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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both

research and practice in our biotechnology.
The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

Petra Lipovova, PhD. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni pratelé,

jak jsme Vas jiz v minulych cislech naseho bulletinu
informovali, bude nejvyznamnéjsi udalosti v zZivoté nasi
spole¢nosti v tomto roce mezinarodni biotechnolo-
gické symposium Biotech 2011 spojené s jiz 5. Cesko-
Svycarskym symposiem. Dosavadni informace publiko-
vané v nasich dvou piedchozich ¢islech dopliiujeme
o program seminait (workshop), které se nam poda-
filo pro Vés pfipravit. Jiz pfed oficidlnim zahajenim
symposia jsme pro Vas piipravili seminaf o tom jak
uspésné publikovat ve védeckych casopisech, a to
s Dr. Anthony Newmanem z vyznamného nakladatel-
stvi odborné literatury Elsevier. Seminéf je pfistupny
i tém, ktefi nejsou u&astniky symposia. Uéast doporu-
¢ujeme zejména studentim a mladym védeckym pra-
covnikim, ale jsme si jisti, Ze i ostatni védecti pracov-
nici a vysokoskolsti pedagogové se zde dozvi mnoho
nového, nebot naroky na publikovani védeckych sdé-
leni se stale zvysuji jak po odborné, tak po technické
strdnce. V pribéhu symposia probéhnou také semi-
nafe o pracovnich pfileZitostech a moznostech studia
v zahranici se zaméfenim zejména na mozZnosti studia
na Svycarskych universitach. Pro zastupce biotechnolo-
gického pramyslu, védecké a vysokoskolské pracovniky
bude jisté velmi zajimavé setkani ¢eskych a Svycarskych
biotechnologli prvni den po pfivitaci party. Zjemce
prosime, aby se z technickych ddvodi registrovali.
Program symposia ve spolupraci s naSimi partnery
neustale vylepSujeme a upfesiiujeme, takze dochazi
k permanentni aktualizaci webovych strdnek symposia
www.biotech2011.cz. Pokud jste se jesté nepfihlasili
k ucasti mate stale moinost se zaregistrovat jak
k pasivni, tak aktivni ucasti a prezentovat na posterech
vysledky své préace. Nejlepsi postery budou vyhodno-
ceny a na zavéretném zasedani odménény. Znovu
vyzyvame rdzné organizace, firmy a spolecnosti,
aby vyuZzili tohoto symposia k informaci o svych ¢innos-
tech a vyrobcich formou informaéniho stanku, posteru,
distribuci informaci v registra¢nich materialech sympo-
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sia, inserci v knize abstrakt, promitanim informacniho
Sotu ¢i presentaci pfi prestavkach. Konkrétni formu
presentace Ize dohodnout s organizatory. K dotazlim
slouzi téz dotaznikovy formuldf na webové strance
symposia.

V tomto ¢isle Bioprospectu, dle naseho slibu, publi-
kujeme zkracené texty vétSiny prednasek piednese-
nych na seminéfi ,Novinky v oblasti genetickych modi-
fikaci”, ktery se uskutecnil v péatek 22. dubna 2011
v Nérodni technické knihovné. Tyto ¢lanky jsou dopl-
nény dalsimi piehledy z rlznych oblasti genovych
modifikaci a tykaji se napf. transgennich strom i
transgennich rostlin. V pfipadé ¢lanku o transgennich
stromech jsme akceptovali zajimavou formu pre-
zentace formou fiktivniho rozhovoru, ktera Vas jisté
zaujme.

V souvislosti s aktivitami v oblasti genomiky bychom
Vas radi upozornili na zajimavé mezindrodni sym-
posium ,PhenoDays 2011“, které se bude konat
12 - 14. fijna 20011 v holandském Wageningen
(http://www.phenodays.com ). Fenotypovani se stava
hlavnim smér vyzkumu vedouciho ke zlepseni vlast-
nosti hospodaiskych plodin, a proto symposium jisté
zaujme vsechny genetiky, biology, biotechnology
a ostatni profese, které se o tuto problematiku zaji-
maji. Uastnici symposia maji i moznost se ztéastnit
workshop( v nejvétsim evropském stiedisku fenotypo-
vého vyzkumu rostlin ,PhenoFab”, které se nachazi
v tésné blizkosti konferen¢niho centra ve Wageningen.

TéSime se, Ze se s mnohym z Vas se potkame
v pribéhu naseho symposia Biotech 2011 a tradi¢niho
jiz 5. Cesko-3vycarského symposia, kde budete mit
moznost se setkat se starymi znamimi ¢ navazat
nové kontakty a posilit cesko-Svycarskou spolupréci
v oblasti biotechnologii.

S pozdravy Vasi
Jan K&$ a Petra Lipovova



BIOTECH 2011 - SCHEDULE OF WORKSHOPS

Wednesday, June 15, 2011, 14:00 - 15:30, venue - NTL, Balling’s hall

The Journal Club - How to write a great research paper, and get it accepted by a good journal

Anthony Newman, Publisher, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands

This workshop aims to help researchers understand the publisher and editor’s perspective in what makes the distin-
ction between an accepted or rejected journal articles. It will offer practical manuscript advice, cover a range of
topics including manuscript structure, the review process, and publication ethics.

Wednesday, June 15, 2011, 20:00 - 21:00, venue- NTL, room to be specified

Czech-Swiss Partnership - the round table (panel discussion)

Workshop is organized in collaboration with the representatives of the Czech and Swiss biotechnological industry,
governmental institutions and universities. The main goal of this meeting is enhance the mutual collaboration in all
aspects promoting development of biotechnologies for prosperous society. The final program will be announced
after confirmation of participation by the addressed and freely registered personalities.

Thursday, June 16, 2011, 16:30 — 17:50, venue- NTL, Balling’s hall

Exchange opportunities for biotechnology students in Switzerland and the Czech Republic

The workshop is jointly organized by the Institute of Chemical Technology in Prague and the Institute of
Biotechnology at the ZHAW. It provides an important forum for participants who are seeking opportunities to study
biotechnology in a foreign county. It is aimed at students interested in fostering their career by broadening their
professional knowledge and improving their foreign language skills while enhancing their awareness of different
cultures.

Thursday, June 16, 2011, 16:30 - 17:50, venue- NTL, training centre

Workshop on industry-academia relationships and job opportunities

The workshop will give opportunities to the directors of the Departments of human resources to demonstrate the
types of working positions in their companies and their ideas about anticipated profiles of the candidates. The aca-
demic participants will remember the changes in the university education in the European area in relation to the
Bologna agreement. The main workshop attendees will be students participating in the symposium program.
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ODBORNE PRiSPEVKY

PROBLEMY GENOVE TERAPIE

Vladimir Vonka

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha, Vladimir Vonka@uhkt.cz

Uvod

Genova terapie (GT) spolu s bunécnou terapii patii
nejkontroverznéjSim oblastem soucasné mediciny.
Jeji rozvoj je dlsledkem praniku molekulové biologie
a genového inZenyrstvi do mediciny.GT se obvykle defi-
nuje jak pfenos genetického materilu, ktery ma léceb-
ny ucinek. Déje se tak proto, Ze cilovym burikam néja-
kou novou funkci pfidéva nebo ji odnima. Pfesto, Ze se
doposud nepodafilo naplnit velké nadéje spojované
s GT od pocatku 90. let minulého stoleti, malokdo
pochybuje, Ze vyrazné ovlivni v blizké budoucnosti
lékafskou praxi, zejména pak lécbu chorob, které
nejsou zvladnutelné soucasnymi prostiedky.

Ackoliv plvodnim zamérem GT byla lé¢ba mono-
gennich dédi¢nych chorob, v souc¢asné dobé prevazuje
zéjem o jeji uplatnéni pii [é¢bé nemoci ziskanych. Mezi
nimi dominuji zhoubné nadory." Piiblizné tfi ctvrtiny
dosud provedenych klinickych studii se tykaly onkolo-
gickych onemocnéni. Je proto nékolik diivodu. Za prvé,
je snadnéjsi bunku znicit nez opravit, Za druhé, ke zni-
¢eni nadorové buriky sta¢i jen kratkodoba exprese
pfeneseného genu. Za tieti, k disposici je cela fada stra-
tegii, jez jsou vhodné pro GT nadord. Za Ctvrté, risika
spojena s GT jsou vzhledem k povaze nemoci malo vyz-
namnd. Konec¢né za paté, onkologicti pacienti jsou
velmi ¢asto ochotni podstoupit experimentalni zpQ-
soby terapie.

Diive, nez se pustime do popisu hlavnich problém
GT, je tieba objasnit nékolik zakladnich termind. Gen,
ktery se pfenasi, se oznacuje jako transgen. PfenaSece
genl nazyvdme vektory. Termin transfekce oznacuje
pfenos genl pomoci plasmidi, coz jsou malé cirku-

Tabulka I: Idealni pfenaSec genil.

larni, nezavisle se replikujici genetické elementy bakte-
ridlniho plivodu. Proces pfenosu gent se oznacuje jako
transdukce a Uspésné modifikovand cilovéd burika se
oznacuje jako transdukovand.

Problémy GT mozZeme rozdélit do tii kategorii,
na technické, metodické (strategické) a etické.

Problémy etické

Pokud hovofime o technickych problémech GT,
mame zpravidla na mysli problémy vektord. Pravé
vektory maji zasadni vyznam pro ucinnost transdukce,
ale téz pro risika, kterd GT provazeji. Jsou to nedoiese-
né problémy vektor(, jez jsou v soucasnosti nejvétsi
brzdou rychlejsiho rozvoje GT. Vlastnosti idealniho vek-
toru jsou v Tabulce I.

GT dosud nedisponuje vektorem, ktery by spliioval
viechny tyto podminky Velkd ¢ast soucasného vy-
zkumu v oblasti GT usiluje proto o pfiblizeni se vytce-
nému idedlu.

Uzivané zplsoby pfenosu genl délime na fyzikal-
né-chemické a biologické. Jejich stru¢ny piehled
a zakladni vlastnosti jsou v Tabulce Il. Prvni kategorie
vyuziva linearizovanych ¢i nelinearizovanych plasmidu
bud ve formé ,nahé DNA” a nebo navédzané na kato-
nické tuky ¢i rGzné polymery. V prvém piipadé se ho-
voii o lipofekci, v druhém o polyplexi. Cilem je usnad-
nit vstup DNA do buriky. Hlavnimi vyhodami tohoto
typu vektor( je snadnost pfipravy, stabilita, nizkd toxi-
cita a nizkd imunogennost. Jejich nevyhodami
jsou nizka stabilita in vivo, nizkd ucinnost a obtize
s organovym zacilenim. K integraci do bunécného
genomu dochézi jen vzacné a exprese z extrachro-
mozélni DNA je vétSinou kratkodobd. VylepSovani
téchto vektord a jejich podavani rychle pokracuje.

1. Mél by se dét snadno pfipravit.

2. Jeho kapacita by méla byt takova, aby byl s to prenést i velké geny.

3. Musi piendset geny v transkripéné aktivnim stavu.

4. Mél by snadno a specificky pronikat do cilovych bunék.

5. Nesmi byt pro buiiky toxicky.

6. Exprese transgenu musi probihat po dobu nutnou k dosazeni zédouciho tGc¢inku.

7. Mél by byt co nejméné imunogenni.

8. Nesmi ohrozit pfijemce ani jeho kontakty.




Ve vétsiné klinickych studii byly k pfenosu gent
pouZzity viry, které spole¢né s genové modifikovanymi
bakteriemi tvofi soubor biologickych vektor. Viry maji
pfed nevirovymi vektory nékolik vyhod. Jejich povr-
chové struktury je prfedurcuji k interakci s receptory
na buné¢ném povrchu a vneseni genetického materia-
lu do buriky. Krom toho je virovy genom vybaven regu-
la¢nimi elementy, které burika snadno rozpozna.
Z obou téchto divoda jsou virové vektory transdukéné
velmi acinné. Velmi vyznamna je skutec¢nost, Ze né-
které viry umoziiuji integraci transgenu do buné¢ného
genomu, coz umoznuje jeho dlouhodobou expresi.
Virové vektory maji ale i nékolik nevyhod. Jejich kon-
strukce je proces velmi naro¢ny, moiny pouze
ve vyspélé virologické laboratofi. Za druhé, malé roz-
méry virQ silné omezuji velikost genetického materialu,
ktery jsou s to pienést- Za tieti, vétSina vird je silné
imunogenni, coZ brani opakovanému uZiti tychz vek-
tord. Konec¢né za ctvrté, jejich podéni je spojeno
s biologickymi risiky. Ta sice snizuje skute¢nost, ze viry
jsou pro pienos genl geneticky upraveny tak, aby sice
mohly vstoupit do buriky, ale aby se v nich nemohly
mnoZzit (az na vyjimecné situace, kdy je naopak replika-
ce viru nutnd pro docileni Zadouciho G¢inku, tak je pfi
tom v pfipadé onkolyrtickych virG a rekombinantnich
virovych vakcin, viz nize). V soucasné dobé jsou nejuzi-
vanéjsi pro transfer genll vektory na basi retrovir(, ade-
novird a adeno-asociovanych vird (AAV) Ve vyvoji jsou
umélé virové vektory, jejichz pfiprava a vyuziti spada
mezi nanotechnologie. Vzrlstajici pozornost se vénuje
bakterialnim vektorlim. Jde o bakterie, které jsou gene-
ticky manipulované tak, aby ztratily patogenni vlast-
nosti, ale nikoli schopnost pronikat do buriky. Proces
pfenosu genu prostiednictvim bakterii se nékdy ozna-
Cuje jako baktofekce. Velkymi vyhodami bakterialnich
vektord je jejich velikost umoziiujici zaclenéni znac-
ného mnoistvi cizorodého genetického materialu
a nizké naklady spojené s jejich piipravou.

BéZné uzivané metody pienosu jsou v Tabulce II.

Tabulka II: NejuZivanéjSi metody pienosu gendi.

