Rekombinantni DNA v mediciné a primyslu

Po prvnich uspésnych klonovacich experimentech v roce 1973 se zacaly nové technologie rychle
aplikovat. Vyznam moznosti ziskavat velka mnozstvi lidskych proteinti normalné dostupnych v
mikrokvantech (pokud viibec) byl centrem pozornosti nejen védct a lékari, ale 1 obchodnikd.V
roce 1976 se poprvé podaiilo spojit metodologicky klonovani DNA, syntézu oligonukleotidii a
expresi genll a z rekombinantni DNA byl poprvé ziskan lidsky protein - somatostatin, 14
aminokyselinovy peptid s funkci neurotransmiteru. Gen kodujici somatostatin nebyl pfirozeny
gen, ale byl syntetizovan chemicky a klonovan v plazmidovém vektoru v E. coli, kde se rovnéz
exprimoval. Brzy poté nasledovala UspéSna exprese lidského inzulinu, prvniho komer¢niho
biotechnologického produktu. Namisto extrakce inzulinu z prasat a krav bylo mozné diabetikiim
podavat inzulin identicky s normalnim, lidskym.

Pokrok byl podminén uspéchy ve vSech oblastech mol. biologie, tj. syntézou oligonukleotidi,
izolaci enzymi, které jsou schopny §tépit a spojovat DNA, charakterizaci plazmidu jako vektort,
a poznanim zakonitosti tykajicich se exprese genii. Znamenaly nejen revoluci v biologickém
vyzkumu, ale daly zdklad novému primyslu, zalozeném na klonovani a produkci proteint
vyznamnych v mediciné a pramyslu. V soucasné dob¢ jsou proteiny piipravené timto zptisobem
pouzivany pii lécbé riznych nemoci, jako je rakovina, alergie, autoimunitni nemoci,
neurologické ptipady, infarkt, krevni nemoci, infekce, poranéni, a genetické nemoci, ale i v méné
prozaickych piipadech v primyslu pfi pfipravé detergentii a potravin. Velky vyznam ma ptiprava
novych 1ékti zménou piirozenych proteinti k zlepSeni jejich funkci (pomoci drobnych zmeén).

Expresni systémy pro tvorbu rekombinantnich proteint

Klonovani genu nebo cDNA kodujiciho urcity protein je pouze jednim z mnoha krokl
potiebnych k produkci rekombinantniho proteinu pro lékaiské nebo prumyslové potieby. DalSim
krokem je vlozeni genu do hostitelské buiky, kde dojde k jeho expresi. Vyvoj expresnich
systému je predmétem vyzkumu jak primyslovych tak védeckych laboratofi. Nejpopularngjsi
jsou E. coli a B. subtilis, kvasinky, kultury hmyzu a sav¢i bunky. Vybér bunék je dan cilem
projektu a vlastnostmi produkovaného proteinu.

Bakteridlni buniky nabizeji svou jednoduchost, kratkou genera¢ni dobu a velky vytézek produktu
za nizkou cenu. Zvlast¢ u B. subtilis mohou byt bunky indukovany k sekreci produktu do
prostiedi, coZ vyrazné usnadni purifikaci. Exprese v prokaryotickych builkdch ma vSak své
nevyhody. I kdyZ je fada proteinii produkovédna s vysokym vytézkem (vySSim jak 10% hmoty
bakteridlnich proteintl), Casto se nespravné uspotddavaji a jsou ve formé nerozpustnych
inkluznich télisek. Proteiny extrahované z téchto télisek jsou Casto biologicky neaktivni. Malé
proteiny lze nékdy vratit do jejich aktivni formy, ale vétsi proteiny obvykle ne. Dalsi problém je
ten, Ze cizi proteiny jsou nékdy pro baktérie toxické, takze bun&cné kultury nedosahuji vysoké
hustoty. Tento problém Ize ne¢kdy obejit pouzitim inducibilniho promotoru, kterym se gen
indukuje az po narastu kultury do vyssi hustoty. Tteti problém spociva v tom, ze bakterialni
buniky postradaji enzymy nutné k posttranskripéni modifikaci, jako jsou fosforylace a
glykozylace proteinu. Tyto modifikace jsou €asto nezbytné k funk¢nosti proteinu. Tento problém
1ze tesit tak, Ze se z eukaryotickych bunék izoluji proteiny, které tyto modifikace provadéji, a jimi
se pusobi na bakteridlni produkt.

