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1. UuvOD

Populacija ljudi na Zemlji raste ogromnom brzinom; procjenjuje se da ¢e do 2050. godine
dosti¢i ¢ak 9 milijardi. Veci broj ljudi znaci i veéi broj medusobnih interakcija i susreta pa tako
i lakSeg nacina Sirenja zaraza i prijenosa infekcija. Za velik broj uzro¢nika zaraznih bolesti u
primjeni su odgovarajuc¢a cjepiva, ali problem se javlja zbog sve veceg broja novih sojeva
bakterija i virusa za koje cjepivo ne postoji, kao i njihove (ne)dostupnosti Citavoj populaciji.
Sto je uopée cjepivo? Cjepivo je imunolodki lijek koji &ine Zivi, dovoljno oslabljeni ili mrtvi
uzroCnici zaraznih bolesti (bakterije, virusi ili paraziti), njihove izluCevine (toksini), dijelovi
(antigeni) ili upute za biosintezu antigena zapisane u nukleinskoj kiselini (glasnickoj RNA ili
DNA) ili rekombinantnom virusu. Primjenom cjepiva poti€e se aktivha imunost stvaranjem
vlastitih protutijela protiv uzro¢nika odredenih bolesti. Cjepiva se razvrstavaju u skupine
prema namijeni, tj. uzroéniku, stupnju oslabljenosti uzro¢nika, nacinu proizvodnje (podrijetlu
djelatne tvari), nacinu primjene, broju antigena s obzirom na uzroCnike i dr. (mrezno izdanje
Hrvatske enciklopedije, 2024).

lako dosadasdnji nacin cijeplienja i ve¢ postojeCa cjepiva zadovoljavaju mnoge kriterije,
znanstvenici i biotehnolo$ki inZenjeri nastoje pronaci jo$ bolje nacine, tj. nastoje optimizirati i
olak&ati Covjekovo stjecanje imunosti protiv uzroénika bolesti, kao i samu proizvodnju cjepiva.
Jedan od tih suvremenih pristupa jest upravo proizvodnja jestivih cjepiva.

Primjenom jestivih cjepiva znatno bi se olak3ala, ¢ak i rijesSila, veéina problema povezanih s
primjenom konvencionalnih cjepiva, §to je detaljnije opisano u daljnjem tekstu.

Cilj ovog rada je dati prikaz naCina proizvodnje jestivih cjepiva, njihovu Siroku mogucnost
primjene, velike prednosti, ali i odredene nedostatke u njihovoj primjeni, prouciti koje biljke i

kvasci se mogu Koristiti za proizvodnju jestivih cjepiva te kakva ih buduénost oCekuje.


https://www.enciklopedija.hr/clanak/bakterije
https://www.enciklopedija.hr/clanak/virusi
https://www.enciklopedija.hr/clanak/parazitizam
https://www.enciklopedija.hr/clanak/toksini
https://www.enciklopedija.hr/clanak/antigeni
https://www.enciklopedija.hr/clanak/nukleinske-kiseline
https://www.enciklopedija.hr/clanak/protutijela

2. TEORIJSKIDIO

2.1. Razlozi razvoja jestivih cjepiva i definicija

Svima nam je dobro poznat problem cijepljenja, odnosno stjecanja imunosti bakterija na ve¢
poznata cjepiva, kao i problem transporta, dostave, skladiStenja i manevriranja cjepivima
(Kurup i Thomas, 2020). Velik se problem javlja i u nerazvijenim zemljama ili zemljama u
razvoju, posebice zemljama Afrike gdje stanovni$tvo nema pristup konvencionalnim cjepivima
koja su im potrebna jer su takva cjepiva vrlo Cesto skupa i zahtijevaju medicinsko osoblje za
primjenu (Saxena i sur.,, 2013). Svjetska zdravstvena organizacija (engl. world health
organization, WHO) cilja na pronalazenje relativno jeftinih cjepiva koja ¢e biti dostupna svim
stanovnicima, lako se skladistiti i distribuirati i cjepiva koja ne¢e imati potrebu za hladenjem.
Upravo iz tih, a i mnogih drugih, kasnije navedenih razloga, biotehnolozi posljednijih tridesetak
godina nastoje pronadi, osmisliti i patentirati nove nacine stjecanja imunosti. Jedan od tih novih
nacina razvijen od strane biotehnologa su i tzv. jestiva cjepiva (Miranda i sur., 2020).

Pojam 'jestivo cjepivo' odnosi se na koristenje, tj. konzumaciju geneti¢ki modificiranih jestivih
dijelova biljaka, algi, kvasca Saccharomyces cereviseiae, bakterija mlijeCne kiseline i stanica
insekata, s ciliem proizvodnje antigenskih proteina, a sve u svrhu zastite od bolesti, bez
patogenog ucinka (Kurup i Thomas, 2020; Miranda i sur., 2020).

Ne smijemo smetnuti s uma i to da jestiva cjepiva, osim $to su alternativna metoda cijepljenja,
takoder su i izvor hranjivih tvari poput vitamina, proteina, aminokiselina i dr. Relativno niski
troSkovi proizvodnje, pogotovo u usporedbi s tradicionalnim cjepivima, niski troSkovi uzgoja i
gotovo pa nikakvi procesi purifikacije i proCiS¢avanja jo$ viSe naglasavaju vaznost razvoja
ovog tipa cjepiva (Miranda i sur., 2020).

Od pocetaka razvoja do danaSnjeg dana mnoge biljne vrste koriStene su za proizvodnju
jestivih cjepiva. Odabir vrste iznimno je vazan, ako ne i najvazniji faktor. Ako se biljku planira
jesti u sirovom stanju, logi¢no, potreban je odabir jestive i ukusne biljke, ali osim tog faktora,

postoji niz drugih, kasnije spomenutih u radu (Miranda i sur., 2020).

2.2. Kratki povijesni pregled

Hiatt i suradnici inspirirani navedenim razlozima su tako ve¢ 1989. godine pokus$ali proizvesti
antitijela u billkama koja bi onda posluzila svrsi pasivne imunizacije. Prvo izvjeSce o jestivom
cjepivu (povrSinski protein iz roda Streptococcus) u duhanu, s udjelom od 0,02 % ukupne
razine proteina u listu, pojavilo se 1990. godine u obliku patentne prijave objavljene prema

medunarodnom ugovoru o suradnji u podrucju patenata (Saxena i sur., 2013).
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Zatim je ideju jestivog cjepiva pokuSao realizirati dr. Charles Arntzen. 1992. godine Arntzen i
njegovi suradnici uveli su koncept transgenicnih biljaka kao sustava za proizvodnju i isporuku
cjepiva baziranih na podjedinicama (jer umjesto cijelih uzro€nika infektivnih bolesti sadrze
samo njihove dijelove), u kojima su se koristila jestiva tkiva transgeni¢nih usjeva. Time je
zapocCeto detaljnije prouCavanje i istrazivanje jestivih cjepiva koja bi mogla prevladati
ograni¢enja tradicionalnih i postupno ih zamijeniti (Saxena i sur., 2013).

Tijekom 1990-ih, Mason i suradnici prvi su put uspjeSno eksprimirali povrsinski proteinski
antigen A bakterije Streptococcus mutans u duhanu. Ista skupina znanstvenika takoder je bila
zacCetnik u ovom podrucju radom vezanim za hepatitis B i termolabilni toksin u bilikama duhana
i krumpirovim gomoljima. U otprilike isto to vrijeme postignuta je i uspjeSna ekspresija

povrsinskog antigena hepatitisa B (HBsAg) u biljlkama duhana (Saxena i sur., 2013).