Problémy metodické (strategické)

GT dnes vladne velkym poctem pfistup(, které umo-
ziuji zasdhnout do bunééného genomu. Pestrost stra-
tegii, jez jsou nyni uzivany, budeme demonstrovat na
GT zhoubnych nédord. Mdzeme je rozdélit do nékolika
skupin. Jsou shrnuty v Tabulce I11. Prvni skupinu tvofi ty,
které se zaméfuji pfimo na nadorovou bunku. Velka
¢ast jich vychazi z poznatku, Ze pficinou vzniku malig-
niho fenotypu je aktivace gent, které podporuji rist
buriky (tzv. onkogeny), anebo inaktivace gend, které jej
brzdi (tzv antionkogeny ¢i geny, které potlacuji rdst
nadord, tzv. tumour suppressor genes). Pii zasahu jde
bud o inaktivaci onkogen( a nebo o vpraveni plné fun-
kénich onkogend. Mimoradné velky zdjem se vé-nuje
zavadéni gend, jejichz produkty maji imunostimulacni
Gc¢in a podporuji vznik reakci proti vétSinou slabym
nadorovym antigendim. Tato strategie se stala zakla-
dem vyvoje tzv protinddorovych terapeutickych vakcin
(viz dale). Druhou skupinu tvofi strategie, které se
zaméfuji na nenddorovou bunku. Jak pfiklad muze
slouzit zavedeni genu do bunék kostni diené, ktery
zvySuje jejich odolnost vici chemoterapii. Jeji toxicita
je totiz casto limitujicim faktorem pfi Iécbé zhoubnych
nadord. Dalsi skupinu postup(ll pfedstavuji zésahy proti
neoangiogenese, bez niz neni mozny rdst nadorl ani
metastazovani. Ctvrtou skupinu tvofi tzv. onkolytické
viry, coz jsou viry, které se dobfe mnozi v nadorovych
ale nikoli v nenddorovych burikach. Nékteré viry se tak
chovaji pro své pfirozené vlastnosti, dalsi je mozné
pfipravit genovou manipulaci jinych vird. Konecné
posledni skupinu strategii tvofi tak zvané genetické
vakciny ur¢ené k terapii nadorl. Ve vyvoji je nékolik
typad takovych vakcin. Mezi né fadime DNA vakciny,
rekombinantni virové anebo proteinové vakciny
a bunécné vakciny pfipravené vneseném gend pro
imunostimulacni faktory. Jsou to pravé protinadorové
vakciny, které maji nejvétsi nadéji, ze se jako vystup GT
uplatni v dohledné dobé ve velkém méfitku v Iékaiské
praxi.

Zplsoby pienosu Priklady Uéinnost Integrace transgenu
Fysikalné chemické kalcium-fosfétova precipitace stfedné vysoka maélo casta

mikroinjekce vysokd maélo ¢asta

lipofekce vysoka malo casta

polyplexe vysokd maélo ¢asta
Biologické retroviry vysoka Castd

adenoviry vysoka nenastéva

AAV vysokd astd

Herpesviry vysokd nenastava

L. monocytogenes vysokd nenastéva
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Tabulka IlI: Strategie genové terapie nadori.

Strategie

Priklad

1. Genovéd modifikace nadorovych bunék

vneseni plné funkénich antionkogent
inaktivace aktivovanych onkogenti

vneseni gend pro imunostimula¢ni faktory

2. Genovéd modifikace nenddorovych bunék

vneseni gend zajistujicich zvyseni resistence k chemoterapii

3. Antiangiogenese

vneseni gend pro faktory, které tlumi novotvorbu cév v nadoru

4. Onkolytické viry

vyfazeni genll adenovird, jez umoznuji jejich replikaci
v nenadorovych burikach

5. Genetické vakciny

DNA vakciny
rekombinantni vakciny (virové, proteinové)

geneticky manipulované nadorové buriky

Problémy etické

Vedle problém s vektory, predstavuji etické problé-
my nejvétsi brzdu rozvoje GT. Oba typy nesnézi jsou
ostatné tésné propojené. Vlyznak etickych probléma GT
umocriuji nestastné udalosti, k nimz doslo v uplynulém
desitileti. Kdyz pfed nékolika lety skupina francouz-
skych védcd referovala o Gspésném vyléceni skupiny
déti, které trpély tézkou vrozenou imunodeficienci,
pomoci retrovirového vektoru nesouciho zdravy gen,
vzedmula se vina nadSeni. Bohuzel, ¢tyfi déti onemoc-
nély v nasledujicich letech leukemii a provedené analy-
zy jednoznacné potvrdily, Ze patogeneticky proces byl

Tabulka IV: Zasady pro klinické studie v oblasti genové terapie.

vyvolan integraci transgenu na urcitém misté bunééné-
ho genomu.? V jiné klinické studii doslo k umrti pacien-
ta, ktery dostal pfilis velkou davku adenovirového vek-
toru, kterd vyvolala toxicky Sok.> Existuje téz teoreticka
moznost, Ze by se virovy vektor nebo uzity onkolyticky
virus mohl rekombinovat s divokym virem pfitomnym
v organismu. Vlastnosti takové rekombinanty nelze
pfedpovédét.

Nestastné udalosti, k nimZ doslo v nedavné minulos-
ti, vedly k tomu, Ze se zpfisnily podminky pro GT.
Klinické studie by se mély fidit zdsadami shrnutymi
v Tabulce IV.

1. Preparat musi byt pfipraven podle Sprdvné vyrobni praxe.

2. Kazdy pacient zafazeny do studie musi byt fddné poucen o vSech moznych piinosech a risicich lécby.

preparatd.

3. Kazda studie se musi fidit pravidly Sprdvné klinické praxe a pfisludna vyzkumna skupina musi mit zkusenosti s provéfovanim novych

4. Pfedem schvéleny protokol musi byt pfisné dodrzovén.

5. Kazda nezadouci reakce musi byt okamzité hlaena a podrobné analyzovana.

6. Nad priibéhem studie musi byt staly dohled dozorciho orgénu.

7. Mimofadné pozornost musi byt vénovana hodnoceni vysledku. Kazdéa studie musi byt dvojité slepa.

8. Risika lé¢by musi byt zvlasté zvazovana tam, kde existuje alternativni G¢inna terapie.
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Zavér nickych studii do laboratofe, abychom porozuméli

GT se v soutasné dobé& potyka s celym spektrem necekanym udalostem, a naudili se, jak jim zabranit.
problémd, Jejich existence viak neznamena, 7e by  Jen tak bude moiné postupné zaplnit mezery v nasich
mélo polevit usili o jeji uplatnéni. Velkym pfislibem GT ~ védomostech a oteviit cestu rozsahlému vyuziti GT
zGstavd, Ze poskytne prostiedky pro ucinnou lécbu v lékafské praxi.
nemoci, kterou nejsou s to zajistit konven¢ni terapeu-
tické postupy. Zda se viak byt jistym, e cesta od labo- Vyzkumnd prdce autora je podporovdna grantem

ratorniho stolu k Itizku pacienta nebude jednosméra.  /GA Ministerstva zdravotnictvi CR ¢ NS 10 634-3/2009
V piistich letech se budeme opakované vracet od kli-
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2. Cavazzana-Calvo M, Fischer A: J. Clin. Invest. 117, Metab. 80, 148 (2003).
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Souhrn

Vonka V.: Problémy genové terapie

Genova terapie je jednim z nejvyznamnéjsich dasledkd vstupu molekulové biologie do mediciny. Jeji uplatnéni se v3ak potyka s mnoha
problémy. MdZeme je rozdélit na technické, metodické a etické. Hlavni piekazkou rychlého rozvoje je nedokonalost sou¢asné uzivanych
rovych genetickych vakcin.

Klicova slova: genova terapie

Summary

Vonka V.: Questions joint with gene therapy

Gene therapy is one of the most important consequences of the penetration of molecular biology into medicine. However, its introduc-
tion is associated with considerable difficulties. They include thechnical, strategic and ethical problems. The main obstacle preventing
a more rapid development is the insufficiency of the presently used vectors. In the present time gene therapy is mostly being used in
onkology. Its most hopeful component is the development of therapeutic anti-cancer genetic vaccines.

Keywords:gene therapy

GENETICKY MODIFIKOVANA HOSPODARSKA ZViRATA

Jaroslav Petr
Wzkumny ustav Zivocisné vyroby v.v.i, Praha-Uhfinéves, petr@vuzv.cz

Geneticky modifikovani (GM) obratlovci byli dlouho novy konstrukt vznikly spojenim genu pro ristovy

vyuzivani jako modelové organismy pro zakladni hormon lososa cavy¢i (Oncorhynchus tshawytscha)
vyzkum. Teprve relativné nedavno zacali byt vyuzivani s regula¢nimi sekvencemi genu AFP pochézejicimi
pro produkci lidskych farmakologicky vyznamnych z genomu moiské ryby slimule druhu Zoarces america-
proteind. Dnes je na trhu v Evropské unii véetné Ceské nus. Podle genu AFP se tvofi tzv. protimrazovy protein,
republiky napfiklad k dispozici lidsky anti-trombin kterym se nékteré ryby véetné slimuli chrani pied
distribuovany pod komerénim oznacenim Atryn, ktery poskozeni bunék, tkani a organd nizkymi teplotami.
je produkovén geneticky modifikovanymi kozami. Protein AFP dosahuje v séru slimule koncentrace
K expresi lidského antitrombinu dochézi v mlé¢né zlaze 25 mg/ml a jeho regula¢ni sekvence jsou tedy zarukou
a protein je vylu¢ovan v mléce zvifat. spolehlivé produkce rlstového hormonu u geneticky
V soucasné dobé se projevuje ve vyuziti geneticky modifikovaného lososa'.

modifikovanych obratlovcll zcela novy trend, kdy jsou Vysledkem vneseni genového konstruktu do genomu
prvni geneticky modifikovana zvifata schvalovéna lososa obecného je linie AquAdvantage se silné zvyse-
pro produkci potravin. Genetické modifikace Zivocichd nym rlstovym potencidlem. Ryby jsou za stejnou dobu
se tak dockavaji podobného praktického uZziti, jako je vykrmu o dvé tietiny delSi a 2krat az 4krat t€ZSi nez
tomu uz vice nez dvé desetileti u geneticky modifikova- nemodifikované ryby chované ve srovnatelnych podmin-
nych rostlin. kach. Rlstova schopnost se dédi stabilné po fadu gene-
raci a je povazovéna za trvalou. Ve srovnani s liniemi lo-

Geneticky modifikovany losos AquAdvantage sosU, u kterych bylo dosazeno exprese genu pro rlistovy
Geneticky modifikovany losos obecny (Salmo salar) hormon pomoci metalothioneinové regula¢ni sekvence,
linie AquAdvantage byl ziskan americkou firmou je ale koncentrace riistového hormonu v organismu dra-

AquaBounty Technologies. Nejprve byl vytvofen ge- maticky mensi, i kdyz rGstovy potencidl je naopak vy3si'.
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S vyjimkou velikosti téla a rychlosti rlistu nejsou
na geneticky modifikovaném lososovi AquAdvantage
patrné zadné odlisnosti od divokého lososa obecného
co do anatomie, histologie nebo biochemickych para-
metrl. Vyskyt patologickych zmén byl co do spektra
i Cetnosti v zdsadé shodny u geneticky modifikovaného
a divokého lososa?.

Pokud jde o fyziologické parametry lososa
AquAdvangae, je u néj patrny vy3si metabolismus.
Je posilena mobilizace a rozklad lipidd v téle. Je zvy3en
podil energie, ktery je vyuzit k rdstu. Posilena je syn-
téza proteind pro budovani tkani a zvysen je i pfijem
mineralnich latek, coz souvisi se zvySenymi naroky
na rast kosti. Celkové je u lososa AquAdvantage
vyssi konverze krmiva. Intenzivni latkova vyména ma
za nasledek, Ze ryby jsou naro¢néjSi na mnozZstvi
i kvalitu krmiva a maji 1,7krat zvySenou klidovou spo-
tiebu kysliku. Pfi namaze spotieba kysliku geneticky
modifikovanych losost stoupa 1,6krat rychleji nez
u divokych lososti obecnych. U divokych losost zacind
byt limitovan pfisun kysliku do organismu, pokud kon-
centrace kysliku ve vodé poklesne pod 4 mg/litr.
U lososa AquAdvantage dochazi k omezeni saturace
organismu kyslikem uZ pfi koncentracich 6 mg O,

na litr vody. ZvySené koncentrace rdistového hormonu
v organismu lososa AquAdvantage mohou zvysit vylu-
¢ovéni sodnych iontl zébrami, coz je vyhodné pro rybu
béhem Zivota v moiské vodé. Celkové je ale fitness
geneticky modifikovaného lososa hodnoceno jako nizsi
nez u divokého lososa obecného. Mimo kontrolované
podminky akvakultury geneticky modifikované ryby
nejsou s to vyuzit sv{j rdstovy a metabolicky potencial
a jejich Zivotaschopnost za takovych podminek
vyznamné klesaz.

Genetickd modifikace vyvolala zmény i v etologii
lososa AquAdvantage. Nezménila se sice rychlost
pohybu (geneticky modifikované mohou mit snizenou
i nékolikanasobné zvySenou rychlost pohybu ve srov-
nani s nemodifikovanymi pfislusniky vlastniho druhu)
ale lososi AquAdvantage travi pohybem dvakrét vice
¢asu. Je to dano vysokym pfiijmem potravy a potifebou
jejiho shanéni. Lososi AquAdvantage omezuji méné
pohyb a shénéni potravy dokonce i v pfitomnosti rybich
predatord?.

Dalsi GM hospoddi'skd zvifata

Kromé GM lososa americkd FDA a obdobné ufady
v Kanadé posuzuji Zadosti o schvaleni dalSich gene-
ticky modifikovanych hospodaiskych zvifat a z nich zis-
kanych Zzivocisnych produktt. V téchto piipadech neni
jesté proces tak daleko jako u lososa AquAdvantage,
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a tak je obtizné predjimat jeho vysledek. Mnohé vsak
vidi biotechnologicti experti jako nadéjné.

