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Abstrakt

Prijmova onemocnéni stale predstavuji velky problémem pro rozvojové zemé, kde jsou
zejména ve skupiné déti do 5 let zodpoveédné za fadu imrti. Mezi vyznamné patogeny, které
zpusobuji tato onemocnéni, patii bakterie Escherichia coli a Vibrio cholerae. Vakciny proti
nékterym patogentim zpusobujicim prijmova onemocnéni stale neexistuji a jiz schvalené
injekéné podavané vakciny jsou Casto pro obyvatele rozvojovych zemi nedostupné. Vhodnym
feSenim by tak mohla byt konstrukce rostlinnych jedlych vakcin. Vyhodou takového ptistupu
je nizkd cena, dlouhodobd skladovatelnost a snadna aplikovatelnost. VétSina jedlych vakcin
byla testovdna na mysSich, u nichz byla ukézéna uspesna imunizace. Dvé vakciny proti E. coli
byly testovany v 1. fazi klinickych testt, kde obé dokdzaly navodit imunitni odpoved.
Hlavnimi problémy pro wuplatnéni téchto vakcin je omezeni péstovani geneticky
modifikovanych plodin, problém s pfesnym davkovanim antigenu a riziko orélni tolerance.
Vyuziti rostlin ve farmaceutickém primyslu je vSak slibné pro vyrobu antigenti pro injekéni
imunizaci a dal$ich terapeutik. Tato prace je reSersi studii zabyvajicich se rostlinnymi jedlymi
vakcinami proti dvéma patogentim, E. coli a V. cholerae, at’ uz jako jednotlivym patogentim,

tak ve form¢& multikomponentovych, multivalentnich a kombinovanych vakcin.
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Abstract

Diarrheal diseases are still a major problem for developing countries, where they are
responsible for a number of deaths, especially among children under 5 years of age. Main
pathogens causing these diseases include the bacteria Escherichia coli and Vibrio cholerae.
Vaccines against some pathogens that cause diarrheal diseases still do not exist, and already
approved injectable vaccines are often unavailable to people in developing countries. A
suitable solution could be the construction of plant-based edible vaccines. The advantages of
such an approach are low cost, long-term storage and easy application. Most edible vaccines
have been tested on mice, in which successful immunization was shown. Two vaccines
against E. coli have been tested in phase I clinical trials, where both were able to induce an
immune response. The main problems for the application of these vaccines are the restrictions
on the cultivation of genetically modified crops, problem with inaccurate antigen dosing and
the risk of oral tolerance. However, the use of plants in the pharmaceutical industry is
promising for the production of antigens for injection immunization and other therapeutics.
This work is an overview of studies dealing with plant-based edible vaccines against two
pathogens, E. coli and V. cholerae, both as individual pathogens and in the form of

multicomponent, multivalent and combination vaccines.
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1 Uvod

Vakcinace je dtlezitou prevenci proti lidskym onemocnénim, pti¢emz jeji obvyklou formou je
injekéni podani. Kromé injekéniho zplsobu vakcinace existuje také moznost oralni
imunizace. Pocatky vyroby oralné¢ podavanych vakcin spadaji do roku 1961, kdy byla
licencovéna vakcina proti obrné (Melnick, 1984). Jednalo se o vakcinu na bazi atenuovaného
polioviru, kterd ukazala ucinnost tohoto zplisobu imunizace. Od té doby byly vyvinuty i dalsi
metody vyroby, a to produkce antigenti patogeni v mikroorganismech a v rostlinach (Pontes
et al., 2014). Rostlinné vakciny zacaly byt vytvareny v 90. letech 20. stoleti. Prvni rostlinné
jedlé vakciny proti lidskym patogenim vytvotfili Haq et al. (1995) proti enterotoxigenni
Escherichia coli a McGarvey et al. (1995) proti viru vztekliny. Od t¢ doby byla pfipravena
fada jedlych vakcin proti riznym onemocnénim virového i bakterialniho ptivodu. Pro vyrobu
vakcin jsou vhodné rostliny, které tvoii trvanlivé a konzumovatelné plody nebo jiné casti

z ditvodu snadné aplikace (Streatfield et Howard, 2003).

Jedlé vakciny jsou vyvijeny zejména proti Sirokému spektru infekci problematickych pro
rozvojové zemé, kde lze stile evidovat problémy s nedostate¢nou vakcinaci obyvatel. Oralni
rostlinné vakciny jsou slibnou moznosti pro vyfeSeni tohoto problému diky fadé vyhod, jako
jsou nizké finan¢ni ndklady, snadnd aplikovatelnost, nenaro¢na piiprava a dlouha trvanlivost.
Lze také pfipravit vakcinu proti vice patogeniim a je tak mozné cilit na vét§i mnoZstvi
nemoci. Naproti tomu jejich hlavnim nedostatkem je omezeni péstovani geneticky
modifikovanych plodin a problém s pfesnym davkovanim a s tim souvisejici riziko oralni

tolerance.

Mezi infekce s vysokou mirou mortality v rozvojovych zemich se fadi mimo jiné prijmova
onemocnéni, jehoz ptivodei jsou naptiklad rotaviry, bakterie Vibrio cholerae, Shigella spp.,
Salmonella spp., patogenni kmeny bakterie E. coli nebo paraziticti prvoci jako Entamoeba
spp. nebo Giardia spp. Stievni onemocnéni jsou rizikova ptredev§Sim pro déti z divodu
nedostate¢né vyvinutého imunitniho systému a podvyzivy v rozvojovych zemich (World
health organization, 2024). Dle UNICEF (2024) jsou priijmova onemocnéni celosvétove
nejcastéjsi pricinou umrti u déti ve véku do péti let. Nejvetsi mortalita byla zaznamenana

v jizni Asii a v subsaharské Africe.

Cilem této prace je zpracovat literarni reSerSi o piipravenych rostlinnych jedlych vakcinach
proti bakteriim E. coli a V. cholerae a déile o kombinovanych, multivalentnich a

multikomponentovych vakcinach proti témto a dalSim patogeniim, které zpusobuji lidska



sttevni onemocnéni. Uvodni kapitoly jsou vénovany rovnéz pouzivanym metodam vyroby a
mechanismu indukce imunitni odpovédi. Soucasti prace je také popis vyhod a nedostatki

téchto vakcin, kritické zhodnoceni souc¢asného vyvoje a ndhled do budoucna.



2 Metody vyroby rostlinnych jedlych vakecin

Prvnim krokem pfipravy vakciny je zisk sekvence DNA pro antigen, kterd byva zpravidla
pfipravena synteticky. Nejprve se vytvoii kratké oligonukleotidy, které maji vzajemné
komplementarni ¢asti a mohou byt spojeny a namnozeny pomoci PCR (Wen et al., 2006).
Vyhodou syntetické vyroby sekvence je moznost optimalizace genetického kodu pro
preferencéné vyuzivané kodony cilové rostliny, coz zvysi GispéSnost exprese proteinu a zamezi
rozpoznani sekvence pro termina¢ni mista eukaryotické mRNA, mista sestfihu nebo
polyadenyla¢ni sekvence (Carton et al., 2007; Post et Nomura, 1980). Casto se vyuziva
moznosti spojeni vice antigenti zrtiznych sérotypti nebo také ze vzdalenych patogenii
(Shojaei Jeshvaghani et al., 2019; Yu et Langridge, 2001). Sekvence byva také fizovéna se
SEKDEL nebo KDEL sekvenci, coz jsou signalni sekvence proteinii pro jejich retenci
v endoplazmatickém retikulu (Moravec et al., 2007). Haq et al. (1995) pro pfipravu vakciny
pouzili dva typy LT-B liSici se pfitomnosti SEKDEL sekvence. U rostlin obsahujicich
SEKDEL byla pozorovana vyssi exprese antigenu, coz je dano usnadnénim oligomerizace

antigenu.

Naésledujicim krokem je vneseni pozadovaného antigenu do rostliny, coz miize byt provedeno
vice zpusoby. Nejcastéji pouzivané metody jsou zndzornény na Obr. 1. Prvni mozZnosti
transformace je pouziti biolistické metody, kterd je velmi univerzalni, jelikoz jeji GCinek
nezdvisi na rostlinném druhu. Metoda je zaloZzena na vnaSeni DNA do bunck pomoci
urychlenych mikroprojektilii vyrobenych zejména ze zlata nebo z wolframu. (Sanford, 1990).
Sekvence je vloZena do transformacniho vektoru, ktery obsahuje homologni sekvence
s cilovou sekvenci (De Cosa et al.,, 2001). Touto metodou lze provadét tvorbu vakcin
transformaci chromozomalni i plastidové DNA (Rosales-Mendoza et al., 2009; Rosales-
Mendoza et al., 2011). Vyhodou exprese v plastidech je tvorba velkého mnoZstvi antigenu,
toho je dosazeno diky vétSimu mnozstvi kopii chloroplastii na bunku. Sekvence DNA
dodavana biolistickou metodou pro vyrobu vakciny v chloroplastovém genomu koduje gen
pro selekéni marker, pozadovany antigen a obsahuje koncové ¢asti pro homologni

rekombinaci v rostlinném genomu (Molina et al., 2004).

Antigen exprimovany v chloroplastech a v chromozomalni DNA se mize liSit glykosylaci, ke
které v chloroplastech nedochazi. Dle studii Rosales-Mendoza et al. (2009, 2011) glykosylace
snizila mnozstvi antigenu potfebného pro imunizaci, z ¢ehoz usuzovali, Ze nejspiSe funguje
jako adjuvans. AvSak Yuki et al. (2013) nepozorovali rozdil v imunizaci mezi pouZzitim

glykosylované a aglykosylované formy. Judge et al. (2004) ukazali, ze vytvorené protilatky
3



proti glykosylovanému antigenu nemusi U¢inné neutralizovat bakterialni aglykosylované
formy antigenu. Sekvenci pro antigen exprimovanou z chromozomalni DNA vSak lze, jak

ukazali Yuki et al. (2013), upravit mutaci pro odstranéni mista pro glykosylaci.