2.3. Proizvodnja jestivih cjepiva

Jestiva cjepiva mogu se proizvesti integracijom odgovarajuceg transgena u odabranu biljnu
stanicu. Integracija transgena moze se odraditi bez kombiniranja s odgovaraju¢im vektorom
izravnhom metodom ugradnje gena ili kombinacijom s odgovaraju¢im vektorom neizravnom
metodom ugradnje gena (Kurup i Thomas, 2020). Slikovni prikaz metoda integracija antigena

prikazan je na slici 1.

stabilna integracija < antigen _— tranzijentna ekspresija
O ¥ &
vektor biolisticka metoda virusni vektor  elektroporacija

| J L )

—

.3\ 7' 2
iy
transgena biljka

|

jestivo cjepivo

Slika 1. Metode integracije antigena u biljku (prema Hirlekar i sur., 2017)
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2.3.1. Izravha metoda integracije gena — biolisticka metoda

Izravna metoda ugradnje gena u principu je vrlo jednostavna. U njoj se odabrani dio
nukleinske kiseline, DNA ili RNA, izravno unosi u biljnu stanicu. Najée&¢i nain na koji se to
izvodi jest upravo ova, biolistiCka metoda, poznata joS i kao genska puska ili metoda
bombardiranja mikroprojektilima. Kao $to je ve¢ i napisano, ova metoda ne uklju€uje upotrebu
vektora, a koristi se kada prijenos gena uz pomoc¢ bakterija iz roda Agrobacterium nije mogué
(detaljnije opisano dalje u tekstu). Izvodi se na nadin da se sekvenca DNA ili RNA obloZi
volframom ili zlatom koji sluzi kao nosac, a zatim se takva oblozena DNA ili RNA stavlja u
gensku pusku te se izlozi visokom tlaku plina, najéesce helija. Zbog tog visokog tlaka oblozena
DNA se pokrece, prodire do ciljane biline stanice i na taj nacin transformira jezgru stanice.
Stanice kod kojih je doslo do transformacije identificiraju se pomo¢u genskog markera, a zatim
se uzgajaju s ciliem umnazanja ugradene sekvence i moguceg kloniranja ako je potrebno.
Ovom metodom mogu se provesti transformacija jezgre, ali i plastida (Kurup i Thomas, 2020;
Sahoo i sur., 2020). Prednost ove metode je ta da se jako puno Cestica istovremeno ubrzava
i unosi u velik broj stanica, a zbog svoje univerzalnosti u primjeni, tip stanice, njezina veli¢ina
i oblik te prisutstvo/odsutstvo stani¢ne stijenke ne utje€u znacajno na njezinu ucinkovitost.
lako je sama izvedba vrlo jednostavna, ova je metoda vrlo skupa, a velik nedostatak joj je i da
moze ostetiti biljku. Primjeri cjepiva proizvedenih ovom metodom uklju€uju cjepiva protiv

antraksa, kuge, tetanusa, rotavirusa i kolere (Saxena i sur., 2013).

2.3.2. Izravna metoda integracije gena — elektroporacija

Elektroporacija je jo$ jedna, ali manje upotrebljavana metoda izravne ugradnje gena u kojoj
se Zeljena sekvenca DNA unosi u stanice koje su izlozene kratkim elektri€nim impulsima
visokog napona. Takvi impulsi, kao &to je prikazano na slici 2., stvaraju privremene pore u

membrani stanice kroz koje Zeljena sekvenca DNA onda moZe prodrijeti (Sahoo i sur., 2020).

m i}
=5 R
1

Slika 2. Elektroporacija i nastajanje pora u membrani stanice (prema Tamang, 2023)
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2.3.3. Neizravna metoda integracije gena — uz pomo¢ bakterija iz roda Agrobacterium

U ovoj metodi, posredovanoj vektorom, ciljane biljne stanice inficiraju se biljnim bakterijama ili
bilinim virusima kako bi se proizveo zeljeni protein, tj. kako bi doSlo do njegove ekspresije.
Najpoznatiji nacin za izvodenje ove metode je uz pomo¢ bakterija iz roda Agrobacterium (Azizi
i sur.,, 2023). Bakterije tog roda su gram-negativhe, nesporogene, Stapi¢aste bakterije.
Pokretne su, zive u tlu, nepatogene su za Covjeka, a kemotaksijom dolaze do ozljede na biljci,
ulaze u medustanini prostor i uzrokuju tumor vrata korijena koji pocinje proizvoditi opine
(Svetec, 2024).

Najpoznatije vrste su Agrobacterium tumefaciens i Agrobacterium rhizogenes. A. tumefaciens
nosi u sebi tumor induciraju¢i plazmid, dok A. rhizogenes nosi Ri plazmid koji inducira
korijenje. Pri proizvodniji cjepiva, geni koji kodiraju za auksin i citokinin se u Ti plazmidima
uklanjaju (Kurup i Thomas, 2020).

U svojim pocetcima, metoda je bila ograni¢ena na biljku duhana i jo§ nekoliko drugih biljnih
vrsta, ali je kasnije proSirena na vecinu povrtnih vrsta, uklju€ujuci Zitarice i mahunarke. Unato¢
sporoj izvedbi procesa i niskom prinosu, metoda je jednostavna, jeftina i vrlo isplativa, mogué
je prijenos vecih fragmenata DNA, a rezultira i stabilnom integracijom Zeljene sekvence
(antigena) u genom biljke (Azizi i sur., 2023). Iz tih razloga, bakterije roda Agrobacterium
postale su najucinkovitiji vektori za transformaciju gena u biljnoj biotehnologiji. Primjeri cjepiva
proizvedenih ovom metodom uklju€uju cjepiva protiv tuberkuloze, proljeva, virusa pticje gripe,

ebole i denga groznice (Kurup i Thomas, 2020). Pojednostavljeni proces ove metode prikazan

je na slici 3.
Agrobacterium tumefaciens transgen \\'&Q
~ /7 ~N 7.
S Inserted DNA " ;
\ = 4 ariving kultura biljnih stanica
R uvodenje u kulturu foreign gene
Ti plazmid stanica biljke
oo

o =
o® o°

biljna stanica

insercija gena u plazmid

Zi : — =
bakterijski ~ plazmid koristenjem restrikcijskog r 7.}
kromosom enzima | DNK ligaze g2 p gﬁ y;'n“ -
B 5
r g % &
§a2 Nt -
/\\r;
4 trans \q
g gen s
G b~ transgena biljka
-

Slika 3. Integracija gena uz pomo¢ Agrobacterium tumefaciens (prema Akram i sur. 2022)
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2.3.4. Geneticki modificirani biljni virusi

Osim A. tumefaciens, kao vektor mogu se koristiti i biljni virusi. U ovoj se metodi odgovarajuci
biljni virus modificira s ciliem ugradnje kimernog gena virusnog proteinskog omotac¢a te na taj
nacin sluzi kao vektor za prijenos geneticke informacije u biljne stanice. KoriStenje ove metode
dovodi do prolazne, odnosno tranzijentne ekspresije antigena (Kurup i Thomas, 2020).
Stabilno transfecirane biljne stanice rastu i prenose sposobnost ekspresije proteina na svoje
potomke, dok u tranzijentnoj, tj. prolaznoj transfekciji novi geni ulaze u biljne stanice,
preuzimaju odredenu sposobnost ekspresije proteina, ali ne postanu dio genoma domacdina,
zbog ¢ega potomci bilike nemaju sposobnost ekspresije tog unesenog proteina (DePalma,
2018).

Rekombinantni virus je proizvod virusne replikacije tijekom virusne infekcije biljaka koje imaju
sposobnost ekspresije Zeljenog proteina, a epitopi cjepiva mogu se sintetizirati i nakupljati
promjenom proteina virusnog omotaca (Kurup i Thomas, 2020). Virusno inducirane biljne
infekcije imaju puno prednosti, poput visokog stupnja ekspresije rekombinantnog proteina vrlo
brzo nakon bolesti, jednostavnu generaciju viSe antigenskih kopija i mogucnost izazivanja
velikih infekcija u biljci.

