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Povzetek: V zadnjih letih so izsledki na podrocju klini¢nih testiranj rekombinantnih zdravil
pridobljenih z gensko spremenjenimi (GS) rastlinami doziveli velik razcvet. V ta namen so bili
uspes$no opravljeni Stevilni poskusi povefanja izrazanja antigenov za zdravljenje nalezljivih
virusnih in bakterijskih bolezni. Najnovej$e raziskave so osredoto¢ene v optimizacijo sinteze in
pridobivanja antigenov za zdravljenje avtoimunih in genetskih bolezni. Razmislja pa se tudi v
smer sinteze antigenov za zdravljenje tropskih bolezni. Vedno ve¢ je izsledkov o uporabi zdravil z
zauzitjem sveZega rastlinskega materiala (predvsem v veterini). Komponentna cepiva pridobljena
z GS rastlinami so sposobna vzbuditi moc¢nej$i imunski odziv in izzvati imunski spomin za daljSe
¢asovno obdobje. Njihovo pridobivanje je povezano z manjSimi proizvodnimi stroski. Kljub vsem
raziskavam in dosezkom pa nobeno od zdravil pridobljeno z GS rastlinami ni prisotno na trgu. Za
dosego tega bo potrebno odpraviti tezave povezane s proizvodnjo, uporabo, predvsem pa z
biolosko varnostjo in sploSnim mnenjem javnosti do GS rastlin.

Kljuéne besede: gensko spremenjene rastline; sinteza; rekombinantni proteini; antigeni;
zdravljenje; imunski odziv; imunski spomin.

Abstract: In recent years, the findings in clinical trials of recombinant medicines derived from
genetically modified (GM) plants boomed. For these purposes, some numerous attempts to
increase expression of antigens for the treatment of infectious viral and bacterial diseases have
been successfully carried out. In recent times, research has focused on optimizing the synthesis
and extraction of antigens for the treatment of autoimmune and genetic diseases. It is also
considered in the direction of the synthesis of the antigens for the treatment of tropical diseases.
The development is focused on the use of medicines with the consumption of fresh plant material
(especially in veterinary medicine). Component vaccines derived from GM plants can arouse a
stronger immune response and immunological memory for a longer period. Their acquisition is
related to lower production costs. Despite all the research and achievements, none of the
medicines obtained by GM plants is present on the market. To achieve that it will be necessary to
eliminate the problems associated with the production, use and particularly problems related to
biosafety and the general public's perception of GM plants.

Keywords: genetically modified plants; synthesis, recombinant proteins; antigens; healing;
immune response; immunological memory.
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1. Uvod

Gensko spremenjene (GS) rastline so, poleg ostalih
gospodarsko zanimivih lastnosti, sposobne sinteze
farmacevtsko in medicinsko pomembnih molekul, kot
so hormoni, encimi, monoklonska protitelesa in antigeni
za proizvodnjo zdravil (Ma in Wang, 2012). Prvi v
rastlinah  (tobaku) izrazen antigen za namene
pridobivanja zdravil je bil povrsinski protein A (SpaA)
bakterije Streptococcus mutans (Curtis in Cardineray,
1990). Sledili pa so mu povrsinski antigen hepatitisa B
(HBsAg), temperaturno nestabilna B podenota
enterotoksina  bakterije Escherichia coli, antigen
stekline, B podenota kolere toksina in Stevilni drugi
(Awale in sod., 2012). Te raziskave so osredotocene v
pomo¢jo GS rastlin  za
preprecevanje in zdravljenje veéine nalezljivih virusnih
in bakterijskih bolezni, tako Zivalskih kot ¢loveskih, ki
obcasno preidejo v epidemije. Vedno ve¢ pa je tudi

sintezo  antigenov s

poskusov izrazanja antigenov avtoimunih, genetskih,
presnovnih in degenerativnih bolezni. Razvoj je
usmerjen na uporabo rastlin kot alternativnih sistemov
sinteze antigenov za pridobivanje komponentnih
zdravil, uporabnih za intravenozno, intramuskularno in
podkozno injiciranje, uzivanje v obliki tablet in svezega
rastlinskega materiala predvsem v veterini (Sala in sod.,
2003).

Komponentna cepiva so sestavljena iz ocis¢enih
delov mikroogranizmov, obic¢ajno so to povrSinski
mikrobni antigeni, kompleksne molekule najpogosteje
glikoproteini ali polisaharidi. Po vdoru v organizem jih
specificno prepoznajo protitelesa ali receptorji na
limfocitih. Protitelesa so topne glikoproteinske
molekule iz skupine imunoglobulinov, ki so se
sposobne vezati na tujke - antigene, ki so na povrSini
bakterij in jim s tem prepreciti, da bi Skodovali
organizmu, povzrocili bolezensko stanje. Antigeni, ki
jih prepoznajo protitelesa lahko v organizmu povzroc€ijo
imunski odziv. Tudi organizmu lastne molekule lahko
imunski sistem prepozna kot antigene, kar povzroci
avtoimune reakcije, ki lahko privedejo do avtoimunih
bolezni. Majhne molekule kot so enostavni ogljikovi
hidrati, aminokisline in mascobne kisline, ne morejo
izzvati imunske reakcije. Tudi tuje cloveske celice
vneSene v drugega Cloveka, lahko v slednjem
povzrocijo imunski odziv. Zgradba beljakovin na celi¢ni
povrSini se med posamezniki razlikuje, kar lahko
privede do komplikacij pri transfuziji krvi in presaditvi
organov. Tkivna nekompatibilnost pri presaditvi lahko
povzroci zavrnitev presadka (Than, 2011).

