinickom 1 klinickom testiranju i na
korak su do Siroke potroSnje. Antitijela protiv virusa ebole su proizvedena u biljci duhana,
zatim testirana na primatima Maccaca mulatta oboljelim od ebole, gdje je postotak njihovog
izljeenja bio 100 % te su u praksi koristena 2014. godine u Africi. 2

Koncept jestivog cjepiva prvi put je predstavio Charles Arntzen sa suradnicima (1992.) nakon
$to je u biljci duhana proizveden antigen virusa hepatitisa B (HBsAG).> Misevi koji su
hranjeni HBSAG-transgeni¢nim krumpirima pokazali su snazni imunosni odgovor protiv
hepatitisa B. Kasnije su se ti isti nekuhani krumpiri testirali oralno na ljudima. Vise od 60 %
volontera je pokazalo jaku sistemsku i mukoznu imunost nakon Sto su konzumirali tri doze
krumpira.? Iako ljude odvrac¢a jedenje sirovog krumpira, a ¢esto i nosi razne nuspojave, ovi
rezultati idu u smjeru napretka jer pokazuju kako bi se jestiva cjepiva mogla Koristiti za
projekte svjetske imunizacije i to za relativno nisku cijenu.

Posljedi¢no, sve se vise gena za imunizaciju pokuSava eksprimirati u raznim usjevima,

ukljucujuéi zelenu salatu, bananu, rajéicu, jagode i mnoge druge.



1.2.Prednosti i nedostaci uzgoja farmaceutskih transgeni¢nih biljaka

Biljke imaju potencijal za masovnu proizvodnju farmaceutskih proizvoda sa mnogo manje
troSkova nego tradicionalnim nacinom. Biljke se mogu uzgojiti u staklenicima ili, ako je
potrebno, u bioloski sigurnom laboratoriju. Izvor za proizvodnju rekombiniranog proteina
(lis¢e i sjemenke biljaka) je potencijalno neogranicen. TroSak odrzavanja farmaceutskih
transgeni¢nih biljaka je nizak u usporedbi s E.coli, kvascem ili stani¢nim kulturama sisavca
(Tablica 1.). Toénije, cijena proizvodnje rekombinantnih proteina i antitijela je samo fragment
troska u odnosu na cijenu koristeci stanice sisavaca, a izmedu 10 i 50 puta jeftinije u odnosu

na E.coli.®

Tablica 1. Usporedba razlicitih ekspresijskih platformi za proizvodnju lijekova (modificirano

iz Spok and Karner 2008, European Communities)

Transgenmiéna | Kultura biljne ve Eultura stamice | Transgenitna
= \ Bakterija Evasac \ e e w
hiljka stanice sisavea Zivotinja
Sveukupni . . I - o . .
. Vrle nizak Sradnji Mizalk Sradnji Visck Visck
trosak
Kapacitet Vrlo visok Sradnji Vizok Vizok Vrlo nizal Mizak
Razmjer . .. . . - . .
. , Sirom svijata Ozraniéen Ozraniden Ozranidéen Ozraniéen Ozraniden
proizvodnje
Prinos proteina |Visok Wisok Sradnji Wisok Sradnje visok Wisok
Ispravnost - - . o - -
smatanja izoka 1zoka Mizka Sr=dnja 1zoka 1zoka
Glikolizaeija |MManjz razlike Manje razlike MNema Matocna Totna Totna
Evalitet . . - o a . .
va bt Wizsoka Wisola Miska Srednja Wisola Wizoka
produlkta
Rizik .. .. .. .. Wirsst, priom, Wirusi, priom,

. o |Mizak Mizalk Endotoks Mizalk ’ . ’ .
kontaminacije T E CotRm T onkogznz DA |onkogena DA
Sigurnost Vizoka Mijz specificirane |Miska MNepoznata Sradnja Vizoka
Trozak Teftin Sradnje Sradnjs Sradnjs Sl S
skladiitenja - SrEenE FrEemE FrEenE “EE “FUE

Biljke kao sustav pomocu kojeg se eksprimiraju geni za Zeljene rekombinantne proteine, ima
nekoliko velikih prednosti u odnosu na kulture prokariotskih i raznih eukariotskih stanica, a to

su brzina, troSak proizvodnje 1 sigurnost. Biljke mogu ispravno smotati kompleksne proteine



kao $to su razna antitijela, imunoglobulini i vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular
endothelial growth factor, VEGF).2