Pomérné daleko postoupilo ve schvalovacim procesu
v Kanadé i USA geneticky modifikované prase Enviropig
ziskané na kanadské University of Guelph?. Toto prase
ma diky pfenosu genu pro bakterialni fytazu vyrazné
zvySené vyuZiti fosforu védzaného v rostlinné potravé
ve formé fytatu. Bakteridlni fytaza je produkovéna
ve slinnych Zlazach prasete a enzym se dostéva
do potravy uz v Ustni dutiné. Fytat tvofi az 75 % fosfo-
ru rostlinnych krmiv a pokud odchazi z organismu
nevyuzity s vykaly, mlze v Zivotnim prostiedi vyznamné
piispivat k eutrofizaci povrchovych vod (napf. pfemno-
Zeni sinic v rybnicich a jezerech). U prasete Enviropig je
fytat straven az ze dvou tfetin. Zdravim, ristem, kvali-
tou masa a dalSimi parametry se prase Enviropig nelisi
od konvencnich prasat. Chov prasat Enviropig by byl
obecné 3etrné;jsi k zivotnimu prostiedi.

Byly ziskany i dalsi GM ryby s urychlenym rdstem
a vyssi konverzi krmiva. Tym vedeny Terrencem
Bradleyem z University of Rhode Island blokoval
u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) gen pro
myostatin. Doséhl tak u této ryb stejného efektu, jaky
ma pfirozena mutace genu pro myostatin u skotu ple-
mene belgické modré. Myostatin blokuje nadmérny
rist svaloviny a pfi mutaci nebo cileném bloku meto-
dami genového inZenyrstvi je rdst svaloviny vyrazné
posilen.

Na Harvard Medical School bylo ziskéno prase,
které ma prenesen gen fat-1 z genomu hlistice
Caenorhabditis elegans. Enzym kodovany genem fat-1
zajistuje konverzi omega-6 polynenasycenych mast-
nenasycené mastné kyseliny, kterym je pfipisovana
celd fada pozitivnich efektd na zdravi lidi*. Stejného
efektu se podafilo doséhnout pfenosem genu fat-1
do dédi¢né informace kura domdaciho®. V soucasnosti
je hlavnim zdrojem ,,omega-3" maso ryb. V budoucnu
by mohlo tyto dieteticky vysoce cenéné mastné kyse-
liny obsahovat i vepiové a driibezi maso nebo vejce.

Pocetna skupina GM hospodaiskych zvifat je odolna
vlci infekénim chorobam. Byly ziskany kozy rezistentni
k viru maedi visna, linie kura odolné k virové leukdze,
linie skotu rezistentni k nékterym streptokokovym
zanétlm mlécné zlazy. Existuje hned nékolik linii skotu,
které jsou po rGznych typech genetickych modifikaci
rezistentni k bovinni spongiformni encefalopatii (BSE)®
7. Stejné tak jsou k dispozici GM linie ovci rezistentnich
ke skrapii. Pracuje se i na dalSich typech rezistence,
napiiklad na liniich kura rezistentnich k chiipkovému
viru A(H5NT1) vyvolavajicimu tzv. ptaci chiipkus.

4. Lai L, Kang JX, et al: Nat. Biotechnol. 24, 435 (2006).

5. Kang JX: J. Membrane Biol. 206, 165 (2005).

6. Oransky I|: The Scientist 19, 41 (2005).

7. Welsh J: Tasty transgenics.
http://www.the-scientist.com/blog/display/57577/

8. Lyall J, Irvine RM, et al: Science 331, 223 (2011).



Souhrn
Petr J.: Geneticky modifikovana hospodaiska zviiata

Geneticky modifikovani Zivocichové byli dlouho vyuzZivani jen jako modelové organismy. Pozdéji se uplatnili jako “Zivé bioreaktory”
pii produkci lékd. Dnes se zadinaji pomalu prosazovat pro produkci potravin. Jejich chov mize snizit dopady zemédélstvi na Zivotni
prostiedi. Zarover se oteviraji moznosti pro produkci zdravéjsich potravin Zivocisného plvodu.

Summary
Petr J.: Genetically modified farm animals

Genetically modified animals were primarily used as model organisms for basic research. Much later the genetically modified animals
were used for the production of human pharmaceutical proteins. Recently the genetically modified animals are going to be used for
food production. Keeping these animals could be friendlier to the environment. Much healthier food could be produced using the gene-

tically modified livestock.

GENETICKE MODIFIKACE HMYZU

FrantiSek Sehnal

Biologické centrum AV CR, v.v.i,, Ceské Budéjovice, Sehnal@bc.cas.cz

Hmyz je druhové i poctem jedincl nejpocetnéjsi
skupinou eukaryotnich organizm0, ktera méa vyznam-
nou ulohu ve vétsiné suchozemskych a sladkovodnich
ekosystému. Neékteré druhy ovliviiuji bezprostiedné
lidskou spole¢nost: napf. skiidci zemédélskych plodin
¢i lesnich dievin a pfenaseci chorob, nebo opylovaci,
na kterych zavisi produkce mnoha druhl ovoce
a zeleniny. Hmyz je zkouman z praktickych hledisek
nékolik stoleti, v poslednich desetiletich vsak previada
vyuZiti hmyzu jako modeld pro vyzkumy objasniujici
mechanismy dédi¢nosti a vyvoje. Piedevsim tento
typ vyzkumu stimuloval vyvoj metod genetickych
modifikaci hmyzu. Metody vyvinuté pro musku octo-
milku Drosophila melanogaster umoziiuji manipulace
ge-nomu, které jsou napi. u savci bud nemoziné,
nebo velmi nékladné. Tento pfispévek stru¢né po-
pisuje zékladni metody genetickych manipulaci hmyzu
s odkazy na nékteré prioritni prace. Podrobnéjsi popis
starSich a dnes jiz standardnich genetickych mo-
difikaci hmyzu je mozno najit v knize editované
Handlerem a Jamesem (2000). Neuvadim citace pra-
covnikli Entomologického ustavu Biologického centra
AV CR (BCAV), ktefi patfi mezi prikopniky zava-
déni modernich GM metod u modelovych druhd
hmyzu. lJejich publikace je mozino najit na
http://www.entu.cas.cz/cs/publikace/.

Pod pojmem genetické modifikace obvykle rozu-
mime vneseni ciziho genu do genomu zkoumaného
druhu. U rlznych organizm se k tomuto ucelu pouzi-
vaji rizné postupy, u drozofily je klasickou metodou
pouziti transpozonl nazvanych P-elementy (tento
nazev z dob klasické genetiky akcentoval paternalni
vliv na fenotyp, tzv. hybridni dysgenezi, kterou nebylo
mozno objasnit Mendelovymi zakony). P-elementy
koduji svou vlastni transponazu, ktera je za normalnich
okolnosti exprimovéna ve funk¢ni formé jen v burikéch
zérode¢né linie. Pokud je aktivni, mdze v genomu
premistit useky DNA ohrani¢ené terminalnimi inverzni-
mi repeticemi (TIR) z 31 nukleotidG. Princip vyuziti
P-elementl spociva v oddéleni genu pro transponazu
od transgenu, ktery chceme do genomu drozofily
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vnést'2. Gen kodujici aktivni transpondzu, avsak
bez koncové TIR, kterd by umoznila jeho transpozici
do genomu, je zaklonovan do ,pomocného” plasmidu
a ,transgen”, ktery ma TIR konce, do druhého plas-
midu (obr. 2). ,Transgen” je vétSinou konstruktem,
ktery vedle genu, jenz je predmétem zajmu, obsahuje
pod vhodnym promotorem i ,marker gen“. Oba plas-
midy se injikuji do koncové ¢asti ¢asného zarodku,
to je do ooplasmy, kde jsou maternalni determinanty
urcujici vznik bunék zarode¢né linie. V této fazi ryho-
vani se u hmyzu nevytvéreji typické blastomery (oddé-
lené buriky), ale délici se buné¢na jadra (tzv. ergidy)
vytvareji v kortikalni cytoplasmé nebunéény blasto-
derm. Exprese transpondzy z injikovaného plasmidu
umozZni vneseni transgenu do jader budoucich bu-
nék zérodecné linie a tim zajisti jeho pfitomnost
v gametach, které se budou z bunék zarodec¢né linie
vytvafet. Dnes je popsand procedura zjednodusena,
protoZe se pouZzivaji linie drozofily, které maji gen pro
transponazu trvale zabudovan do genomu. Uspéch
celého procesu se snadno pozna podle exprese mar-
keru v potomstvu vzniklém z gamet nesoucich trans-
gen. Jako marker se casto pouzivd gen z meduzy
Aequorea victoria, ktery kdduje ,green fluorescent
protein” (GFP)3. GFP se snadno detekuje podle zelené
fluorescence po ozaieni modrym svétlem, neni jedo-
vaty a intenzita zafeni nékdy umozriuje rozliseni homo-
zygotl od heterozygotl. Gen pro GFP se ¢asto kombi-
nuje s promotorem, ktery zajistuje specifickou expresi
v ocich. Transgenni mouchy se snadno poznaji podle
zelené fluorescence oci (obr. 2) Nékteré jiné markery je
mozno pouZit jako reguldtory urcité funkce. Napfi. ner-
vové bunky exprimujici channelrhodopsin oteviraji
kanaly vyvolavajici nervovy vzruch na svételny podnét.

Piikladem vyuziti P-element( v zdkladnim vyzkumu
je studium telomér, kterym se v BCAV zabyva Radmila
Frydrychové-Capkové. Teloméry jsou specifické useky
DNA na konci chromozomd. Ve srovnani s vétSinou
eukaryotnich organismd, jsou telomery drozofily neob-
vyklé. Jsou to 70 — 150 kpb dlouhé Useky DNA (ozna-
Cované jako Useky HTT), tvoifené tfemi opakujicimi se



telomerickymi retrotransposony HeT-A, TART a TAHRE.
Nasledkem nekompletni replikace konct linedrni DNA
(tzv. ,end replication problem”) dochazi pfi déleni
bunék k postupnému zkracovani koncl telomer.
Kompenzace této ztraty je u drozofily zprostfedkovana
pfedevsim transpozici novych telomerickych elementd
k chromosomalnim konctim. Transponuiji se transkripty
telomerickych elementt zacilené na telomericky konec
a pomoci reverzni transkriptazy konvertované do DNA.
Kompenzaéni mechanismus je tedy dén hladinou tran-
skripce telomerickych elementl a pfistupnosti konct
telomer k témto transkriptim. Trankripce telomeric-
kych elementd je ovliviiovdna fadou faktord, jejichz
funkce se zkouma pomoci P-elementt, které slouzi
ke vnaseni unikatnich reportérovych gend do oblasti
HTT. Reportérové geny jsou pak neocenitelnym nastro-
jem pro vyhodnocovani transkripéni aktivity v daném
misté telomery ¢i studiu telomerického chromatinu.

V nékterych druzich hmyzu se nasly jiné transpozony,
nez jsou P-elementy. Pro genetické modifikace hmyzu
se vyuziva napfi. piggyBac, ktery byl prvné nalezen
u mary Trichoplusia ni* a Hermes pochazejici z mouchy
domaci®. Snahou mnoha badatel( je vytvofeni transpo-
zonl poutzitelnych univerzdlné na vsechny druhy
hmyzu®. Transpozon piggyBac byl tispésné pouizit pro
genetickou transformaci mnoha druhd hmyzu, vedle
drozofily a jinych much také u komard, broukd, motyld
nebo cvrekd. Laboratoi M. Jindry na BCAV jiz v roce
2001 jako treti na svété pomoci transpozonu piggyBac
transformovala bource morusového, a jako prvni
zavedla moznost uméle aktivovat expresi vneseného
genu pomoci tepelného Soku (metoda, ktera se
u drozofily hojné pouziva k nacasovani exprese trans-
genu v libovolném vyvojovém stadiu dle potieby).

Byla vyvinuta metoda umozZriujici nasmérovat ex-
presi transgenu do urcitych bunék a tkani a tim se pfi-
blizit i objasnéni jeho funkce’. Jednou komponentou
tohoto systému je gen GAL4, ktery koduje kvasinkovy
aktivator transkripce Gal4. Druhou komponentou je
kratkd promotorickd ,Upstream Activation Sequence”
(UAS), na kterou se Gal4 vaze. Byly vytvoreny tisice linii
drozofily, které obsahuji transgene GAL4 pod kontrolou
promotoru urc¢itého genu (,driver gen”). Gal4 je pak
produkovan jen v burikach, ve kterych je aktivni pfislus-
ny promotor. Jeho pfitomnost nema zadny vliv na Zzi-
votnost a funkci pfislusnych bunék. Druhou slozkou
systému jsou linie drozofil, které obsahuji UAS
(CGG-N,,—CCG) v promotoru genu, jehoZ funkci zkou-

mame. Tento gen je exprimovdn pouze u potomstva
kiizeni s nékterou GAL4 linii, protoZe exprese vyzaduje
navazani Gal4 na UAS. Pod kontrolou aktivdtoru UAS
maze byt bud exprese funkéni mRNA nebo RNAI vla-
senka (viz nize); v prvnim pfipadé se syntetizuje funk¢-
ni protein, ve druhém pfipadé je jeho tvorba blokova-
na i z endogennich alel pfisluiného genu. Systém
GAL4-UAS systém je vyuzivan i u nékterych obratlovcd.
U drozofily byly vypracovany slozZitéjsi modifikace této
techniky. Je napi. moiné pouzit linie, z nichz kazda
exprimuje jen neucinnou polovinu proteinu Gal4.
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U hybrid(i téchto linii se v nékterych burikich mohou
exprimovat obé poloviny Gal4 a spontanné vytvofeny
cely protein se vaze na UAS a spusti transkripci. Touto
technikou mizeme zjistit, ve kterych burikach se oba
«driver” geny exprimuji soucasné.