Biljne virusno inducirane infekcije imaju mnoge prednosti, uklju€ujuci visok stupanj ekspresije
rekombinantnog proteina ubrzo nakon bolesti, jednostavnu generaciju viSe antigenskih kopija
na sloju virusne Cestice i omogucéavanje velikih infekcija u biljci (Kurup i Thomas, 2020).
Unato€ svim svojim prednostima, veliki nedostatak ove metode je potreba za prociS¢avanjem
proizvoda, tj. proteina iz zaraZenih biljaka prije no §to se oni mogu iskoristiti za cjepivo, a
problem nastaje i zbog smrti biljke nakon infekcije. Iz tih razloga, kad se cjepivo dobije, mora
se inficirati druga biljka te se ovakav nacin reinfekcije mora stalno ponovno provoditi s ciliem
kontinuirane prozivodnje cjepiva (Kurup i Thomas, 2020). Ranija postignu¢a vezana su
uglavnom uz RNA viruse, npr. virus mozaic¢ne bolesti duhana, virus mozaika lucerne, virus
krumpira Y (PVY) te citomegalovirs (CMV) kao ekspresijski vektor. Sustavi ekspresije biljnih
virusa uglavnom se sastoje od modificiranih virusa, poput RNA virusa CMV. Virusi tog tipa ne
mogu se umnaZzati u stanicama sisavaca, sto ih Cini vrlo prihvatljivim alternativnim vektorom

za proizvodnju cjepiva (Fuijiki i sur., 2008).

2.4, Prednosti jestivih cjepiva u odnosu na konvencionalna

Jedna od najvaznijih prednosti jestivih cjepiva jest oralna primjena. Takav nacin primjene je

manje kompliciran, smanjuje se ili uklanja potreba za obrazovanim i obu€enim medicinskim
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osobljem, a smanjuje se i rizik od prijenosa infekcija. Obrada, procis¢avanje, izolacija,
sterilizacija, pakiranje, transport i dostava ne zahtijevaju stroge i rigorozne mjere zastite, sto
najvise pogoduje financijskom aspektu proizvodnje cjepiva. Odrzavanje i skladistenje ne
zahtijeva sustav hladnog lanca, a od velikog je znaCaja i to Sto transgene biljne sjemenke,
koje ¢e se tek uzgaijiti kao jestivo cjepivo, sadrzavaju mnogo manje vode, relativno su otporne
na toplinu i stoga stabilnije (Sahoo i sur., 2020).

WHO je snazni promotor ideje o jestivim cjepivima ponajprije zato jer bi na taj nacin zemlje s
niskim prihodima, tj. manje razvijene zemlje, bez odgovarajuée zdravstvene infrastrukture i s
velikim nedostatkom industrijskih kapaciteta za proizvodnju konvencionalnih cjepiva, imale
masovan pristup cijepljenju. Pri tom bi se koristili lokalni, domaci usjevi, resursi i poljoprivredne
povrsine Sto bi smanijilo financijske troSkove transporta, a lokalno stanovnistvo bi dobilo nove
prilike za rad.

Sto se tige transgenih biljnih sjemena, za njihov je uzgoj potrebno jedino plodno tlo i
odgovarajuéi vremenski uvjeti, nema sofisticirane opreme, strojeva, bioreaktora i pogona koji
se inaCe koriste pri proizvodnji konvencionalnih cjepiva (Miranda i sur., 2020). Takoder, scale
— up i povecanije koli€ine cjepiva koja se uzgaja vrlo je jednostavan (Jan i sur., 2016).

Ako pitamo roditelje male djece, jestiva cjepiva dobivaju na vaznosti jer kod njih nema

'stradnih’ igala i, ili Sprica i samim time je smanjen strah i otpor djece prema cijepljenja.

2.5. Ogranicenja i nedostatci jestivih cjepiva

Globalna potraznja za lako dostupnim jeftinijim izvorima farmaceutskih proizvoda, ukljuujudi
i cjepiva raste iz godine u godinu. Navodeci sve prednosti jestivih cjepiva u paragrafu prije,
postavlja se pitanje zasto ova vrsta stjecanja imunosti nije vec svjetski rasprostranjena i u
upotrebi na svim kontinentima, a posebice tamo gdje je najpotrebnija. Odgovor se krije u svim
nedostatcima i ograni€enjima vezanima uz njihovo ucinkovito i sigurno koristenje. Od
regulatornih, etickih i znanstvenih do politickih i logisti¢kih, u pitanju je mnogo, ali u buduc¢nosti
potencijalno savladivih prepreka (Miranda i sur., 2020).

Vrlo je esto nemoguce potpuno to¢no odrediti odgovarajuce doze cjepiva koje pacijent treba
primiti, pogotovo ako se cjepivo prima u viSe doza i ciklusa. Dob i masa pacijenta takoder
imaju uc€inak na dozu cjepiva (Janisur., 2016). Ne samo da je to problem s medicinske strane,
ve¢ se zbog toga povecavaju i konacni troSkovi primjene. Poznato je i da koncentracija
proteina i peptida moze znatno varirati, od generacije do generacije, bilike do biljke, ali i od
ploda do ploda. Neke od biljaka, poput krumpira i odredenih vrsti mahunarki ne smiju se

konzumirati sirove, ve¢ se moraju termicki obraditi, skuhati ili ispeci, Sto moze dovesti do
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unistavanja strukture proteina i gubitka njihove aktivnosti (Sahoo i sur., 2020).

Nejasnoce oko regulacije jestivih cjepiva uo€ene su vrlo brzo nakon pocetka njihova razvoja.
Znanstvenici ne znaju u koju bi kategoriju jestiva cjepiva trebala biti svrstana i na koji to¢no
dio bilike se treba obratiti paznja pri regulaciji. Jesu li jestiva cjepiva sami protein, tj. antigen,
dio biljke koji se konzumira, cijela genetic¢ki modificirana biljka ili pak njezino transgeno sjeme
i je li ta biljka onda genetic¢ki modificirani organizam ili je to cjepivo (Sahoo i sur., 2020). Jo§
2005. godine Svjetska zdravstvena organizacija je odrzala sastanak s temom regulacije i
evaluacije jestivih cjepiva, tj. cjepiva dobivenih iz biljaka. Zaklju€ak je bio da pri proizvodniji
jestivih cjepiva temelj trebaju biti ve¢ postoje¢e smjernice i pravilnici za razvoj, regulaciju i
upotrebu konvencionalnih cjepiva (Kurup i Thomas, 2020). Klinicka se ispitivanja moraju
provesti u skladu sa svim zahtjevima za istraZivanjem novog lijeka u SAD-u te se moraju
pos&tovati svi regulatorni aspekti i dobra proizvodacka praksa (Sahoo i sur., 2020).
Prihvacanje od strane stanovnistva je jo$ jedna od, ako ne i najbitnija prepreka koju je
potrebno savladati. U mnogim dijelovima svijeta jo$ je uvrijeZzeno misljenje da su geneticki
modificirani organizmi neka vrsta prijetnje, da nisu zdrava ili da ostavljaju negativne posljedice
na ljudski organizam. U suzbijanju takvog misljenja klju¢nu ulogu imaju vlasti i politi¢ari koji bi
u cilju trebali imati probuditi svijest javnosti, pouciti i jasno argumentirati prednosti ovakvog
nacina cijepljenja, a i geneti¢ki modificiranih organizama opcenito (Sahoo i sur., 2020).
Potrebno je paZljivo i strogo nadzirati uzgoj biljaka za jestiva cjepiva jer u protivnom, tijekom
oprasivanja moze doci do unakrsne kontaminacije 'obi¢nih' i GM biljaka. Osim toga, moze se
dogoditi i kontaminacija vodenih povrSina GM biljkama uzrokovana prijenosom insektima i
pticama. Takva kontaminacija moze dovesti do nenamjernog unosa transgena u ljudski lanac
prehrane, moze uzrokovati oneciScenje okolida ili negativno utjecati na divlje zivotinje (Kurup
i Thomas, 2020).