Medu prvim rekombinantnim proteinima dobivenim u transgeni¢noj biljci su dobiveni iz
biljke duhana i ekstrahirani su direktno iz ubranih listova.! Velika biomasa i brzi rast &ine
duhan pogodnim za komercijalnu primjenu u proizvodnji stranih antitijela i proteina. To
takoder nije ni hrana ni za ljude ni za zivotinje pa je smanjen rizik za kontaminaciju stocne
hrane ili hrane za ljude. Medutim, duhan sadrzi znacajan udio nikotina i drugih toksi¢nih
alkaloida koji se moraju odstraniti prije nego se iz njega ekstrahiraju rekombinantni proteini.
Ubrzo su znanstvenici poceli primjenjivati 1 druge biljke (na primjer zelena salata, krumpir,
rajCica, riza) za sintezu Zeljenih antitijela i proteina te su dosli do saznanja kako se razlicite

skupine biljaka mogu koristiti za razli¢ite svrhe i time povecati njihovu iskoristivost.

Valjalo bi napomenuti i kako se lijekovi ve¢ godinama proizvode pomocu drugih sustava
(mikrobioloskih 1 kultura zivotinjskih stanica) pa su te metode ve¢ pomno razradene i
usavrsene. Industrija je razvila standarde i1 protokole za proc¢is¢avanje lijekova, dok su biljni
sustavi koje koristi PMP relativno novi, a protokoli za proci§€avanje nisu univerzalni.
Primjerice, biljke kao $to su duhan, kukuruz i riza svaka imaju razli¢iti specifi¢ni sadrzaj i
sastav proteina i metabolita. Sustavi koji koriste PMP za dobivanje antitijela i proteina trebaju
posebni protokol za svaku biljnu vrstu koja se koristi.

Koristenjem biljaka za proizvodnju antitijela i proteina otvorilo se mnogo prostora u znanosti
za istraZivanje 1 napredak. To je svakako kompleksni sustav, a ako se dovoljno razvije i rasiri

diljem svijeta moze posluZiti kao snaZzno oruzje za imunizaciju ¢itavog stanovnistva.



2. RAZRADA TEME

2. 1. Farmaceutske biljke za uzgoj rekombinantnih proteina

Za proizvodnju prvih rekombinantnih proteina u biljci koriSten je transgeni¢ni duhan zbog
svoje velike biomase i brzog rasta.! Medutim, ubrzo je zamijenjen drugim lisnatim povréem —
zelenom salatom i klicama lucerne (Medicago sativa, L., engl. Alfalfa sprotus) zbog visokog
udjela nikotina i ostalih toksi¢nih alkaloida. Iako je prednost koriStenja zelenog lisnatog
povrca velika biomasa, proteini eksprimirani u listovima biljaka su skloni brzoj proteolitickoj
razgradnji, §to zna¢i da jednom ubrani imaju ogranicen Vvijek trajanja te da moraju biti
procesuirani odmah nakon berbe. Takoder, pretjerana eksprimiranost stranih proteina u

stanicama listova moze dovesti do nekroze ili smrti stanice.

S druge strane, ti isti proteini eksprimirani u sjemenkama Zitarica mogu stajati dugo vremena
u skladistu, ¢ak i pri sobnim temperaturama. Nekroze stanica u sjemenkama nema, a
procisceni proteini pokazuju moguénost otapanja nakupine fibrina ili krvnih ugrusaka, $to se
moze iskoristiti u cilju lije¢enja odredenih sréanih bolesti.? Zbog svega toga se sve vise
uzimaju u obzir sjemenke genetski modificiranih biljaka umjesto lisnatog povréa. Detaljnija
usporedbu biljaka koje se mogu koristiti u proizvodnji rekombinantnih proteina prikazana je u
Tablici 2. Takoder su i transgeni¢ne uljarice dobar izbor za proizvodnju rekombinantnih

proteina jer je u njima olakSana izolacija proteina.



Tablica 2. Usporedba razli¢itih biljaka koje se mogu koristiti u proizvodnji rekombinantnih
proteina (modificirano iz Hair-Bejo, M. (2015). Farming of Plant-Based Veterinary Vaccines

and Their Applications for Disease Preventionin Animals)

Biljka
domacdin

Biljke modeli

Arabidopsis
thaliana

Duhan

Lisnate biljke

Lucerna

Zelena salata

Voce i povrée

Krumpir

Prednosti

Cesto koristena u preliminarnim
studijama.

Mali genom i kratak zivotni ciklus.
Samooprasujuca, proizvodi brojne
sjemenke.

Izuzetno se dobro transformira
pomoc¢u metode koja

koristi Agrobacterium.