Jiné techniky umozriuji eliminovat expresi uréitého
genu (knockout) a ze vzniklych defektd usuzovat
na jeho funkci. Gen muze byt zcela vyfazen pomoci
homologické rekombinace v linii, do které byla vne-
sena jeho nefunk¢ni alela v kazeté, kterd je vystfizena
enzymem flipdzou®. Vystiizeny segment rekombinuje
s homologickou alelou a trvale ji poskodi, ¢imz zabrani
produkci funkéniho proteinu. Obdobnou techniku Ize
vyuzit k cilenému vneseni urcitého genu néahradou
za odstranény gen®. Zcela jind je nedostate¢né proveé-
fend metoda zaloZzenad na poutziti bakuloviru, ktery je
hmyzim patogenem a ma schopnost integrace do urci-
tych oblasti hmyziho genomu'™. DalSim zplsobem
cilené mutageneze je p fiprava umélych chimerickych
enzymi - nukledz se zinkovymi prsty, coz jsou fuzni
proteiny obsahujici nespecifickou nukleazu spojenou
s DNA vazebnou doménou specificky pfipravenou pro
sekvenci DNA, kterd nés zajimd. Nukleaza ,rozpozna”
kratké sekvence nukleotidi, mezi kterymi zplsobi
zlomy. Nasledujici repara¢ni mechanismy je mozno
vyuzit k editaci DNA, napi. nahrazeni defektniho genu
funkénim genem. Metoda byla rozpracovana zejména
pro savce s perspektivou jejiho vyuziti pro genové tera-
pie''. M. Zurovec z BCAV ve spolupréci s japonskymi
kolegy uspésné piizplsobil tuto technologii pro gene-
tické modifikace bource morusového.

Nejrozsitenéjsi metodou inhibujici funkci gent je
dnes RNA interference (RNAI), za jejiz vyvoj u hlistice
Caenorhabditis elegans ziskali v roce 2006 A.Z. Fire
a C.C. Mello Nobelovu cenu. Principem je poutziti dvou-
vldknové RNA (dsRNA), kterd je v bunce enzymem
Dicer rozStépena na kratké useky (siRNA), z nichz
nékteré se vazou na komplementérni useky pfislusné
mRNA a vyvolaji jeji degradaci. Gen je tedy transkribo-
van, avsak mRNA je bud zcela, nebo z¢ésti degrado-
vana aniz dojde k translaci. RNAi proto ve skutecnosti
neni genetickou modifikaci, nebot na rozdil od muta-
geneze nebo transgeneze neméni genetickou infor-
maci na urovni DNA a nevndsi tudiz do ni dédi¢né
zmény. RNAi tak pfindsi vitanou moznost studovat
funkci genl v pribéhu jedné generace, bez nutnosti
zdlouhavé a pracné mutovat kazdy z nich. Staci k tomu
spInéni dvou podminek: (1) znat sekvenci DNA studo-
vaného genu, a (2) zajistit vneseni dsRNA do bunék
hmyzu.

Pro ucely RNAi existuje u hmyzu nékolik metod.
Nejjednodussi je injikace dsRNA, pfedtim uméle
pfipravené ve zkumavce, pfimo do téla hmyzu (nékdy
je mozné dodat dsRNA s potravou). Tento postup fun-
guje u hmyzich druh(, kde se dsRNA sama vstiebava
do bunék a vyvolava ucinek RNAI, ktery se $ifi do okol-
nich tkani (tzv. systemicka RNAi). Dlsledky potlacené
funkce daného genu tudiz mizeme pozorovat v celém
organismu nékolik dni po injikaci dsRNA. Takovym dru-



hem je napi. brouk potemnik hnédy, Tribolium casta-
neum (obr. 3), ktery se diky této vlastnosti stal
v poslednich letech nejvyznamnéjsim modelovym
druhem hmyzu hned po drozofile. Model Tribolium byl
v CR poprvé zaveden laboratofi M. Jindry na BCAV
a metoda RNAi u néj pfinesla zédsadni poznatky
o hormonalni regulaci promény hmyzu. Na rozdil
od potemnika drozofila vlastnost systemické RNAi
postrada. V jejim pfipadé je proto nutno dsRNA produ-
kovat pfimo v burikach, coz lIze docilit pfipravou trans-
gennich musek, které exprimuji dsRNA z vlozeného
transpozonu. Expresi pfitom mizZeme omezit na urci-
tou tkan nebo buriky pomoci systému Gal4-UAS,
popsaného shora. Dnes jsou dostupné kmeny drozofil,
u nichz Ize individualné umlcet vétsinu ze 13 tisic gend.

Nékteré druhy hmyzu, napf. motyli, jsou vSak vici
RNAi extrémné necitlivé (divody téchto rozdild dosud
nezndme). V piipadé bource morusového se tento pro-
blém podaiilo obejit pomoci infekce RNA-virem
Sindbis', pdvodné vyvinutého pro genetickou mo-
difikaci komard. M. Uhlifovd z laboratofe M. Jindry
na BCAV u bource systém Sindbis zavedla a poprvé jej
vyuzila jako nastroj pro RNAi genu fidictho pifeménu
larev bource v kukly.

Velka 3$kala dostupnych metodik, znalost celého
genomu fady hmyzich druhi a udrzovani bank mnoha
genetickych linii umoznuje stale hlubsi vyuziti hmyzu
pro studium vyvojovych a fyziologickych mechanismd.
Vyznamnou oblasti rozvijenou v BCAS je vyzkum
cirkadidlnich (I. Sauman) a sezonnich (V. Kostal
a D. Dolezel) rytmd. Hmyzi organismus vykazuje celou
fadu adaptaci, které zajistuji pfeZiti nepfiznivych
obdobi jako je zima nebo sucho. Vétsina druht hmyzu
vstupuje do diapauzy, kdy je zastaven vyvoj, sniZena
rychlost metabolismu a zvySena odolnost vici streso-
rim z prostiedi. Vstup do diapauzy je vétsinou zajistén
v predstihu, pfed pfichodem nepfiznivého obdobi,
pomoci vnimani sezénnich zmén pomérné délky dne
a noci (fotoperiody). Fotoperiodicky signal je zpracova-
van tzv. sezénnim kalendéiem, hypotetickou struk-
turou mozku, kterd je patrné funkéné propojena
s cirkadidannimi biologickymi hodinami. V BCAS se
zkouma funkéni zapojeni zndmych hodinovych gend,
jako jsou timeless, period aj. pfi vnimani fotoperiody
a indukci diapauzy u modelovych druhi s jasné vyja-
difenou diapauzou: musky Chymomyza costata
a plostice ruménice bezkiidlé. Exprese hodinovych
genl se zjistuje pomoci qRT-PCR a jinych technik
(obr. 4) a ovliviiuje pomoci RNAi. Byly vytvofeny
mutantni a transgenni linie s narusenou diapauzou
pro studium mechanismu vnimani a zpracovani foto-
periodickych a cirkadiannich signald.

U drozofily ¢i jinych modelovych druh@ bezobratlych
Ize také s vyhodou zkoumat pfi¢iny mnoha lidskych
chorob. U drozofily byla napi. objevena fada proto-
onkogend, jejichz mutace vyvolavaji nddorové bujeni,
a také supresorovych gen(, které maji opacny ucinek.
U hmyzu Ize vyvolat neurodegenerace podobné napf.
Huntingtonové chorobé expanzi kodénu CAG
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v nékterych genech. Tento mechanismus je u ¢lovéka
i u drozofily stejny — bezprostfedni pficinou nemoci
jsou dlouhé repetice glutamétu v pfislusnych bilkovi-
nach. Podobné je tomu v pfipadé zévainé poruchy
imunity (SCID, severe combined immunodeficiency),
kteréa je v nékterych piipadech zptisobena poruchou
metabolismu adeninu. Vyzkum udlohy enzymu adeno-
sindeaminazy, kterym se metodami molekularni gene-
tiky zabyva v BCAV skupina M. Zurovce, odhalil mnohé
ucinky extracelularniho adeninu, které pomaéhaji
pochopit nékteré zdravotni potize clovéka. Poruchy
metabolismu adenosinu se napi. u krevnich bunék
hmyzu projevuji zvySenou mortalitou a snizenym rls-
tem (obr. 5).

Vlyznamnou oblasti, ve které se vyuzivaji genetické
modifikace, je regulace Skodlivych druhG hmyzu. Bylo
vyvinuto nékolik velmi rliznych postupd, z nichz jsou
zde uvedeny dva piiklady. Prvnim je mozny zpGsob
boje s malarii, kterou zplsobuji prvoci rodu
Plasmodium (zimi¢ky) pfenaseni komary rodu
Anopheles. Prvoci se nepohlavné rozmnozZuji v jatrech
a v Cervenych krvinkach, jejichz rozpad ve 3 - 4 den-
nich intervalech zplsobuje periodické horecky. Cerve-
né krvinky jsou téZz mistem vzniku gametocytd, které
se sanim krve dostanou do stfeva komara. Tam dojde
ke splynuti gamet v ookinety, které se vazou na speci-
fické receptory ve sténé stieva a jejich prostiednictvim
se dostdvaji do télni dutiny. Z ookinetd se v hemolymfé
uvolnuji sporozoiti, ktefi putuji do slinnych zlaz komara
a pfi pfistim sani krve napadnou dalsiho ¢lovéka. Tento
cyklus byl pferusen pfipravou transgenu, jehoz produkt
se vaze na receptory ve stfevé a tim zamezuje pfenosu
patogéna do télni dutiny. Komar je nakazen, nemuze
vdak nemoc dale Sifit. Pro praktické vyuziti této
a obdobnych metod by bylo potieba uméle odchovat
obrovské mnozstvi transgennich komard, ktefi by pre-
cislili jejich pfirodni populace. To je prakticky nemozné
a proto se hledaji dalsi moznosti, napf. transgenéza
larev v pfirodé, zatim vSak nebylo dosazeno Zzadného
pokroku. V pfipadé uspéchu bude asi velkou piekéazkou
ziskat jednoznacny dikaz bezpecnosti techniky pro
Zivotni prostiedi.

Jind a osvédlend technika se pouzivd uz nékolik
desetileti pro potirani zemédélskych skddcl. Nazyva
se SIT (sterile insect technique) a spociva ve vypousté-
ni samch sterilizovanych gama zafenim. Pfi velkém
precisleni (az stonasobné) pfirodni populace skiidce,
se samicky pafi pfevainé s vypusténymi sterilnimi
samci a nezanechdvaji potomstvo. Metoda se osvéd-
Cila v pfipadé mouchy tse-tse, vrtule velkohlavé, oba-
lece jable¢ného a nékolika dalSich druh, je vsak velmi
nakladna, zejména kvlli nutnosti hmyzich velkochovd.
Néklady na chovy je mozno sniZit skoro na polovinu,
pokud se podafi eliminovat samici zarodky (pomér
pohlavi je obvykle 1:1). Pro genetickou separaci pohla-
vi u motyla byla vyvinuta metoda zalozend na konstruk-
ci balancované letalnich (BL) linii. Samci takovych linii
jsou trans-heterozygotni pro dvé nealelické, na chro-
mosom Z vazané recesivné-letdlni mutace. Samice



nesou na svém chromosomu W translokovany usek
chromosomu Z obsahujici divoké alely obou zminé-
nych gend. Tato translokace samice chrani pied ex-
presi nékteré z letalnich alel pfitomnych na chromo-
somu Z. Kfizenim téchto jedincd polovina samciho
potomstva hyne, protoze jedna z letdlnich alel se
dostavd do homozygotniho stavu. ProtoZe jsou oba
geny exprimované jiz v embryogenezi, k Uhynu do-
chazi jiz ve vajicku. Pfezivsi samci, oznacovani jako BL
samci, jsou ,balancovani” pro dvé letalni alely (obr. 6).
Produkce jednoho pohlavi (,sexingu”) je dosazeno
poté, co se BL samci spéfi se samicemi divokého typu
— produktem takového zkfizeni je téméf vylu¢né samci
potomstvo, samicky umiraji diky hemi-zygotnimu stavu
jedné z letalnich alel. Podle tohoto modelu byla vy-
péstovana komer¢ni odriida bource morusového zvana
LPlatina Boy”. U bource byly konkrétné pouzity tfi
pohlavné-vazané markerové geny: os (prihledna kize
larev), sch (¢okoléddova barva téla nové vylihlych larev)
a e (prodlouzené télo larev). U jinych motyld je vsak
obtizné takovéto markery nalézt. Dalsi velkou nevyho-
dou této metody je nutnost udrzovat v masovém chovu
dvé linie, mutantni BL a divokou, a nutnost pravidelné
kontroly genetické struktury BL linie kvali mozné
rekombinaci a kontaminaci. Kromé bource byly BL
letélni linie konstruovény skupinou F. Marece v BCAV
u zavijeCe mouc¢ného, Ephestia kuehniella. Kvili vyse
uvedenym nevyhodam vsak neni metoda BL linii pifili$
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Souhrn
Sehnal F.: Genetické modifikace hmyzu

Genetické modifikace (GM) hmyzu zahrnuji fadu metod vedoucich k odstranéni (umléeni) ur¢itého genu (nejcastéji pomoci RNAi, nebo
Lknockout” genu) nebo vneseni cizorodého genu (hlavné pomoci transpozond, z nichz je nejznaméjsi systém P-elementd). V obou
pfipadech se Uspésnost GM sleduje pomoci exprese ,marker” genli (dnes vétsinou ,green fluorescent protein”). Pro drozofilu jsou
dostupné dal3i techniky a zejména velké banky raznych mutaci. Systém cis elementu UAS (,Upstream Activation Sequence”) a jeho akti-
vatoru Gal4 umozniuje exprimovat vneseny gen v urcitych burikach ¢i organech. Genetické modifikace u drozofily i dalSich modelovych
druhG hmyzu se poutzivaji jako prostiedek pro objasnéni vyvojovych a fyziologickych regulaci, véetné poruch, které napodobuiji lidska
onemocnéni. GM mohou také omezit rozmnozovéni, nebo zplsobit thyn 3kodlivého hmyzu. Tato technika by vsak vyzadovala
vypousténi GM hmyzu do pfirody a to je v soucasnosti nemozné. Prakticky vyznamné jsou vsak GM vyuZivané v chovech hmyzu,
ktery je po sterilizaci vypoustén do pfirody, aby svym piecislenim podstatné snizil rozmnoZovani pfirodni populace (tzv. ,sterile insect
technice”, SIT).