Sto se tite problema sa znanstvene strane, jedan od njih povezan je s mukoznom
imunoloSkom tolerancijom. Ona se javlja i djeluje protiv stranih antigena, potencijalno
unesSenih u tijelo hranom, a djeluje tako da sprje€ava imunoloSke odgovore koji su nepotrebni
i koji bi mogli biti Stetni za sluznicu crijeva. RjeSenje je u vecoj koncentraciji antigena s ciljem

postizanja ucinkovitog imunoloSkog odgovora (Miranda i sur., 2020).

2.6. Bolesti za koje se upotrebljava ili je u istrazivanju jestivo cjepivo

Da bi neki lijek ili cjepivo moglo biti upotrijebljeno, prvo mora proc¢i kroz temeljita pretklinicka i
kliniCcka ispitivanja koja se sastoje od raznih biomedicinskih i bihevioralnih istrazivanja na

Zivotinjama, a u kasnijim fazama i na ljudima. Takva vrsta ispitivanja daje informacije o
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uCinkovitosti i sigurnosti lijekova (Sahoo i sur., 2020). Mnoge bilijke pokazale su uspjesSna
svojstva i antigensku ekspresiju, od kojih su neke, zajedno sa svojim statusom klini¢kog
ispitivanja, prikazane u tablici 1. Osim za proizvodnju cjepiva i antitijela, znanstvenici geneticki
modificiraju biljike i s ciliem proizvodnje rekombinantnih proteina, ukljuCujuéi dijagnosticke
proteine, enzime koristene u industriji, enzime koriStene u proizvodnji farmaceutika,
terapeutske proteine i dodatke prehrani. (Streatfield, 2006) Neki od primjera su interleukin-10

za lije€enje Crohnove bolesti i angiotenzin-I za snizavanje krvnog tlaka (Sahoo i sur., 2020).

Tablica 1. Status klini¢kog ispitivanja nekih jestivih cjepiva (Sahoo i sur., 2020)

patogeni mikro- status klini¢kog

_ antigen domagdin bolest o
organizam ispitivanja
Vibrio cholerae toksin B kolere (CTB) riza kolera faza 1
_ polisaharid kapsule vi- _ _
Norwalk virus krumpir proljev rana faza 1
ruca (CP)
_ termolabilna podjedi-
enterotoksigena . . _ .
E coll nica enterotoksina B Krupmir proljev rana faza 1
. coli
(LT-B)
Virus hepatitisa _ N
5 HBsAg krumpir | hepatitis B faza 1
_ termolabilna podjedi-
enterotoksigena _ _ _
E coli nica enterotoksina B kukuruz proljev rana faza 1
. coli
(LT-B)
_ o glikoprotein/proteinski
Virus hepatitisa _ L _ ]
5 omotac virusa Spinat bjesnoca rana faza 1
(GP/NP)
Virus hepatitisa = povrsinski antigen he-  zelena N
- Hepatitis B rana faza 1
B patitisa B (HbsAQ) salata

2.6.1. Hepatitis B

Virus hepatitisa B (HBV) glavni je uzro€nik bolesti hepatitisa B. Odli¢ni rezultati dobiveni su
ispitivanjem cjepiva protiv hepatitisa B koriStenjem krumpira kao jestivog cjepiva. Specifi¢ni
antigeni inducirani su kod miSeva uz pomo¢ VLP-ova (engl. virus like particles). Zabiljezeno
je ida u jednom krumpiru postignuta ekspresija moze dostici razinu jedne doze HBsAg-a (Lal

i sur., 2007). JaCa ekspresija plazmidnog HBsAg podtipa ayw zabiljeZzena je u korijenu u
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odnosu na listove transgenog krumpira kad je kloniran s CaMv (virus mozaika karfiola) (Sahoo
i sur., 2020). Procesi proCiS§¢avanja ovog rekombinantnog antigena provedena su afinitetnom
kromatografijom, a zatim elektronskim mikroskopom provjereno i ispitano. Potrebno je
provesti daljnja istrazivanja s ciliem povecanja ekspresije antigena u krumpiru, a jedan od
primjera je uz pomo¢ patatinskog promotora. Takoder, dobiveno je i oko 4000 doza cjepiva
uzgojem samo tridesetak biljaka rajcice u zastiéenom stakleniku, a razvija se i bilika zelene
salate (Sahoo i sur., 2020).

2.6.2. Norwalk bolest

Norovirusi su enterovirusi iz porodice Caliciviridae i glavni su uzrok gastroenteritisa, a Norwalk
virus je jedan od tih virusa. U jednom istrazivanju, 20 je osoba hranjeno transgenim krumpirom
koji eksprimira antigen Norwalk virusa. U njih 19 uspje$no su razvijena antitijela. Osim
krumpira, za ekspresiju antigena protiv ovog virusa, u razvoju su i banane i rajcice (Lal i sur.,
2007; Hirlekar i sur., 2017).

2.6.3. Ospice

Kod miSeva hranjenih duhanom koji eksprimira MV-H (hemaglutinin virus ospica) do3lo je do
razvijanja antitijela u koncentraciji Cak i do pet puta veéoj od potrebne za zastitu ljudi. Koristedi
strategiju 'prime booster' i kombinirajuci parentalne i naknadne oralne MV-H pojacivace, titrovi
su povecani i do 20 puta viSe od koncentracije potrebne za zastitu ljudi. Nakon istraZivanja na
miSevima, znanstvenici su zapoceli istraZivanja na primatima i uoC€ili da postoji ucinkovita
odgovarajuéa doza zelene salate, ali uz dodatak adjuvansa, a kao najbolji izbor za jestivo

cjepivo protiv ospica pokazala se transgena bilijka mrkve (Sahoo i sur., 2020; Lal i sur., 2007).

2.6.4. Bjesnoca

Uz pomoc¢ antigena bjesnocée eksprimiranih u rajéicama, moguca je ekspresija protutijela kod

miSeva, a moguce je koristiti i biljku duhana (Sahoo i sur., 2020).

2.6.5. Kolera

Sto se kolere ti¢e, kad je gen za toksin B kolere (CT-B) iz bakterije Vibrio cholerae prebacen
u krumpir, pokazao se efektivnim u miSeva. Samo jedan krumpir tjedno u periodu od mjesec
10



dana, uz povremeni dodatak pojaCivaca, pruza imunitet. Podjedinica A mutiranog toksina
kolere i termolabilna podjedinica enterotoksina B (LT-B) u sjemenu pokazuju se uspjeSnima i

ucinkovitima kad se eksprimiraju zajedno (Lal i sur., 2007).

2.6.6. Antraks

Listovi duhana bombardirani PA genom (zastitni antigen toksina antraksa), eksprimirali su
protein identi¢an glavnom proteinu prisutnome u veé postojeéem konvencionalnom cjepivu. U
jestivom cjepivu nije bilo nikakvih toksi¢nih supstanci. Umjesto duhana, mogu se koristiti i
rajCice, a znanstvenici su otkrili i da bi mnogi antraks antigeni mogli biti proizvedeni na ovaj
nacin. U razvoju je takoder i transformacija $pinata koji bi eksprimirao PA gen jer je on sigurniji

kao cjepivo (Sahoo i sur., 2020; Hirlekar i sur., 2017).