Utvrdeni protokoli za transformaciju
i ekspresiju.

Velika biomasa.

Nije hrana za ljude ili stoku.

Postoje varijeteti s manjim udjelom
alkaloida koji zahtijevaju manje
procesiranja.

Utvrdeni protokoli za transformaciju.

Direktna konzumacija korisna u

.....

Visok udio proteina.
Velika biomasa.

Mnogo berbi tijekom godine.
Jestiva je sirova, korisna u ,,jestivim
cjepivima‘“.

Brzo raste.

Utvrdeni protokoli za transformaciju.

Moze se dugotrajno skladistiti bez
hladenja.

Nedostaci

Mala biomasa.

Rizik od krizne kontaminacije s
netransgeni¢nim duhanom.
Visok sadrzaj nikotina i ostalih
toksicnih alkaloida.

Nije moguca direktna
konzumacija.

Rizik od krizne kontaminacije s
netransgeni¢nim biljkama.
Niska stabilnost proteina.
Kvarljiva, mora se procesuirati
odmah nakon berbe.

Nizak udio proteina.

Sirovi krumpir nije jestiv, a
kuhanje moZe izazvati
denaturaciju rekombiniranog



Rajcica

Zitarice i
mahunarke

Kukuruz

Riza

JeCam

Grasak
Soja

Nizak rizik od krizne kontaminacije u
polju.

Industrijsko procesuiranje gomolja je
dobro ustanovljeno.

Jestiva sirova.

Velika biomasa.

Prirodno visok udio vitamina A moze
pospjesiti imunoloski odgovor.
Industrijski uzgoj i procesuiranje su
dobro uspostavljeni.

Velika zrna i velika biomasa.
Ustanovljena invitro manipulacija i
transformacija.

Industrijski uzgoj i procesuiranje su
dobro prouceni.

Velika biomasa.

Industrijski uzgoj i procesuiranje su
dobro prouceni.

SamoopraSujuca biljka.

Samooprasujuca biljka.

Visi udio proteina nego u Zitaricama.
Samooprasujuce biljke.

proteina.

Nizak udio proteina.

Zbog kisele prirode moze biti
nekompatibilna s nekim
antigenima.

Brzo se kvari.

Rizik od krizne kontaminacije s
kukuruzom namijenjenim ljudskoj
upotrebi.

Dobivanje krajnjeg produkta dugo
traje.

Neucinkovit sustav transformacije.

Neucinkovita procedura
transformacije.

Nizi godis$nji prinos i skuplja
proizvodnja u odnosu na kukuruz i
rizu.



Nedavno su dizajnirane i nove biljne vrste, koje se jednostavno mogu Cuvati, razmnozavati 1
transformirati, u cilju da se iz njih proizvedu rekombinantni proteini. Jedna od takvih biljaka
je zelena alga Chlamydomonas reinhardtii (Tablica 3.).

Tablica 3. Naj¢esS¢e biljke koje se koriste u biofarmakoloskoj industriji (modificirano iz
Jelaska, S.; Mihaljevi¢, S.; Bauer, N. Production of biopharmaceuticals, antibodies and edible

vaccines in transgenic plants, 2005)

Biljka model Arabidopsis thaliana

Lisnato povrée Duhan, salata, klice lucerne, djetelina

Zitarice Kukuruz, riza, pSenica, jeCam

Mahunarke Soja, grasak, Cajanus cajan

Voce i povrée Krumpir, mrkva, rajéica, banana

Uljarice Uljana repica, Camelina sativa

Jednostavne Lemna sp., Physcomitrella patens, Marchantia polymorpha,
biljke Chlamydomonas reinhardtii

Voce, povrée 1 lisnate biljke mogu se konzumirati sirove ili djelomic¢no toplinski obradene Sto
posebno pogoduje da budu koristeni za sastojak u cjepivu, aditiv u hrani i antitijelima koji se

koriste za lokalnu imunizaciju.

Krumpiri su bili Siroko koriSteni u proizvodnji cjepiva iz transgeni¢nih biljaka (antigen
kolere*), a rajéice su koristene za prvi lijek protiv bjesnoée proizveden pomocu biljke.> Salata

je koristena u nizu klini¢kih ispitivanja za razvoj rekombinantnog cjepiva protiv hepatitisa B.°

Banane su takoder razmotrene za proizvodnju cjepiva buduéi dozrijevaju u dijelovima svijeta
gdje su cjepiva najpotrebitija. Prednost je i to §to su to jestive biljke, a mogu je jesti i djeca u
obliku kaSice. Jedan od nedostataka je Sto banana, kao 1 primjerice rajcica, ima nizak udio

proteina Sto ogranicava koli€ini antigena koji mogu biti eksprimirani.