Kvasinky byly po staleti pouzivany ve sladafstvi a pekafstvi. Jsou to eukaryota podobajici se
savCim buitkdm v mnoha ohledech, ale mohou rychle rist a stejné levné jako baktérie. Provadé;i
fadu posttranskripénich tprav, ale 1ze je pfimét k sekreci proteinti. Nevyhodou je pfitomnost fady
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proteaz, které snizuji vytézek proteini. Problém lze obejit pouzitim kment, které tyto proteazy
postradaji.

Exprese heterolognich proteini v buitkdich hmyzu pomoci bakulovirovych vektort je
relativné novy piistup. Hlavni vyhoda je exprese s vysokou hladinou, spravné smotani proteinu a
posttranskripéni modifikace podobné v savéich buikach. Vakcina pro HIV byla pfipravena
produkci jednoho HIV-glykoproteinu v takovémto systému. Cena na kultivaci hmyzich bun¢k je
vyssi nez u bakterialnich nebo kvasinkovych kultur, ale nizsi nez u savcich.

Bez ohledu na vyznamné vyhody produkce lidskych proteinti v heterolognich hostitelskych
bunkach, je v nekterych piripadech nejlepsi produkovat savci proteiny v savéich buiikach. Velké
zlepsSeni bylo dosazeno pfti konstrukci vektorti, promotort a transformacnich protokoli u riznych
hostitelskych bunécnych systému. Tranzientni exprese v sav¢ich bunkach je ¢asto pouzivana k
testovani funkce noveé klonovaného genu a jako rychlda metoda pro stanoveni funkce
rekombinantnich proteint..

Inzulin je prvnim rekombinantnim [é€ivem s licenci pro pouziti u ¢lovéka

Jde o dulezity hormon, ktery reguluje metabolismus cukrd, je produkovan malymi buiikami
pankreatu a sekretovan do krevniho fecCisté. Neschopnost produkovat inzulin ma za nasledek
cukrovku, ale denni injektaz inzulinu muze jeji projevy potlacit. Diive byl inzulin ziskdvan z
prasat a krav. I kdyz je u clovéka zvifeci inzulin biologicky aktivni, neni (co se tyka
aminokyselinového slozeni) identicky s lidskym. Proto néktefi pacienti produkuji proti zvifecim
inzulinim protilatky, coz vede vdznym imunitnim reakcim. JelikoZ rekombinantni inzulin je
identicky s lidskym, tyto problémy nenastavaji.

U savcl je inzulin exprimovan jako jediny fetézec pre-pro-inzulinu, ktery je sekretovan pies
plasmatickou membranu. Preproinzulin obsahuje né¢kolik aminokyselin navic, které nejsou
pfitomny v hotovém inzulinu. Aminoterminalni aminokyseliny tvoii pre-sekvenci a cil pro
sekreci exprimovaného proteinu. Pro-sekvence je isek aminokyselin uprostied hormonu, ktera je
dilezita pro skladani polypeptidového fetézce do spravné struktury. Béhem sekrece jsou tyto
aminokyseliny preprotohormonu vystépeny celuldrnimi protedzami za uvolnéni zralého proteinu,
slozeného ze dvou kratkych polypeptidovych fetézcli, A a B, které jsou vazany dvéma
disulfidovymi vazbami. Cilem rekombinantnich technik bylo pfipravit takto slozeny inzulin, tedy
ve zralé¢ formé. Plvodni cil byl zkonstruovat syntetické geny z oligonukleotidil, které separatné
koduji fetézce A a B. Tyto byly jednotlivé inzertovany do genu E. coli koédujiciho B-
galaktozidazu, takze bakterie produkovaly velka mnozstvi fizniho proteinu, kde byla inzulinova
sekvence napojena na konec enzymu galaktozidazy. Tyto velké proteiny byly purifikovany z
bakterialnich extraktd a inzulinové fetézce byly uvolnény piisobenim kyanbromidem, chemikalii,
ktera $tépi peptidové vazby nésledujici za metioninem. JelikoZ metioninovy kodon byl umistén
na hranici mezi B-galaktozidazovy a inzulinovy fetézec, vznikl intaktni fetézec inzulinu. Oba
fetézce byly purifikovany, spojeny do aktivni inzulinové molekuly. Podobné se postupuje dosud.