Komercialno pridobivanje komponentnih zdravil
poteka z GS bakterijami (Escherichia coli), kvasovkami
(Saccharomyces cerevisiae) in zivalskimi celi¢nimi

kulturami (celicami jajénikov kitajskega hrcka). Kot
alternativni sistem za pridobivanje komponentnih
zdravil se vedno bolj uveljavljajo rastline, v katere je bil
s pomocjo postopkov genskega inzeniringa vneSen
genski zapis za sintezo proteina (antigena). Zacetni
razvoj pridobivanja komponentnih zdravil z GS
rastlinami se je osredotocal na uporabo liofiliziranega
GS rastlinskega tkiva za pripravo zdravil, katerih
aplikacija je potekala preko vnosa s cepljenjem. Od leta
1990 pa je razvoj usmerjen na tako imenovana oralna
zdravila z zauzitjem tkiva GS rastline, ki vsebuje
antigen patogena, proti kateremu Zzelimo vzbuditi
imunski odziv (Ma in Wang, 2012; Jain in sod., 2013).
Trenutno je ta vrsta zdravil primerna za uporabo v
veterini (Sala in sod., 2003).

2. Lastnosti komponentnih zdravil, pridobljenih
z GS rastlinami

Komponentna zdravila pridobljena z GS rastlinami
imajo v primerjavi s tradicionalnimi nekaj prednosti.
Najpomembnejse prednosti so odsotnost za ljudi in
zivali nevarnih patogenih mikrobov ali virusov in s tem
povezanih okuzb (Ma in Wang, 2012; Zhou in sod.,
2014), odsotnost toksinov, potencialnih alergenov in
zmanjSana moznost vsebnosti oslabljenih mikrobnih
sevov z moznostjo ponovne pridobitve patogenosti
(Gunn in sod., 2012; Pelosi in sod., 2013; Kumar in
sod., 2013). V primerih, kjer se antigen izraza v
obstojnih  tkivih (semena, gomolji), ni potrebno
takojSnje shranjevanje na hladnem, kar omogoca lazji
transport ter ve¢jo dostopnost drzavam v razvoju,
predvsem v veterini (Sala in sod., 2003). Dodatno pa k
veCji  uporabnosti pripomoreta tudi  dolgotrajna
stabilnost (Pirkoohi in Zibaee, 2013) in moznost
izrazanja velikega Stevila razli¢nih epitopov, mest na
protitelesu, ki prepoznajo antigen in se nanj specificno
vezejo (Guan  in sod., 2013). Zauzitje
bioenkapsuliranega zdravila, ki vsebuje antigen v
rastlinskih celicah s celi¢no steno, vzbudi uéinkovitejsi
imunski odziv kot odziv proti izoliranemu antigenu,
apliciranemu preko podkoznega ali intramuskularnega
injiciranja (Gunn in sod., 2012). Najve¢jo vlogo pri tem
ima vzbuditev imunskega odziva, ki nato stimulira
celicno imunost (Gunn in sod., 2012). Zauzitje z GS
rastlinami pridobljenih zdravil, kot so na primer
povrsinski antigen hepatitisa B (HBsAg), temperaturno
nestabilna B podenota enterotoksina E. coli, plas¢ni
protein Norwalk virusa in glikoprotein virusa stekline,
je privedlo do nastanka protiteles (IgA, IgG) specifi¢nih
za apliciran antigen in ponekod do imunskega spomina,
tako v miSih kot Iljudeh (Sala in sod., 2003).
Tradicionalna komponentna zdravila so sposobna
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vzbuditi le sistemski imunski odziv (Vimolmangkang in
sod., 2012). Bioenkapsulacija s celi¢no steno poleg tega
omogoca tudi zakasnjeno spro$Canje antigena Vv
prebavilih in prehod v krvni obtok (Guan in sod., 2013).
Aplikacija z zauzitjem je veliko manj invazivna za
pacienta (Jain in sod., 2013), poleg tega pa zanjo nista
potrebna ekstrakcija in ¢iS€enje proteina (antigena), kar
pomembno vpliva na pocenitev stroskov proizvodnje ter
ceno konénega proizvoda (Ma in Wang, 2012). Cis¢enje
proteina iz rastlinskega tkiva, je veliko enostavnejse kot
pri ostalih proizvodnih sistemih, prav tako je lazja
ekstrakcija proteina iz tkiva (posebno iz semen), kon¢na
Cistost pridobljenega proteina pa je vecja. Rastline kot
evkariontski organizmi sintetizirajo proteine na nacin
zelo podoben sesalskemu, z dolocenimi razlikami (npr.
glikozilacijski vzorec) in so zmozne sintetizirati tudi
kompleksne proteine (Alvarez in sod., 2014), ki
vsebujejo pravilne post-translacijske modifikacije, kot
je na primer vsebnost disulfidnih mosti¢kov ali
glikozilacijskih znaCk. Ker so post-translacijske
modifikacije klju¢ne za biolosko aktivnost proteinov, je
bioloska aktivnost z GS rastlinami pridobljenih
proteinov dobro ohranjena (Ma in Wang, 2012).