2. 2. Proces primjene biljaka u proizvodnji rekombinantnih proteina i antitijela

Transgeni¢na biljka za farmaceutske svrhe moze se koristiti na tri glavna nacina: u obliku
takozvanih jestivih cjepiva, cjepiva i lokalnom primjenom lijeka (Slika 1.). Sukladno nacinu
primjene i izbora antitijela, odnosno proteina koji se trebaju proizvesti u takvoj biljci, kako bi

od nje bilo medicinske pomo¢i, bira se gen kandidat i metoda uzgoja transgenicne biljke.

/‘*»4 ...... > "Qektor } -------- -
\ /,‘
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Slika 1. llustracija procesa primjene biljaka u proizvodnji stranih proteina i antitijela
(modificirano iz Yao, J.; Weng, Y.; Dickey, A.; Wang, K. Y. (2015). Plants as Factories for
Human Pharmaceuticals: Applications and Challenges)

2. 2. 1. Stvaranje transgeni¢nih biljaka

Proizvodnja transgeni¢nih biljaka u cilju koriStenja u lije€enju odredenih bolesti pocinje

odabirom gena kandidata koji kodira proteine S$to pomazu imunizaciju organizma, te



njegovom ugradnjom u genom biljne stanice. To se naj¢es¢e ¢ini na dva nacina:

transformacijom biljnih stanica (Slika 4.) ili takozvanom ,,genskom puskom* (Slika 5.).

2. 2. 1. 1. Transformacija biljaka posredstvom Agrobacterium sp.

Gen kandidat je fragment molekule DNA dobiven djelovanjem odredenih restrikcijskih
endonukleaza (,,molekularnih nozica®“) koje kidaju DNA na specificnim redoslijedima
(prepoznaju palindromske sekvence). Takvim cijepanjem DNA nastaju ,,ljepljivi krajevi“ koji

se ponovno mogu povezati vodikovim vezama jer sadrze komplementarne baze (Slika 2.).

shijed koji prepoznaje
restrikcijska endonukleaza

/_%
5 GAATTC 3
CTTAAG

endonukleaza cijepa

l restrikcijska
DNK na fragmente

liepljivi krajevi
Slika 2. Skica cijepanja molekule DNA pomocu restrikcijske endonukleaze (modificirano iz
Miller-Kittrell M. (2014). Chapter 8: Recombinant DNA Technology)

Kako bi dospio u bakterijsku stanicu potrebno je izolirati i bakterijski plazmidni vektor te ga
pocijepati s istom restrikcijskom endonukleazom s kojom se pocijepao i gen kandidat (Slika
3.). Na taj nacin su obje molekule DNA, i bakterijska 1 gena kandidata, pocijepane na
identicnom redoslijedu te se nastali jednolancani krajevi DNA sparuju vodikovim vezama jer
su komplementarnih baza, a enzim DNA ligaza dovrSava povezivanje uspostavom kovalentne

fosfatno-esterske veze.



fragment DNA koji se ugraduje DNA vektora
EcoRl EcoRlI
5‘;’ 5‘! \\13|
3 3 5
EcoRl EcoRI
kidanje pomodcu EcoRl kidanje pomodcu EcoRI
Kidanjem s pomodu EcoRl
5' 3 nastaju ljepljivi krajevi 5'
jednolanane DNA. [
3 5

komplementarno
sparivanje baza

povezivanje
DNA-ligazom

5 3

rekombinanta molekula

3 5

Slika 3. Primjer kidanja DNA pomocu restrikcijske endonukleaze EcoRI i povezivanja dviju
molekula DNA u jednu rekombinantnu molekulu (izvor: Cooper G.M., Hausman R.E., Lauc
G., Zoldos V. Stanica : molekularni pristup [Internet]. Medicinska naklada; 2010.)