Klicova slova: umlceni gend, transgeneze, P-elementy, Piggy bag, GFP, UAS/Gal4, vypousténi sterilnich samct
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Summary

Sehnal F.: Genetically modified insect

Genetic modifications of insects include diverse methods of gene silencing, such as gene knockdown or RNAi, and methods of trans-
genesis when a foreign gene is introduced into insect genome, usually with the aid of transponsons such as the P elements. The success
of GM is typically visualized through expression of a gene encoding the green fluorescent protein or another marker. Additional techni-
ques and also large banks of diverse mutations are available for drosophila. The system of UAS (Upstream Activation Sequence) and its
transcription activator Gal4 allows in this species transgene expression in certain cells and organs. Genetic modifications of drosophila
and other model insect species provide efficient tool for elucidating developmental and physiological regulations, including defects
mimicking human diseases. GM can also be used to curb insect reproduction or survival. Practical deployment of this approach, howe-
ver, would require release of GM insects into the environment and this would hardly be permitted. On the other hand, GMs restricted
to insect cultures are practically exploited in the sterile insect technique (SIT), when sterilized, non-GM insects are released into the field
and due to their high numbers and random mating suppress the growth of the native wild population.

Keywords: gene silencing, transgenesis, P-elements, Piggy bag, GFP, UAS/Gal4, release of sterile males.

Pfriprava transgennich drozofil

(a) ~Transposase
P element = gene

' (b)
P element
end
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Obr. 1: Princip vyuziti P-elementt pro genetickou transformaci.

Obr. 2: VyuZiti GFP genu jako ukazatele genové exprese v o¢ich (D. DoleZel a I. Sauman).
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control

GFP(RNAI)

Obr. 3: Transgenni brouk Tribolium castaneum vykazuje
expresi GFP v ocich (vlevo). Tato exprese je u geneticky
stejného brouka potlacena pomoci systemické RNAi
(vpravo): béhem nékolika dni po injikaci dsRNA o sekvenci
odpovidajici genu GFP se protein GFP netvoii (M. lJindra
a spolupracovnici).

divoky typ

Obr. 5: Srovnani krevnich bunék drozofily: vlevo buriky
ze standardni musky, vpravo z mutanta s poruchou me-
tabolismus adenosinu. (T. DoleZal a M. Zurovec).
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Obr. 4: (A) Piedbéiné experimenty ukézaly vhodnost sys-
tému PiggyBac-GFP pro genetickou transformaci C. costata.
Na obrézku je larvalni nervova soustava s vyraznou expresi
GFP. Tato technika se vyuZivd pro vnaseni reportérovych
konstruktd, obsahujicich napf. gen timeless s rGznymi varian-
tami promotru. (B) Imunocytochemicka lokalizace peptidu
Pigment Dispersing Factor (PDF) v laterdlnich neuronech
mozku dospélé octomilky. PDF je asi vystupnim signdlem
biologickych hodin a muze ovliviiovat vydej dalSich neuro-
peptidd, které rozhoduji o vyvojovém programu hmyzu.

(V. Kostal a D. Dolezel).
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Obr. 6: Schéma balancované letélni linie a jeji vyuziti pro
produkci pouze samc¢iho potomstva u zavije¢e moucného
(F. Marec et al.). W, Z — pohlavni chromosomy; T(W;Z) — trans-
lokace ¢asti chromosomu Z na W; sl-1, sl-2 - pohlavné-
vazané recesivné letalni mutace.



REKOMBINANTNI ENZYMY POUZIVANE PRI ZPRACOVANI
POTRAVIN ROSTLINNEHO PUVODU

Helena Mafikova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Pfi zpracovani mnoha potravin hraji klicovou roli
enzymy. Lidé je vyuzivali jiz od pradévnych dob, kdy
jesté ani nevédéli, ze pravé enzymy jsou zodpovédné
za biochemické procesy, ke kterym v potravinach
pfi jejich zpracovani dochazi. Odedavna se vyuzivaji
enzymy pfirozené pfitomné v potravinaiské suroving,
nebo se pfidavaji mikroorganismy, které je produkuji.
V dnesni dobé je mozné pro zpracovani surovin pfida-
vat i enzymy samotné, nejcastéji produkované mikroor-
ganismy pfirozenymi i rekombinantnimi’

Enzymy se vyskytuji ve vSech Zivych organismech
a katalyzuji biochemické reakce nezbytné pro Zivot.
Enzymy jsou vSudypiitomné v Cerstvych i zpracovanych
potravinach, které jsou konzumovany kazdy den.
Praimyslova vyroba enzym pro jejich poutziti pfi zpra-
covani potravin se datuje od roku 1874, kdy dansky
védec Christian Hansen ziskal rennin (chymosin)
z telecich ZaludkG pro pouiZiti ve vyrobé syrG2
Chymosin se nyni vyrabi z mikroorganismd, do kterych
byl pomoci techniky rekombinantni DNA (rDNA) vne-
sen gen pro hovézi prochymosin. Chymosin se tak stal
prvnim rekombinantné vyrdbénym enzymem schvéle-
nym FDA (US Food and Drug Administration)?>.

Priklady rekombinantnich enzymi

Mnoho enzym{, které se v souc¢asné dobé pouzivaji
pfi zpracovéni potravin, je ziskavano z rekombinant-
nich mikroorganism@ (Tab. 1). Vyrobci enzym( vyuzi-
vaji novych genetickych technik pro vyvijeni a vyrobu
enzym( s vylepSenymi vlastnostmi. Napfiklad bézné
pouzivana sladidla, jako jsou glukosové a fruktosové
sirupy, jsou vyrdbéna z kukufi¢ného Skrobu pomoci

hydrolytickych enzym. V prvnim kroku hydrolyzy skro-
bu je skrob ztekucen pomoci o-amylasy pfii vysokych
teplotach. Diky rekombinantnim DNA (rDNA) technolo-
giim je mozné produkovat o-amylasy se zvySenou
tepelnou stabilitou. Enzymy pouzivané pfi zpracovani
potravin jsou prodavany jako tzv. enzymové pfipravky'.

Dulezité kroky pfi pfipravé rekombinantnich
kment

Priimyslové vyrobé rekombinantnich enzymi pred-
chazi rozsahla faze vyzkumu a vyvoje, diky niz jsme
schopni zkonstruovat uspésny produkéni kmen. Tento
proces obvykle zahrnuje nasledujici faze:

1. vyhledani vhodného hostitelského kmene

2. konstrukci expresniho vektoru

3. transformaci hostitelského kmene

4. identifikaci nejlepsiho rekombinantniho kmene
5. dalsi zlep3eni

6. charakterizaci vyrobniho kmene

Kaidy z téchto krokd je ovlivnén specifickymi vlast-
nostmi hostitelského kmene a dostupnosti genetickych
metod vhodnych pro jeho modifikaci a transformaci.
Tyto kroky budou popsany nize a ilustrovany vybranymi
priklady’.

Charakterizace hostitelskych kmeni

Jak je vidét v Tab. 1, vétSina rekombinantnich hosti-
telskych kmend pro produkci potravin rostlinné vyroby
byla odvozena z relativné malého mnozstvi bakterial-
nich kmend a plisni. B. subtilis, B. licheniformis,
A. niger a A. oryzae byly pouzivany jiz dlouho pro pro-
dukci jim pfirozenych enzym(, maji dobré produkéni
i rGstové vlastnosti. Navic se daji dobie geneticky upra-

Tab. 1: Mikroorganismy produkujici rekombinantni enzymy pouZivané pfi zpracovani potravin rostlinného pivodu schvalené FDA.

Produkéni mikroorganismus Rekombinantni enzym

Priklady vyutziti

Aspergillus niger phytasa

modifikace skrobu, pfipadné konverze na dextrosu i fruktosové sirupy

Aspergillus oryzae glukosa oxidasa

pekarenstvi — zvySeni stability tésta

proteasy

Bacillus licheniformis o-amylasa

sladovnictvi, pekérenstvi — stépeni ¢i modifikace Skrobu

pullulanasa

Bacillus subtilis o-amylasa, pullulanasa

maltogenni amylasa

prodlouzZeni trvanlivosti peciva

(Novamyl)
Fusarium veneratum xylanasa
Pseudomonas fluorescens o-amylasa
Trichoderma reesei pektin lyasa pekafstvi, sladovnictvi a zpracovani obili pro vyrobu alkoholu.
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vovat, a proto jsou pouzivany pro produkci vice typu
heterolognich enzym(. Nékteré mikroorganismy, které
nebyly dfive moc vyuzivany, jako napfiklad F. venena-
tum a P. fluorescens, jsou vsak také pro produkci
rekombinantnich enzymi vhodné.

Pfirozené formy nékterych mikroorganismi produ-
kuji rGzné extraceluldrni enzymy, napfiklad proteasy.
Ty mohou Stépit vznikajici enzym, ktery potiebujeme
ziskat. Proto je snaha o pfipravu mikroorganismd, které
tyto proteasy neprodukuji.

Mikroorganismy uvedené v Tab. 1 jsou charakterizo-
vany jako nepatogenni a netoxigenni. Napfiklad
A. niger, A. oryzae a F. venenatum ve skutecnosti
mohou za jistych kultivaénich podminek produkovat
toxické sekundarni metabolity. Ty jsou vSak produko-
vany ve velmi nizkych koncentracich a proto je i pfesto
pouzivani téchto mikroorganismt pro produkci rekom-
binantnich enzym vyuZivanych pfi pfipravé potravin
schvéleno FDA'.

Konstrukce rekombinantnich produkénich kment

Geny, které koduji rekombinantni enzymy, jsou zpra-
vidla zavedeny do hostitelskych kmend pomoci expres-
nich vektord. Expresnim vektorem je plasmidova DNA,
kterd nese expresni kazetu. Ta obsahuje promotor,
gen kodujici pozadovany enzym a terminator. Kromé
toho obsahuje i regula¢ni sekvence promotoru
a termindtoru, které fidi prepis genu kodujiciho dany
enzym. Expresni vektory dale obsahuji DNA odvozenou
z bakteridlnich plasmidG. Obecné plati, ze ke kon-
strukci specifickych expresnich vektor(l jsou pouzivany
dobfe charakterizované, komer¢né dostupné plasmidy.

Velmi casto pouzivany je plasmid pUB110, ktery byl
pavodné izolovan z bakterie Staphylococcus aureus*
a byl nasledné sekvenovan®¢. Tento plasmid je repliko-
van v B. subtilis a je pouzivan pro konstrukci expresnich
vektord pro produkci enzym( v B. subtilis. Tento plas-
mid nese gen kanr (resistence pro kanamycin nebo
neomycin), také znamy jako neo nebo nptll gen,
a phl gen (resistence pro phleomycin). Plasmid
nese i gen kodujici primarni replika¢ni iniciacni protein
(ORF alpha), ktery iniciuje replikaci plasmidu
v hostitelské burice. Kanr a ph1 geny jsou pouZity i jako
selekéni marker v pribéhu pfipravy a transformace
vektorem, ne vidy viak ve finalnim expresnim vektoru
pfimo jsou.

Kompletni expresni vektory pouzivané pro produkci
enzym v kvasinkdch a plisnich jsou obvykle specificky
navrzeny pro integraci pfimo do hostitelského genomu.
Alternativné je expresni vektor nejprve sestiizen pomo-
ci restrikénich enzyma a z néj vznikly fragment obsahu-
jici expresni kazetu a gen pro selekéni marker je poté
vnesen do hostitelskych mikroorganismd.

Transformace bunék a jejich nasledna identifikace

Techniky pouzivané pro vlozZeni vektorové DNA
do hostitelské buriky zélezi pfevéazné na vlastnostech
hostitelského mikroorganismu a na povaze expresniho
vektoru samotného. U bakterii je nejcastéji vyuZivano
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konjugace, elektroporace ¢i inkubace vektoru
s protoplasty.

Selekce transformovanych bunék je vétsinou uskute-
¢novana pomoci selektivniho markeru, jako je re-
zistence na antibiotika. V nékterych pfipadech, kdy je
rezistence na antibiotika ve findlnich Gpravach vektoru
odstranéna, jsou mikrobialni kolonie screenovény

pifimo na pfitomnost enzymové aktivity'.

Zdroje rekombinantnich enzymii

Rekombinantni enzymy mohou byt ziskany z riznych
zdrojG zahrnujicich mikroorganismy, rostliny a zZivocisné
tkané. Casto jsou totoiné s dlouhodobé znamymi
a pouzivanymi enzymy. Vétsina rekombinantnich enzy-
mu, které se v soucasné dobé pouzivaji, je ziskavana
z dobie charakterizovanych a snadno kultivovatelnych
kmen@ mikroorganism.

Vyvoj modernich, vysoce efektivnich screeningovych
technologii usnadnil dal3i objevovéani novych enzymd,
prevaziné v mikroorganismech ziskanych z pfirody. DNA
muze byt izolovéna pfimo na misté odbéru mikroorga-
nismu a je poutzita k vytvofeni DNA knihovny. Tyto kni-
hovny jsou potom sekvenovény a jsou identifikovany
enzymy s pozadovanymi vlastnostmi’.

Vlastnosti enzymu mohou byt také pfizptisobeny
podminkam, pfi kterych je potieba, aby byl enzym
aktivni. Specifickymi mutacemi v DNA Ize doséh-
nout zmén v aminokyselinové sekvenci enzymu.
prostorova struktura enzymu a jeji vztah k vlastnostem
daného enzymu.

V poslednich letech se objevil novy pfistup ke zlepso-
vani enzymatickych vlastnosti znamy jako molekularni
nebo fizend evoluce.

Produkce a uprava rekombinantnich enzymi

Rekombinantni enzymy jsou stejné jako pfirozené
mikrobidlni enzymy vyrdbény ve velkych fermentorech.
Nejcastéji jsou ziskavany tzv. "batch" kultivaci mikroor-
ganismd, pficemz vyhodou je, pokud je enzym sekreto-
vany pfimo do fermenta¢niho média. Enzymy, které
jsou produkovény intraceluldrné, jsou nejprve izolova-
ny z bunék. Ziskany enzym je zakoncentrovan ultrafilt-
raci nebo kombinaci ultrafiltrace a evaporace.
Enzymovy koncentrat je pak sterilizovdn a spojen se
slou¢eninami jako je sacharéza, maltoza, maltodextrin
nebo napi. benzoan sodny. Pro nékteré potravinarské
aplikace mohou byt enzymy pouzity ve formé granuli
¢i tablet, nebo mohou byt imobilizovany na pevné
nosi¢e — v tomto piipadé slozky enzymu viibec nepie-
chazi do potraviny, ktera je za jeho pomoci pfipravova-
na. Findlni produkt je pak béiné nazyvdn enzymovy
pripravek. Enzymové pfipravky mohou obsahovat ¢as-
te¢né i dalsi metabolity mikroorganismu nebo slouce-
niny pouzivané pfi fermentaci a zpracovani’.