Dalsi a velmi c¢asto uzivanou moznosti je vneseni antigenu pomoci bakterii rodu
Agrobacterium (Conn, 1942) nebo rostlinnych vird. Nejéastéji vyuzivanym druhem je
Agrobacterium tumefaciens (Smith and Townsend, 1907), kterym se do rostlin dostava T;
plasmid nesouci patogenni geny, coz je ptfirozena soucast téchto bakterii. Soucasti T; plasmidu
je T-DNA, ktera je pii poranéni rostlin translokovana do jadra rostlinnych bunék, kde dochazi
k rekombinaci a stabilni integraci (Das, 1998; Chilton et al., 1977). Expresi genti T-DNA v
jédre vznikaji latky, které vedou ke vzniku nadorii, v nichz se nachazi ptiznivé prostfedi pro
rust bakterii 4. tumefaciens (Montoya et al., 1977). Tyto patogenni geny na plazmidu je vSak
mozno nahradit naklonovanim genu pro antigen. Rekombinantni plasmid je poté
transformovan do bakterie 4. tumefaciens, naptiklad pomoci elektroporace, a nasledné je
mozné rostlinu infikovat. Tato metoda transformace je vyhodnd, jelikoz bakterie A.
tumefaciens infikuje Sirokou Skalu rostlin (De Cleene et De Ley, 1976). Pro zvySeni exprese
se vyuzivd metoda agroinfiltrace, kterd je zalozena na vpraveni suspenze bakterii A.
tumefaciens do mezibunécnych prostor, coz zaruc¢i rovnéz infekci bunék nenachazejicich se na
povrchu rostliny. Toho miize byt dosazeno injekci suspenze nebo pomoci vakua, coz umozni
odsati vzduchu z mezibun&tnych prostor. Integrace do genomu Zadnou z t€chto metod neni

sekvenéné specifickd, coz vede k rtiznorodé mife exprese (Wroblewski et al., 2005).

Pro tvorbu rostlinnych vakcin byla pouZita fada rostlinnych virli, naptiklad virus mozaiky
vojtésky (CPMV), virus tabdkové mozaiky (TMV) nebo X virus bramboru (PVX) (Chapman
et al. 1992; Karasev et al., 2005; Liu et al., 2005). Pfi pouziti této metody je sekvence kodujici
antigen vlozena do virového vektoru na misto ¢asti sekvence pro obalovy protein. Vektor je
poté vnesen do rostliny (Chapman et al., 1992; Karasev et al., 2005). V ptipad¢ tvorby
vakciny proti HIV antigenu Tat produkovaném v rostlinach Spenatu (Spinacia oleracea L.) a v
rostlindch tabdku Benthamova (Nicotiana benthamiana Domin) byla sekvence pro Tat
naklonovéna do upraveného vektoru TMV. Vektor byl poté linearizovan, transkribovan in
vitro pomoci T7 RNA polymerazy a RNA transkripty byly naockovany do listi rostlin. Tyden
po inokulaci se Tat protein nahromadil nad detekovatelnou troven. Nevyhodou této metody
je, ze n&které rostliny nemusi vlozené sekvence tolerovat. Spenat se sice ukazal jako
tolerantni rostlina, ale u rostlin tabdku Benthamova byl po inokulaci RNA zaznamenan

rozvoji nekrdzy. Dalsi negativni strankou metody je, Zze miize byt navozena pouze prechodna
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exprese (Karasev et al., 2005). Rovnéz useky vklddané do virovych ¢astic jsou velikostné
omezené a béhem replikace viru dochédzi ke genetickému driftu, coz mtize vést k vyredéni
sekvence pro antigen. Vyhodou vsak je, ze sekvence pro antigen je pii replikaci viru hojné

amplifikovana (Liu et al., 2005).

Po transformaci jsou rostlinné bunky na pfechodnou dobu péstovany na selekénim médiu
s obsahem herbicidu. Uspé$nost transformace neni stoprocentni a je potieba ziskané
transformované bunky selektovat, coz lze provést diky vneseni genu pro rezistenci vici
herbicidiim, jenz je soucasti vektoru. Selektovat rostlinné buiky lze také pomoci antibiotik,
kdy maze byt pouzita naptiklad kanamycinova rezistence. Po selekci rostlin je potieba provést
dalsi analyzu, abychom zjistili miru exprese antigenu, jelikoz inserce do chromozomu neni
sekvenéné specifickd a tUrovenl exprese se tak milze mezi UspéSné transformovanymi
rostlinami li$it. Pro tuto analyzu lze pouzit metodu Western blot. Napiiklad pti transformaci
rostlin tabaku virginského (Nicotiana tabacum L.) prostfednictvim bakterie A. tumefaciens
byly pouzity dva vektory a Western blot analyzou byla zjiSténa uspé$nost detekovatelné
hladiny exprese antigenu. U obou ptipadl byla GspéSnost podobnd, v piipadu prvniho vektoru
58 % a u druhého 60 % (Wen et al.,, 2006). Ve vyselektovanych semenech kukufice
exprimujici podjednotku B cholerového toxinu (CTB) bylo pouze v 66 % exprimovano
detekovatelné mnozstvi antigenu. U téchto linii byla mira exprese odliSnad a pohybovala se
mezi hodnotami 0,0002 a 0,0014 % celkového rozpustného proteinu (TSP) (Karaman et al.,
2012).



Obr. 1: Proces vyroby vakcin v rostlinach. Prevzato a upraveno podle Chan et Daniell (2015). (a) Jaderna
transformace — transformace chromozomalni DNA pomoci bakterie rodu Agrobacterium, dédicnost je
mendelisticka. (b) Chloroplastova transformace — transformace plastidové DNA biolistickou metodou, dédicnost

je maternalni.
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3 Mechanismy indukce imunitni odpovédi

Cilem jedlych rostlinnych vakcin je navozeni slizni¢ni 1 systémové imunity vic¢i podavanému
antigenu. Proces indukce imunitni odpovédi je znazornén na Obr. 2. Pro rozvoj imunitni
reakce je podstatné, aby se antigen dostal neporusené do stieva, kde cili na mikrofold (M)
buiiky (Brayden et al., 2005). Rostlinné bunky jsou efektivnim dopravnim prostiedkem pro
antigen do stieva, jelikoZ bunéfnd sténa pro ngj piedstavuje ochrannou vrstvu a zabraiuje
jeho pfedcasné degradaci zplisobené travicimi enzymy pii priichodu gastrointestinalnim
traktem. Glykosidickd vazba v rostlinné bunééné sténé neni hydrolyzovatelna travicimi
enzymy a kjejimu rozruseni dochazi az ve stfevech, kde se nachazeji symbiotické
mikroorganismy schopné jejiho rozstépeni, ¢imz dojde k uvolnéni antigenu do stfeva (Flint et

al., 2012; Daniell et al., 2019).

M buiiky jsou soucasti slizni¢niho epitelidlniho povrchu a vychytavaji, transportuji a
zpracovavaji antigen uvolnény do gastrointestindlniho traktu, proto vétSina oralné podavanych
vakcin cili pravé na né. M builky zprostiedkovavaji transport antigenu k Peyerovym platim
(Brayden et al., 2005), které patii mezi lymfoidni tkan€ asociované se stievem (GALT).
V GALT dochazi k dodavani antigenu antigen prezentujicim buiikam (APC), mezi které se

fadi predev§im dendritické bunky (Iwasaki et Kelsall, 1999). Dal§im typem GALT jsou



mezenterické lymfoidni uzliny, v nichz aktivované APC néasledné prezentuji antigen T a B
lymfocytim, ¢imz dochazi k jejich aktivaci (Rosales-Mendoza et Salazar-Gonzalez, 2014). B
lymfocyty tvoii protilatky imunoglobulin A (IgA), coz je dulezita slozka slizni¢ni adaptivni
imunity. IgA sekretovany do lumen stfev se nazyva sekrecni IgA (sIgA) (Mantis et al., 2011).
sIgA slouzi k neutralizaci toxini a ochran¢ pied vstupem patogenu do epitelidlnich bunck
(Lycke et al., 1999; Silvey et al., 2001). Dtlezitou roli v adaptivni slizni¢ni imunité hraje také
produkce cytokint (Ishigame et al., 2009). Imunitni odpovédi cytotoxickych lymfocytl je
sekrece granuli a lyze patogent (Peters et al., 1991). Stejné€ jako u ostatnich vakcein, dilezita je
tvorba pamétovych bunck. Pokud dojde k navozeni slizni¢ni imunity, dojde také k rozvoji
systémové imunity, jelikoz aktivované B lymfocyty jsou schopné migrovat krevnim fecistém

(Neutra et al., 1996).

Obr. 2: Mechanismus indukce imunitni odpovédi pri ordlni imunizaci ve strevech. Prevzato a upraveno podle
Kwong et al. (2023). Antigen se dostane neporusené do streva, je zpracovan mikrofold (M) bunkami, je dodan
antigen prezentujicim buiikam (APC), jejichz typem jsou dendritické buniky (DC). Ty prezentuji antigen naivnim
T a B lymfocytiim, vznikaji tak Th lymfocyty, které pomahaji aktivovat B lymfocyty. Dojde tak k jejich diferenciaci
na plasmatické burnky, které tvori imunoglobulin A (Ig4) a G (IgG).
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Aby doslo k rozvoji imunitni reakce, je potieba obejit toleranci imunitniho systému ke
slozkam pfijimanym v potrave, takzvanou oralni toleranci. Ta je zprostfedkovana klonalni
deleci CD4" T lymfocytt a indukei regulaénich T lymfocytt (Treg), které potlacuji odpovéd
autoreaktivnich T lymfocyt. Bylo popsano, ze zacileni proteinového antigenu piimo na M
buiiky usnadiiuje indukeci tolerance (Suzuki et al., 2008). Oralni tolerance je zavisla na davce

antigenu ve vakcing. Naptiklad u ordln€ podavané rostlinné vakciny proti viru hepatitidy typu

vvvvv
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pro imunogenicitu, ale zaroven pii nich nebylo indukovéno zvySeni hladiny Treg bunck
(Kostrzak et al., 2009). Dodavanim antigenu Ize navodit opacny stav, nez je imunizace, coz
lze ukézat na ptikladu toxinu CTB. Jedn4 se o u¢inné adjuvans pro stimulaci slizni¢ni imunity
a je schopen iniciace imunitni odpovédi i1 u antigent, které samy o sob€ nejsou na sliznicich
imunogenni (Lycke et Holmgren, 1986). Stejn¢ tak muaze slouzit i1 k iniciaci oralni tolerance.
Toho Ize rovnéz vyuzit, a to pfi terapii autoimunitnich onemocnéni, kdy l1ze podat CTB
fizovany s autoantigenem, a tim navodit i systémovou toleranci. AvSak pro uc¢inné navozeni
tolerance je potieba opakovaného podavani vysokych davek antigenu (Sun et al., 1994; Yu et

Langridge, 2001).

Pro imunogenicitu antigenu je velmi podstatny kontext, ve kterém se antigen vyskytuje pfi
pouziti k ordlni imunizaci. Antigeny mohou byt G¢inné pfi injekénim podavani, avSak pfti
jejich pouziti pro oralni vakciny nemusi dojit ke zdarné imunizaci. Toto se projevilo naptiklad
ve vyzkumu titru protilatek proti samotnému rotavirovému enterotoxinu NSP4 a proti NSP4
fazovanému s CTB. Pfi podani stejné davky byl titr protilatek proti fizovanému NSP4
dvojnésobny. Dle autori muze byt pfi¢inou mala velikost, jelikoz tento antigen obsahuje
pouze 22 aminokyselinovych zbytkli, a tedy nedostate¢né cileni na asociované lymfoidni

tkan¢ se stfevem a nedostatecnou stabilitu (Yu et Langridge, 2001).