Sparivanjem DNA gena kandidata i vektora nastaje rekombinantni klon koji nosi fragment
molekule DNA koju Zelimo umnoziti u biljci. Tako dobivena rekombinantna molekula DNA

prvo se ugraduje natrag u bakterijsku stanicu (najcesc¢e roda Agrobacterium), pomocu koje se
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prenosi dalje u biljni genom inkubiranjem komadic¢a biljnog tkiva u bakterijskoj suspenziji
(Slika 4.). U neke se biljne stanice tako ugradila Zeljena rekombinantna DNA. Slijedi
selekcija modificiranih biljaka na selektivnim podlogama koje dopustaju rast samo onim
biljnim stanicama u kojima se nalazi Zeljeni rekombinantni gen. Biljne se stanice zatim

umnazaju, iz njih se regeneriraju transformirane biljke koje su spremne za uzgoj u zemlji.

rekombinantna bakterija u
[o) O" kontaktu s bilinom stanicom

@

4 ugradnja Zeljenth gena u bilini genom

& umnazanje stanica

regeneracija biljaka sadnja u zemlju
B &=

Slika 4. Stvaranje transgeni¢ne biljke pomocu bakterije roda Agrobacterium (modificirano iz
Griffiths i sur. (2008), 743-744.)

2. 2. 1. 2. Stvaranje transgeni¢nih biljaka unoSenjem gena metodom ,,genske puske*

,»Genska puska® (engl. gene gun) je uredaj koji radi na nacin da pod visokim pritiskom
»ispucava‘ sitne Cestice zlata ili volframa koje se nalaze na plasticnom disku (Slika 5.). Na
sitnim Cesticama zlata ili volframa se nalaze prethodno reverzibilno vezane kopije zeljenog
gena. Neke stanice se prilikom ispucavanja Cestica uniSte, a u nekim Zeljeni gen dospije u
jezgru te se ugradi u genom. Transformirane biljke se regeneriraju i selekcioniraju pomoc¢u

selektivnih podloga kao u prethodnoj metodi te se potom sade u zemlju.
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plasti¢ni disk s DNK obloZzenom
sitnim zlatnim ¢esticama

o film koji zaustavlja plasti¢ni disk
+ "0'0 food

DNK oblozena sitnim .
zZlatnim Cesticama.., - °. .,

S cetioe s

Slika 5. Shematski prikaz principa rada ,.genske puske” (modificirano iz: M. Stahr, D.
Stimpson: Genetic Seed Testing: Introduction & Current Topics, 2012)
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2. 3. Primjena transgeni¢nih biljaka u farmaceutske svrhe

2. 3. 1. ,,Jestiva cjepiva“

Pojam ,,jestivo cjepivo* se odnosi na transgenicnu biljku koja nosi antitijela protiv uzro¢nika
odredene bolesti i namijenjena je konzumaciji, bilo u sirovom obliku bilo blago toplinski
obradenu.

Jestiva cjepiva su, u teoriji, idealan nacin uporabe transgeni¢ne biljke budu¢i ga ljudi mogu
uzimati oralno, prakticki bez potrebe za profesionalnim zdravstvenim djelatnicima 1 sterilnih
igala. Takoder se moze izbje¢i komplicirani proces proci§¢avanja i Cuvanja cjepiva jer bi sami
prehrambeni proizvod bio ,.cjepivo”. Biljke koje se koriste za takvo cjepivo mogu biti
uzgojene lokalno i tako se smanjuju troskovi transporta na udaljeni dio svijeta, skladiStenja na
niskim temperaturama i nema potrebe za odrzavanjem sterilnih uvjeta. Nadalje, eliminira se
potencijalni rizik od infekcije pacijenta kontaminiranim proizvodom jer u pravilu biljke nisu
domacini ljudskih patogena i u tom smislu cjepivo ne bi bilo rizi¢no. Posebno je to korisno u
zemljama treceg svijeta gdje lijeCni¢ka pomo¢ Cesto nije dostupna, ne postoje organizirane
sluzbe za brigu o javnom zdravlju stanovniStva, higijena je manjkava te je time visok rizik
zaraze ili u drugim siromasnim zemljama, ¢ije je stanovni$tvo Cesto ugrozeno politickim ili
ratnim nemirima, a u novije vrijeme 1 klimatskim ekstremima, gdje su otezane ili cak
nemoguce akcije cijepljenja. Svake godine cjepivo ne stigne do 20 % djece u zemljama u
razvoju, zbog ¢ega godi$nje umire oko tri milijuna djece.” Zdravstvene statistike pokazuju da
je tih 20 % djece jo§ uvijek liSeno cjepiva protiv Sest bolesti: dje€je paralize, difterije,
hripavca, ospica, tetanusa i tuberkuloze.