Pomembna prednost je tudi stabilnost rastlinskih
sistemov, moznost gojenja na prostem in pridobivanje
velike koli¢ine biomase z relativno nizkimi vlozki
(Tiwari in sod., 2009; Gunn in sod., 2012; Guan in sod.,
2013; Pirkoohi in Zimbaee, 2013). V primerjavi z
bakterijskimi in Zivalskimi kulturami in vitro gojenje
rastlin zahteva bistveno manj specificna gojisc¢a, rastne
razmere in opremo (Zhou in sod., 2014). Ko je transgen
stabilno vkljucen v rastlinski genom, je Zeljeni protein
mogoce pridobivati v velikih koli¢inah. Prav tako je
enostavna Siritev pridelovanja (Gunn in sod., 2012), ki
se lahko opravi s povecanjem Stevila rastlin oziroma
povrsine ali v primeru celicnih ali kalusnih kultur s
povecanjem koli¢ine gojis¢.

S krizanjem dveh rastlinskih linij, ki sintetizirata
razline sestavine za zdravilo, je mozno pridobiti multi-
komponentna  cepiva. Ta  omogoCajo  hkratno
prepoznavanje ve¢ kot le enega antigena naenkrat na
povrsini mikrofold celic imunskega sistema, ki jih
najdemo v limfnem tkivu (Gunn in sod., 2012). Mozno
pa je tudi pridobivanje multi-valentnih cepiv, ki §¢itijo
pred vecimi razli€nimi patogeni ali pred ve¢ razlicnimi
sevi istega patogena. Primer takega zdravila je virus
humane imunske pomanjkljivosti (HIV), virus hepatitisa
B in virusom podobni delci, pridobljeni v tobaku in
repnjakovcu (Greco in sod., 2007).

3. Tezave zdravil, pridobljenih z GS rastlinami
V ospredju so tezave povezane z biolosko varnostjo
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GS rastlin, ki so sposobne sinteze aktivnih snovi
(antigenov) za pridobivanje zdravil. Nadalje so zelo
izpostavljene tezave povezane s pridobivanjem aktivnih
snovi, predvsem z njihovo koli¢ino, saj je trenutno
veCina raziskav namenjena optimizaciji sinteze in
nalaganja ucinkovin v celi¢nih organelih razli¢nih tkiv.
Veliko Studij je posvecenih delovanju pridobljenih
antigenov v ciljnih organizmih, predvsem zbuditve
imunskega spomina za daljSe ¢asovno obdobje.

3.1. BioloSka varnost

Bioloska varnost GS rastlin tudi tistith, ki se
uporabljajo za sintezo aktivnih snovi za zdravila, je
povezana z nacelom previdnosti. Pri tem je izpostavljen
strah pred vplivom GS rastlin na okolje in posledicami.
V ospredju je mozno prehajanje transgena s pelodom
GS rastlin iz nadzorovanega v SirSe okolje in strah pred
vkljucitvijo transgena oziroma njegovih produktov v
prehransko verigo. Prehajanje transgena v okolje s
pelodom bi lahko povzro€ilo krizanje s sorodnimi
prosto ziveCimi in gojenimi vrstami ter nastanek
krizancev, kar bi vplivalo na okoljsko ravnovesje in
biodiverziteto. GS rastline v namene pridobivanja
aktivnih ucinkovin za zdravila se zaenkrat goji le v
strogo nadzorovanih, zaprtih okoljih  (fitotroni,
rastlinjaki), vecina pa jih je tudi sterilna (citoplazmatska
moska sterilnost). Uzivanje GS rastlinskega tkiva bi
lahko privedlo do toksikoloskih ali alergi¢nih reakcij. V
izogib temu je potrebno pred kliniCnimi testiranji
zdravil opraviti vse potrebne raziskave povezane z
analizo glikoproteinskega profila ter analizo alergenosti
in toksi¢nosti (Zhou in sod., 2013).