Posouzeni enzymovych pfipravki
Enzymy se pouZivaji pfi zpracovani potravin ve velmi
malém mnozstvi. Casto jsou béhem zpravovani potra-



viny pfeménény nebo inaktivovany (napfiklad béhem
vafeni nebo peceni). Vlystaveni konzumenta enzymatic-
kému pfipravku, ktery je pouZivan pfi zpracovani potra-
vin, se obvykle urcuje podle celkového mnozstvi orga-
nickych pevnych latek (total organic solids — TOS).
TOS zahrnuje samotny enzym, stejné jako dalsi orga-
nicky materidl, ktery pochézi z produkce mikroorga-
nismu a zpracovani enzymu. Enzymatické pfipravky
jsou testovédny v souladu s obecné uznavanymi
postupy popisovanymi v nékolika publikacich®®©,
Testovanym materialem je obvykle koncentrovany
enzym ve formé, ze které je teprve nasledné piipraven
enzymaticky pfipravek. Finalni enzymaticky pfipravek je
hodnocen z hlediska souladu se specifikacemi stanove-
nymi pro enzymatické pfipravky v FCC (Food Chemicals
Codex, 2004) a JECFA (2001).

Nékteré enzymatické pfipravky ziskané z rekombi-
nantnich mikroorganisma byly testovany na pfitomnost
transformovatelné DNA (tj. DNA, ktera muze byt
pohlcena pfislusnou bakterii), kterd koduje markery
rezistence na antibiotika. Zatim nebyla zadna takovato
DNA v enzymatickych pfipravcich piedlozenych ke
kontrole FDA zjisténa. Stile se navic zvySuje pocet
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Souhrn

enzymatickych pfipravkd, které pochézi z kment bez
rezistence na antibiotika'.
Zavér
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¢tyfech desetiletich hodné zménil produkci enzymi.
Umoznil vnaset a exprimovat geny kodujici enzymy
v hostitelskych mikroorganismech, které jsou dobie
pfizpGsobené k rozséhlé primyslové fermentaci. Navic
je jiz i mozné zlepsit odolnost enzym podminkam
zpracovani potravin jako jsou teplota a pH. Aktualni
strategie vylepSovédni vlastnosti rekombinantnich
kmenl mikroorganism@ pfispivd k efektivné;si
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Mafikova H.: Rekombinantni enzymy pouZivané pfi zpracovani potravin rostlinného piivodu.

Enzymy jsou bézné pouzivany pfi vyrobé velkého mnozZstvi potravin. Tradi¢né vyuzivané enzymy, které jsou izolovany z mikroorganism,
rostlin a sav¢ich organd, nejsou ¢asto idedlné pouzitelné pro moderni produkci potravin. Vyuzivéni technologie rekombinantni DNA v3ak
umoziuje piipravu novych enzymd, které jsou pro zpracovani potravin leckdy vhodnéjsi. Tyto enzymy mohou byt objeveny pomoci
screeningu mikroorganismu odebiranych z rliznych oblasti svéta, nebo pomoci modifikaci jiz zndmych enzym proteinovym ¢&i genovym
inZenyrstvim. Takto byly ziskany napfiklad enzymy jako jsou réizné amylasy a lipasy, jejichz vlastnosti byly pfizplisobeny pro konkrétni
aplikace v produkci potravin. Vyuziva se i vylep3eni” znamych mikrobialnich kmena, napfiklad zvy3eni produkce enzym jimi produko-
vanych pomoci delece genu pro extraceluldrni proteasy, které vznikajici enzym $tépi. Kromé toho byly modifikovany nékteré produkéni
kmeny plisni pro sniZeni nebo odstranéni jejich schopnosti tvofit toxické sekundarni metabolity.

Klicovd slova: rekombinantni enzymy, zpracovéni potravin rostlinného pdvodu, rDNA technologie

Summary

Mafikova H.: Recombinant enzymes used in processing of food of plant origine.

Enzymes are commonly used in the production of quantities of food. Traditionally, enzymes that are isolated from microorganisms,
plants and mammals are often not well-adapted to the conditions used in modern food production methods. The use of recombinant
DNA technology has made it possible to manufacture novel enzymes suitable for specific food-processing conditions. Such enzymes
may be discovered by screening of microorganisms sampled from diverse environments or developed by modification of known
enzymes using modern methods of protein engineering or molecular evolution. As a result, several important food-processing enzymes
such as amylases and lipases with properties tailored to particular food applications have become available. Another important
achievement is improvement of microbial production strains. For example, several microbial strains recently developed for enzyme pro-
duction have been engineered to increase enzyme yield by deleting native genes encoding extracellular proteases. Moreover, certain
fungal production strains have been modified to reduce or eliminate their potential for production of toxic secondary metabolites.
Keywords: recombinant enzymes, food processing of plant origin, rDNA technology
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TRANSGENNi STROMY
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Uvod

Kazidy z nas uz jisté nékdy slysel o geneticky mo-
difikovanych organismech (GMO), o kterych se
v poslednich letech vede celospoletenskd debata,
nebot v souvislosti s GMO potravinami se k tomuto
tématu vyjadfuje i Siroka vefejnost.

Soucasti problematiky GMO jsou i transgenni stromy,
které sice nejsou ustiednim bodem debat o GMO,
ale i pfesto vzbuzuji otazky, které vedou molekuldrni
biology a ochrance pfirody k vasnivému dialogu o jejich
vyhodéch a nebezpecich.

Na rozdil od geneticky modifikovanych rostlin,
tj. i zemédélskych plodin, je vyvoj transgennich strom
a jejich vyuziti o néco slozitéjsi kvili delsi dobé rastu.
A tak se nabizi otazky typu: budou v blizké budouc-
nosti transgenni stromy Siroce komer¢né vyuzivané?
Jaké stromy se pro transformaci pouzivaji? Jak vlastné
transgenni stromy vznikaji?

Na tyto, ale i dalsi otazky se ndm bude snazit
v rozhovoru odpovédét pan Jachym Lopot.

Pane Lopote, mohl byste nam strucné fici néco
o historii a vyvoji problematiky transgennich
stromi?

Prvni Uspésnd transformace stromu probéhla roku
1987' a prvni polni pokus byl spustén o rok pozdéji
v Belgii, kde se testoval topol odolny viici herbicidim.?
V pribéhu let byly zaznamenany velké pokroky a doslo
k zmnohonésobeni pokusti na transgennich stromech.
Jaké stromy jsou nejcastéji vyuZivany k transfor-
maci?

Do dnesniho dne bylo spusténo pfes 400 polnich
pokust, pfitemz nejvice z nich bylo provadéno na
topolu (Populus), ktery je mezi stromy modelovym
organismem podobné jako tfeba Arabidopsis thaliana
u rostlin. V roce 2006 byla dokonéena sekvenace jeho
genomu. Na topolu bylo do tnora 2008 provedeno
177 polnich pokust, 129 na borovici a 56 na eukalyp-
tu. Dodnes bylo celosvétové Uspésné transformovano
33 druht strom(.3
Jak se vlastné stromy transformuji?

Stromy se transformuji pomoci dvou mikroorga-
nismd. Pfedevsim bakteriemi Agrobacterium tumefaci-
ens a v mensi mife Bacillus thuringensis.* Jejich pro-
stfednictvim je do genomu stromu vnesen gen, ktery
chceme, aby byl exprimovan, a nebo je pomoci nich
exprese nékterého genu oslabena, nebo zrusena
Jaké jsou cile genetického inZenyrstvi u stromu?

Jsou to napiiklad zvySena tolerance viici abiotickému
¢i biotickému stresu, podpora vyvoje kofen(, zlepseni
vlastnosti dfeva, moznosti fytoremediace ¢i zvySeni
odolnosti proti herbicidiim.
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Mohl byste jednotlivé cile vice rozvinout?

U abiotického stresu se védci nejvice vénuji odol-
nosti va¢i suchu, solnému stresu a toleranci na nizké
a vysoké teploty. V téchto tématech jsou ¢asto pouzity
znalosti z vyzkumu na jinych rostlinach.® Napfiklad
zvySend exprese transkripéniho faktoru CaPF1 z pepie
v bilé borovici vedla k vyznamnému zvyseni tolerance
na sucho, zimu a solné prostiedi.” Dalsim pfikladem
bylo vloZeni genu ThCAP z Tamarix hispida do topolu,
které vedlo ke zvy3eni odolnosti proti nizkym teplo-
tam.®

Co se tyce reakci na bioticky stres byla pozornost
vénovéna predevsim odolnosti vii¢i hmyzu a chorobam
ti. napadeni virem ¢i patogenem. Toto studium by
mohlo byt vyhledové velmi piinosné z diivodu snizeni
potieby vyuzivani syntetickych insekticidd. A maze sni-
zit odumirani stromd po napadeni patogeny.>'* Také
probihaji experimenty na jilmu pomoci vloZeni antifun-
galnich genl. Do amerického jilmu byl vnesen gen
kodujici antimikrobialni peptid ESF39, ktery podporuje
rezistenci vi¢i nékterym patogendm. Nicméné zmi-
néné experimenty nemilzeme povazovat za naprosto
prikazné, nebot stromy byly zatim mladé na to,
abychom si byli jisti stabilitou ziskané rezistence."

U podpory vyvoje kofenl se védci snazi modifikovat
expresi genl Gcastnicich se biosyntézy rostlinnych hor-
mond, kterymi jsou v tomto pfipadé gibereliny. VloZeni
genl GAl a RGL1 pivodem z Arabidopsis thaliana
a jejich zvysena exprese v topolu vyvolalo zvySeny vyvoj
kofent v pokusech in vitro."?

Nej¢astéjsi snahou o zménu vlastnosti dieva je modi-
fikace biosynthesy ligninu, jehoz obsah ve dievé
znac¢né zdrazuje vyrobu papiru. Toto se zkouma prede-
v3im na transgennim topolu, ktery ma umléen bud
gen pro enzym ethenylbenzendehydrogenasu (CAD;
EC 1.1.1.195), nebo pro enzym O-methyltransferasu
kyseliny kofeinové (COMT; EC 2.1.1.68). Pouze topoly
s témito modifikacemi byly péstovany v polnich poku-
sech, ale napf. polni pokus ve Velké Britanii byl zhacen
oponenty GMO."™ Dals$im uZitkem zmén ve vlastnos-
tech dieva by mélo byt lepsi ziskavani biopaliv.'

Cisténi zamofené pldy riznymi kontaminanty je
obecné velmi slozité a transformované stromy by
v tomto odvétvi mohly v budoucnu sehréat nezanedba-
telnou roli, nebot samy o sobé jsou k Zivotnimu
prostiedi Setrné, levné a mohou slouzit jako tlumice
hluku v prostiedi ¢i kontrolovat erozi.'

U odolnosti vici herbicidim je to podobné jako
s insekticidy. Diky ni se mUze sniZit jejich uzivané mno-
istvi. Stromy v jejich pfitomnosti Iépe rostou.
Ve stromech se nachazi malo gend fidicich rezistenci
vGci herbiciddm. Je to predeviim gen CP4 a geny
pro glutamin syntetazu.'



MuzZete uvést néjaky konkrétni pfiklad vyzkumu
s transgennimi stromy u nas?

U nés se jednd napfiklad o vyzkum rezistence trans-
genni Svestky (Prunus domestica) vici viru Sarky
Svestky, kterd je jednou z nejrozsifenéjSich chorob
na 3Svestce, a ke smésnym infekcim i jinymi viry. Tento
vyzkum je provadén ve Vyzkumném ustavu rostlinné
vyroby v Praze Ruzyni."”

Jak je to s komer¢nim vyuZitim transgennich stro-
mi?

Do dnesniho dne byly spustény pouze dva komer¢ni
projekty péstovani transgennich strom@. USA péstuje
komer¢né Papayu (Carica papaya) rezistentni vUci
virdm a Cina topol odolny vii¢i hmyzim $kidctim.?
Cim si vysvétlujete, ie je to pouze takto maly poéet
projekta za vice nei dvacet let vyzkumu?

Vidim v tom souhru nékolika faktor(i. Pfedné trans-
gennim stromim trva rlst mnohem déle nez jinym
rostlinam. Dal$im dlivodem je, Ze stale neni strom{m
vénovdna takovéa pozornost jako tfeba béznym potravi-
novym plodinam, kukufici ¢&i bramboram. V neposledni
fadé se jedna i o to, Ze se rGzné nevladni organizace
a jina uskupeni snazi zastavit, ¢i alesponn co nejvice
regulovat péstovani GM plodin.3
Mohl byste nastinit divody, které tyto organizace
vedou k takto negativnim kampanim.

Castym zdrojem argumentd pro znepokojeni je
dlouha zZivotnost stromd, kterd by mohla vést
k permanentnimu zaclenéni GM stroml do pfirody,
a s tim jsou spojené obavy, Ze by mohl probéhnout
horizontalni pfenos genQ, a to podle nékterych aktivis-
td nejen mezi stromy, ale dokonce i mezi jinymi druhy
organizm0, jako je hmyz. Jinym obavy vzbuzujicim
argumentem je, Ze GM stromy budou mit oproti nemo-
difikovanym strom@m vyhodu, budou se lépe mnozit,
vytlaci pfirozené druhy a snizi tak pfirozenou rozmani-
tost les.

Pfenos gend pomoci genetického inzenyrstvi je mno-
hem mensi nei genetickd rozmanitost zplsobena
pfirozenymi zménami, které jsou v pfirodé béiné.
Stromy, u kterych je zménéna biosyntéza ligninu, jsou
oproti béznym druhdm znevyhodnény, nebot lignin
pomaha stromdm v obrané. Tyto transgenni stromy ho
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maji méné, takze nejsou zvyhodnény, ba pravé naopak.
Jinak je tomu u odolnosti vic¢i hmyzu ¢i nemocem.
Zde se zda byt znepokojeni opravnéné, avsak mnozst-
vi vysazovanych transgennich stromd vici divoce ros-
toucim stromdm je malé a navic nejsou vysazovany
v blizkosti lesti. Dale se do GM strom vklada gen pro
sterilitu. VSechna tato opatfeni by méla znepokojeni
minimalizovat. Také velmi malo GM stromd, o kterych
se uvazuje do komeré¢niho vyuziti, je schopno se
pohlavné mnozit s pfirozené se vyskytujicimi druhy.
Do dnesniho dne ale urcité neprobéhl dostatek po-
kus@ a neuplynul dostate¢ny ¢asovy horizont, abychom
mohli tvrdit, Ze Zddné nebezpeci nehrozi.