4 Jedlé vakciny proti infekcim zptisobenym bakterii Escherichia coli (T.

Escherich, 1885)

V ramci druhu Escherichia coli (T. Escherich, 1885) se rozlisuji riizné kmeny, z nichZ n¢které
jsou béznou soucasti komenzalni mikroflory, jiné jsou vSak patogenni. Ty jsou plvodci
prijmovych onemocnéni zdvaznych zejména pro déti v rozvojovych zemich, kde mohou
zpusobit fadu umrti. Rostlinné jedlé vakciny jsou vyvijené proti enterotoxigennim kmentim
(ETEC) a enterohemoragickym kmentim (EHEC), podskupiné shiga-like toxigennich kment
(STEC), které jsou producenty shiga toxinu (Stx). Pfi¢inou jejich patogenity je adherence
k povrchu sliznice a nésledné uvolilovani enterotoxinti (Kaper et al., 2004; Shojaei

Jeshvaghani et al., 2019). Ptehled jedlych vakcin proti E. coli je uveden v Tab. 1.

4.1 Cilové virulenéni faktory vakein proti E. coli

Rostlinné jedlé vakciny jsou cileny pfedev§sim na virulen¢ni faktory LT, ST, YncE a CF u
ETEC a faktory EspA, Tir, Stx a intimin u EHEC (Karimi et al., 2013; Sato et Shimonishi,
2004; Shojaei Jeshvaghani et al., 2019; Fatemeh et al., 2022).



LT je teplotné labilni toxin skladajici se z podjednotky LT-A a péti podjednotek LT-B. LT-B
pentamer se vaze na monosialotetrahexosylgangliosid (GM1) v membranég epitelu stfeva, coz
zpusobi transport podjednotky LT-A dovnitf do bunék, jehoz ptitomnosti dochazi ke stimulaci
produkce cAMP, ¢imz dojede k aktivaci proteinkinazy A a nasledné fosforylaci iontovych
kanala zpisobujicich export soli a vody a dochazi tak k iniciaci priiymu. (Tacket et al., 1998;
Sheikh et al., 2022). Naproti tomu ST je teplotn¢ stabilni toxin, ktery se vaze na
transmembranovy receptor guanylatcyklazy C, coz vede ke zvySeni koncentrace cGMP a
rovnéz dochéazi k aktivaci proteinkindzy A (Sato and Shimonishi, 2004). Toxiny zvané
koloniza¢ni faktory (CF) piredstavuji velkou skupinu, existuje jich vice nez 22 typua. Jejich
funkce je zprostfedkovani adherence ke sttevnimu epitelu vazbou na glykokonjugaty. (Gaastra
et Svennerholm, 1996). U periplasmatického proteinu YncE neni fyziologicka funkce znama
(Baba-Dikwa et al., 2008). Pii adherenci kmene EHEC se uplatiiuje toxin intimin, ktery se
vaze na Tir vyluCovany EHEC do bungk hostitele. Virulencni faktor EspA je dileZzity pro
dodéni Tir do bunky a transportuje se prostfednictvim transportniho systému typu III a
zprostiedkuje kontakt s cilovou epitelialni buiikou (Kenny et al., 1997; Knutton et al., 1998).
Stx se dostava do buniky pomoci endocytdzy, vede k inhibici proteosyntézy a jeho pifitomnost
muize vést k hemolyticko-uremickému syndromu. (Sandvig et van Deurs, 1996; Shojaei

Jeshvaghani et al., 2019).

4.2 Vakciny proti enterotoxigennim kmenim E. coli

Vakciny proti ETEC se zamétuji zejména na imunizaci pomoci LT-B. Pro vyrobu v rostlinach
jiz byly pouzity rostliny lilku bramboru (Solanum tuberosum L.), kukufice (Zea mays L.),
tabak virginsky, locika setd (Lactuca sativa L.) a dalsi rostliny. VSechny vakciny byly
testovany na mysich, avSak pouze vakciny vyrabéné v lilku bramboru a v kukufici prosly také
klinickymi testy. LT-B lze pouZit také jako U¢inné adjuvans (Martinez-Gonzalez et al., 2011;

Rosales-Mendoza et al., 2009; Streatfield et al., 2001; Tacket et al., 1998; Tacket et al., 2004).

V ptipadé€ klinicky testované vakciny produkované v transgennich rostlinach lilku bramboru
byla jako antigen pouzivana synteticka sekvence pro LT-B, jehoz hmotnost v jedné davce byla
0,4-1,1 mg. Transformace byla provedena bakterii 4. tumefaciens. Rostliny byly péstovany
v pudé¢ do dosazeni zralosti a hlizy byly spotfebovany do 3 meésici. Klinické studie se
zucastnilo 14 dobrovolnikt. Skupina 11 dobrovolnikii pozivala syrové transgenni brambory
ve tfech davkach a kontrolni skupina 3 dobrovolniki konzumovala hlizy pfirodni linie. U
ttech z dobrovolnikli uZivajicich transgenni hlizy byla zaznamenana nevolnost. U 91 %

dobrovolnikii bylo v néjaké dob¢ po imunizaci zaznamenano v séru ¢tyinasobné zvyseni anti-
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LT-B imunoglobulinu G (IgG) a u 55 % ctyfnasobné zvySeni anti-LT-B IgA, zatimco u
dobrovolnikti pozivajicich pozivajicich hlizy pfirodni linie prokdzdno zadné zvysSeni. Ve
stolici imunizovanych dobrovolnikii byl detekovan nartst sekre¢nich IgA. Schopnost
protilatek neutralizovat patogen byla uspéSnd, nebot’ pomoci neutralizace byl u 8 z 11
dobrovolnikil stanoven neutraliza¢ni titr protilatek > 1:100. Usp&$nost imunizace byla
srovnavana s LT-B produkovanym v E. coli a bylo, zjisténo, Ze neni tak vysokd, avsSak i
imunizace antigenem LT-B zbrambor je signifikantni. Davka byla ve vSech piipadech
byla vyvolana imunitni odpovéd’. Pti zvySovani davky jiz obsah antigenu LT-B nehral roli a
nedoslo ke zvySeni imunitni odpovédi. Klinickd studie byla tedy uspésna, jelikoz doslo

k navozeni slizni¢ni i systémové imunity (Tacket et al., 1998).

Tacket et al. (2004) dale klinicky testovali vakcinu proti ETEC vyrobenou v kukufici. Vakcina
byla pfipravena transformaci bakterii 4. tumefaciens a nejprve byla testovana na mysSich,
kterym byla podavéna transgenni namletd semena s LT-B o hmotnosti 5 nebo 50 pg. 5 pg LT-
B stacilo pro vyvolani imunitni odpovédi. Imunizace semeny kukufice byla srovnavéna s
imunizaci ¢istym LT-B ve stejném mnozstvi, pfiCemz bylo zjiSténo, Ze mnozstvi protilatek
v séru je v obou pfipadech stejné, avSak IgA byly zjistovany i ve stolici, kde bylo mnozstvi
protilatek po konzumaci semen kukufice vyssi nez po imunizaci pomoci LT-B. Po imunizaci
byl mySim podan toxin LT a bylo prokdzano, Ze mysSi jsou chranéné pied otokem stieva a
imunizace transgennimi semeny kukufice byla tedy tispéSna (Streatfield et al., 2001). Vakcina
pro Kklinické testovani byla pfipravena rozemletim a odtuénénim kukuficnych klickd.
Odtuénéni vedlo ke koncentraci antigenu a také k moznosti prodlouZeni doby skladovani.
Utinnost vakciny byla studovédna na 13 dobrovolnicich, z nichz 4 slouzili jako negativni
kontrola a byli faleSn€ imunizovani netransgenni kukufi¢nou mouckou. Dobrovolnici poZzivali
kukufi¢nou moucku s obsahem 1 mg LT-B ve tiech davkéach. U imunizovanych dobrovolnika
nebyly zaznamenany zadné zdravotni komplikace, pouze u jednoho se vyskytl mirny prijem.
V této studii doslo ke ¢tyindsobnému navysSeni sérové hodnoty protilatek IgA u 44 % a IgG u
78 % dobrovolnikti. Ctyfnasobené zvyseni sIgA bylo detekovano ve stolici rovnéz u 44 %
dobrovolniki. 7 dni po imunizaci byly detekovany bunky sekretujici protilatky (ASC), které
byly zaznamendny u 78 %, pfi€emz byly detekovany IgG 1 IgA ASC zaroven (Tacket et al.,
2004).

Proti LT-B byly vyvinuty 1 dalsi aspésné vakciny, avSak vSechny byly zatim testovany pouze
na mySich. Mason et al. (1998) pfipravili vakcinu proti LT-B v lilku bramboru. Synteticka
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sekvence pro LT-B byla do rostlin transformovéana bakterii 4. tumefaciens. Nejvyssi mira
exprese byla zaznamenana v listech, a to az 1,9 % TSP. U rostlin s vysokou mirou exprese LT-
B byl pozorovan zakrnély fenotyp. Mysi byly imunizovany 20 nebo 50 pg LT-B. Zadna
zmysi nebyla po imunizaci pred infekci stoprocentné¢ chranéna. U mysSi imunizovanych
rostlinnym LT-B byla odolnost niz$i nez u imunizovanych bakteridlnim LT-B, avSak stale

byla vyznamna.

Dalsi vakcina produkovana v rostlinach lilku bramboru rovnéz exprimovala synteticky gen
pro LT-B fuzovany se SEKDEL sekvenci. Tato fuzni sekvence byla klonovana pod patatinovy
promotor, ktery je specificky pro hlizy, coz vede k expresi pouze v nich. Transformace
probéhla rovnéz pomoci bakterie A. tumefaciens. Nejvyssi hladina exprese LT-B byla 17 pg/g
hlizy. Testovanym mys$im bylo podavéano 5 g nakrajenych hliz s obsahem pfiblizné 65 pg LT-
B. Druha skupina dostdvala intragastricky 0,4 ml extraktu hliz s pfiblizn¢ 2 pg LT-B a tfeti
skupina byla imunizovana injekéné 0,5 pg transgenniho LT-B smichaného s adjuvans
butyl16-p(AA). Po tiech tydnech byla subkutinné imunizovanym mysim podana oralni
posilovaci davka obsahujici ptiblizné 65 pg LT-B v hlize nebo 2 pg LT-B v extraktu. U mysSi
imunizovanych ordlné a intragastricky nebyly hladiny protilatek detekovatelné, nicméné
subkutanni imunizace se ukdzala jako Gspé$na a naslednd oralni posilovaci davka dokazala

zvysit titr [gA, avsak hladina IgG ziistala stejna (Lauterslager et al., 2001).

Hagq et al. (1995) pouZili pro tvorbu vakciny rostliny tabaku virginského a lilku bramboru. Jak
JiZ bylo zminéno v Kap. 2, pouzili dva typy LT-B liSici se pfitomnosti SEKDEL sekvence.
Mysim bylo ordlné podavano 12,5 pg LT-B v rostlinné tkani nebo v purifikované podobé.
Imunitni odpovédi obou skupin se vzajemné neliSily, ale titry protilatek byly niz8i neZ pfi

pouziti bakterialniho LT-B.