Problem jestivih "cjepiva” je uspostavljanje to¢ne doze antitijela u takvoj hrani, ako je
premala nema znacaja u lijeCenju, a ako je prevelika ne znaju se to¢ne nuspojave. Nadalje,
uzmimo za primjer da se koristi modificirana banana. Sami plod banane dolazi u viSe veli¢ina
i pitanje je kako ¢e korisnik, koji nema pristup medicinskom osoblju niti vagi znati koliko
to¢no banana smije konzumirati. Takoder, potrebna su daljnja testiranja dok se ne dobije
kontinuirana koli¢ina antitijela po odredenog koli¢ini ploda — na koli€inu antitijela ne smiju u
Visokoj mjeri utjecati okoli$ni ¢imbenici.

Zadnjih 20 godina razvijaju se metode za sintezu antigena virusa hepatitisa B pomoc¢u biljaka.
Osim cjepiva protiv hepatitisa B, koje je razradeno 1 potrebno ga je samo usavrsiti, razvija se i

oralni lijek (engl. food-grade vaccine, FGV). Oralni lijek (Slika 6.) nije u punom smislu
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»jestivo cjepivo®, ali se sastoji od liofiziranog praha tkiva transgeni¢ne biljke (na primjer
zelene salate) pa stoji negdje na pola puta izmedu ,,jestivog cjepiva™ i klasi¢nog lijeka za
oralnu primjenu. Prednost kapsula ili tableta koje sadrze tkivo biljke sa Zeljenim antigenom u
odnosu na ,jestivo cjepivo” je prvenstveno u to¢noj dozi. Nadalje, antigeni iz biljke
konzervirani na taj na¢in imaju mnogo veéi rok trajanja nego sama biljka.

lako se oralni lijekovi nisu pokazali dovoljno dobri kao cjepivo koje se standardno koristi kao
nacin imunizacije protiv hepatitisa B, mogu posluziti umjesto docjepljivanja (Slika 6.).
Preliminarna istraZivanja potvrduju uc¢inkovitost kombinacije parenteralnog lijeCenja i oralnih

lijekova dobivenih iz transgeni¢ne biljke.®

S S R R imunizacija pomocu cjepiva \
biljka duhana s eksprimiranim anfigeni prociscent za
7eljenim antigenom parenteralnu uporabu

: e 2
proizvodnja antigena u jestivoj polugotovi proizvod tablete ili kapsule - za
biljci (zelena salata) namijenjen oralnoj imunizaciji - oralno docjepljivanje
liofizirano tkivo biljke u prahu

Slika 6. Moguénosti u imunizaciji protiv virusa hepatitisa B pomoc¢u parenteralnog i oralnog
lijeka dobivenog pomocu transgeni¢ne biljke (modificirano iz Pniewski T. (2013) The
Twenty-Year Story of a Plant-Based Vaccine Against Hepatitis B: Stagnation or Promising

Prospects?)
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2. 3. 2. Konvencionalna cjepiva

Biljni materijal temeljito se proc¢is¢ava odredenim postupcima u kontroliranoj atmosferi kako

bi se ekstrahirali Zeljeni sastojci za imunizaciju u vidu klasi¢nog cjepiva ili lijekova (Slika 1.).

Umjesto transgenicne biljke koja je normalno rasla u zemlji, mogu se koristiti i stanice biljaka
u kulturi. Prednost je $to stanice ne ovise o klimatoloskim i ostalim ekoloskim promjenama,
primjerice kvaliteti zemlje, godiSnjem dobu, duljini dana. Nema rizika od kontaminacije
mikotoksinima, herbicidima ili pesticidima i nastaje mnogo manje nusprodukata (na primjer
vlakna, ulja, voskovi, fenoli i sekundarni metaboliti koje biljka proizvodi). | to dovodi do
jedne od najznacajnijih prednosti — mnogo je jednostavniji proces izolacije 1 prociS¢avanja
uzoraka. Takoder se treba uzeti u obzir kako polja sa usjevima transgeni¢nih biljaka koje se
koriste za proizvodnju stranih proteina i antitijela, kao §to su kukuruz ili riza, mogu putem
peludi, koje prenosi vjetar, kontaminirati biljke koje su na normalnim poljima i namijenjene

za prehranu. Sve to zahtjeva dodatnu brigu o biologkoj sigurnosti.®

2. 3. 3. Lokalna primjena

Sami biljni materijal, primjerice list ili kultura biljnih stanica ali i pro¢iséeni biljni ekstrakt
mogu se direktno primijeniti na kozi ili sluznici (Slika 1.). To se naziva lokalnom odnosno
topikalnom primjenom. Za antitijela dobivena iz biljaka koji su specificna za proteine
bakterije  Streptococcus mutans i virusa Herpes simplex je poznato kako smanjuju
vjerojatnost zaraze kada su primijenjena topikalno.’® U bliskoj buduénosti klini¢ki ¢e se
testirati drugi kandidati za primjenu na sluznici, primjerice antitijelo protiv virusa humane

imunodeficijencije za kojeg je predvideno da se koristi kao vaginalni mikrobicid.*°
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2. 4. Primjeri transgeni¢nih biljaka koje se koriste u terapeutske svrhe

2.4.1. Primjena na ljudima

Prvi rekombinirani terapeutski protein proizveden pomocu biljaka, to¢nije duhana i

suncokreta, je humani hormon rasta.?