Mnoho debat se vede okolo ohrozeni pfirozené
biodiverzity, to je spojené s obavami o zvyhodnéni
transgennich stromd. KdyZz srovname tuto hrozbu
s vysazovanim monokulturnich lest, tak by se tomuto
znepokojeni chtélo usmat. Nékteré védecké studie
naopak hovofi o tom, Ze pravé transgenni stromy jsou
jedinou moznosti pieziti nékterych velmi ohrozenych
druhd strom@ a tim podporuji biodiverzitu. Jednou
z cest, kterou chtéji védci snizit moznost tohoto ohro-
zeni, je vkladat do transgennich stromd i gen pro steri-
litu, tj. transgenni stromy by se dale nemohli genera-
tivné mnozit, tudiz by nevznikaly dalsi generace
a biodiverzita by nemohla byt ohrozena. Zatim vsak
neni vkladani sterility a jeji udrzeni po cely ,Zivot”
stromu technologicky stoprocentné zvladnuté. Dale
existuji obavy, Ze transgenni stromy, které budou mit
vylepsenou resistenci k herbiciddim a hmyzu ¢&i zrych-
leny rist, budou mit oproti normalnim druhlim stroma
vyhodu a nakonec je vytlai. Proti tomu se nabizi
namitka, Zze vétSina stromd, které by mély mit poten-
cial ke komer¢nimu vyuziti, nemé tyto vyhody oproti
divoce rostoucim stromim, ale jsou spiSe znevyhod-
nény. To si Ize dobfe ukézat na pfikladu transgennich
strom@ s niz8im obsahem ligninu pro papirenské
potfeby. Lignin je latka, ktera stromu pomaha v obrané
proti SkGidciim a stresu, a tak by transgenni stromy
oproti divoce rostoucim stromd@m Zadné vyhody
nemély.>?
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Souhrn

Janda M.: Transgenni stromy

Clanek se pomoci fiktivniho dialogu mezi novinafem a védcem, zabyvajicim se problematikou transgennich stromd, snaZi prehlednou
formou podat poznatky o problematice transgennich strom@ ¢tenaiim. Dozvite se néco malo o historii transformovanych stromd,
ale i o tom, na co se védci u transgennich strom nejvice zaméfuji a jak je to se znepokojenim okolo transgennich stromda.

Klicova slova: Transgenni stromy

Summary

Janda M.: Transgenic trees

The article wants to give a rewiev about the knowledge in GM trees issue. The article uses fiction dialog between the journalist and the
scientist who works in the transgenic trees field. It informs about the history of transformed trees and about the key targets in tree
engineering and at least about the threat of transgenic trees.

Keywords: Transgenic trees

TRANSGENNI KVETINY

Barbora Sumova
Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Fakulta potravindfské a biochemické technologie, Ustav biochemie
a mikrobiologie, sumovab@vscht.cz

Uvod Anthokyaniny (lat. anthos — kvét, cyanos-modry) jsou
Nésledkem siliciho vlivu modernich biotechnologic- Pﬁr?d"i bé'"‘"V?r ktoeré se POd"eJ"_ na konfa’énémvzva_bar—
kych metod zacala transgenose pronikat i do oblasti veni kvétnich listk(i. Tyto flavonoidy slouZi rovnéz jako

pfirodni antioxidanty. Siroka 3kéla barevnosti saha
od cervené, pfes modrou az k tmavé fialové. Chemicky
jsou to hydroxyderivéaty 2-fenylbenzopyryliumchloridu.
Mezi nejcastéjsi modifikace patii glykosylace a acylace
uskute¢riované pomoci specifickych transferas.
Glykosylovany jsou polohy 3 a 5, zfidka pak 7, 3' a 4'
(Obr. 2). Jako cukerna slozka se uplatiiuje D-glukosa,
Transgenni kvétiny L-rhamnosa, D-arabinosa, rutinosa a soforosa.*
Aromaticka acylace anthokyanind posouva jejich barvu
k modré a zvy3uje jejich stabilitu. DalS$i moznou modi-
fikaci je methylace, ktera pfidéva anthokyanintim struk-
turadlni a barevnou pestrost. Modifikace maji rovnéz vliv
na stabilitu, rozpustnost a odstin vyslednych pigmentd.
Mezi Sest hlavnich zéstupcl anthokyanidd (aglykony
anthokyanin() patii: pelargonidin, kyanidin, peonidin,
petunidin a malvidin a jiZ zminovany delfinidin.>
Anthokyaniny mohou byt pro buriku skodlivé, ta si
s timto problémem umi poradit a pfesune tyto toxické
latky do vakuol. Zménou pH uvnitf rostlinnych vakuol
dochézi k protonacim a deprotonacim na téchto hete-
rocyklickych slou¢eninach a tim k pfeskupovani elek-
trond, které interaguji s fotony viditelného svétla.*
Vysledna barva tedy nezdvisi pouze na struktufe barvi-
va, ale také na pH prostiedi. Stejna latka tak muze

Slechtitelstvi rostlin. Producenti fezanych kvétin se
neustale pfizplsobuji rostoucim narokim zakaznikd
a vyuzivaji tak novych postupd, které jim genetické
inZenyrstvi mudze poskytnout. Pozornost je vénova-
na piedevsim tvorbé novych barevnych odrid
a prodlouzZeni jejich trvanlivosti.

Geneticky modifikované kvétiny jsou nyni komeréné
dostupné v mnoha céastech svéta. Prvni firma, ktera
uvedla na trh karafidt se zménénou barvou kvétu,
byla australskd spole¢nost Florigene®. V roce 1996
predstavila karafidt Moondust™ a o dva roky pozdé;ji
Moonshadow™.! Jako u vsech GMO byla zavedena
nutna regula¢ni opatfeni pro uvadéni do obéhu
k zajisténi ochrany zdravi lidi, zvifat a Zivotniho pro-
stfedi. Pouziti geneticky modifikovanych organisma
se obecné fidi principem pifedbéiné opatrnosti.
Zjednodusené feceno: co neni povoleno, je zakdzéano.

V zemich Evropské unie jsou mezi GMO schvalenymi
pro uvadénii do obéhu prozatim povoleny pouze
tfi druhy geneticky modifikovanych kvétin. Karafiat
s prodlouZenou trvanlivosti fezanych kvétd Florigene®

Moor'ls',hadow”” (vpovdéna zadost o ovbnoveni)., délf vystupovat jako ¢ervené, modré, nebo fialové barvivo
karafla_t se zménénou t_)arvou k\_/etu Florigene® (Obr. 3). Mezi dalsi faktory majici vliv na kone¢nou
Moonlite™ a jako posledni je to karafidt se zménénou barvu patii: ionty kovti, kopigmenty a vy3e popsané
barvou kvétu Florigene™ Moonaqua™.> modifikace hydroxylovych skupin B-kruhu.5
Anthokyaniny Transgenoze

Tradi¢ni kfiZeni nejprodavanéjsich fezanych kvétin Transgenoze je u rostlin nejcastéji zaloZzena na integra-
jako jsou riize, karafiaty a chryzantémy vyprodukovalo ci &asti plazmidové DNA bakterie Agrobacterium tumefa-
Siroké spektrum barev. Piesto tyto kvétiny vykazovaly ciens do jaderného genomu rostlin. Hlavni odlisnosti
nedostatek genetické kapacity pro produkci pigmentu od tradi¢niho kfizeni je cilenost a moznost kontroly vna-
nazyvaného delfinidin, ktery se nachédzi v modrych Seného genu. Do dnes se védclim podafilo modifikovat
kvétinach a je syntetizovan anthokyaninovou dréhou mnoho dalSich kvétin. Transgenni rostliny s bilymi kvéty
(Obr. 1). byly ziskany u mnoha odrdid pfimou genetickou modifi-
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Obr. 1: Biosyntheticka draha anthokyanind, v ¢erveném rédmecku zvyraznéné cilové enzymy: zluty box: flavonoly, fialovy box:
anthokianiny, PAL: fenylalaninammonium lyasa, 4CL: 4-coumaroyl-CoA-ligasa, C4H: cinnamat-4-hydroxylasa, C3H: 4-kumarat-3-
-hydroxylasa, CHS: chalcon synthasa, CHI: chalcon isomerasa, F3H: flavanon 3-hydroxylasa , F3'H: flavonoid 3'-hydroxylasa,
F3'5'H: flavonoid 3',5"-hydroxylasa, FLS: flavonol synthasa, DFR: dihydroflavonol-4-reduktasa, ANS: anthokyanidin synthasa, 3-GT:
flavonoid-3-0-glucosyltransferasa, RT: rhamnosyl transferasa, AAC: anthokyanin acyltransferasa, 5-GT: flavonoid-5-glucosyltran-
sferasa, GST: glutathion S- transferasa, PAT: piedpoklédany anthokyaninovy transporter, PAT a GST mohou byt zahrnuty

v transportu anthokyanind do vakuol (rdZovy kruh), X: acylova skupina®
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Obr. 2: Obecna struktura anthokyanidind®  Obr. 3: Vliv pH na anthokyaninové barvivo*
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kaci gent anthokyaninové drahy. Nejvice vyuzivanou
metodou je sekvenéné specifické umléeni genl zpros-
tiedkované kratkymi Gseky dsRNA. Tato metoda se
nazyva RNA interference (RNAi). Ne vidy ale RNAi za-
jisti stélost barvy. Efektivnéjsimi metodami se tak jevi byt
genovy knock out nebo vyuziti zinkoprstové nukleasy.
Dalezitym faktorem pfi snaze o dosahnuti cilové barvy je
rovnéz spravny vybér hostitelského organismu, ktery
ndm umozni minimalizovat kompetici mezi endogenni
biosyntetickou dréhou a vnesenym enzymem.

Delfinidin

Zékladem genetického vyzkumu v oblasti vyvoje
transgennich kvétin se stala snaha o izolaci genu, ktery
je zodpovédny za kone¢né modré zabarveni kvétnich
listk(. V roce 1993 byly z petunie izolovany dva geny:
Hf1 a Hf2, které kdoduji dvé na membranu vézané cyto-
chrom P450 monooxygenasy: flavonoid- 3’- hydroxyla-
sa (F3'H) a flavonoid- 3'5'-hydroxylasa (F3'5'H)
(Obr. 3). Tyto enzymy jsou schopné hydroxylace
B-kruhu, kterd vede k modrému zbarveni. Pfislusné
geny byly nasledné izolovany z celé fady rostlin.

S objevem a Uspésnou izolaci genu pro modré barvi-
vo mohli védci zadit s pokusy o vytvofeni transgenni
rostliny exprimujici dané enzymy. Prvnim GspéSnym
experimentem v manipulaci anthokyaninového meta-
bolismu byla produkce pelargonidinu dosazena expre-
si kukufi¢ného genu pro dihydroflavon-4-reduktasu
(DFR) v petunii, ktera méla nedostate¢né aktivity
F3'5'H a F3'H enzymd. DFR katalysuje pfeménu flavo-
novych prekursort anthokyanovych pigmentt (Obr. 1).

Pro ziskani karafiat(i série Moon® je nutné vychazet
z kultivarG s deficitnim genem DFR (viz vySe). Do dédi-
¢né vybavy téchto mutantl jsou pomoci transgenose
vneseny geny F3'5'H a DFR pochazejici z petunie, které
jsou pod kontrolou konstitutivnich promotord zajistuji-
cich stalou expresi vlozenych gend. Petinie netvofi
pelargonidin, jelikoz jeji dihydroflavon-4-reduktasa neni
schopna konvertovat dihydrokaempferol na tento ora-
nzovy pigment. Karafiaty, u kterych plvodné pievazoval
pelargonidin, maji nyni modrou barvu korunnich listkd
tvofenou ze 70 % delfinidinovymi derivaty.

Efektivnéjsi synthesu 3',5’-hydroxylovanych flavonoi-
di si petinie zajistuje také pomoci cytochromu b,
ktery specificky ptfenasi elektrony na F3'5'H enzym.
Vnesenim genu pro cytochrom b,, je zaruCena ucin-
néjsi produkce modrych pigmentd. V tomto pfipadé
neni nutné uziti DFR mutantd.

Modra rlze je snem péstiteld vétSiny okrasnych
kvétin. Pomoci tradi¢nich Slechtitelskych metod vsak
neni moziné ,Modry Mauricius” ziskat. Prvenstvi
v produkci transgenni modré rGze maji dvé navzajem
spolupracujici firmy: japonska firma Suntory® a jiz zmi-
riovand australska spole¢nost Florigene®.

Plané rdze maji obvykle rizové (derivaty kyanidinu)
anebo bilé zabarveni. Odridy razi, které zname dnes
(Rosa hybrida), jsou vysledkem mezidruhovych kfizeni
zahrnujicich Zluté (produkce karotenoid(l) a oranzové
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(derivéaty pelargonidinu) zabarvené druhy. Rize v3ak
stejné jako karafiat nema enzymy potiebné k produkci
delfinidinovych derivat(. V tomto pfipadé byly pouzity
mutantni DFR kultivary, pfipravené metodou RNA
interference, a F3’,5'H pochézejici z macesky spolecné
s DFR z holandského kosatce .

Na zavér je dulezité zdaraznit, Ze na skute¢né Smol-
kovou modrou barvu kvétu si budeme muset jesté
néjakou dobu pockat. Jak jiz bylo zminéno dfive,
na konec¢nou barvu kvétu maji vliv dalsi faktory
(pH vakuol, ionty kov(, ko-pigmenty). Cilem vyzkumni-
ku zabyvajicich se touto oblasti je tedy kompletni
porozuméni a moznost manipulace se viemi faktory,
které se uplatiiuji v tvorbé rostlinnych pigmentt.