2.6.7. Malarija

Veliki napori ulagani su u razvitak cjepiva protiv malarije. Tri su antigena odabrana za razvoj
jestivog cjepiva protiv ove bolesti: proteini MSP 4 i MSP 5 (engl. macrophage stress protein)
iz uzroCnika malarije Plasmodium falciparum i Plasmodium yoelii. Oralna primjena tih
rekombinantnih proteina inducirala je odredenu razinu odgovora antitijela, ali velike koli€ine
antigena je potrebno ugraditi u biljike da bi se mala koli¢ina antigena eksprimirala (Sahoo i
sur., 2020).

2.6.8. Rotavirusna bolest

Veliki broj djece barem jednom u Zivotu do svoje pete godine bude zarazeno rotavirusom, a
glavni simptom je proljev. 10 vrsta rotavirusa postoji, oznaceni slovima abecede, od Ado J, ali
je najve¢em broju infekcija uzro€nik upravo rotavirus A. Sinteza i insercija gena s optimiziranim
kodonom koji kodira za VP6 strukturni protein rotavirusa skupine A (sVPG6) izvedena je u
genom lucerne pomocu transformacije posredovane bakterijama roda Agrobacterium.
Dobiveni pBsVP6 transgen lucerne potencijalno je sredstvo za imunizaciju djece od teskog
oblika ove bolesti (Sahoo i sur., 2020).

2.6.9. Autoimune bolesti

Sto se tite autoimunih bolesti, npr. dijabetesa tipa |, pokazalo se vrlo korisnim uzimati
autoantigene. Iz jo§ nepoznatog razloga, njihova oralna primjena moze suzbiti aktivnost
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imunoloskog sustava i time stvoriti imunolosku toleranciju. Inzulin je glavni lijek kod ovog tipa
dijabetesa, ali on ne moze potpuno izlijediti bolest. Mnoga su znanstvena istrazivanja
provedena upravo s ciliem pronalazenja alternative 'obi¢nom' inzulinu. Znanstvenici su tako
otkrili da u dijabeti¢nih miSeva krumpir koji sadrzi inzulin ili dekarboksilazu glutaminske
kiseline, skupa s bezopasnom podjedinicom toksina B iz V. cholerae daje mnogo bolje
rezultate, pri ¢emu dolazi do suzbijanja imunoloSkog odgovora i odrzavanja potrebne doze
inzulina. Kod ovakve vrste terapije, vrlo je vazno paziti na odabir i primjenu biljaka, odredivanje
doze i raspored hranjenja. JoS neke od autoimunih bolesti Cija cjepiva su u istrazivanjima

uklju€uju multiplu sklerozu, reumatoidni artritis i lupus (Lal i sur., 2007).

2.6.10. LijeCenje malignih tumora

Mnoge bilike genetiCki su modificirane s ciljem proizvodnje monoklonskih antitijela za
ucinkovitu primjenu u terapiji raka (malignih tumora). Soja se pokazala kao dobar izbor u

liie€enju raka jajnika, dojki, debelog crijeva i plu¢a (Sahoo i sur., 2020).

2.6.11. Kontracepcija

Otkriveno je da se oplodnja jajaSca kod Zzenki miSeva moze sprijeCiti. Kad se primjeni virus
mozai¢ne bolesti duhana, dolazi do ekspresije proteina koji se nalazi u zoni pellucida

(struktura koja veze za sebe spermij) Zenke miSa (Sahoo i sur., 2020).

2.7. Cimbenici koji utjeéu na uéinkovitost jestivih cjepiva

Snaga i ucCinkovitost cjepiva znacajno ovise o prirodi i svojstvima pomocéne tvari tzv.
adjuvansa. Adjuvansi su biomolekule, lektini i saponini, koje ne izazivaju imunoloSki odgovor,
ve¢ samo pojacavaju postojeci imunoloSki odgovor kada se primjenjuju skupa s antigenom.
PojaCavaju imunoloski odgovor djelujuéi kao skladiste iz kojeg se onda antigeni usmjeravaju
na ciljana mjesta, &tite antigene od razgradnje i kontroliraju njihovo oslobadanje (Saurabh i
sur. 2015). Imunolo$ki inertni adjuvansi koji su i biorazgradivi, poput polisaharida, lipida i
proteina djeluju kao transportna vozila. Dvije su najbitnije metode povezivanja antigena i
adjuvansa: vezanje na povrSinu kemijskom konjugacijom ili fizickom adsorpcijom i
inkapsulacija antigena u Cestice.

Osim adjuvansa, na ucinkovitost jestivih cjepiva utjeCe i sami izbor antigena, izbor biljne vrste,

uCestalost doziranja, nacin oslobadanja (kontinuirani i kontrolirani), percepcija stanovnistva
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povezana s genetickim modifikacijama opcenito i sama ucinkovitost antigena (Sahoo i sur.,
2020).

2.8. Geneti¢ki modificirane bakterije kao jestiva cjepiva

Geneti¢ki modificirane bakterije na tri su nacina koriStene kao cjepiva. Prvi je nacin da su Ziva
cjepiva ili mutirana ili im je uklonjen odredeni gen &ime se sprjeCava infekcija stanica ljudi, t;.
sisavaca, drugi nacin uklju€uje proizvodnju proteina i koridtenje bakterija kao 'tvornice'
proteina i tre¢i, unos bakterija koje eksprimiraju antigene.

Primjeri bakterijskin vektora koje se najvise koriste za proizvodnju cjepiva su: Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica i bakterije mlijeCne kiseline
(Gunasekaran i sur., 2020).

Za poticanje imunoloskog odgovora mogu se koristiti i probiotici koji jo§ mogu biti i geneticki
modificirani za primjenu kao mukozalna cjepiva. Probiotici su zivi mikroorganizmi koji, kad se
primjenjuju u odgovarajucéoj koli€¢ini, pruzaju zdravstvenu korist domacinu (Bermdez-Brito i
sur., 2012). Naj¢es¢i mikroorganizmi koristeni kao probiotici, od onih koji se mogu naéi u
gastrointestinalnoj mikrobioti, pripadaju rodovima Lactobacillus, Bifidobacterium i
Enterococcus. Od ostalih tu su rodovi Leuconostoc, Streptococcus i Lactococcus. Jedini
kvasac koridten kao probiotik je Saccharomyces boulardii (Sahoo i sur., 2020; Plaza-Diaz i
sur., 2019). Zasto je uopcée doslo do razvoja ovog koncepta? Probiotici doprinose u€inkovitosti
cjepiva, poboljSavaju metabolizam laktoze, stimuliraju imuno sustav, suzbijaju razliite
infekcije i alergijske reakcije, a imaju €ak i antitumornu aktivnost (Kos, 2023). KoriStenje
probiotiCkih bakterija kao jestivog cjepiva ili za poticanje imunolodkog odgovora novi je
koncept u svjetskom razvoju cjepiva te se jo§ mnoge nalaze tek u klini¢kim ispitivanjima. Osim
navedenih prednosti, postoje i neka ograni¢enja koja ukljuCuju teSkoée vezane za praéenje
sloZzenog imunoloSkog odgovora i relativno niska prirodna imunogenost probiotika (Sahoo i
sur., 2020). To€an mehanizam kojim probiotici postizu navedene korisne ucinke nije u
potpunosti jasan i utvrden, no postoje neki pretpostavljeni mehanizmi djelovanja poput
adhezije na crijevnu sluznicu, istodobnu inhibiciju adhezija patogena, jaCanje epitelne barijere,

proizvodnje antimikrobnih tvari i modulacije imunoloSkog odgovora (Sahoo i sur., 2020).

2.9. Biljke uzgajane kao jestiva cjepiva

Mnogo je biljaka proucCavano i istrazivano za proizvodnju jestivih cjepiva, od kojih je s

krumpirom izvedeno najviSe eksperimenata, no ta se biljka ipak nije pokazala najboljim
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odabirom zbog potrebne termic¢ke obrade koja moZe dovesti do smanjenja ili gubljenja
aktivnosti proteina. |1z tog razloga, u istrazivanjima su druge namirnice poput kukuruza, mrkve,
rajCice, kikirikija, treSanja, banane. Takve bilike imaju obecavajuéi potencijal jer su vrlo
rasprostranjene po svijetu, lako dostupne, mogu se jesti sirove i mogu se relativho lako

geneti¢ki modificirati (Sahoo i sur., 2020).