3.2. Pridobivanje

Glavna problema povezana s pridobivanjem aktivnih
sestavin za zdravila sta Se vedno premajhna stopnja
izrazanja rekombinantnega proteina v celicah in
nepravilna oziroma nezadostna glikozilacija. Za
poveCanje sinteze proteina so v uporabi mocni
konstitutivni promotorji kot je promotor virusa
cvetatnega mozaika (CaMV 358S), optimizacija 5' in 3'
neprevedenih  regij (UTR), uporaba endogenih
promotorjev za gostiteljsko rastlinsko vrsto ali tkivo
(npr. koruzni UBQ1 promotor, rizev GluB-4), uporaba
kodonov prilagojenih  gostiteljski rastlinski  vrsti,
izrazanje proteina v obliki fuzijskega proteina z
dodanim adjuvantom, ki poveca izrazanje (npr. CTB - B
podenota kolere toksina, LTB- temperaturno obcutljiva
B podenota enterotoksina FE. coli) in uporaba
nukleotidnih zaporedij za usmerjanje proteina v dolocen
celicni organel, za katerega je znano, da se v njem
zeljeni protein najbolje izraza oziroma v organel z nizko



SINTEZA AKTIVNIH KOMPONENT ZA ZDRAVILA Z GENSKO SPREMENJENIMI RASTLINAMI

proteazno aktivnostjo, kot so npr. endoplazmatski
retikulum (ER) ali kloroplasti. Poleg tega imajo
doloceni ciljni proizvodni sistemi (semena, celi¢ne
suspenzije in kulture koreninskih laskov) vecje
sposobnosti povecanja sinteze eksogenih proteinov kot
drugi, zato je pricakovati, da se bo razvoj v nadaljnjih
letih v vecji meri preusmeril z do sedaj tradicionalnih
proizvodnih sistemov na sisteme pridobivanja zdravil z
GS rastlinami. Obstajajo pa tudi moznosti povecanja
izrazanja proteina preko optimizacije okolja, v katerem
poteka sinteza, npr. z dodajanjem proteaznih
inhibitorjev ali stabilizatorjev v gojis¢a ter optimizacija
procesa ekstrakcije in ¢iS€enja pridobljenega proteina
(Alvarez in sod., 2014; Zhou in sod., 2014).

Rastline so zmozne opravljati glikozilacijo na
podoben nacin kot sesalske celice, z dolocenimi
odstopanji, ki pa lahko resno vplivajo na kon¢no
aktivnost proteina. Prvi korak N-glikozilacije je enak pri
rastlinah in sesalcih. V ER se oligosaharidni prekurzor
nastajajoega  proteina  prenese na  specifien
asparaginski ostanek. Sledi procesiranje v ER in
Golgijevem aparatu (GA), pri Cemer se procesa Vv
rastlinah in zivalih razlikujeta v tem, kdaj se protein
prenese z ER na GA. V rastlinah se p-1,2-ksiloza veze
na manozni ostanek in o-(1,3)-fukoza na N-
acetilglukozamin, vendar pa pri njih ne obstajata $-(1,4)
-galaktozni ostanek in siali¢na kislina. Ta problem se
poskusa resiti preko izbijanja encimov v rastlinah,
odgovornih za dodajanje specifi¢nih ostankov, izraZanja
humane glikoziltransferaze in sialicne kisline (Alvarez
in sod., 2014) ter in vitro modifikacij N-
glikozilacijskega vzorca preko dodajanja B-(1,4)-
glikoziltransferaze iz kravjega mleka (Bardor in sod.,
2003).

3.3. Uporaba

Najvecji problem uporabe rekombinantnih zdravil,
pridobljenih z GS rastlinami, je nezadostna
imunogenost pridobljenih antigenov in problem
degradacije antigena v prebavnem traktu pred prihodom
na tar¢no mesto, kar vpliva na stopnjo imunoloske
za§€ite. Znano je, da prenizka molekulska masa zdravila
zniza imunogenost antigena, prav tako pa lahko k
manjsi imunogenosti prispevajo doloceni dejavniki v
sami rastlini. Preprecevanje prehitre degradacije
antigena v prebavnem traktu je v veliki meri povezano z
bioenkapsulacijo znotraj rastlinskih celic, dodatno pa z
izrazanjem antigenov v obliki virusom podobnih delcev
(VLP). Aplikacija antigena z uZzivanjem vzbudi
mocnej§i  imunski odziv, tako sistemskega kot
humoralnega v primerjavi z aplikacijo preko injiciranja.
Dodatno pa k vecji imunogenosti pripomore vezava

antigena z adjuvanti, kot sta B podenota temperaturno
odvisnega enterotoksina E. coli in B podenota kolere
toksina. Se eden od kljuénih problemov je
standardizacija odmerka pri zdravilih, ki bi jih vnesli v
organizem preko zauzitja, saj se ne da z gotovostjo
napovedati, koliko od antigena, vsebovanega v svezem
tkivu, bo dejansko vstopilo v krvni obtok. Vse to
trenutno omejuje oz. otezkoca pridobivanje zdravil z GS
rastlinami na komercialni ravni (Zhou in sod., 2010;
2014).