Kang et al. (2003) vytvofili vakcinu proti LT-B v chloroplastech tabaku virginského, kde
exprese LT-B dosahovala 2,5 % TSP. Chloroplastovy transformacni vektor obsahoval
homologni sekvence s chloroplastovou sekvenci a byl navrzen pro vloZeni sekvence mezi
geny pro tRNA kodujici Ile a Ala ve dvou oblastech invertovanych repetic. Na jeden
plastidovy genom tedy ptipadaji 2 sekvence (De Cosa et al., 2001). Transformace listi tabdku
virginského probihala biolistickou metodou. Vakcina nebyla testovana, byla pouze prokazana
silnd vazba LT-B ke GM1 (Kang et al., 2003). Kang et al. (2004) vytvoftili dalsi vakcinu
v chloroplastech tabaku virginského, ve které byl jako antigen pouzit LT s mutaci Ser v pozici
63 na Lys v podjednotce A. Tato mutovana forma postrada toxické vlastnosti, ackoliv je stale
schopna vazby na GM1. Mutace LT byla provedena mutagenni PCR. Vakcina byla vytvofena
11



stejné¢ jako v predchozi studii. Exprese mutantniho LT dosahovala az 3,7 % TSP. Vakcina

rovnéz nebyla testovana.

Vakcina obsahujici LT-B byla pfipravena také v rostlindch lilku rajcete (Solanum
lycopersicum L.). LT-B byl fuzovéan se 7 aminokyselinami ze zona pellucida 3 (ZP3), pfi¢emz
stale mél schopnost tvofit pentamery. Transformace kotyledont rostlin lilku rajcete probihala
prostiednictvim bakterie 4. tumefaciens. V rostlinach lilku rajc¢ete byla zaznamenana exprese
LT-B az 64,7 pg/g suché hmotnosti a vytvoreny prasek ze vSech lyofilizovanych rajcat
obsahoval 37,8 pg/g suché hmotnosti a byla u né¢j zaznamenéna skladovatelnost minimaln¢ 5
meésicl. U nasledujici generace vzniklé samoopylenim byl obsah LT-B az 354,7 ug/g suché
hmotnosti. U LT-B nebyla zaznamenana zadna glykosylace. Lyofilizace snizila hmotnost
raj¢at na 6 % puvodni hmotnosti a obsah antigenu se zaroven zvysil 16krat, coZ znamena, Ze

nedoslo k jeho degradaci pti zpracovani (Walmsley et al., 2003).

Kim et al. (2010) pfipravili vakcinu exprimujici LT-B v kalusu ryze. Syntetickd LT-B
sekvence byla transformovana biolistickou metodou do kalusu. Nejvyssi exprese byla 0,12 %
TSP, coz odpovidalo 0,086 mg/g. Mysi byly oradln¢ imunizovany ¢tyimi davkami. LT-B
dokézal navodit tvorbu protilatek a u imunizovanych mysi byla zaznamendna snizena vazba

LT-B na GM1 ve srovnani s neimunizovanymi mySmi.

LT-B byl exprimovan také v rostlinach so6ji (Glycine max L.). V semenech byla zaznamenana
exprese az 3,5 % TSP, coz odpovidalo 2 mg. Bylo pozorovano, Ze jeho obsah ve
skladovanych semenech se alespoil 3 mésice neméni. Synteticky gen pro LT-B byl fuzovan
se KDEL sekvenci. Fuzni sekvence byla klonovana pod kontrolu glycininového promotoru.
Mysi byly imunizovany v tydennich intervalech, kdy prvni skupina mysi dostavala injekéné
0,5 pg LT-B, druha Zalude¢ni sondou davku 25 pg a tfeti byla imunizovana smiSenou
strategii. Nejvyssi titr IgG byl zaznamenan u injekén€ imunizovanych mysi, v piipadé IgA
byla nejicinngj$i smiSend imunizace a pii injekéni imunizaci nebyly tyto protilatky
zaznamenany. U oraln¢ imunizovanych mysi bylo dosaZzeno ochrany proti akumulaci tekutiny

ve stteve zpisobené LT (Moravec et al., 2007).

Martinez-Gonzalez et al. (2011) pfipravili vakcinu proti LT-B v rostlinéch lociky transformaci
bakterii 4. tumefaciens. MySi byly imunizovany 8 pg rostlinného a bakteridlniho LT-B. Pfi
imunizaci bakteridlnim LT-B byl titr IgA vyS$si, avSak 1 LT-B ze salatu dokdzal navodit
signifikantni Girovenl. Po imunizaci vakcinou vyrobenou v rostlinach lociky byly mysi navic

infikovany cholerovym toxinem a rovnéZ proti nému byla prokazana odolnost.
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Ve vlaskovych kotenech tabaku virginského byla vytvotfena vakcina obsahujici antigen YncE.
Listové segmenty byly transformovany Agrobacterium rhizogenes (Riker et al., 1930) Conn,
1942. V kotfenech byla zaznamenana exprese YncE 0,9 % z TSP. Testované mysi byly
imunizovany oraln¢ nebo injekéné 1 oralné 25 pg YncE Ctyfikrat v sedmidennich intervalech.
V obou piipadech imunizace byly navozeny vyznamné titry protilatek. Vyssi titr IgG byl
zaznamenan u mysi imunizovanych oralné i injek¢éné, kdezto u mysi imunizovanych pouze

oralng byla vyssi hladina IgA (Fatemeh et al., 2022).

4.3 Vakciny proti enterohemoragickym kmentim E. coli

Jedla vakcina proti kmenu EHEC byla vytvofena vnesenim modifikované sekvence pro shiga
toxin typu 2 (Stx2) do rostlin tabaku virginského. Sekvence pro Stx2 byla upravena pomoci
tichych mutaci v obou podjednotkach, které byly poté vneseny do vektoru jako jednotlivé
ORF (oteviené &teci ramce). Uspésnost vyroby vakciny byla testovana na mysich. Vyznamna
hladina protilatek byla zjiSténa u mysi, které byly krmeny rostlinnymi extrakty v podobé& péti
davek a které byly imunizovany parenteralné a poté obdrzely posilovaci ordlni davku. Ve
srovnani s toxinem LT-B je potieba navodit celosystémovou imunitu proti Stx2, jelikoz
nepusobi pouze v gastrointestinalnim traktu, ale vstupuje do obchu a vaZze se na tkané s
globotriaosyl ceramidem (Gb3). Celosystémova imunizace v této studii byla uspésna, jelikoz

mySi byly chrdnény pfed rendlnim tubularnim poSkozenim. (Wen et al., 2006).

Proti EHEC byly vytvofeny dal$i dvé vakciny v rostlinach lociky, které exprimovaly EspB a
y-intimin s optimalizovanymi sekvencemi a v nékterych insertech byla ptipojené sekvence pro
transitni chloroplastovy protein. Inserty byly ohraniceny loxP misty, coz mize v budoucnu
slouzit k vyStipnuti genu pro rezistenci v pylu, aby se sniZilo riziko jeho Sifeni v Zivotnim
prostiedi. Kotyledony byly transformovany bakterii 4. tumefaciens. Mezi vytézkem antigenti
a expresi v chloroplastech nebyla zaznamenana souvislost. MySi byly imunizovany davkou
2,8 pg y-intiminu nebo 1,1 pg EspB po dobu 6 dni. 20. den od zacatku imunizace byly
pozorovany mirné hladiny anti-EspB IgG, zatimco hladiny IgA protilatek proti obéma
antigenim dosahly vyznamnych hodnot, neutralizaéni titr pro EspB byl 1:500 a pro y-intimin
1:750. Mysi byly po imunizaci infikované EHEC, kdy u vakciny s EspB antigenem bylo
snizeno vyluCovani bakterii na 5,8 % jednotek formujicich kolonii (CFU) a pfi pouziti y-
intiminu na 27 %. Oba ptipady tedy byly uspésné, avSak pii pouZiti y-intiminu nebyl vysledek
statisticky vyznamny (Su et al., 2023).
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Vakcinu proti EHEC vytvoftili také Judge et al. (2004), kteii exprimovali syntetickou ¢ast
sekvence pro intimin v tabaku virginském. Vakcina byla vytvofena transformaci bakterii A.
tumefaciens. Byly pouzity dva vektory, které se liSily pfitomnosti signalni sekvence.
V piipadé¢ vektoru se signalni sekvenci dosahovala exprese intiminu 10 az 13 ug/g, ale byla u
n¢j zaznamenana glykosylace. Po imunizaci mysi byla vyvoldna tvorba protilatek, které vSak
byly ucinné pouze proti glykosylované¢ form¢ a nebyly schopné neutralizovat bakterialni
intimin. Pfi pouziti vektoru bez signalni sekvence bylo dosazeno exprese pouze 3 ug/g. Mysi
byly imunizovany bunécnou suspenzi exprimujici intimin s cholera toxinem (CT) slouzicim
jako adjuvans. Jako u¢inng€j$i forma imunizace pro snizeni doby kolonizace EHEC u mysi se

ukdzalo injek¢éni podédni intiminu a nasledna oralni imunizace.
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Tab. 1: Prehled rostlinnych jedlych vakcin proti E. coli. V tabulce jsou zahrnuty vakciny proti riiznym antigeniim
enterotoxigennich (ETEC) a enterohemoragickych (EHEC) kmenu E. coli. Ve sloupci Rostlina je uveden
rostlinny druh, ve kterém byla vakcina pripravena transformaci bakteriemi A. tumefaciens a A. rhizogenes nebo
pomoci biolistické metody. Je popsan zpiisob testovani, v pripadé testovani na mysich je uvedeno, zda bylo
zaznamenano zvysent hladin protilatek (protilatky) a zda byla prokdzana vyssi odolnost mysi infekci po imunizaci

vakcinou (odolnost).