Rekombinantni lidsky ristovy hormon je produkovan baktériemi pomoci dvou metod

Ristovy hormon je protein slozen z 191 aminokyselin. Je produkovan pituitarni Zzlazou
(hypofyzou); reguluje rist a vyvoj. Déti narozené s deficienci riistového hormonu (hypopituitary
dwarfs) nemaji nikdy normalni postavu (vzrist). Pravidelné injekce ristového hormonu stimuluji
rust téchto déti, takZe mohou dosahnout témét normalni vysky. Na rozdil od situace u inzulinu
jsou hormony ziskané od zvitat net¢inné. U&inny je pouze lidsky hormon (protein) a fadu let byl
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ziskavan usilovné ze zlaz zemielych. Nésledkem toho byla vSak infekce mnoha déti fatalnimi
viry z jedné z mrtvol. Tvorba rekombinantniho lidského rastového hormonu (hGH) by
piedstavovala spolehlivy a bezpecny zdroj této latky.

Pocate¢ni tvorba hGH byla dosaZzena konstrukci hybridniho genu z pfirozené hGH cDNA a
syntetickych oligonukleotidt, které koéduji aminokonec zralé formy proteinu. Tato kodujici
sekvence byla pfipojena k plazmidu vedle bakteridlniho promotoru. Podobné¢ jako inzulin je hGH
normaln¢ produkovan jako velky prekurzorovy protein obsahujici aminotermindlni signalni
sekvenci. Jelikoz tato sekvence neni rozpozndvéana bakteridlni sekre¢ni masinerii, je 5'konec
cDNA inzenyrsky upraven syntetickou sekvenci DNA, ktera umoziuje, aby baktérie produkovaly
témét normalni verzi zralého lidského proteinu.

Prvni hGH expresni vektory navozovaly produkci proteinu uvnitt buiiky. Purifikace vyzadovala
fadu krokd k separaci hGH od tisice rtiznych intracelularnich proteinti v baktériich. DalSim
zpusobem je produkovat protein v baktériich tak, aby byl sekretovan. To lze ucinit vazbou
kédujici sekvence zadaného proteinu k signalni sekvenci ze sekretovaného bakterialniho
proteinu, ¢imz se pak tvofi prehormon. Lidsky rustovy hormon je tvofen bakteriemi a pak
sekretovan za nasledného odstranéni signalniho peptidu bakteridlni protedzou. Sekrece do
periplazmy, kde je méné proteinil nez uvnitt buiiky, ¢ini purifikaci jednodussi. Jedinym rozdilem
mezi sekretovanym hGH a hGH produkovanym intracelularné je pfitomnost aminoterminalniho
metioninu na intracelularné exprimované molekule. Jelikoz sekretovana forma postrada tento
metionin, nazyva se met-less hGH. Bakteridln¢ exprimovany hGH byl Gspésné podavan tisicim
postizenych déti.

Vakcina viru hepatitiy B je produkovana v kvasinkach expresi virového povrchového antigenu

Jednim z Uspéchtt moderni mediciny je pfiprava vakcin proti infekénim chorobam. Pted

ptichodem techniky rekombinantni DNA byly pouzivany dva typy vakcin.

1. Inaktivované vakciny jsou chemicky usmrcené derivaty skutecnych infekénich agens.

2. Atenuované vakciny jsou zZivé viry nebo baktérie zménéné tak, ze se nemohou pomnozovat v
hostitelském organismu do které¢ho byly injikovany.

Oba typy funguji tak, Ze ptredstavuji povrchové proteiny (antigeny) pro B a T lymfocyty, které

jsou podniceny k reakci jako by byly infikovany opravdovymi patogeny, pficemz zneskodni tyto

vakcinacni kmeny dfive, nez dojde k jakémukoliv poSkozeni organismu (kap. 16). AvSak tyto

typy vakcin jsou potencidlné nebezpecné, nebot mohou byt kontaminovany skuteCnymi

patogeny. Napf. urc¢ity pocet déti kazdoro¢né dostane obrnu po ockovani polio vakcinou. Proto

jedna z nadé&jnych cest rekombinantnich technik je pfiprava podjednotkovych (subunit) vakcin,

sestavajicich vyhradné z povrchového proteinu, na né€jz odpovida imunitni systém. Tyto vakciny

nepiedstavuji Zadné riziko.

Prvni podjednotkova vakcina byla piipravena proti viru hepatitidy B (HBV), ktery infikuje
jatra a zpusobuje jejich poSkozeni a v nékterych ptipadech rakovinu. Virova castice je kryta
povrchovym antigenem, HBsAg, a infikovani pacienti maji velké agregaty tohoto proteinu ve své
vS$ak tieba najit zplisob, jak je 1ze produkovat v mnozstvich schopnych vakcinovat velké populace
proti HBV.