4. Izboljsave sinteze antigenov z GS rastlinami

V celicah GS rastlin so bili sintetizirani Stevilni
antigeni za  zdravljenje  virusnih, bakterijskih,
avtoimunih in genetskih bolezni. Prvemu antigenu,
povrsinskemu proteinu A (SpaA) iz bakterije S. mutans
(Curtis in Cardineray, 1990), ki je bil mejnik na tem
podrocju, so sledili antigeni S$tevilnih virusnih
nalezljivih bolezni, predvsem zivalskih z namenom
prepreCevanja in omejevanja epidemij, v manjSem
obsegu pa tudi cloveskih. Od zivalskih nalezljivih
bolezni so bili tako v GS rastlinah uspes$no izrazeni
antigeni prasi¢jega  respiratornega  in
reproduktivnega sindroma, slinavke in parkljevke,
goveje virusne diareje, stekline, atipi¢ne kokosje kuge,
Norwalk virusa, virusa pti¢je gripe in mnogi drugi.
Delovanje zdravil, pridobljenih iz teh antigenov, je bilo
v veini primerov preverjeno na misjih modelih ter
naravnih gostiteljih. Uspe$no izrazeni so bili tudi

virusa

antigeni  Stevilnih  ¢loveskih  nalezljivih  bolezni,
poudarek raziskav na tem podrocju je bil v zadnjih letih
usmerjen predvsem v iskanje nafinov za povecanje
izrazanja transgenov v rastlinah. Uporaba optimiziranih
transformacijskih metod in ekspresijskih vektorjev v
kombinaciji s primerno izbrano rastlinsko vrsto je v
veéini spodaj navedenih primerov vodila do opaznega
izbolj$anja sinteze antigenov za zdravljenje bolezni tudi
z izzvanim imunskim spominom za daljSe casovno
obdobje. Za nekatere bolezni so navedeni mejniki

pridobivanja rekombinantnih zdravil z GS rastlinami.

4.1. Virusne bolezni

Raziskave na podrocju pridobivanja rekombinantnih
beljakovin — antigenov z GS rastlinami za zdravljenje
virusnih nalezljivih bolezni segajo v obdobje pred letom
1990.

4.1.1. Virus hepatitisa B (HBV)

Leta 1992 je bil povrsinski antigen hepatitisa B prvic
uspesno izrazen v GS listih tobaka v koncentraciji 66
ng/mg skupno topnih proteinov (Mason in sod. 1992).
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Nato je sledilo 14 dostopnih objav, ki navajajo vecje
koncentracije sintetiziranega antigena v razli¢nih
rastlinskih vrstah in tudi tkivih. Leta 2014 so Hayden in
sod. uspeli povecati izrazanje antigena hepatitisa B v
kal¢kih koruze na 1023 pg/g suhih kalckov, kar je
najvecja koncentracija antigena hepatitisa B v GS
rastlinah v dosegljivi literaturi. Leta 2015 so Hayden in
sod. objavili raziskavo v kateri so eni skupini misi dali
zauZiti oblate pridobljene iz semen GS koruze in druga
skupina misi je bila intramuskularno imunizirana s
komercialnim cepivom 'Recombivax’. V misih se je
sprozili nastanek serumskih IgG, IgA in fekalnih IgA. Iz
koncentracije celokupnih serumskih IgG, eno leto po
zauzitju oblatov, je bila pri prvi skupini mis$i razvidna
pridobitev imunskega spomina. Uporaba samo cepiva
'Recombivax' pa ni vzbudila imunski spomin. V letu
2015 so Rukavtsova in sod. na miSih testirali
imunogenost antigena hepatitisa B pridobljenega v
gomoljih GS krompirja. Misi so hranili z GS gomolji in
prav tako vzbudili imunski spomin s prisotnimi
protitelesi §e 320 dni po zacetku poskusa.

4.1.2. Rotavirus

Kapsidni protein govejega rotavirusa imenovan VP6
je bil leta 2000 prvi¢ izrazen v celicah paradiznika
(Chung in sod., 2000). Sledili sta sintezi proteina
glodalskega rotavirusa VP6 v GS listih krompirja (Yu in
Langridge, 2003) in VP7 v listih in gomoljih krompirja
(Wu in sod., 2003) ter testiranje na misih z zauzitjem
svezega GS tkiva. V naslednjih 9 objavah z razli¢nimi
dognanji je bilo ugotovljeno, da je izrazanje kapsidnega
proteina VP7 nezadostno in VP4 ni uspelo. V izogib
temu so Pera in sod. (2015) v prvi fazi izdelali in
testirali vpliv fuzijskega supresorskega proteina virusa
paradiznikove uvelosti (NSs), katerega izrazanje so
usmerili v razli¢ne celi¢ne organele. V primeru, ko sta
bila VP2 in VP6 zdruzena z NSs, sta se uspesno izrazala
v citoplazmi, kloroplastih, apoplastu in ER. Vendar je
bila povprecna stopnja izrazanja VP2 povsod nizja kot
stopnja izrazanja VP6. V drugi fazi so izdelali fuzijske
proteine VP6/8*N, VP6/8*C, VP2/6, VP2/8*/6,
VP2/6/8*N in VP2/6/8*C. VP6/8* se je zacel izrazati ze
3. dan po transformaciji, VP6/8*N pa Sele 7. dan po
njej, VP2 pa se je izrazal v najvecji kolicini, ko je bil
vezan z VP6. Fuzijski proteini so imeli ve¢jo stopnjo
izrazanja in se niso zdruzevali z virusom podobnimi
delci, ampak so obdrzali svojo imunogenost.