Autor Rostlina Patogen | Antigen | Priprava Testovani
lilek brambor, . " 1
Hagq et al., 1995 tabak virginsky ETEC LT-B A. tumefaciens mysi — protilatky
Mason et al., 1998 | lilek brambor | ETEC LT-B A. tumefaciens mysi - protilatky, odolnost
Tacket et al., 1998 | lilek brambor | ETEC LT-B A. tumefaciens I. faze klinickych testi
Lauterslager et al., | .. . " o
2001 lilek brambor | ETEC LT-B A. tumefaciens myS$i — protilatky
Streatgl g(l)c} ctal, kukufrice seta ETEC LT-B A. tumefaciens | mysi, L. faze klinickych testil
e, biolisticka .
Kang et al., 2003 | tabéak virginsky | ETEC LT-B netestovano
metoda
Walmzs (l)eoy3 ctal, lilek rajce ETEC LT-B A. tumefaciens netestovano
Judge et al., 2004 | tabak virginsky | EHEC intimin A. tumefaciens mysi - protilatky, odolnost
e, biolisticka .
Kang et al., 2004 | tabak virginsky | ETEC LT netestovano
metoda
Wen et al., 2006 | tabak virginsky | EHEC Stx2 A. tumefaciens mysi - protilatky, odolnost
Moravec et al., e e biolisticka .. s
2007 soja lustinata | ETEC LT-B metoda mysi - protilatky
Kim et al., 2010 ry7e setd ETEC LT-B biolistickd mysi - protilatky
? metoda
Martinez-
Gonzalez et al., lilek brambor | ETEC LT-B A. tumefaciens mysi - protilatky
2011
Fatemeh et al., e, . . o,
2022 tabak virginsky | ETEC YncE A. rhizogenes mysi - protilatky
. , EspB, v- . . o
Su et al., 2023 locika seta EHEC ntimin A. tumefaciens mysi - protilatky, odolnost

5 Vakciny proti bakterii Vibrio cholerae (Pacini, 1854)

Bakterie Vibrio cholerae (Pacini, 1854) je stejné jako E. coli ptivodcem prijmovych
onemocnéni. Proti tomuto onemocnéni jiz byly vyrobeny tfi vakciny, které jsou piedbézné
schvidleny WHO pro pouziti, Dukoral®, Shanchol™ a Euvichol® (World health
organization). Jedl¢ rostlin¢ vakciny proti V. cholerae cili na toxin CTB, ktery se stejné jako v

15



piipadé LT-B u E. coli vaze na GM1 (Holmgren et al., 1973). Ptehled téchto vakcin je uveden
v Tab. 2.

Prvni vakcina proti V. cholerae byla vytvotrena v rostlinach lilku bramboru. V této studii byla
prokazana schopnost oligomerizace a imunogenicita CTB produkovaného v rostlinach.
Sekvence CTB a SEKDEL byly klonovany do vektoru, jenz byl transformovan elektroporaci
do bakterie A. tumefaciens. Po transformaci rostlin bylo regenerovano 6 linii, u kterych byla
mira exprese sledovana diky genu pro luciferazu pod mas P1 promotorem. Gen pro CTB byl
pod promotory mas P1 a P2 indukovanymi auxinem, coz mélo za nasledek zvySeni exprese
v auxinem indukovanych tkénich az 100krat. CTB se zde vyskytoval az v mnozstvi 0,3 %
TSP. Vakcina nebyla testovdna, pouze byla analyzovana schopnost vazby CTB na GMI
gangliosid. Afinita CTB byla silna a selektivni pouze pro vazbu ke GM1 (Arakawa et al.,
1997).

Biolistickou metodou byla vytvofena vakcina exprimujici CTB v endospermu rostlin ryze.
Synteticky gen pro CTB se SEKDEL sekvenci byl vloZen do rostlinného expresniho vektoru
pod kontrolu Bx17 specifického promotoru pro endosperm, ktery umoznil zvySenou expresi
CTB. Bylo selektovano 7 linii rostlin, ale pouze u 4 z nich byla zaznamenéna schopnost

reprodukce, u ostatnich linii nebyla tvorba semen zaznamenana (Oszvald et al., 2008).

Dalsi vakcina vyrabéna v rostlinach ryze byla pfipravena transformaci bakterii A. tumefaciens.
Byla zjiSténa mira exprese 30 pg CTB na semeno a v analyze Western blot za neredukujicich
podminek byla uk4zana schopnost CTB tvofit pentamer. Nejprve byla vakcina testovana na
mysich, u nichZ byl zaznamenan rozvoj IgA i IgG odpovédi po podéani davky 75 ng CTB. U
mysi imunizovanych ekvivalentni davkou bakterialniho CTB bylo navozeni IgA odpovédi
mnohem mén¢ Uspésné. Po vystaveni mysi CT nebyly u mySi imunizovanych semeny ryze
pozorovany zadné pifiznaky onemocnéni, av§ak u ¢asti mySi imunizovanych purifikovanym
CT-B byl zaznamenan prijem (Nochi et al., 2007). V navazujici studii byla ucinnost
imunizace touto vakcinou testovana u makakl (Macaca fascicularis Raffles, 1821). Tti z nich
byli ordln€ imunizovani rozemletymi semeny s obsahem 1 mg CTB v péti davkach po dvou
tydnech a po ptil roce obdrzeli posilovaci davku. Anti-CTB sIgA byly u makakl zaznamenany
Jiz pred imunizaci i1 pfes neexistujici pfedchozi zaznam o prodé€lané infekci V. cholerae a
ukazaly se jako reaktivni také proti LT-B E. coli. Po imunizaci jiz nebylo zaznamendno zZadné
zvySeni hladiny sIgA. Po imunizaci dvéma az tfemi davkami zaCaly byt pozorovatelné¢ IgG
protilatky a 1 po 6 mésicich od poc¢atku imunizace dosahovaly u vSech makaki minimaln¢
detekovatelnych hladin. Posilovaci davka po 6 mésicich znovu navodila pivodni hladinu
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protilatek. Schopnost protilatek byla hodnocena v neutralizacnim testu, kde se sledovala
vazba CTB na receptor GM1 a jeho inhibice protilatkami v séru, coz dopadlo uspésné (Nochi

et al., 2009).

Vakcina byla vyrabéna také v rostlinach tabaku Benthamova, a to rovnéz vnesenim syntetické
sekvence pro CTB fuzované se SEKDEL prostfednictvim bakterie A. tumefaciens. V listech
byla zaznamenana exprese az 0,5 pg CTB/g. U c¢asti produkovaného antigenu byla
zaznamenana N-glykosylace. Glykosylace pouze c¢asti proteini byla zplsobena
pravdépodobné neefektivnim rozpoznanim CTB komplexem oligosacharyltransferazy
v endoplazmatickém retikulu. Pro jeji eliminaci byla provedena cilend mutageneze kodonu
Asn4 na Ser, jelikoz Asn se nepodili na vazbé GM1 a mutace by neméla ovlivnit funkci CTB.
Aglykosylovana forma byla srovnatelna s bakteridlnim CTB a byla u ni prokdzana schopnost
vazby GM1 s vysokou afinitou, ¢imZ se neliSila od komeréniho CTB antigenu. Vakcina byla
testovana na mysich, kdy jim byly podavany davky 3, 10 nebo 30 ug CTB bez SEKDEL
(eCTB) nebo se SEKDEL (pCTB) a po dvou tydnech obdrzely posilovaci davku. U mysi
imunizovanych 30 pg byly zaznamendny priméré titry IgG 100000 a IgA 200. Mysi
imunizované davkou 10 pg eCTB vykazovaly signifikantni titr [gA v porovnani s kontrolnimi
mySmi, ale niz$i hladinu nez u mysi imunizovanych pCTB. U mysi imunizovanych 3 pg byly
titry IgA i IgG v piipad€¢ obou typi CTB nizké. Hladiny IgA zistavaly vysoké alespon 6
mésict. Protilatky byly schopny snizit vazbu CT na GM1 o 20 az 60 %. Vysledky

naznacovaly tomu, ze pCTB byl v imunizaci efektivnéjsi (Hamorsky et al., 2013).

Yuki et al. (2013) pfipravili dalsi vakcinu na bazi CTB produkovanou v rostlinach ryze.
Optimalizovana sekvence pro CTB byla fuzovana se signalni sekvenci KDEL a se sekvenci
pro glutelin B-1 signalni peptid, ktera je podstatnd pro nasmérovani do endospermu.
Transformace byla provedena bakterii A. tumefaciens. Pomoci metody SDS-PAGE byla
zjisténa produkce dvou typll monomerd, jelikoz u jednoho byla zaznamenana glykosylace.
Pro zajisténi stejnych vlastnosti veskerého CTB byla odstranéna sekvence pro glykosylaci,
kdy sekvence pro Asn4 substituovana sekvenci pro Gln. Vakcina byla testovana na mysSich a
na primatech. Mysi byly imunizovany davkou 60 — 360 pg glykosylované¢ho nebo ptivodniho
CTB. U obou skupin byla indukovéna imunitni odpovéd’, ktera byla v obou ptipadech stejna.
Makakiim bylo podavéano 5 davek ve dvoutydennich intervalech obsahujicich 1,4 mg CTB.
Prvni skupina rovnéz dostala ptivodni CTB a druhé neglykosylovany. Imunitni odpovédi mezi
témito skupinami se neliily. Byla navozena tvorba IgG, avSak IgA byly zaznamenany ve

stolici makakil jiz pfed imunizaci a po vakcinaci nedoslo k jejich navySeni. Transgenni
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rostliny byly samoopylovany po dobu Sesti generaci. Semena, ktera tvotila Sestou generaci
(T6), byla oznacena jako hlavni semenna banka (MSB). Pro uchovéavani byla vysusSena a
umisténa do chladu. U semen vzniklych samosprasenim T6 generace, kterd byla nazvana dalsi
semenna banka (NSB), byla provadéna geneticka a proteomicka analyza. Obsah CTB byl u
MSB 6,45 mg/g semene a u NSB 5,83 mg/g. PCR analyzou bylo zjisténo, ze sekvence CTB
zustava stale stejna. Peptidové spektrum se rovnéz neliSilo a CTB byl stale exprimovan
v endospermu. Bylo tedy prokézano, ze MSB a NSB se kvalitou nelisi a lze tato semena dale

rozmnozovat a pouzivat (Sasou et al., 2021).

Pro vyrobu vakciny s obsahem CTB antigenu byla pouzita také kukufice. Syntetickd sekvence
byla vnesena rovnéz pod kontrolu specifického promotoru pro endosperm, a to pod promotor
pro y-zein. Transgenni rostliny byly vytvofeny biolistickou metodou. Bylo ziskano 6 linii
rostlin a u 3 z nich doslo k inzerci vice nez 10 kopii sekvence CTB. V semenech dvou linii
nebylo exprimovano detekovatelné mnozstvi antigenu. U ostatnich linii byla mira exprese
odlisSna a pohybovala se mezi hodnotami 0,0002 a 0,0014 % TSP. Kiizenim nebo
samoopylenim dvou linii s nejvyssi mirou exprese byly ziskdny dcefiné rostliny s az 30krat
vy$$i mirou exprese CTB. Testované mysi byly rozdéleny do 5 skupin, kdy byly krmeny 5 pg,
nebo 10 ug CTB, 5 ug LT-B E. coli, 5 pg LT-B + S5pug CTB, nebo semeny pfirodni linie. Bylo
ukéazéano, ze antigen LT-B dokaZe navodit vyssi tvorbu IgG. Zaroven u anti-LT-B IgG byla
zaznamenana schopnost reagovat s CTB, ale u anti-CTB s LT-B tato reakce nebyla tak silna.
V ptipadé IgA protilatek byla schopnost zkiizené reakce zaznamenana u obou toxinil. Davka
10 pg CTB se ukdazala jako u€innéjsi nez 5 pg. 34. a 41. den byla zaznamendna jesté vyssi
hladina sérovych anti-CTB protilatek v pfipad€ imunizace LT-B + CTB. Imunizaci CTB byla
indukovana déle trvajici slizniéni imunitni odpovéd’ neZ pti pouziti LT-B (Karaman et al.,

2012).