Komplexni lidské proteiny jsou tvofeny ve velkém métitku v savéich bunéénych kulturach.
Dosud diskutované proteiny jsou malé a svou strukturou a funkci jednoduché. Jiné Iékaisky
vyznamné proteiny jsou vSak mnohem komplikovanéjsi a 1ze je jen obtizné izolovat z baktérii
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nebo kvasinek. V téchto pripadech ptichdzeji v uvahu sav¢i tkdnové kultury, které jsou drahé, ale
mohou tvofit pln¢ aktivni proteiny. Proto fada firem pfipravuje fermentory pro velkokapacitni
produkei kultur sav¢ich bunék.

Prvni latka produkovand komeréné v savcich bunéénych kulturdch byl tkanovy aktivator
plasminogenu, tPA, ktery je podavan pii srde¢nim ataku u obéti. Tkanovy plazminogen-
prekurzorovy protein, za tvorby plazminu, jenz je sam o sobé¢ silnou proteazou, kterd degraduje
fibrin, protein, ktery tvofi krevni srazeninu. Rychla aplikace aktivatoru po infarktu rozpousti
srazeninu, ktera vede k ireverzibilnimu poskozeni srdecniho svalu. Tkanovy aktivator je
komercné produkovan ze sav¢ich bunék nesoucich stabilné integrovany, vysoce amplifikovany
expresni vektor.

Dalsi protein, ktery je produkovan sav¢imi bunkami v kulturach je faktor VIII, protein
vyzadovany pro normalni srazeni krve. Geneticky defekt ve faktoru VIII je zodpovédny za
hemofilii. Po transfuzi krve fada hemofilikii dostala AIDS. cDNA faktoru VIII byla klonovana
jesté predtim, neZ védci zjistili, ze krevni konzervy byly infikovany virem AIDS. Poznani
technikami. Podobné jako tPA, je 1 faktor VIII velky a sloZity protein a 1ze ho efektivné tvofit jen
v savCich buiikach. Dostupnost rekombinantnich proteind usetii piisti generace hemofilikti pied
infek¢nim agens, které kontaminuje krevni konzervy.

Monoklonalni protilatky

Hlavnim omezenim v terapeutickém pouziti protilatek je tvorba pouZitelné protilatky ve velkém
kvantu. Pivodné byly zkoumany myelomy, coz jsou tumory sekretujici protilatky. Nebyl vsak
znam zpusob, jak pfimét myelomy k produkci specifické protilatky. Tato situace se dramaticky
zménila s vyvojem technologie monoklonalnich protilatek. Postup pii tvorbé monoklonalnich
protilatek, neboli MABs, je na obr. Nejdiive je myS nebo krysa inokulovana antigenem, vici
némuz je zadana protilatka. Jakmile zacne zvite imunologicky odpovidat, odebere se slezina, kde
se nachazeji bunky tvofici protilatky (B-lymfocyty), a tyto slezinné buiky se zfuzuji se
specializovanymi liniemi bunék myelomi (nddorové plazmatické bunky), které netvoti vlastni
protilatky (nebo tvofi jednu nespecifickou — Hofejsi). Vysledkem jsou hybridni buiky,
hybridomy, které si uchovavaji vlastnosti obou rodi¢t. Rostou rychle a trvale v kultuie jako
myelomové builky a tvoii protilatky specifikované lymfocyty ze zvitete, které bylo imunizovano.
Z jednoho fizniho experimentu lze izolovat fadu hybridomi, které¢ jsou pak skrinovany a hledaji
se ty, které tvoii velka mnoZstvi hledané protilatky. Jakmile je jednou identifikovan tento klon, je
dana protilatka k dispozici v neomezeném mnozZstvi. Monoklondlni protilatky jsou jiZ pouZivany
v Sirokém méfitku k diagnéze infekci a rakoviny a pro monitorovani lécby tumorti po
radioterapii. Jsou rovnéZ zkoumany moznosti jejich vyuZziti k pfimému pisobeni na nadory,
zanéty a imunitni poruchy.