4.1.3. Virus humane imunske pomanjkljivosti
(HIV)

Leta 2002 so Zhang in sod. porocali o uspesni
sintezi kapsidnega protein HIV-I p24 v koncentraciji 3,5

40|

mg/g topnih proteinov v GS listih tobaka. Sledilo je 11
objav z izboljSavami in testiranji na zajcih in misih.
Leta 2014 so Lindh in sod. objavili rezultate sinteze
HIV-I p24 v GS korenju (90 ng HIV-I p24 proteina na
gram sveze teze) in repnjakovcu z visokim (366 ng/g) in
nizkim izrazanjem (34 ali 17 ng/g). Nadalje so opravili
skupino poskusov, v katerih so miSi hranili z vzorci
svezega ali zamrznjenega tkiva in opazovali imunski
odziv, ki se je pojavil v miSih dva dni po zauZitju
proteina HIV-I p24. V 6/7 poskusov je bilo uporabljeno
sveze tkivo in v enem zmrznjeno, misi v 4/7 poskusov
so se hranile samovoljno, v 3/7 pa preko cevke. V
primeru korenja so bile 2 tedna po zauzitju v misih
opazene visoke koncentracije p24-specificnih serumskih
IgG. Podobno je bilo v primeru svezega tkiva
repnjakovca, medtem ko uporaba zmrznjenega tkiva ni
dala vidnih rezultatov. Imunski odziv je bil v misih z
zauzito manj$o koncentracijo p24 (20 ng) visji kot v
misih z vi§jo koncentracijo p24 (460 ng). To je prva
Studija odvisnosti imunskega odziva od koli¢ine
apliciranega antigena HIV-1 p24.

4.1.4. Ebola

Leta 2011 so Bhoo in sod. s pomocjo sistema
geminiviralnega replikona pripravili imunski kompleks
ebole (EIC) v GS tobaku (N. benthamiana).
Glikoprotein GP1, spojen s C' koncem tezke verige
humaniziranega monoklonskega protitelesa IgG 6DS, se
je s pomo¢jo virusnega vektorja zvil v funkcionalen
imunoglobulin. V misih, ki so prejele podkozno
injekcijo oc¢is¢enega proteina, so se pojavila protitelesa
proti virusu ebole, njihova koli¢ina je bila primerljiva s
koli¢ino, vzbujeno preko glikoproteina virusom
podobnih delcev. GP1 VLP. V letu 2014 je
kalifornijskemu podjetju Mapp Biopharmaceuticals
uspela sinteza kombinacije treh protiteles proti eboli v
GS tobaku (ISIS ..., 2014). Eden od obeh ameriskih
zdravnikov, ki sta prejela ZMapp, sicer predhodno
testiran le na opicah, je prezivel okuzbo v nedavni
epidemiji, vendar ni znano, ali po zaslugi ZMapp-a ali
transfuzije, ki jo je prejel pred cepivom. Do sedaj Se ni
uradnih poroc¢il o pridobivanju ali delovanju ZMapp-a.
Znano je le, da so geni za humanizirana anti-ebola
protitelesa vkljuCeni v tkivo tobaka s pomocjo
rastlinskih virusnih vektorjev z metodo treh biolosko-
proizvodnih sistemov. Konéni izkupicek
monoklonskega protitelesa mAb pa je bil do 1 %
celotnih citoplazmatskih listnih proteinov.

4.2. Bakterijske bolezni

Prav tako kot pri virusnih boleznih so se
proucevanja na podrocju pridobivanja aktivnih sestavin
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z GS rastlinami za zdravljenje bakterijskih bolezni
zacela malo pred letom 1990 in postopki optimizacije
proizvodnih sistemov so Se vedno v teku, Kkar
dokazujejo objavljene raziskave.

4.2.1. Temperaturno nestabilna B podenota
enterotoksina Escherischia coli (LT-B)

Haq in sod. so leta 1995 v GS tobaku in krompirju
uspeli sintetizirati antigen za zdravljenje bakterijske
diareje LT-B. Poskus so izvedli na miSih in zbudili
imunski odziv s prisotnostjo Ig, Sledilo je 11 raziskav v
katerih so optimizirali sintezo antigena in njegov u¢inek
testirali na misih in v enem primeru na 13 prostovoljnih
posameznikih. Loc sod. so leta 2014 objavili raziskavo
v kateri so v GS paradizniku sintetizirali LT-B v obliki
pentamers. V dveh od petih GS paradiznikih so bile
pentamerne oblike LT-B vezana z GM1 gangliozidi, kar
potrjuje njihovo biolosko aktivnost in primernost za
novo zdravilo omenjene B podenote. V tem primeru
raziskave klini¢nega testiranja imunogenosti $e niso bile
opravljene.