Ve studii Jani et al. (2002) nebyla CTB sekvence pro expresi v rostlindch lilku rajcete nijak
upravovana. Sekvence byla klonovéna do vektoru se SEKDEL sekvenci, ktery byl do rostlin
vnesen pomoci bakterie 4. tumefaciens. Nejvyssi hodnota exprese v listech byla 0,02 % a
v plodech az 0,04 % TSP. Bylo otestovano, ze CTB je schopen oligomerizace, coz bylo
ukazano na jeho schopnosti vazby na GMI1. Stejnou metodou byla piipravena vakcina
v rostlinach tabaku virginského, u které byla zaznamenana hladina exprese CTB v listech
rovnéz 0,02 % TSP. Ta jiz byla testovana na mysich, kterym bylo podavéano 5 pg CTB. (Jani
et al., 2004).
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Dalsi vakcinu v rostlinach lilku rajcete ptipravili Jiang et al. (2007). Exprese CTB v téchto
rostlinach byla vyss8i nez u ptedchozi vakciny a dosahovala az 0,081 % TSP, coz odpovidalo
0,455 pg/g. Toho bylo dosazeno pouzitim promotoru ES8, ktery je specificky pro plody.
Transformace byla zprostiedkovdna rovnéz bakterii A. tumefaciens. Vakcina byla také
testovana na mysich, kterym bylo podavano 10 g rajcat s nejvyssi mirou exprese CTB pétkrat
ve 28dennim obdobi kazdy den rozdélenych ve tfech davkach. Titry sérovych i slizni¢nich
protilatek byly u 11 z 12 testovanych mysi signifikantni a byly vy$si pfi oralni imunizaci CTB
v raj¢atech nez pfi imunizaci 5 pug c¢isttho CTB. AvSak pfi imunizaci Cistym CTB byla

zaznamenana signifikantni hladina u v§ech mysi.

Vakcina vyrobena v rostlindch lociky produkovala antigen CTB v chloroplastech. Exprese
v chloroplastech by mohla zarucit srovnatelné hladiny mezi transgennimi liniemi rostlin,
jelikoz zde nedochdzi k uml€ovéani genii. Pro biolistickou transformaci rostlin byl pouzit
vektor, kterym byla sekvence pro CTB integrovana do oblasti invertovanych repetic mezi
geny pro tRNA-Ile a tRNA-Ala. Nejvyssi mira exprese byla 6,3 % TSP a byla zaznamenana
ve starych listech. Usp&snost imunizace touto vakcinou viak nebyla testovéna (Suleiman et

al., 2013).

Tab. 2: Prehled rostlinnych jedlych vakcin proti V. cholerae. VSechny vakciny jsou cileny na antigen cholera
toxin B (CTB). Ve sloupci Rostlina je uveden rostlinny druh, ve kterém byla vakcina pripravena transformaci
bakterii A. tumefaciens nebo pomoci biolistické metody. V tabulce je popsdan zpusob testovani, v pripadeé
testovani na mysich je uvedeno, zda bylo zaznamendno zvyseni hladin protilatek (protilatky) a zda byla

prokazana vyssi odolnost mysi infekci po imunizaci vakcinou (odolnost).

Autor Rostlina Priprava Testovani
Arakawa et al., 1997 lilek brambor A. tumefaciens netestovano
Jani et al., 2002 lilek rajce A. tumefaciens netestovano

Jani et al., 2004
Jiang et al., 2007

lilek rajce A. tumefaciens mys$i - protilatky

lilek rajce A. tumefaciens mysi - protilatky

Nochi et al., 2007 ryze seta A. tumefaciens mysi — protilatky, odolnost, makakové
Oszvald et al., 2008 ryze setd biolisticka metoda netestovano
Karaman et al., 2012 kukufice biolisticka metoda mysi - protilatky, odolnost

Hamorsky et al., 2013

tabak Benthamuv

A. tumefaciens

mysi - protilatky,odolnost

Suleiman et al., 2013

locika seta

biolisticka metoda

netestovano

Yuki et al., 2013

ryZe seta

A. tumefaciens

mysi, makakové
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6 Kombinované, multivalentni a multikomponentové vakciny

Jak jiz bylo zminéno v Kap. 2, vyhodou rostlin pro vyrobu vakcin je moznost kombinovat
vice antigent. Pokud pochazeji z jednoho kmene, nazyvaji se multikomponentové, v ptipadé
pouziti antigenti z riiznych kmenti patogenu se oznacuji jako multivaltentni. Naproti tomu
kombinované vakciny obsahuji antigeny z riznych organismu (Ellis et Brown, 1997; Saul et
Fay, 2007). Inserty vakcin zminénych v této kapitole jsou zkonstruovany kombinaci né€kolika
antigenl uplatilujicich se pii stievnich onemocnénich. Seznam téchto vakcin je uveden v Tab.

3.

6.1 Multikomponentové vakciny proti E. coli

Vyhoda multikomponentovych vakcin spoéiva v tvorbé protilatek proti vice antigenlim
jednoho patogenu, které kooperuji pii infekci (Viviani et al., 2022). Multikomponentova
vakcina produkovand v rostlinach tabaku virginského obsahujici fuzni LT-B a ST potvrdila
schopnost LT-B fungovat jako U¢inné adjuvans, jelikoZ ST je za normalnich okolnosti velmi
malo imunogenni. Vznikla tak Sirokospektralni vakcina, ktera se prokazala jako G¢inna rovnéz
proti cholerovému toxinu (Rosales-Mendoza et al., 2009; Rosales-Mendoza et al., 2011).
Nejprve byla vakcina vytvofena biolistickou metodou a exprimovéna v choloroplastovém
genomu. Hladina protilatek u mysi po poziti 10 pgrostlinného LT-B byla srovnatelna
s hodnotou po poziti Cist¢tho LT-B (Rosales-Mendoza et al., 2009). Pozdéji byla vyrobena
transformaci bakterii A. tumefaciens a exprimovana z genomové DNA. Vyhodou je
posttransla¢ni modifikace a snaz§i pfiprava. Pouze 5 pg rostlinného fuzniho antigenu stacilo
k dosaZeni stejného efektu jako pii expresi v chloroplastovém genomu. Autofi ¢lanku tento

jev vysvétlovali moznosti funkce glykosylace jako adjuvans (Rosales-Mendoza et al., 2011).

Proti EHEC byla pfipravena multikomponentova vakcina v tabdku virginském a v fepce
olejce (Brassica napus L.), které exprimovaly chiméricky protein EIT obsahujici Casti
sekvenci pro virulen¢ni faktory EspA, intimin a Tir. Nukleotidova sekvence téchto antigenli
byla optimalizovéana pro tyto rostliny a spojena linkery a na C konec byla ptfidana sekvence
KDEL. Transformace byla zprostiedkovana bakterii A. tumefaciens. U rostlin byla
zaznamenana exprese EIT 0,3 % TSP. Imunizace byla provadéna semeny fepky, u kterych
byla hladina EIT 10 pg/g suché hmotnosti. Prvni skupina mysi byla imunizovéana injek¢éné,
druha zalude¢ni sondou a tfeti kombinaci téchto strategii. Injekéni imunizaci byla indukovéana
nejvyssi tvorba IgG a u ostatnich skupin byla rovnéz vyznamna. V piipadé tvorby IgA vSak

nebyl u injek¢ni imunizace zaznamenan vyznamny efekt, avSak u dalSich dvou skupin byly
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titry IgA zvySené. Po oralni infekci E. coli byla u vSech skupin pozorovana stejné uspesné
snizena doba trvani kolonizace a béznd morfologie tlust¢ho a slepého stieva (Amani et al.,

2011).

Karimi et al. (2013) vytvofili dalsi multikomponentovou vakcinu proti EHEC v rostlinach
tabaku virginského. Rostliny byly upraveny pro expresi chimérického proteinu EIT, ktery
obsahoval virulencni faktory EspA, intimin a Tir, které byly spojené pomoci linkert a
postradaly cast aminokyselinové sekvence. Transgenni rostliny byly pfipraveny
prostiednictvim transformace plastidi. Sekvence pro EIT byla vnesena do plasmidu, jenz byl
do listd tabdku virginského dodan biolistickou metodou. Listy byly poté nakrajeny a
kultivovany. Uspé&$nost imunizace byla také testovana na mysich, kterym byla podavana
davka 5 pg EIT. Nejvétsi titr protilatek IgG proti EIT byl zaznamenan po tfeti ddvce u
injekéné imunizovanych mysi, druhy nejvys$i u mysi s prvni injekéni davkou a u mysi
imunizovanych pouze ordln¢ nejnizsi, avsak stale vyznamny. V piipade IgA byl efekt opacny,
nejvyssi hladina byla zjisténa u ordln¢ imunizovanych mysi a u injekéné imunizovanych mysi
nebyla jejich hodnota signifikantni. Stejny efekt byl pozorovan u sIgA, avSak u mysi
s injekén€ podavanym EIT nebyl zaznamendn Zadny titr, stejn€ jako u kontrolnich mys$i. Mysi
byly poté oraln¢ infikovany EHEC a bylo zkouméano vylucovani bakterii ve stolici. U
imunizovanych mysi bylo prokdzano zkraceni této doby na 7 aZz 10 dni, zatimco u
neimunizovanych probihalo i 14 dni po infekci. Po 8 dnech byla provedena histologicka
analyza stfev u obou experimentdlnich skupin. U imunizované skupiny nebyla zjiSt€na
odchylka od normalniho stavu, zatimco u kontrolnich mysi bylo pozorovano krvaveé zbarvené
tlusté stfevo. Pro vyzkum adherence ke stfevu byly pfipraveny histochemické ftezy.
V epitelidlnich bunkéach v pfipad¢ strategie primarni injekéni a nasledné oralni imunizace
nebyly prokdzany 7&dné bakterie, avSak 1 dal§i imunizacni strategie vyznamné snizily

kolonizaci epitelu.