Abzymy

Jednou z novych aplikaci technologie monoklonélnich protilatek je tvorba abzymi, protilatek,
které se chovaji podobné jako enzymy a katalyzuji chemické reakce. Enzymy katalyzuji reakce
stabilizovanim chemické struktury intermediatii mezi substratem a produktem, ktery se
nazyva transition state (pfechodny stav). Pokud je mozné pfipravit monoklonalni protilatky
proti analogu transientniho stavu - tj. molekuly podobajici se transientnimu stavu chemické
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reakce - pak mohou mit nékteré z téchto protilatek katalytickou aktivitu. Schopnost produkovat
katalyzatory na miru mize byt zna¢né€ prospésna, zvlasté pro chemicky a farmaceuticky primysl.
Diivod pro piipravu abzymii byla myslenka, ze pokud se pfipravi protilatka proti intermediatu
v transientnim stavu, méla by mit tentyz efekt jako enzym. Pfirozené se vyskytujici enzymy
maji omezeny okruh specifity (substratil), ale imunitni systém by m¢l byt teoreticky schopny
vytvofeni abzymil s neomezenou specifitou. Hlavni pfekazka je to, Ze transientni stav je tak
nestabilni, ze prakticky neexistuje jako diskretni molekula. Proto byla identifikovana stabilni
molekula (fosfonatovy ester), kterd imituje transientni stav esterové hydrolyzy. Tento analog
transientniho stavu je priliS mala molekula, nez aby fungovala jako silny antigen; proto byl
navazan - konjugovan na nosi¢ovy protein. Konjugat byl pak injikovan do laboratorni mysi.
Slezinné bunky z imunizovanych mysi byly zfizovany s myleomovymi buitkami za tvorby klonii
(hybridomt) produkujicich protilatky.

Protilatky z izolovanych klonti byly testovany na jejich schopnost vdzat analog transientniho
stavu. Nékteré z protilatek, které se vazaly na analog transientniho stavu, katalyzovaly hydrolyzu
esterti asi 1000x rychleji nez v nekatalyzované reakci.

Rostliny exprimujici virovy plastovy protein jsou rezistentni k infekcim

Rostlinné viry jsou vaznym problémem pro vétSinu plodin. Dochézi k snizeni vynost, ristové
rychlosti a kvality. Skrze standardni geneticky trik, zvany cross-protection, infekce rostliny
virem, ktery ma jen mirny vliv na rostlinu, se rostlina chrani pied infekci mnohem agresivnéjSim
kmentm. I kdyZ neni mechanismus kiizové protekce upIné znam, zda se ze za ochranu odpovida
urcity virem kodovany protein. Klonovani cDNA tohoto proteinu dava moznost bliz§iho poznéani
tohoto jevu.

Prvni pokus byl proveden s tabdkem. VIM je RNA virus asi 6,5 kb. Klonovanim cDNA viru
bylo zjisténo, Ze genom koduje 4 polypeptidy: dvé replikdzové podjednotky, plas™'tovy protein a
protein nutny pro pienos z bunky do buiiky. Transgenni rostliny exprimujici plaStovy protein
VTM (coat pr CP) byly pfipraveny pomoci A. tumefaciens genového pienosu. Vyrostlé rostliny
exprimovaly virovy CP a byly rezistentni k infekci. Zatimco kontrolni rostliny ziskaly symptomy
za 3-4 dny, transgenni CP-exprimujici rostliny byly k infekci rezistentni az 30 dni AvSak
oddaleni symptomt bylo kratsi pti aplikaci vétSiho mnozstvi superinfikujicich virti (vétsi doze).
Podobné chovani bylo pozorovdno u pfirozené cross-protekce. Schopnost rostliny odolavat
infekci se zda vyt v korelaci s hladinou CP exprese. Protek¢nim agens se ukazal sam CP spiSe jak
virova RNA. V nékterych piipadech se ukazalo, ze produkce CP jednim virem ma za nasledek
rezistenci k pfibuznym virim. Novéji se ukazalo, Ze €innd ochrana plodin jako je rajCe, alfalfa a
brambor miiZze byt dosaZena expresi CP.

Transgenni exprese cDNA u tabdku kodujici replikdzovy protein VIM davé vznik rovnéz
rezistentnim rostlindm. Piekvapivé se zd4, Ze ochrana je zplsobena transkribovanymi RNA
molekulami a ne proteinem. Dalsi pfistupy jsou exprese ribozymu a $tépicich virovych RNAs a
transgenni exprese antisense RNA.