2.9.1. Krumpir

Mason i sur. prvi su proveli ispitivanje jestivog cjepiva proizvedenog u krumpiru, lat. Solanum
tuberosum, za zastitu protiv enteritisa uzrokovanog sojem E.coli u miSeva. Nedugo nakon toga
otkrivena je ucinkovitost antigena proizvedenog takoder u krumpiru prema netoksicnoj
podjedinici endotoksina V. cholerae i patogenu kapside Norwalk virusa. Po¢etkom 2000.-ih
predlozena je upotreba jestivog cjepiva u obliku krumpira za zastitu od hepatitisa B jer je
dotadasnji nacin cijepljenja uzrokovao jako crvenilo i svrbez na mjestu uboda (Sahoo i sur.,
2020).

2.9.2. RajCica

Latinski Solanum lycopersicum, rajcica je posluzila kao prva biljka za uzgoj u€inkovitog cjepiva
protiv SARS-a uzrokovanog koronavirusom. Osim toga, rajcica je pokazala i bolju uspjesSnost
protiv Norwalk virusa nego cjepivo proizvedeno u krumpiru. Cijela biljka raj€ice, od stabljike
do ploda, ima sposobnost ekspresije CT-B proteina iz B toksina V. cholerae, a koristi se i za
ekspresiju HBsAg proteina. Iz raj€ice su razvijena i cjepiva protiv upale pluéa i bubonske kuge.
Velik potencijal i prednost raj€ica je $to brzo rastu, a sadrze i visoku koncentraciju vitamina A,
8to dodatno pojacava imunoloski odgovor, medutim, velik nedostatak je i u njihovom lakom i

relativno brzom kvarenju (Kurup i Thomas, 2020)

2.9.3. Trednje

Ova bilijka, lat. Physalis philadelphica takoder je genetiCki je modificirana za ekspresiju
antigena hepatitisa B, a zanimljivo je da su odredene razine ekspresije izmjerene u cijeloj
biljci, s najvi§im koncentracijama u svjezim listovima i plodovima. U listovima ¢ak 300 ng/g, a
u plodovima 10 ng/g. Ovakve visoke koncentracije €ine treSnje obeCavaju¢im kandidatom u

razvoju jestivih cjepiva (Sahoo i sur., 2020).
2.9.4. Salata

Salata je jo§ 2005. godine koriStena za ekspresiju glikoproteina E2 virusa svinjske groznice,
a uspjesno je genetiCki modificirana za ekspresiju B podjedinice termolabilnog toksina iz
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E.coli. S obzirom da je jestiva cijela biljka salate, odli¢an je odabir za daljnja istrazivanja i

primjenu kao jestivo cjepivo i pokazuje velik potencijal u tom podrucju (Sahoo i sur., 2020).

2.9.5. Soja

Ova biljka takoder je koridtena za ekspresiju B podjedinice termolabilnog toksina iz E. coli i to
ekspresije u endoplazmatskom retikulumu. Rezultat je bila razina ekspresije antigena do 2,4%
od ukupne koncentracije proteina u sjemenu soje, a toliko koncentracija je postignuta i nakon

obrade i suSenja (Sahoo i sur., 2020).

2.9.6. GraSak

Transgeni grasak najviSe se koristi za ekspresiju proteina kapside Norwalk virusa. Taj protein
se znacajno nakuplja u jos nezrelom plodu, s neSto manjom koncentracijom u zrelom plodu.
Otkriveno je i da bilika graSka moze eksprimirati zastitne antigene protiv govede kuge, ali
potrebna su daljnja ulaganja u razvoj i istrazivanje ove biljke kao jestivog cjepiva (Sahooi sur.,
2020).

2.9.7. Banana

Cetiri razlicite ekspresijske kasete koridtene su za ekspresiju povrsinskog antigena hepatitisa
B u geneticki modificiranim bananama. Razine ekspresije su bile vrlo zadovoljavajuce, ¢ak do
19,92 ng/g (Kurup i Thomas, 2020). lako su banane Siroko rasprostranjene, ne trebaju
termi¢ku obradu za konzumaciju, jeftine su u usporedbi s drugim biljkama, zbog njenog dugog
vremena sazrijevanja, ova biljka nije najbolji odabir za proizvodnju jestivih cjepiva (Sahoo i
sur., 2020).

2.9.8. Mrkva

Lat. Daucus carota, mrkva se koristi za razvoj jestivog cjepiva s ciliem ekspresije povrsinskog
antigena HIV-a. Eksperimenti su izvodeni na Stakorima i kod onih hranjenih transgenom
mrkvom uoc€eni su pozitivni efekti cjepiva. Prednost mrkve je u njenoj visokoj razini
karotenoida koji mogu poboljSati imunoloski odgovor. Medutim, ova vrsta cjepiva se treba jos

istraziti i klinicka ispitivanja trebaju biti provedena (Sahoo i sur., 2020).
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2.9.9. Riza

I u biljci rize, u istrazivanju iz 2007. godine, otkriveno je da transgena riza, koja eksprimira B
podjedinicu toksina iz E. coli, inducira zna€ajnu proizvodnju antigena te podjedinice. Riza je
dobar odabir i za ekspresiju povrSinskog antigena hepatitisa B, 3to je potvrdeno PCR-om i
Southern blot analizama (Sahoo i sur., 2020). Prednost koriStenja rize naspram drugih biljaka
je ta Sto je riza vrlo rasprostranjena, a Cesto se koristi i kao djec¢ja hrana (Kurup i Thomas,
2020).

2.10. Alge kao jestiva cjepiva

Osim biljaka, za proizvodniju jestivih cjepiva, u razvoju su i alge, posebice zelene mikroalge.
NajkoriStenija vrsta algi koja se koristi za dobivanje velikog broja proteina za ljudske i
Zivotinjske terapeutske svrhe jest Chlamydomonas reinhardtii, koja ima GRAS status, a mozZe
eksprimirati i slozene antigene koji se koriste u proizvodniji cjepiva (Kurup i Thomas, 2020).
Zelene mikroalge vrlo su obecavajuéi izvor proteina i za industrijske svrhe. Mikroalge opcenito
imaju visoku stopu rasta, mogu se ¢ak uzgajati i u bioreaktorima i cijela biomasa moze se
koristiti kao sirovina za jestivo cjepivo. Lako su dostupne i rasprostranjene, moze se reci ¢ak
i da zelene alge imaju sve prednosti kopnenih biljnih sustava, plus jo§ neke pogodnosti u
usporedbi s kopnenim billkkama. Rast im ne ovisi o plodnosti i svojstvima tla i rastu tijekom
cijele godine, neovisno o sezoni. Sto se ti¢e uzgoja u bioreaktorima, velika je prednost
nemogucnost kontaminacija sojeva medusobno jer se mogu uzgajati u bioreaktorima
zatvorena tipa (Kurup i Thomas, 2020). Alge se mogu jednostavno obraditi liofilizacijom i takve
osuSene mogu se skladistiti do 20-ak mjeseci bez gubljenja ucinkovitosti antigena, Sto
znacajno doprinosi mogucnosti globalne distribucije. Medutim, postoje i neka ograni¢enja
poput niske razine ekspresije i nedostatka glikozilacije antigena eksprimiranih u kloroplastu
algi (Sahoo i sur., 2020).