6.2 Multivalentni vakciny proti E. coli

Piikladem multivalentni vakciny je chimérickd vakcina proti ETEC a EHEC. Ta byla
pfipravena kombinaci sekvence ctyf antigenli pochdzejicich z téchto kment. Insert zvany
SICL byl pro tuto vakcinu vytvoren spojenim sekvenci pro 19-89 aminokyselinovych zbytkl
ze StxB, 282 zbytkidi z C-konce intiminu, 24-170 zbytkd z CFB a 22-124 zbytkid z LT-B
pomoci linkeru s EAAAK repeticemi a byla k nim pfipojena sekvence KDEL pro transport do
endoplasmatického retikula a Kozakova sekvence. Pfitomnost insertu v genomové oblasti

byla nasledné ovéfena pomoci PCR. Pouzité rostliny fepky olejky byly transformovany
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bakterii A. tumefaciens a selektovany na médiu s kanamycinem a s cefotaximem. Urovefi
exprese byla studovéana reverzni transkripci. Vytézek rekombinantniho proteinu byl odhadnut
na 80 pg/g suchého semene. Mysi, na kterych byla uspéSnost vakciny studovana, byly
rozdéleny do nékolika skupin. Prvni skupina byla imunizovana peroraln¢ davkou 20 pg, druha
skupina dostala peroralni davku Ctytikrat a jednu posilovaci subkutanni. Tteti skupina slouzila
jako negativni kontrola a byl ji perordlné podavan extrakt ze semen ptirodni linie. Po posledni
davce byl stanoven titr protilatek proti SICL IgA ve stolici a IgA a IgG v krevnim séru pomoci
ELISA. Analyzou bylo zjisténo, ze pii Ctyfech perordlnich a jednom subkutannim podani je
titr IgG nejvyssi, avsak titr po pétindsobném oralnim podani byl rovnéz signifikantni. Titry
IgA byly v krevnim séru i ve stolici v obou pfipadech signifikantni. U negativni kontroly
nebyla zaznamenana 7adn4 imunitni odpovéd’. Uginnost anti-SICL protilatek byla stanovena
neutralizacnim testem in vivo. Neimunizované mysi zemiely 4 dny po infekci, zatimco v obou
imunizovanych skupinach byla uspéSnost preziti skoro 72 % (Shojaei Jeshvaghani et al.,

2019).

6.3 Kombinované vakciny

Ptikladem kombinovanych vakcin je vakcina kombinujici antigeny Vibrio cholerae (Pacini,
1854), rotaviru a ETEC. V tomto experimentu byla snaha vytvofit univerzalni vakcinu
obsahujici antigeny tfi vyznamnych plvodci stfevnich onemocnéni, kterd se ukazala jako
uspés$nd. Pii pripravé této vakciny byly vytvofeny dva inserty se sekvencemi antigenti V.
cholerae, rotaviru a ETEC. Prvni insert pro vakcinu byl pfipraven spojenim sekvence pro
podjednotku cholerového toxinu CTB na C konci se sekvenci pro 22 aminokyselinovych
zbytkll epitopu mySiho rotavirového enterotoxinu NSP4 a sekvence pro SEKDEL, druhy
insert spojenim podjednotky CTA na N konci s koloniza¢nim faktorem kmene ETEC CFA/I a
KDEL sekvenci. Rostliny byly transformovany bakterii A. tumefaciens a selektovany na
médiu s kanamycinem. Tyto inserty byly klonovany do vektoru v opacném sméru a pod
kontrolou odliSnych promotort a pro jejich expresi byly pouzity rostliny lilku bramboru. Pti
testech uc¢innosti multikomponentové vakciny na deseti mySich byly zaznamenany sérové
protilatky IgG proti CFA/I u vSech a proti CTB a NSP4 pouze u osmi. Pfi studii slizni¢ni
imunity byl uspéch tvorby protilatek proti vS§em antigenim zaznamenén pouze u Ctyi mysi
s niz§i hodnotou titru nez u sérovych protilatek. Fzni protein CTA s CFA/I se spojuje s CTB
a vznikd tak oligomer podobny holotoxinu, ktery je schopen vazby na gangliosidy
v membran¢ enterocyti. Mlad’ata imunizovanych samic fuznim CTB-NSP4 vykazovala po

expozici rotaviru snizenou nachylnost k prijmovému onemocnéni. Pomoci pritokové
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cytometrie byly sledovany bunky sleziny u imunizovanych myS$i po posledni imunizaci a
ukazalo se, ze doSlo k vyznamnému zvySeni poctu CD4" pamétovych bunék (Yu et

Langridge, 2001).

Kombinovana vakcina byla vytvotena také proti bakteriim Shigella dyseneriae (Shiga, 1897)
Castellani and Chalmers, 1919, V. cholerae a Bacillus anthracis (Cohn, 1872) v rostlinach
lilku rajcete. Rostliny lilku rajcete byly transformovany agroinfiltraci. Vektor transformovany
do bakterie A. tumefaciens byl ptipraven naklonovanim fragmentt geni ipaD, ktery plisobi
jako toxin v piipad¢ infekce S. dysenteriae, a PA20 pochazejiciho z B. anthracis do vektoru
jiz obsahujiciho sekvenci pro podjednotku B cholerového toxinu. Exprese antigend v
rostlinach byla uspésna a jejich nejvyssi hladina byla zaznamenana v zelenych plodech, a to
az ctytikrat vyS$i nez v listech a zralych plodech. Zelené plody jsou pro agroinfiltraci
ucinngjsi, jelikoz v nich dochézi k vyssi mife exprese proteini a mlize do nich byt injikovano
veétsi mnozstvi bakterii 4. tumefaciens nez do listl. Pro cilenou expresi ve zralych plodech

bylo navrzeno pouziti specifického promotoru pro geny pro syntézu ethylenu. Usp&snost

imunizace touto vakcinou vSak nebyla testovana (Davod et al., 2018).

Kim et al. (2004) vytvofili kombinovanou vakcinu v lilku bramboru proti bakteriim B.
anthracis a V. cholerae. V rostlinach byly exprimovany CTB a letdlni faktor (LF) B.
anthracis. Doména I LF byla fuzovana s C koncem CTB. Transformace rostlin byla
provedena bakterii 4. tumefaciens. Exprese fuzniho proteinu tvoftila 0,00039 % az 0,0018 %
TSP a bylo uk4zéano, Ze pfi expresi v lilku bramboru dojde k oligomerizaci antigenu. Tato

vakcina vSak nebyla testovana.

Dalsi kombinovand vakcina byla vytvorena proti ETEC a bakteriim Salmonella typhimurium
(Loeftler, 1892) Castellani and Chalmers, 1919 a Vibrio parahaemolyticus (Fujino et al.,
1951) Sakazaki et al., 1963. Pro konstrukci insertu nazvaného LTBentero byly pouzity pro
expresi v rostlinach optimalizované ¢asti sekvenci LT-B ETEC jako adjuvans, antigenu ST
rovnéz pochazejici z ETEC, FlLiC S. typhimurium a LptD V. parahaemolyticus, které¢ byly
propojené GPGP linkerem. Na C konec byla umisténa SEKDEL sekvence. Sekvence byla
vnesena do rostlin tabaku virginského infekci bakterii A. tumefaciens a byla testovana na
mysSich. Rostliny byly schopny exprimovat 0,029 — 5,29 pg/g antigenu a jejich fenotyp nebyl
ovlivnén. Mysi byly imunizovéany oralné rozemletymi pletivy s obsahem 300 ng LTBentero a
nekteré subkutdnné davkou 70 ng. Proti FliC byly protilatky detekovany az po Ctvrté

imunizaci, a to pouze IgA pfi ordlnim podavani. Proti ostatnim antigenlim byla zaznamenéna
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uspésnost tvorby IgA az po tieti imunizaci a v ptipad¢ anti-LTB a anti-ST 1gG jiz po druhé

davce (Trujillo et al., 2020).

Trujillo et al. (2023) dale pfipravili vakcinu exprimujici multiepitopovy gen ToxAentero,
ktery cilil na CTB V. cholerae a obsahoval dalsi antigeny shodné s LTBentero z pfedchozi
studie. Jako adjuvans byl pouzit ToxA z V. parahaemolyticus. Postup vyroby byl obdobny
jako u LTBentero. Transformaci bylo ziskano 11 linii rezistentnich na kanamycin, z nichz u 9
byla zaznamenana amplifikace ToxAentero, u kterych autofi zjistili hladiny exprese 0,8 — 5,46
ug/g. Pti oralni imunizaci obdrzely mysi davku piiblizn€ 275 ng ToxAentero a pii injek¢nim
podavani 55 ng. Mysi byly rovnéz imunizovany ordln¢ a subkutanné. Vysledky obou typt
imunizace byly podobné, avSak bylo zjisténo, ze pfi ordlni imunizaci je titr protilatek proti
vétSing€ antigend vyssi. U této vakciny byly na rozdil od LTBentero zaznamendany 1 anti-FliC

po subkutanni imunizaci.
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Tab. 3: Prehled rostlinnych jedlych multikomponentovych, multivalentnich a kombinovanych vakcin. Ve sloupci
Rostlina je uveden rostlinny druh, ve kterém byla vakcina pripravena transformact bakterii A. tumefaciens nebo
pomoci biolistické metody. V tabulce je také popsan zpiisob testovani, v pripadé testovani na mysich je uvedeno,

zda bylo zaznamendno zvyseni hladin protilatek (protilatky) a zda byla prokazana vyssi odolnost mysi infekci po

imunizaci vakcinou (odolnost).

Autor Rostlina Patogen Antigen Priprava Testovani
Yu et _ mysi -
Langride, lilek brambor ETEC, Vlb”.o CTA, CTB, NSP4, A. tumefaciens protilatky,
cholerae, rotavirus CFA/1 :
2001 odolnost
Kim et al., . Vibrio cholerae, . ,
2004 lilek brambor Bacillus anthraces LF, CTB A. tumefaciens | netestovano
. e, mysi -
Amani etal, talv)ak Vlrglr}sky, EHEC EspA, intimin, Tir | 4. tumefaciens | protilatky,
2011 fepka olejka
odolnost
Rosales- biolisticka My -
Mendoza et | tabak virginsky ETEC LT-B, ST metoda, A. rot}illé tk
al., 2011 tumefaciens P Y
o C e mysi -
Karimi et al. e, e biolisticka T
2013 tabak virginsky EHEC EspA, intimin, Tir metoda protilatky,
odolnost
Davod et al Vibrio cholerae,
2018 ? lilek rajce Bacillus anthracis, | ipaD, CTB, PA20 | A. tumefaciens | netestovano
Shigella dysenteriae
Shojaei S mysi -
Jeshvaghani et fepka olejka ETEC, EHEC Stx, mgrlr,ng’ CFB, A. tumefaciens | protilatky,
al., 2019 ) odolnost
Trujillo et al,, tabak virginsky El;zEn(;L’tf ZZO;?ZJII{(’ZO FIiC, LptD, LT-B, A. tumefaciens mySi -
2020 ginsky | Lyphimurium, Vior: ST : : protilatky
parahaemolyticus
ETEC, Salmonella
Trujillo et al., o - . | typhimurium, Vibrio | FliC, LptD, LT-B, . mysi -
2023 tabk virginsky cholerae, Vibrio ST, CTB, ToxA A. tumefaciens protilatky
parahaemolyticus