4.2.2. B podenota kolere toksina (CTB)

Daniell in sod. so leta 2001 v genom tobaka vnesli
transgen in v kloroplastih se je izrazil CT-B antigen.
Sledilo je 10 objav in samo v dveh so z
intramuskolarnim injiciranjem mi$i in zajcev ter z
zauzitjem pri miSih testirali imunogenost. Pri 8
objavljenih raziskavah so samo optimizirali metodo
transformacije na izbranih rastlinskih vrstah v namene
izboljsati koli¢ino naloZenega antigene. Leta 2012 so
Karaman in sod. v semenih GS koruze uspeli
sintetizirati CT-B antigen in oceniti njegovo
imunogenost v misih, ki so zauzile GS semena. Potrdili
so sistemski imunski odziv s prisotnostjo fekalnih IgA
in serumskih IgG obeh, tako B podenote kolere toksina
(CT-B) in temperaturno nestabilne B podenote
enterotoksina Escherischia coli (LT-B). Pri ¢emer je bil
ucinek antigena CT-B na pojav serumskih IgG vedji kot
ucinek LT-B. Soh in sod. so leta 2015 predlagali, da bi
bila skupna uporaba CT-B in LT-B, zaradi podobnosti
enterotoksinske strukture in mehanizma delovanja,
u¢inkoviti naéin zasé¢ite pred kolero in diarejo. V GS
rizevih semenih so uspeli z izrazanjem obeh antigenov
LT-B in CT-B. Dobljeni CT-B in LT-B so bili prisotni v
pentamerni obliki in sposobni vzbuditve sistemskega
imunskega odziva ustne sluznice imuniziranih misi. S
soCasno uporabo obeh antigenov CT-B in LT-B se je
povecal in okrepil sistemski imunski odziv ustne
sluznice.

4.2.3. Antraks

Antraks je v zadnjem obdobju pridobil na pomenu
zaradi uporabe v t.i. bio-vojskovanju. Poleg tega pa se
pojavlja v pogostih naravnih izbruhih po vsem svetu,
predvsem v Afriki, Srednji Aziji in Juzni Ameriki. Prva
raziskava, ki so jo objavili Aziz in sod. leta 2002,
poroca o uspesni vgraditvi transgena v tobak in sintezi
biolosko aktivnega zasCitnega antigena (PA). Nato je bi
fuzijski protein z adjuvantom CT-B-antraks v
oligomerni obliki izrazen v GS krompirju (Kim in sod.,
2004.). Gorantala in sod. so leta 2014 uspeli s sintezo
antigena PA v indijski gor€ici in plastidih tobaka, v
katerih je bila vecja izrazena koli¢ina. Tako z zauZitjem
kot z intramuskularnim injiciranjem so povzrocili
za§¢itni imunski odziv z visokimi vrednostmi serumskih
PA in specificnih I1gG in IgA pri miSih. Socasna
uporaba CT-B kot adjuvanta je povecala specificni
sluzni¢ni imunski odziv pri misih, tudi ¢e so bili zauziti
odmerki antigena PA zelo majhni samo 5 ali 10 pg.

4.3. Avtoimune in genetske bolezni

Pridobivanje rekombinantnih proteinov (antigenov)
z GS rastlinami na podro¢ju zdravljenja avtoimunih in
genetskih bolezni, ki vodijo do presnovnih in
degenerativnih motenj oziroma poskodb, se je pricelo
po letu 2010.

4.3.1. Alzheimerjeva bolezen

Kohli in sod. (2014) so uspeli sintetizirati fuzijski
protein B podenote kolere toksina in osnovni mielinski
protein (CTB-MBP) v kloroplastih transplastomskih
linij korenja. V svezih listih se je nalozilo do 2 % CTB-
MBP od skupnih topnih proteinov. V liofiliziranih listih
se je koncentracija antigena CTB-MBP povecala za 17-
krat in pri sobni temperaturi se je ohranila stabilnost
antigena do 7 mesecev. V hipokampusih misi, ki so
prejemale CTB-MBP preko cevke, so bile vidne
usedline MBP proteina, po 3 zaporednih imunizacijah,
pa je prislo tudi do znizanja Stevila plakov v mozganih.
V istem letu so Maruyama in sod. (2014) dolo¢ili
nukleotidno  zaporedje  epitopa  cepiva  proti
Alzheimerjevi bolezni, ki so ga razvili McLaurin in sod.
(2002), vsebovani znotraj glicininske podenote AlaB1b
v semenih soje. Z mutirano glicinsko regijo, ki je
vsebovala  nukleotidno  zaporedje  epitopa in
preusmeritvijo izrazanja v ER se je koncentracija
rekombinantnega proteina pri treh mutantnih linijah v
povpre¢ju povecala na 11,3 % od skupno topnih
proteinov (Maruyama in sod., 2014).
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4.3.2. Revmatoidni artritis

Hanson in sod. (2016) so uspeli sintetizirati in
izrazili fuzijski protein v GS repnjakovcu in preverili
njegovo delovanje na misih. Transgen je bil stabilno
vkljuéen v genom repnjakovca in se uspesno sintetiziral
v potomcih $este generacije. Ceprav se je izrazal v vseh
rastlinskih organih, se je v najve¢ji meri nalozil v listih.
V misih, ki so prejemale izraZzeni protein preko krme, je
prislo do opaznega znizanja artritisa, povezanega s
kolagenom v primerjavi s kontrolno skupino. Prav tako
so te misi imele nizje vrednosti serumskih protiteles,
manjSe poskodbe sklepov in manjSe vrednosti vnetnih
serumskih faktorjev. Vse to potrjuje na primernost
proteina, izrazenega v repnjakovcu, za preprecevanje in
zdravljenje artritisa povezanega s kolagenom.