2.11. Plastidi u proizvodniji jestivih cjepiva

Inzenjerstvo plastida uvelike je uznapredovalo posljednjih godina i omoguéena je ekspresija
transgena u njima (Yarra, 2020). Plastidi su organele u stanicama biljaka i algi koji imaju
dvostruku membranu. Odgovorni su za proizvodnju i skladistenje hranjivih tvari poput
fitohormona, vitamina, aminokiselina, nukleotida i ostalih, tj. imaju sposobnost sinteze

sloZenih biolodkih molekula, Sto ih €ini vrlo privlaCnima i zanimljivima za biotehnolosSka
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istrazivanja. Plastom je plastidni genom. Dakle, postoje transformacija jezge i transformacija
plastida. Plastidna transformacija ima zna&ajne prednosti koje uklju€uju viSu razinu ekspresije
gena, tj. transgena, integraciju homolognom rekombinacijom i nepostojanje utiSavanja gena.
Od velikog je znacaja tehnologija transformacije plastida vezana uz povrtne kulture. Opskrba
hranom sve je nestabilnija u svijetu, poljoprivrednih povrSina sve je manje, a i klimatski uvjeti
znacajno, vec¢inom nepovoljno, utje€u na uzgoj voca, povréa i zitarica. S ciliem rjeSavanja tih
problema, potrebno je postizanje ucinkovitije i odrzivije poljoprivredne proizvodnje koja
uklju€uje istrazivanje novih tehnologija i moguénosti kako bi se postigla stabilizacija i
povecéanje proizvodnje poljoprivrednih kultura. Bitan dio novih tehnologija je geneti¢ka
transformacija biljaka, toCnije transformacija plastida koja ima prednost u odnosu na
transformaciju jezgre jer ona nosi opasnost prijenosa gena na susjedne biljke i usjeve.
Znanstvenici su genetickim inzenjerstvom plastoma uveli u DNA biljaka neke vrlo korisne
znacajke, poput poboljSanog razvoja i rasta, veéih prinosa, otpornosti na insekte, otpornosti
na herbicide, otpornost na suSu, otpornosti na razli€ite bolesti (Yarra, 2020).

Ova tehnologija je od velike vaznosti za dobivanje rekombinantnih proteina, a prva biljka s
transformiranim plastidom bila je biljka duhana, Nicotiana tabacum. Transformacija plastida
uspjesna je jo$ kod nekoliko vrsta: krumpira, patlidzana, salate, rajcice, soje, mrkve i kupusa,
ali kao biljke s najviSe akumuliranih proteina pokazale su se rajcica i salata.

Vrlo bitan dio cijelog postupka transformacije odabir je mjesta u plastomu povoljnog za
integraciju stranog gena i kljuan je za postizanje zadovoljavajuce razine ekspresije ciljanog
transgena. NajviSa razina ekspresije transgena postignuta je integracijom u transkripcijski
aktivha mjesta medugenske razmaknice (trnl/trnA) (Yarra, 2020).

lako je postignut znacajan uspjeh u inZenjerstvu i uzgoju transplastomskih biljaka, joS uvijek
je ograni¢eno na premali broj vrsta, ve¢inom iz razloga jer nedostaje informacija o
sekvencama plastoma drugih biljnih vrsta. Stoga, potrebni su jo§ znacajni napori da bi se

postigla ekspresija transgena u plastidima ostalih vrsta biljaka (Yarra, 2020).

2.12. Kvasci kao jestiva cjepiva

Kvasci predstavljaju jos jedan od odli¢nih izvora jestivih cjepiva zbog svojeg GRAS statusa,
mogucnosti  posttranslacijskih modifikacija proteina, mogucnosti zastite proizvedenog
antigena za vrijeme prolaska kroz gastrointestinalni trakt i jeftine i jednostavne kultivacije
(Kurup i Thomas, 2020).

Primjena kvasaca za proizvodnju heterolognih proteina u industrijske svrhe, kao i sposobnost

stanica kvasca da generira imunolo$ki odgovor vrlo su dobro prou¢ene (Kumar i sur., 2019).
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Siroko su dostupne informacije o genetici, molekularnoj biologiji i fiziologiji zbog &ega je ovaj
mikroorganizam idealan za daljnje razvijanje u jestivo cjepivo.

Medutim, izostanak sustava za popravak DNA, potreba za domacinom ili stani¢nim
okruzenjem i visoka stopa mutacija predstavljaju odredene izazove u razvoju cjepiva protiv
virusnih infekcija. Zeledéi rijesiti ove probleme, znanstvenici su se posvetili razvitku cjepiva
temeljenog na cijelim stanicama kvasca i dosli do zanimljivih spoznaja. Npr., cijeli mrtvi
rekombinantni kvasac koji eksprimira Rv1886¢ ima sposobnost aktivacije antigen specificne
T stanice i tako moze smanijiti populaciju mikobakterija. Primjena cijelog S.boulardii moze
potaknuti humoralni imunoloski odgovor. Provedena su pretklini¢ka ispitivanja u kojima su
upotrebljavane stanice S. cerevisiae kao jestiva cjepiva za upotrebu protiv HPV-a i
Actinobacillus pleuropneumoniae te je dokazano da mogu inducirati zastitu sluznice (Kumar i
sur., 2019).

Trenutno su u razvoju i dva klini¢ka ispitivanja: GS-4774 za lijeCenje infekcije virusa hepatitisa
B i GI-5005 za lije€enje hepatitisa C.

Povec¢ana imunogenost moguce je i posljedica adjuvantne aktivnosti B-glukana u stani¢noj
stijenci kvasca (Kurup i Thomas, 2020).

Medutim, jo$ znacajniji pristup od cjepiva temeljenima na cijelim stanicama kvasca u razvijanju
jestivin cjepiva, je tzv. ,yeast display® ili ,yeast surface display®, tehnika proteinskog
inZenjerstva kojom se provodi ugradnja i ekspresija rekombinantnih proteina u stanicu ili
stani¢nu stijenku kvasca. Na primjer, jestivo cjepivo protiv kandidijaze uvedeno je koristenjem
ovog sustava sa S. cerevisiae (Kumar i sur., 2019).

Ovaj pristup zahtijeva jo$ dodatnih istrazivanja i tek je u po€etnoj fazi razvoja, ali dosadasnje

studije pokazuju njegov ogromni potencijal za razvoj i primjenu kao jestivo cjepivo.

2.13. Buduénost jestivih cjepiva

Proizvodnja jestivih cjepiva ima veliki potencijal u suzbijanju, ako ne i iskorjenjivanju zaraznih
bolesti diliem svijeta, posebice zbog svoje jednostavnosti primjene i indukcije obje vrste
imuniteta. Medutim, buducnost uvelike ovisi o otporu, odnosno prihvacanju geneticki
modificirane hrane od strane stanovnistva. Jedan od primjera neprihvacanja je Zambija koja
je, unatoC prijetnji gladu koja je prevladavala medu stanovniStvom, odbila geneticki
modificirani kukuruz iz SAD-a (Lal i sur., 2007). Takoder, transgena kontaminacija je gotovo
pa neizbjezna. Transgeni se, osim peludi, mogu prenositi insektima, mogu se prenijeti na
mikroorganizme u tlu, a moze dod¢i i do oneciS¢enja podzemnih i povrSinskih voda. Stoga,

potrebno je rijesiti sve probleme i zabrinutosti od strane WHO-a povezane sa osiguravanjem
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kvalitete jestivih cjepiva i njihovim u€inkom na okoli§. GenetiCki modificirane usjeve treba
uzgajati u strogo kontroliranim uvjetima, maksimalno izoliranim ili barem udaljenim od ostalih
usjeva (Lal i sur., 2007).