Mason 1 sur. (1992.) su kasnije razvili transgeni¢ni duhan koji sadrzi antigen (HBsAg)
hepatitisa B. Taj je antigen bio jako sli¢an onome dobivenom u humanom serumu i

rekombiniranom kvascu.?

Oralna cjepiva dobivena pomocu transgeni¢nih biljaka mogu se Koristiti jednako kao i ona
dobivena pomoc¢u mikroalgi (na primjer Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliella salina,
Schizochytrium spp., Phaeodactylum tricornutum), kvasaca (Saccharomyces cerevisiae),
Gram pozitivnih bakterija (roda Lactobacillus i Bifidobacterium) i kukaca (dudov svilac,
Bombyx mori). Mukozni i sistemski imuni odgovori inducirani su kao posljedica
translociranja proteinskih antigena pomo¢u M ili dendritickih (engl. dendric cell, DC)
predo¢nih stanica koje posreduju prezentaciju antigena u limfocite odnosno poticu aktivaciju

B-limfocita specifi¢nih za te antigene (Slika 7.).
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biljke mikroalge kvasci G+ bakterije  kukci

proces liofilizacije i inkapsulacije

-» I = O

l

bezbolna i sigurna
oralna Imunizacija

Slika 7. Shematski prikaz imunoloskog odgovora u epitelu potaknutog uzimanjem proteinskih
antigena iz oralnog lijeka (modificirano iz Rosales-Mendoza, S.; Angulo, C.; Meza, B.
(2016). Food-Grade Organisms as Vaccine Biofactories and Oral Delivery Vehicles)

U svibnju 2012. je od strane Americke Agencije za hranu i lijekove (engl. U. S. Foodand
Drug Administration, FDA) odobren prvi enzim proizveden pomoéu biljaka, ELELYSO™
(taligluceraza alfa). Koristene su stanice mrkve kako bi se proizveo rekombinantni enzim
taligluceraza alfa, koji se koristi u terapiji odraslih s Gaucherovom bolesti. Gaucherova bolest
je rijedak nasljedni poremec¢aj, najéesca je medu Askenazi Zidovima, a dovodi do poveéanja

jetre i slezene i smeckaste pigmentacije koZze, moze uzrokovati i pojavu Zutih mrlja u o¢ima.
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Americka tvrtka Mapp Biopharmaceutical Inc. je u listovima duhana proizvela lijek koji se
zove ZMapp, a koristen je 2014. u Africi protiv virusa ebole.? Sedam je pacijenata koji su
dobili tretman tim lijekom do listopada 2014. u potpunosti oporavljeno. Medutim, jedan
pacijent je tretman primio kasnije, u studenom 2014., podlegao je bolesti i umro. Zbog
nedovoljne koli¢ine tog lijeka, ostali pacijenti nisu primili tretman. ZMapp je jedini lijek koji
se pokazao ucinkovit za lijeCenje oboljelih od ebole, iako ga Americka Agencija za hranu i

lijekove nije odobrila.?

Potrebno je dosta vremena kako bi se razvio lijek koji koristi tehnologiju PMP-a, stoga ta
tehnologija nazalost trenutno nije dovoljna da bi se borila s iznenadnim epidemijama kao §to
je ebola, teski akutni respiratorni sindrom (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS)
ili bliskoisto¢ni respiratorni sindrom (engl. Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus,
MERS-CoV).

2. 4.2. Zivotinjske zaraze

"Jestiva cjepiva” pokazala su se kao dobro sredstvo u borbi protiv zoonoza. Zoonoze su
zarazne bolesti koje se prenose izmedu ljudi 1 Zivotinja. Zoonoze zato nisu isklju¢ivo problem
u mesnoj industriji nego prijete i ljudima, uzrokujuéi vise od 60 % slu¢ajeva zaraze ljudi.*
Otprilike 75 % alarmantnih zaraznih bolesti u ljudi potice od patogena koji uzrokuju
zoonoze.'! Budu¢i su antibiotici Sesto koristeni za zastitu stoke od bakterijskih bolesti
razvijaju se razni sojevi bakterija rezistentni na antibiotike §to predstavlja razlog za brigu, jer
su u buduénosti moguce epidemije ako se ne nade novi lijek protiv te, sada rezistentne,

bakterije.