4.3.3. Diabetes

Kwon in sod. (2013) so pridobili analog glukagona,
eksendin 4 (EX4) v obliki fuzijskega proteina CTB-EX4
v kloroplastih tobaka. V miSih, ki so prejele odmerek
GS liofiliziranega listnega tkiva in intraperitonealno
injekcijo EX4, je CTB-EX4 deloval na enak nacin kot
komercialno pridobljen eksendin EX4 in sicer je znizal
nivo glukoze v krvi. Choi in sod. (2014) so poleg tega
sintetizirali ~ fuzijski  protein  eksendin-4-humani
transferin (EX4-Tf) v listih tobaka z zmanjSano
vsebnostjo alkaloidov. V prvi generaciji stabilno GS
rastlin se je protein akumuliral do 37 pg/g sveze listne
mase. Uporaba prehodne transformacije pa je izrazanje
povecalo na 137 pg/g. Apliciran fuzijski EX-4-Tf v
misi, preko intraperitonealne injekcije, je deloval na
enak nacin kot komercialni eksendin.

4.3.4. Arterioskleroza

Razvoj zdravil proti arteriosklerozi se je v zadnjih
letih osredotocal na poskuse vzbuditve imunskega
odziva, ki bi lahko uravnaval z arteriosklerozo povezane
vnetne reakcije in ostale fizioloSke mehanizme, ki
vodijo v pojav te bolezni. Avtorji Salazar-Gonzales in
sod. so v letu 2014 objavili izsledke klini¢nih testiranj
zdravil na misih, kuncih in ljudeh proti arteriosklerozi,
katerih antigeni so bili pridobljeni z GS tobakom. V
vseh primerih je priSlo do doloCene mere
arteroprotekcije, ve¢inoma vidne v obliki IgG in IgA.
To je prvi primer pridobivanja z arteriosklerozo
povezanih epitopov v GS rastlinah, pri katerem so
epitopi ohranili svojo imunogenost.

4.3.5. Gaucherjeva bolezen

Z zeljo vzpostaviti ucinkovitejsi sistem kot je
trenutno za pridobivanje humane B-glukozidaze, ki se
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uporablja za nadomestno zdravljenje Gaucherjeve
bolezni, so Patti in sod. (2012) izrazili humano f-
glukozidazo v endospermu rizevih semen. V letu 2015
so Shaaltiel in sod. uporabili rekombinantno humano
glukocerebrozidazo, izrazeno v korenju, za poskuse na
podganah in prasi¢ih. Z namenom preveriti moznosti
zaSCite glukocerebrozidaze, zauzite z rastlinskim
tkivom, pred kislim okoljem v Zzelodcu. Nadalje so
spremljali spro$¢anje iz rastéinskih celic in mozZnosti
prehoda v krvni obtok. Ugotovili so, da je
glukocerebrozidaza pri pH vrednosti 3 stabilna pol ure,
pri nizjem pH pa razpade po eni do 10 minutah.
Kolic¢ina aktivne glukocerebrozidaze je bila v jetrih
podgan, ki so jo prejele preko krme, veliko manjsa kot
njena koli¢ina v jetrih podgan, ki so jo prejele preko
intravenoznega injiciranja.

5. Zakljucek

GS rastline postajajo zelo zanesljiv alternativni
sistem pridobivanja antigenov za zdravila. Vec¢ina od
njih je bila testirana na Zzivalskih modelnih vrstah,
obstajajo pa tudi uspesni primeri klini¢nih raziskav na
¢loveku. Pred komercialno proizvodnjo teh zdravil je
potrebno odpraviti dolocene pomanjkljivosti v izrazanju
nekaterih transgenov, ki so odgovorni za sintezo
antigenov ter s postopki in vitro in in vivo gojenja. V
primerih gojenja na prostem je potrebno vzpostaviti
primerne mehanizme bioloske varnosti za vsako
rastlinsko vrsto oziroma sorto, odvisno od njenih
lastnosti, predvsem od nacina razmnoZevanja. Trenutno
nobeno od cepiv, pridobljeno z GS rastlinami, ni
prisotno na trgu. Leta 2006 je podjetje Dow Agro
Sciences LLC dobilo dovoljenje in licenco za zdravilo
proti atipicni kokosji kugi, osnovano na hemaglutininu,
pridobljenem s suspenzijsko celi¢no linijjo GS tobaka
(USDA ..., 2006), a podjetjec nima interesa za
komercializacijo cepiva. Prav tako ni na trgu f-
glukuronidaza iz celi¢nih kultur GS korenja, ki jo je
Ameriska agencija za hrano in zdravila (FDA) odobrila
leta 2012 (Morrow, 2012).
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