7 Vyhody a nevyhody rostlinnych jedlych vakcin

Rostlinné jedlé vakciny maji spoustu vyhod oproti konvenénim metodam produkce. Jsou
vhodné pro uziti i v rozvojovych zemich, jelikoz obchazeji fadu problémui souvisejicich
s podavanim konvenénich vakcin v téchto oblastech. Maji totiz potencial byt dlouho
skladovatelné a pro jejich uchovéani neni potfeba skladovani v chladu. U lyofilizovanych
transgennich listd salatu bylo prokézéano, ze za pokojové teploty ztistaval antigen LT-B ve
stejném mnozstvi 1 po roce skladovani (Martinez-Gonzélez et al., 2011). Rovnéz v ptipadé
CTB v semenech ryZe zlstavalo jeho mnozstvi neménné, a to 1 po 1,5 roce skladovéni. I po
této dobé dokazala vakcina navodit srovnatelnou imunitni reakci jako u Cerstvych semen. U

¢isttho CTB nebyla stabilita prokdzdna (Nochi et al., 2007). Dal§im dtlezitym aspektem je
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cena, pficemz produkce v rostlinach je ve srovnani s produkci antigen jinymi metodami
levéjsi. To se odviji od toho, Ze péstovani rostlin neni tolik nédkladné a neni pro néj potieba
specialnich technologii. I samotnd aplikace vakcin neni tak slozita, protoZze neni nutné
pouzivat jehly. Ptiprava jedlych vakcin je jednodussi, jelikoz neni potieba z rostlin antigen
purifikovat a pacientim lze podavat ¢asti rostlin, které nebyly nijak zpracované, nebo byly
upraveny velmi jednoduse technologiemi pro potravinaisky primysl, naptiklad lyofilizaci
(Ma et al., 2005). Imunizace rostlinnymi vakcinami je ve srovndni s vakcinami pfipravenymi
v savCich bunikach rovnéz bezpecna, jelikoz rostliny nejsou infikovatelné lidskymi patogeny
(Yusibov et Rabindran, 2008). Vyhodou je také moznost rychlého a rozsdhlého namnozeni
rostlinné biomasy a zisku velkého mnozstvi osiva. Toho muze byt dosazeno pouzitim pylu

transgennich rostlin nebo kiizenim s rostlinami piirodni linie (Streatfield et al., 2001).

Existuje vSak také fada nedostatkli, které znemoziuji snadny rozvoj a uvedeni vakcin do
praxe. Podstatnou nevyhodou rostlinnych vakcin je souCasny pfistup ke geneticky
modifikovanym organismim (GMO), ¢imz je péstovani transgennich rostlin znacné
regulovdno a znemoznuje jejich aplikaci v fadé zemi. Nicméné pfistup rozvojovych zemi ke
GMO rostlindm je mnohem benevolentnéjsi. Péstovani GMO je hojné rozsitené napiiklad
v Brazilii, v Jihoafrické republice nebo v Stdanu (Sinebo et Maredia, 2016). Pé&stovani
transgennich rostlin miZe mit negativni vliv na pfirodni populace, jelikoz potencidlnim
problémem je Unik rostlin z kontrolovanych stanovist’ a moZnost toku genti opylenim rostlin
pfirodni linie pylem geneticky modifikovanych rostlin. Tento problém vSak neplati pro
rostliny s transformovanym plastidovym genomem, jelikoz plastidy se dédi u vétSiny rostlin

pouze v matetske linii (Corriveau et Coleman, 1998).

DalS$im problémem je také mozZnost vyvolani alergické reakce nebo ordlni tolerance na
antigen. S tim souvisi dal$i problém, kterym je davkovani, jelikoz, jak bylo jiZ zminéno
v Kap. 3, oralni tolerance zavisi na davce antigenu. Pokud by byl pacientim podavan piimo
rostlinny material bez Gpravy, nebylo by mozné zarucit dodani pozadované vakcina¢ni davky,
je tedy potieba, aby byly stanovovéany koncentrace antigenti (Kirk et al., 2005). Ne vSechny
rostliny jsou vhodné pro tvorbu jedlych vakcin, naptiklad v piipadé¢ bramborovych hliz je
nutné, aby byly konzumovéany syrové, jelikoz pii varu by dosSlo k denaturaci antigenu.
Rostliny tabaku virginského rovnéz nejsou vhodné, jelikoz obsahuji alkaloidy. Ackoliv jsou
pro vyrobu nejatraktivnéj$i bézné konzumované plodiny, naptiklad raj€ata, jejich pouZiti je
omezeno trvanlivosti. Pokud bychom chtéli vakciny dlouhodobé skladovat, je vhodné&jsi

pouzit pro imunizaci semena.
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Ackoliv lze u rostlinnych jedlych vakcin najit spoustu vyhod oproti jinym zptsobtim piipravy
vakcin, zejména tedy rychlost vyroby, nizkou cenu a snadnou aplikovatelnost, maji také fadu
nevyhod, zejména omezeni regulacemi GMO a riziko oralni tolerance, které omezuji pokrok

v jejich testovani a naslednému uzivani.

8 Soucasny vyvoj a budoucnost

V soucasné¢ dobé je vyvinuta fada rostlinnych vakcin, ale vétSina z nich proSla pouze
testovanim na mysich. Jak bylo zminéno v Kap. 4.2, jenom dvé¢ jedlé¢ vakciny proti témto
kmentim byly testovany klinicky, pfi¢emz prosly pouze prvni fazi. Zadna jina dosud vyrobena
ordlni vakcina nebyla testovdna ve druhé fazi (Shah et al., 2022). To je pravdépodobné

zpusobeno nedostatky tohoto zptisobu vakcinace, které jsou zminény v Kap. 7.

Ackoliv k ptipadné aplikaci rostlinnych jedlych vakcin vede jest¢ dlouhd cesta, rostliny jsou
slibnou skupinou ve vyuziti pro ,,biofarming“. Tato technologie nezahrnuje pouze vyrobu
rostlinnych jedlych vakcin, ale veskerou produkci proteini pro farmaceutické ucely
v transgennich rostlinach. V soucasné dob¢ lze zaznamenat vyvoj injekéné podavanych
vakcin produkovanych v rostlinach. U tohoto typu vakcin byla jiz pfipravena vakcina, ktera
prosla i tfeti fazi klinickych testd. Jedna se o kvadrivalentni vakcinu proti viru chiipky, kterd
byla vyrobena v rostlinach tabdku Benthamova (Ward et al., 2021). Z toho lze usuzovat, Ze
tyto vakciny by mohly nahradit koncept jedlych vakcin diky eliminaci jejich podstatného
nedostatku, ktery pfedstavuje davkovani a s nim spojené riziko orélni tolerance. U injekéné
podavanych rostlinnych vakcin je zarucena kontrola nad davkou antigenu a jejich produkce je
stejné jako u jedlych vakcin rychld a levna a nehrozi kontaminace lidskymi patogeny. Jesté
vetsi pokrok byl zaznamenén u vyvoje 1€Civ pro genetickd onemocnéni. Prikladem je enzym
taliglucerdza alfa pod nazvem ELELYSO™ produkovany v rostlinach mrkve (Daucus carota
L.), ktery byl jiz vroce 2012 schvalen americkym Ufadem pro kontrolu potravin a lé&iv
(FDA) k pouziti pro lécbu Gaucherovy choroby 1. typu (Elelyso® (taliglucerase alfa) for

injection).

V blizké budoucnosti tedy nejspiSe nelze ocekavat schvaleni rostlinnych jedlych vakein pro
uzivani, avSak lze ocekavat klinické testovani vyvinutych vakcin pro injekéni podavani a
piipravu dalSich 1é¢iv. Rovnéz lze ptredpokladat, ze nedojde k povoleni jejich péstovani
z divodu regulaci GMO, nicméné slibnou moznosti je vyroba konvenénich injekéné

podavanych vakcin v rostlinnych bunéénych kulturach.
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9 Zavér

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reSer§i na téma Rostlinné jedlé vakciny proti
lidskym gastrointestindlnim onemocnénim zplsobenym E. coli a V. cholerae. Koncept
rostlinnych jedlych vakcin pfedstavuje nad€ji pro rozvojové zemé, jelikoz tyto vakciny
mohou mit pfi vhodném vybéru rostlinného druhu dlouhou dobu trvanlivosti, jsou levné a

jejich vyroba a aplikace je jednoducha.

Pro vyrobu rostlinnych vakcin popisovanych v této praci byl nejCastéji pouzivan tabak
virginsky a lilek brambor, dale lilek rajce, ryze, kukufice, soja, fepka olejka a tabak
Benthamtiv. Pro piipravu vétSiny vakcin byla pouzita syntetickd sekvence upravena pro
expresi v rostlindch. VSechny vakciny byly vyrobené transformaci bakteriemi rodu
Agrobacterium nebo biolistickou metodou, kterou doslo ke vneseni sekvence do plastidové
DNA. V chloroplastech byla zaznamenana vyss§i exprese antigenu, coz je dano vétsim poctem

kopii sekvence na buiku.

Vakciny proti E. coli byly cileny na fadu antigent, nejcastéji na LT-B a déle na ST, YncE, CF
u ETEC, EspA, Tir, Stx a intimin. VétSina vakcin byla uspésné testovana na mysich a dvé
vakciny proti LT-B antigenu prosly 1. fazi klinického testovani. V ptipadé V. cholerae byly
vakciny cileny pouze na antigen CTB. VétSina vakcin byla rovnéZ testovana na mySich a dvé
na makacich. Viechny testované vakciny dokazaly navodit imunitni odpovéd’. Zadna vakcina
proti V. cholerae nebyla klinicky testovana. Rada studii prokazala, e LT-B a CTB mohou
ucinkovat jako adjuvans pfi oralni imunizaci proti riznym onemocnénim. Lze také vzajemné
fazovat vice sekvenci pro rizné antigeny, a to i ze vzdalenych organismi, coz vede ke vzniku
Sirokospektralnich multikomponentovych, multivalentnich nebo kombinovanych vakcin.
Kombinované vakciny popisované v této praci byly vytvofeny az proti ¢tyfem bakteriim
zpusobujicim prijmova onemocnéni. VétSina téchto vakcin byla testovana pouze na mysich.

Imunizace vSemi testovanymi vakcinami se ukazala jako ucinna.

I pfes uspeéSnou piipravu a testovani na mysich, primatech 1 v klinickych studiich na lidech
neni stale zadna rostlinnd oralni vakcina schvalena pro pouziti. Jedlé vakciny proti E. coli
byly testovany na lidech pouze dvakrat, a to naposledy v roce 2004. Divodem pro stagnaci
klinického testovani jsou zejména regulace pro GMO a jejich negativni vnimani ze strany
vefejnosti a také variabilita davky antigenu v rostlinném materidlu, kterd mize zptisobit riziko
oralni tolerance nebo naopak nedostate¢né imunizace. Nicméné rostliny pifedstavuji pro

farmaceuticky primysl velky potencidl, jelikoZ by do budoucna mohly slouzit k vyrobé
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injek¢né aplikovanych vakcin, u nichz je klinické testovani pokrocilejsi. Rovnéz jsou rostliny
slibnou skupinou pro vyrobu dalSich terapeutik. Tato 1é¢iva mohou byt produkovana v

rostlinnych bunécnych kulturach v bioreaktorech, ¢imz Ize obejit riziko péstovani GMO.
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