U vezi buduénosti jestivih cjepiva, Cesto se spominje i problem bioterorizma. Naime, geneticari
diljlem svijeta mogu vrlo lako, relativno jednostavno i brzo stvoriti rekombinantne
visokozarazne viruse koji se mogu zloupotrijebiti kao bioloSko oruzje (Sahoo i sur., 2020).
Unato€ svim problemima i ograni¢enjima, broj zemalja u kojima je dozvoljen uzgoj transgenih
sojeva je u stalnom porastu, kao i povrsina koriStenih za njihov uzgoj, $to nam ukazuje na sve
vece prihvaéanje populacije (Lal i sur., 2007).

Jos je puno posla i bit ¢e potrebna opsezna, dugotrajna istrazivanja i testiranja na zivotinjama
i ljudima prije nego se ovaj nacin borbe protiv zaraznih i autoimunih bolesti odobri za sigurnu

humanu primjenu.
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3. ZAKLJUCCI

1. Zbog problema u proizvodniji, transportu, skladiStenju i primjeni postojecih, konvencio-
nalnih cjepiva, globalna potreba za razvojem novog nacina stjecanja imunosti i za ra-
zvojem jestivih cjepiva sve je veca.

2. Biolisticka metoda, elektroporacija i primjena bakterije Agrobacterium tumefaciens kao
vektora najCeSce su koristeni nacini za integraciju transgena u ciljane stanice odab-
rane biljne vrste.

3. Prednosti jestivih cjepiva uklju€uju smanjen rizik od prijenosa infekcija i manje kompli-
ciranu primjenu koja ne zahtijeva medicinski obu¢eno osoblje, a izolacija, prociS¢ava-
nje, obrada, pakiranje, transport i dostava ne zahtijevaju toliko rigorozne mjere zastite
kao Sto je to slu€aj kod vec postojecih, uobicajenih cjepiva.

4. Osim biljaka, ogroman potencijal za razvoj i proizvodnju jestivih cjepiva pokazuju bak-
terije, kvasci i alge.

5. Razvoj jestivih cjepiva joS je u svojim pocetcima; potrebna su jo§ mnoga istrazivanija,
ispitivanja i ulaganja da bi jestiva cjepiva bila sigurna za primjenu i prihvacena od

strane stanovnistva.

20



4. POPIS LITERATURE

Akram F, Jabbar Z, Ageel A, Haq IU, Tarig S, Malik K (2022) A Contemporary Appraisal on
Impending Industrial and Agricultural Applications of Thermophilic-Recombinant Chitinolytic
Enzymes from Microbial Sources. Mol Biotechnol 64, 1055-1075.
https://doi.org/10.1007/s12033-022-00486-0

Azizi-Dargahlou S, Pouresmaeil M (2023) Agrobacterium tumefaciens-Mediated Plant
Transformation: A Review. Mol Biotechnol 66, 1563-1580. https://doi.org/10.1007/s12033-
023-00788-x

Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Mufioz-Quezada S, Gomez-Llorente C, Gil A (2012)
Probiotic Mechanisms of Action. Ann Nutr Metab 61, 160-
174. https://doi.org/10.1159/000342079

Cebadera Miranda E, Castillo Ruiz-Cabello MV, Camara Hurtado M (2020) Food
biopharmaceuticals as part of a sustainable bioeconomy: Edible vaccines case study. New
Biotechnol 59, 74-79. https://doi.org/10.1016/j.nbt.2020.06.005

Hrvatska enciklopedija, mrezno izdanje. Cijepljenje. Leksikografski zavod Miroslav Krleza,

Pristuplieno: 1.9.2024. https://www.enciklopedija.hr/clanak/11816

DePalma (2018) Biocompare - Transient Protein Expression https:/Amwwv.biocompare.com/Editorial-
Articles/349373-Transient-Protein-Expression/ Pristuplieno: 24. kolovoza 2024.

Fujiki M, Kaczmarczyk JF, Yusibov V, Rabindran S (2008) Development of a new cucumber
mosaic virus-based plant expression vector with truncated 3a movement protein. Virology 381,
136-42. https://doi.org/10.1016/j.virol.2008.08.022

Gunasekaran B, Gothandam KM (2020) A review on edible vaccines and their prospects. Braz
J Med Biol Res 53, e8749. https://doi.org/10.1590/1414-431X20198749

Hirlekar R, Bhairy S (2017) Edible vaccines: An advancement in oral immunization. Asian J
Pharm Clin Res 10, 82-88. https://doi.org/10.22159/ajpcr.2017.v10i2.15825

Jan N, Shafi F, bin Hameed O, Muzaffar K, Dar SM, Majid | i sur. (2016) An Overview on Edible
Vaccines and Immunization. Austin J Nutri Food Sci 4, 1078.

https://austinpublishinggroup.com/nutrition-food-sciences/fulltext/ajnfs-v4-id1078.php

21


https://doi.org/10.1007/s12033-023-00788-x
https://doi.org/10.1007/s12033-023-00788-x
https://doi.org/10.1159/000342079
https://www.biocompare.com/Editorial-Articles/349373-Transient-Protein-Expression/
https://www.biocompare.com/Editorial-Articles/349373-Transient-Protein-Expression/
https://austinpublishinggroup.com/nutrition-food-sciences/fulltext/ajnfs-v4-id1078.php

Kos B (2023/2024) Predavanja iz predmeta Blotehnologija 4, predavanje 5. Pristupljeno: 17.
kolovoza 2024. https://moodle.srce.hr/2023-2024/course/view.php?id=165590

Kumar R, Kumar P (2019) Yeast-based vaccines: New perspective in vaccine development
and application. FEMS Yeast Res 19, foz007. https://doi.org/10.1093/femsyr/foz007

Kurup VM, Thomas J (2020) Edible Vaccines: Promises and Challenges. Mol Biotechnol 62,
79-90. https://doi.org/10.1007/s12033-019-00222-1

Lal P, Ramachandran VG, Goyal R, Sharma R (2007) Edible vaccines: current status and
future. Indian J Med Microbiol 25, 93-102. https://doi.org/10.4103/0255-0857.32713

Plaza-Diaz J, Ruiz-Ojeda FJ, Gil-Campos M, Gil (2019) A. Mechanisms of Action of Probiotics.
Adv Nutr 10, 49-66. https://doi.org/10.1093/advances/nmy063

Sahoo A, Mandal AK, Dwivedi K, Kumar V (2020) A cross talk between the immunization and
edible vaccine: Current challenges and future prospects. Life Sci 261, 118343.
https://doi.org/10.1016/j.1fs.2020.118343

Saurabh B, Dahiya R (2015) Chapter 8 - Plant-Based Biotechnological Products With Their
Production Host, Modes of Delivery Systems, and Stability Testing. Academic press, 293-331.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802221-4.00008-X

Saxena J, Rawat S (2013) Advances in Biotechnology. U: Edible Vaccines. 207-226.
https://doi.org/10.1007/978-81-322-1554-7_12

Streatfield SJ (2006) Mucosal immunization using recombinant plant-based oral vaccines.
Methods 38, 150-157. https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2005.09.013

Svetec IK (2024) Predavanja iz predmeta Geneti¢ko inzenjerstvo, predavanje 12. Pristupljeno:
8. kolovoza 2024. https://moodle.srce.hr/2023-2024/course/view.php?id=165592

Tamang S (2023) Electroporation: Definition, Principle, Steps, Uses - Microbe notes.
https://microbenotes.com/electroporation-principle-steps-uses/ Pristupljeno: 17. kolovoza
2024.

Yarra R (2020) Plastome engineering in vegetable crops: current status and future prospects.
Mol Biol Rep 47, 8061-8074. https://doi.org/10.1007/s11033-020-05770-3

22


https://moodle.srce.hr/2023-2024/course/view.php?id=165590
https://microbenotes.com/electroporation-principle-steps-uses/

Izjava o izvornosti

Ja, Dora Puskas$, izjavljujem da je ovaj zavrdni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u
njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoruéni pdtpis



Amarila
Pencil