Ochrana rostlin pfed hmyzem - rostliny exprimujici bakterialni toxin

Ochrana rostlin pfed hmyzem stoji miliardy. Nejcastéj$i ochranou jsou chemické insekticidy. Ty
jsou vSak casto jedovaté a ni¢i uzitecny hmyz. Pfirodni mikrobidlni pesticidy, jako jsou urcité
druhy Bacillus thuringiensis (Bt) byly v omezeném mnozstvi pouzivany po 30 let. Po sporulaci
tyto baktérie produkuji krystalicky protein, ktery je toxicky pro larvy fady hmyzi. Toxinovy
protein neSkodi necilivym hmyzim a neplisobi na obratlovce. NanesStésti je produkce
bakterialnich spor pro komer¢ni vyuziti nesnadné a ochranny tcinek je kratkodoby.

Znalost tohoto pfirozeného systému vedla k vyvoji rostlin, které exprimuji Bt toxin uvnitf jejich
bunék. Krystalicky protein je normalné exprimovan jako velky, inaktivni pro-toxin asi 1200 aa
dlouhy. Proteazy ve stfevé hmyzu Stépi protein na aktivni 68000 D fragment. Toxin pusobi
vazbou na receptory na povrchu bunék stiedniho stfeva a blokuji funkci téchto bunék. Tabak a
rajée exprimujici Bt toxin usmrcovaly larvy tabacco hornworms. Avsak diky nizké expresi
nepusobil toxin na jiny Skodlivy hmyz, jako je cotton bollworm. V soucasné dob¢ jsou baviniky
chranény pouzitim silného promotoru ke zvysSeni exprese mRNA pro Bt a modifikaci casti
sekvence kodujici Bt toxin, takze je ucinné translatovana v rostlinach. Tyto rezistentni
bavinikové rostliny maji komeréni vyuziti, pokud proSly testem na zkuSebnich polich. V
soucasné dob¢ je snaha zménit toxicky protein tak, aby byl u¢inny na S§irsi spektrum hmyzich
Skudct (toxiny z ruiznych kment bacild, mutageneze in vtro)..

Transgenni rostliny tolerujici herbicidy

Ptitomnost plevele na polich s plodinami snizuje vytézek az o 10%. Jelikoz plevel neni nic jiného
nez nezadouci rostlina, je obtizné zahubit jej bez ovlivnéni plodiny.Herbicidy - nicitelé pleveld,
nejsou piili$ selektivni, takze se pouzivaji bud’ pfed vysevem plodin nebo na zékladé rozdilného
pfijmu herbicidu plevelem a plodinou. Se schopnosti zavést do DNA rostliny je snaha vytvofit
rostliny tolerantni k herbicidiim tfemi strategiemi: zvySenim hladiny cilového enzymu pro urcity
herbicid, expresi mutantniho enzymu, ktery neni ovlivnén herbicidem, nebo expresi enzymu
ktery detoxikuje herbicid. Z velkého poctu herbicidl dnes pouZivanych bylo charakterizovano jen
nékolik bunéénych cili, na které tyto pasobi. Herbicid glyfosat (v Roundapu), zabiji rostliny
inhibici 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfatsyntetazy (EPSPS), chloroplastového enzymu v draze poro
biosyntézu esencidlni aromatické aa. Roundap je dnes velmi vyuzivan, protoze piisobi v malych
koncentracich, ma Siroké spektrum na plevely a je rozkladdan pldnimu mikroorganismy. Je
klonované cDNA kodujici EPSPS z petlinie do rostlin zvySuje hladinu enzymové aktivity na asi
20 nasobek ve srovnani s netransgennimi rostlinami. Nadprodukce enzymu dovoluje transgennim
petiniim rist za pfitomnosti ¢tyfnadsobné hladiny herbicidu neZ rostliny divokého typu.Bohuzel
rychlost riistu transgennich rostlin je vSak po ptisobeni herbicidu nizsi.

Dalsi strategii pro tvorbu herbicid-tolerantnich rostlin pouzivd mutantnich forem bakteridlniho
EPSPS enzymu obsahujicich aminokyselinové substituce, které je ¢ini méné citlivé k inhibici
glyfosatem (obr. 24-3). Geny kodujici tyto mutantni enzymy byly klonovany z glyfozat-
rezistentnich baktérii a exprimovany v rostlinach. V laboratornich studich tyto transgenni rostliny
vykazovaly toleranci k hladinam glyfozatu, kterd usmrcovala rostliny divokého typu. Rostlinny
EPSPS enzym je syntetizovan v cytoplazmé a je translokovan do chloroplasti proteiny, které
rozpoznavaji a vdzou aminotermindlni sekvenci aminokyselin, zvanou transit sekvence. Aby se
zavedl bakteridlni enzym do chloroplastii transgennich rostlin, genovy segment kodujici
rostlinnou transit sekvenci byl fizovan ke koédujici sekvenci bakteridlniho enzymu. Biochemicka
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analyza bakterialnich enzymt ukazala, Ze mutace, které zprostiedkuji toleranci k glyfozatu,
redukuji aktivitu EPSPS.