Koristenje oralnih cjepiva biljnog porijekla pokazalo je obecavajuce rezultate u suzbijanju
razli¢itih zivotinjskih bolesti. Primjer su svinje hranjene transgeni¢nim biljnim stanicama
dobivenih iz duhana koje proizvode specifi€na antitijela protiv svinjskog reproduktivnog i

respiratornog sindroma.?
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2.5. Obecavajucéi kandidati za jestiva cjepiva

2. 5. 1. Ljubicaste rajcéice protiv dijareje uzrokovane rotavirusom

Diego Orzaez, s instituta Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) u
Spanjolskoj, proizveo je imunoglobuline u jestivom organu biljke, to¢nije rajéici ljubiastog
ploda.’® U plodu transgeni¢ne rajéice se nalazi visoka koncentracija hIgA 2Al1 antitijela koje
djeluje protiv rotavirusa. Koli€ina tog antitijela je otprilike 4 % ukupnih proteina topljivih u

vodi. Orzaez smatra kako da bi konzumacija takvih raj¢ica bila sigurna.*

2. 5. 2. Riza protiv alergije na grinje

Yang L. i sur. (2007.) imaju alternativan pristup konvencionalnom pristupu u imunoterapiji
protiv alergija. Razvili su transgeni¢no zrno rize koje sadrzi glikoprotein Der p 1 i sluzi za
imunizaciju protiv alergije na grinje.® Njihovi rezultati pokazuju kako je takva riza jestiva,

sigurna i potencijalno jestivo cjepivo protiv alergije na grinje.

2. 5. 3. Rajcice protiv malarije

Smrtnost od zaraze malarijom se povecava jer su se razvili sojevi roda Plasmodium otporni na
lijekove. Bebe 1 mala djeca zarazeni malarijom Cesto umiru od ozbiljne anemije i klonulosti
od brojnih infekcija. Ukoliko se majka zarazila malarijom tijekom trudnoce,novorodencad
umire od komplikacija pri porodu ili niske porodajne tezine Za zastitu od malarije potrebno je
provesti protokol cijepljenja u intervalima kako bi zastitio ljude prilikom svake faze zaraze.
Cijepljenja se provode u intervalima od 4 do 6 tjedana, a u dozi su dva razli¢ita antigena.'®
Gotovo je nemoguce cijepiti dvije milijardi ljudi na takav nac¢in. Chowdhury i Bagasra (2007.)
s Claflin universityja su zamislili jestivo cjepivo koriste¢i razliCite transgenicne rajcice.
Razli¢iti oblik, boja 1 veli¢ina raj¢ice bi nosila drugo antitijelo 1 izgledom bi bile lako

prepoznatljive, a ljudi bi se educirali koju raj¢icu kada pojesti.
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3. ZAKLJUCAK

Zadnjih dvadesetak godina ponovo se intenzivnije istrazuju mogucnosti upotrebe biljaka u
farmaceutske svrhe. Od davnina se biljke koriste kao lijek, iz njih se ekstrahiraju vrijedni
prirodni sastojci ili se primjenjuju direktno na kozi, a sada se pomoc¢u novih saznanja i
napretka u rekombinantnoj tehnologiji DNA biljke mogu genetski modificirati tako da

proizvode Zeljena antitijela ili proteine koji se koriste u imunizaciji.

Ve¢ su brojni primjeri primjene transgeni¢nih biljaka u lijecenju, a najvise se istice genetski

modificirani duhan koji je proizveo antitijela protiv virusa ebole.

Novi korak u zelji za lijeCenjem bolesti "treCeg svijeta” je proizvodnja takozvanog ,,jestivog
cjepiva“. To su transgeni¢ne biljke koje u sebi sadrze antitijela protiv odredenih bolesti, a
konzumiraju se sirove ili djelomi¢no termicki obradene. Prednost takvog lijeka je niska
cijena, pristupacnost i mogucénost oboljelih da si sami uzmu takvo ,,cjepivo ukoliko im je
medicinska skrb nedostupna. Testiranja na zivotinjama su pokazala pozitivne ucinke, dok se

za testiranje na ljudima i stavljanje na trziste jo$ rade detaljna ispitivanja.
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