Texty k vybranym obrazkam

Produkce subjednotkové vakciny v kvasince. Virus hepatitidy B (HBV) obsahuje genom o
velikosti 3,2 kb, ktery byl klonovan a sekvencovan. V krvi pacientl se objevuji jak celé virusy,
tak 1 mensi Castice tvofené z povrchovych antigeni (HBSAg). K ptipravé vakciny proti HBV,
kterou bylo obtizné piipravit ve tkanové kultuie, byl gen kodujici HBS-Ag klonovan do
expresniho vektoru Sacch. cerevisiae. Transkripcve probihala ze silného promotoru genu pro
alkoholdehydrogenazu I. Terminator transkripce by umistén za klonovany gen. Vektor obsahoval
pocatek replikace a markery jak pro baktérie, tak pro kvasinky. Kultura kvasinek byla
inkubovana ve fermentoru do vysoké hustoty za soucasné produkce vysokého mnozstvi HGSAg,
ktery po purifikaci agregoval do castic o velikosti asi 20 nm, podobajicich se ¢Casticich
nachazenych v krvi pacienti.

Tvorba tkanového plasminogenového aktivatoru (tPA). cDNA lidského tPA byla ligovéna do
expresniho vektoru obsahujiciho silny promotor a terminator. Vektor byl stabilné transfektovan
do sav¢i bunécné linie. Plvodni transfektanti(transformanti) sekretovali tPA do media, ale
sekrece byla slaba. Buiky exprimujici tPA ve vysoké hladiné byly ziskdny po plisobeni
metotrexatu, ktery selektuje bunky a amplifikovanym genem dhfr umisténym ve vektoru
spole¢né¢ s expresni kazetou tPA (gen dhfr zodpovida za rezistenci k metotrexatu). Linie bun¢k
exprimujici velkd kvanta tPA byly inkubovany ve fermentoru a tPA byl izolovdn z media
purifikaci.

Tvorba monoklonalni protilatky (MAb). Mys je inokulovéana antigenem (Ag), proti némuz ma byt
pfipravena monoklonalni protilatka. Antigen stimuluje proliferaci lymfocytli vytvéiejicich
protilatky vici danému antigenu. Lymfocyty jsou odebrany ze sleziny a in vitro fizovany s
myelomovymi buitkami plisobenim PEGu. Hybridni buiiky jsou selektovany na HAT mediu.
Jelikoz myelomové buiiky postradaji enzym HPRT a proto v tomto mediu hynou, pokud
nezfuzuji s lymfocyty, které tento enzym exprimuji. Nezfuzované lymfocyty postupné odumiraji,
nebot’ nemaji schopnost stabilné ve tkanove kultufe rist. Jednotlivé hybridni buiiky (hybridomy)
jsou pfeneseny do jamek v desti¢ce a kultivovany nekolik dni. V jamkach se pak stanovi titr
protilatek vazajicich se na dany antigen. Pozitivni buiiky se p&stuji ve tkdnovych kulturach, kde
produkuji zddanou monoklondlni protilatku.

Pfimé klonovani cDNA protildtek pomoci PCR. K pfipravé protilaitek metodami genového
inZenyrstvi je tfeba stanovit sekvence variabilnich domén Ig. To lze provést bud’ stanovenim
aminokyselinové sekvence z fetézci H a L, jednodussi je vSak stanoveni sekvence cDNA dané
oblasti. V minulosti byla ¢cDNA knihovna pfipravena z mRNA hybridomid produkujicich
monoklondlni protilatku a skriningem probou pfipravené z konstantni oblasti genti H a L. Pozdé&;ji
byla vyvinuta metoda vyuzivajici PCR. Srovnanim velkého poctu protilatek byly identifikovany
aminokyseliny Casto se vyskytujici na aminotermindlnich koncich protilatek. Na zakladé této
informace byl pfipraven soubor degenerovanych primer odpovidajicich vSem moZnym
sekvencim v této oblasti. Jelikoz aminokyselinové sloZeni konstantnich oblasti riiznych protilatek
je témef identické, je pro 3'konec zapotiebi jen jeden PCR-primer, jak pro H tak pro L fetézec.
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Pro ptimé klonovani protilatkové cDNA se tato cDNA piipravi reverzni transkripci mRNA z
hybridomovych bunék, pak se smicha s dvojicemi primert a podrobi se PCR (na obr. je uvedena
amplifikace H fetézce). Jestlize neni znama sekvence jeho aminoterminalniho konce, zaloZi se
PCR s kazdym z rGznych 5 primert, dokud neni ziskan ptislusny amplifikovany fragment. To lze
obejit tak, Ze se stanovi sekvence prvnich Sesti az sedmi aminokyselin protilatky - to postacuje k
syntéze jedinecného 5 primeru, ktery se pak pouzije pro PCR.

Vytvoreni kombinatorické knihovny protilatek exprimujicich se v E. coli.

Ze sleziny imunizovaného zvifete se odeberou lymfocyty, izoluje se mRNA a reverzni transkripci
se pripravi cDNA. Retézce H a L se oddélené amplifikuji PCR podle schematu a liguji do lambda
vektoru. Pipravi se dvé knihovny, jedna obsahujici geny pro H fetézce a druha pro L fetézce
(tento krok je na obrazku vynechan). Z kazdé knihovny je izolovana fagovda DNA, a H a L
sekvence jsou vzajemn¢ ligovany a naklonovany do kombinatorické knihovny. Kazdy fag nyni
obsahuje nahodné pary H a L fetézci (ve formé cDNA) a po infekci E. coli exprimuje oba
fetézce. JelikoZ sekvence H obsahuje pouze variabilni oblast a prvni konstantni oblast, je tvofena
protilatka oznacena jako Fab (antigen binding fragment). Vaze se k antigenu stejné u¢inn¢ jako
uplnd protilatka, ale postradd efektorovou oblast. K identifikaci protilatky, kterd rozpoznava
urcity antigen, je knihovna vyseta na plotny a po lyzi bunék jsou protilditky pieneseny na
nitrocelulézovy filtr. Filtry jsou inkubovany se zna¢enymi antigeny a pak promyty. Radioaktivni
skvrny pak identifikuji plaky, které obsahuji fagy vytvaiejici protilatky vazajici se na dany
antigen. V soucasné dobé€ se pouziva fagovy disple;.

Genov¢ inZenyrstvi protilatek. Zakladni struktura mysi monoklonalni protilatky (MAb) se podoba
lidské. Existuje zde vSak tfada rozdilti v aminokyselinovych sekvencich protilatek mysi a ¢lovéka.
Tyto sekvencni rozdily zodpovidaji za imunogenitu mysich Mab u ¢loveka. Chimerni MAb se
konstruuje ligaci fragmentu cDNA kodujiciho mysi V| a VH domény na fragment kodujici C
doménu lidské protilatky. Jelikoz se C domény netcastni na vazb¢ s antigenem, udrzi si chimerni
protilatka svou antigenni specifitu jako plivodni mysi MAb, ale podoba se svou sekvenci vice
lidské protilatce. Chimerni MAD sice obsahuje jesté urcité sekvence z mysi, miize vsak presto byt
imunogenni (tj. navozovat v ¢lovéku tvorbu protilatek proti této MAb). Humanizované MAD
obsahuji pouze ty aminokyseliny mySich protilatek, které jsou nezbytné pro rozpoznani antigenu.
Takové protilatky jsou pfipravovany tak, Ze se do lidskych protilatek zabuduji pouze ty tseky z
mySich protilatek, zodpovidajicih za vazbu k antigenu (CDR = complementarity determining
regions).

Protilatky s dvoji specifitou. PouZzitim rekombinantnich technik Ize ze dvou cDNA, pfipravenych
z genu pro dvé rizné protilatky vazajicim dva rizné antigeny,vytvorit protilatku, v niz kazdé z
ramen rozpoznava rizny antigen. Tak je moZzné rekombinovat protilatky napt. k povrchovému
antigenu na tumorovych bunikidch a k proteinu nachazejicimu se na cytotoxickych T-bunkach -
tim se vytvofi protilatka s dvoji specifitou, ktera pak vaze kazdym ramenem jinou buiiku a
usnadiiuje usmrcovani tumorovych bunék.