Trvanlivost

Zakaznik hledi nejen na barvu kvétu, ale také
na trvanlivost zakoupené kvétiny. Tyto dvé rostlinné
charakteristiky maji tudiz pro producenty ekonomicky
vyznam. V soucasné dobé jsou na trhu synthetické
pfipravky, které prodluZuji Zivotnost rostlin. Pfesto se
jako mnohem ucinnéjsi jevi genetické manipulace
s rostlinnym genomem. Existuji dva zp@soby jak dosah-
nout prodlouzeni zZivotnosti: prvni je vneseni exogenni-
ho genu a exprese nového proteinu, druhou moznosti
je pak inaktivace cilové endogenni biosyntetické drahy.

Ethylen je rostlinny hormon, ktery startuje starnuti
kvétin a mé rovnéz vliv na dozrévani ovoce. Ve velkém
mnozstvi je synthetisovan nékolik dni po plném rozvi-
nuti kvétnich listkd. Inhibice synthesy anebo aktivity
tohoto hormonu prodlouzi néstup symptomu doprova-
zejicich vadnuti kvétin.

Synthesa ethylenu probiha nésledujici cestou: L-met-
hionin (Met) — S-adenosylmethionin (AdoMet) — 1-
aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina (ACC) —
— ethylen. ACC synthasa (1-aminocyklopropan-1-kar-
boxylat synthesa) a ACC oxidasa katalyzuji posledni dvé
reakce. V karafiatech byly identifikovany tfi geny
kodujici ACC synthasu (DC-ACS1, DC-ACS2, DC-ACS3)
a jeden gen kodujici ACC oxidasu (DC-ACOT). DC-ACS]
a DC-ACO1 hraji tudiz hlavni roli v masivni produkci
ethylenu. Je tedy mozné vyuzit cDNA ACC synthasy
a ACC oxidasy za Gcelem potlageni produkce hormonu.
Jako vektoru se vyuziva dfive zmiriované bakterie
Agrobacterium tumefaciens a cDNA jsou vnaSeny
v normalni (sense) anebo protismyslové (antisense)
orientaci. Transgenni karafidty maji pak potlacenou
produkci ethylenu.

Zavér

V nynéjsi dobé je moiné geneticky transformovat
vétsinu fezanych kvétin a s velkou pravdépodobnosti se
budou nové biotechnologické postupy vyuzivat stéle cas-
téji za ucelem vytvafeni novych komerénich odrid.
V budoucnu mizeme rovnéz ocekdvat vyvoj kvétin
rezistentnich k rostlinnym onemocnénim a Skddclim.
| pfes obrovsky rozvoj oblasti geneticky modifikovanych
rostlin je nutné nezapominat na ne vzdy pozitivni postoj
vefejnosti ke geneticky modifikovanym organismam.
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Souhrn

Sumova B.: Transgenni kvétiny

Geneticky modifikované, barevné pozménéné odrlidy nejznaméjsich fezanych kvétin s prodlouzenou délkou Zivota jsou komeréné
dostupné jiz nékolik let. V nasledujicim ¢lanku je nastinén stru¢ny popis transgenni manipulace s anthokyaninovou a ethylenovou bio-
syntetickou drahou dvou hlavnich okrasnych kvétin, karafidtu a rGze. Anthokyaninové drdha umoziiuje okrasnym kvétinam produkovat
modré barvivo, delfinidin. Ethylen je rostlinnym hormonem startujicim vadnuti kvétin. VyuzZitim novych biotechnologickych metod tak
mohou producenti vyvinout nové odrdidy s modrou barvou kvétu a prodlouzenou trvanlivosti.

Klicova slova: transgenni rlize, transgenni karafiat, barevnost kvétu, anthokyanin, flavonoid, Zivotnost fezanych kvétd, ethylen, flavo-
noid- 3'5"-hydroxylasa (F3',5'H), flavonoid- 3’- hydroxylasa (F3'H), ACC synthasa, ACC oxidasa, dihydroflavon-4-reductasa (DFR)

Summary

Sumova B.: Transgenic flowers

Genetically-modified, colour-altered varieties of the important cut-flower crop carnation have now been commercially available for
nearly ten years. The following article outlines a brief description of the transgenic manipulation of the anthocyanin biosynthesis and
ethylene pathways of two major ornamental flowers, the carnation and the rose. The anthocyanin pathways allow ornamental flowers
to produce a blue pigment, delphinidin. Ethylene is a plant hormone that starts wilting of flowers. Using new biotechnology techni-
ques the producers can develop new varieties with blue flowers and extension of their longenivity.

Keywords: transgenic rose, transgenic carnation, flower color, anthocyanin, flavonoid, longenivity, ethylene, flavonoid- 3'5"-hydroxylase
(F3'5'H), ), flavonoid- 3'- hydroxylase (F3'H), ACC synthase, ACC oxidase, dihydroflavon-4-reductase (DFR)

PREHLED FIREM PRODUKUJICICH ENZYMY
PRO PRUMYSLOVE APLIKACE

Daniela Gerstorferova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod o efektivni a ekologicky citlivé procesy. Proto firmy
Stale vice spole¢nosti se hlasi ke své spoletenské  Produkujici enzymy pro pramyslové vyuZiti stale vice
odpovédnosti (Corporate Social Responsibility — dale ~ expanduji a dnes jiz téméf nenajdeme prdmyslové
CSR). Pro CSR neexistuje 74dna jednotna definice. odvétvi, ve kterém by enzymy nenasly uplatnéni. Hlavni
Je trendem, ktery apeluje na zménu orientace firem vyhodou enzym( ve srovnani s dalsimi katalyzétory je
z kratkodobych cil na dlouhodobé, z maximalniho jejich sterio-, regio- a chemoselektivita a specifita.?
na optimalni zisk." Z fady definic spole¢enské odpovéd- Proteinové inZenyrstvi je dnes oblasti aktivné se
nosti firem (dale jen CSR) zde zminme alespori ty nej- zabyvajici vyvojem enzym( s novymi vlastnostmi, ¢imz
zZnaméjsi: mohou byt designovany i enzymy katalyzujici reakce
1/ CSR je dobrovolné integrovéni socialnich nevyskytujici se v pfirodé.>*>
a ekologickych hledisek do kazdodennich firemnich o
operaci a interakci s firemnimi stakeholders (Jako stake- Potravinaisky primysl
holders jsou oznacovény vsechny zainteresované osoby i skupiny Enzymy se v potravindiském prdimyslu objevu;ji
osob uvniti a v okoli firmy - patfi sem zékaznici, akcionéfi, zamést- ve véech oblastech — peka’renstvi, pivovarnictvi, vinarst-

nanci, obchodni partnefi, dodavatelé, zastupci statni spréavy

a samospravy, zajmové skupiny, média, odbory a mezinarodni orga- Vi, zpracovani ovoce a ZEIenmy' masny PrumysL

nizace.). (Evropskd unie, Zelend kniha 2001)’; syrafstvi, vyroba olejl, kévy, Caje atd. Jedna se také

2/ CSR je zptisob podnikani, ktery odpovida ¢ jde ~ © nejvétdi Skalu enzymd pro priimysl, da se fici,

nad rémec etickych, zdkonnych, komer¢nich a spo-  Ze kazda firma vyrabi enzymy i pro potravinafstky

le¢enskych ocekavani. (Neviddni organizace Business ~ pramysl.

for Social Responsibility)'. Pro pekarensky primysl jsou na trh dodavany réizné
Pravé tzv. bilé biotechnologie, vyuZivajici enzymy, modifikované o-amylasy Stépici Skrob na jednoduché

pfispivaji k CSR. V pfipadé enzymové katalyzy se jedna cukry, ¢imZ dochazi k lepSimu kvasinkovému kvaseni;

46



proteasy snizujici mnoZstvi proteind (papain
a bromelain stépi gluten) v mouce pro vyrobu susenek,
dale xylanasy, glukanasy a dalsi.

V mlékarenském a syraiském primyslu se uplatriuji
predevsim lipasy, laktasy (snizeni obsahu laktosy),
proteasy jako chymotrypsin, trypsin, rennin ze zaludku
telat. Lze také napfiklad zakoupit mikrobialni lipasu
pro kosher zpracovéni syra od firmy Enzyme
Development Corporation (USA)®.

Pfi vyrobé dzusG se vyuZivaji pektinasy a celulasy
pro vycifeni dzusU. V pivovarnictvi maji uZitek hlavné
amylasy, glukanasy, proteasy S3tépici polysacharidy
a proteiny ve sladu, ¢ primyslové vyrdbéné enzymy
piirozené se vyskytujici v jecmeni.

Pro zpracovani masa lze zakoupit tzv. enzymové
tenderizery (,zmékcovace”) jako napi. papain, brome-
lain, ficin.

Dulezité jsou také enzymové preparaty prodluzujici
trvanlivost potravin (glukosaoxidasa/katalasa zabrariu-
jici oxidaci potravin a ndpoji vzdusnym kyslikem)
a zabranujici mnoZeni bakterii (lysozym), také napf.
kysela ureasa, ktera brani vzniku ethylkarbamatu
z mocoviny a ethanolu ve viné. Tyto preparaty uvedly
na trh firmy Amano Enzyme Inc. (Japonsko)?,
Chr. Hansen Inc. (Dansko)® a Enzyme Development
Corporation (USA)®.

Pro potravinaisky priimysl dodéavaji na trh enzymy
firmy: Maps Enzyme Ltd. (Indie)?>, Novozymes
(Dénsko)™, Nutricepts Inc. (USA)", Specialty Enzymes
and Biotechnologies Co. (soucasti SEB Group, USA)'?,
Advanced Enzymes Technologies Ltd. (soucasti SEB
Group, Indie)'3, AB Enzymes (Némecko)', Biocatalysts
Ltd. (UK)'>, Amano Enzymes Inc. (Japonsko)’,
Chr. Hansen Inc. (Dansko)?, Deerland Enzymes Inc.
(USA)'¢, Bio-Cat Inc. (USA)"7, DSM Food Specialties
(Nizozemi)'®, Enzyme Development Co. (USA)S,
Genencor (USA)", logen Co. (Kanada)?, National
Enzyme Company (USA)?', Verenium Co. (USA)%

Skrobarensky primysl

Pro skrobarensky priimysl dodavaji firmy na trh amy-
lasy, amyloglykosidasy, glukoamylasy a glukosaiso-
merasy. Tyto enzymy se pouzivaji pro vyrobu glukosy
ze Skrobu, pro isomeraci glukosy na fruktosu a pro pro-
dukci sirupt. Firmy pUsobici v této oblasti jsou: Maps
Enzyme Ltd. (Indie)?, Novozymes (Dansko)'°, Specialty
Enzymes and Biotechnologies Co. (USA)'2, Zhaodong
Sun Shine Enzyme Co. (Cina)®, Amano Enzymes Inc.
(Japonsko)’, Bio-Cat Inc. (USA)", Enzyme Develop-
ment Co. (USA)®, Genencor (USA)™.

Pramysl vyrabéjici biologické detergenty
Biologickymi detergenty jsou hlavné proteasy, amy-
lasy, lipasy a celulasy. Tyto enzymy pomahaji odstranit
proteinové skvrny z obleceni, rezistentni Skrobové
zbytky z nddobi, mastné a olejové skvrny a pfidavaiji se
do avivézi. Firmy produkujici enzymy pro toto prd-
myslové odvétvi jsou: Maps Enzyme Ltd. (Indie)?,
Novozymes (Dénsko)'®, Specialty Enzymes and
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Biotechnologies Co. (USA)'?, Bio-Cat Inc. (USA)",
Genencor (USA)™.

Textilni a koZedélny primysl

V textilnim prdmyslu se uplatriuji amylasy, celulasy,
pektinasy, katalasy, mannanasy, proteasy. Enzymy jsou
potieba pro upravy tkanin pozadovanych vlastnosti
(lesténi, dokonceni denimu, béleni, drhnuti, odvinéni
atd.) za tzv. mokrych podminek.

Pro kozedélny pramysl dodavaji na trh firmy smési
proteas a lipas pouzivané pfi mofeni, namaceni, odvla-
seni a odmastovani kazi.

Mezi firmy produkujici enzymy pro textilni
a kozedélny pramysl patii: National Enterprises
(Indie)?*, Maps Enzyme Ltd. (Indie)®, Novozymes
(Dansko) ', Specialty Enzymes and Biotechnologies Co.
(USA)'?, Amano Enzymes Inc. (Japonsko)’, AB Enzymes
(Némecko)', logen Co. (Kanada)?, Advanced Enzymes
Technologies Ltd. (Indie — soucasti SEB Group)'.

Papirensky primysl

V potravindiském prdmyslu maji vyuziti amylasy, xyla-
nasy, celulasy, lipasy a ligninasy. Amylasy Stépi skrob,
¢imz dochazi ke snizovéni viskozity, coz napomaha
dimenzovani a natirdni papiru. Xylanasy se uZivaji
k béleni papiru. Celulasy uhlazuji vlakna, coz usnadriu-
je odvodriovani papiru a podporuje odstranéni in-
koustu. Lipasy redukuji mnozstvi smoly. Ligninasy
zmék¢uji papir odstranénim ligninu.

Firmy produkujici enzymy pro papirensky pramysl
jsou: Genencor (USA)', logen Co. (Kanada)®, Specialty
Enzymes and Biotechnologies Co. (USA)'?, Advanced
Enzymes Technologies Ltd. (Indie — soucasti SEB
Group)™, Zhaodong Sun Shine Enzyme Co. (Cina)?,
Verenium Co. (USA)??, Deerland Enzymes Inc. (USA)',
AB Enzymes (Némecko)™.

Dalsi primyslové aplikace

Vlyznamnou slozkou primyslu je dnes vyroba bio-
paliv, mezi néz patfi i palivovy ethanol. Pfi vyrobé
priimyslového a palivového ethanolu se vyuZivaji celu-
lasy, amylasy, glukoamylasy, proteasy a pullulanasy.
Firmy vyrabéjici tyto enzymy jsou: Genencor (USA)',
logen Co. (Kanada)?, Specialty Enzymes and
Biotechnologies Co. (USA)'?, Enzyme Development Co.
(USA)¢, Novozymes (Déansko)™.

Enzymy nasly své uplatnéni i pfi vyrobé, Gpravé ¢i
obohaceni krmiv pro doméci zvifata. Pomahaji zvifa-
tdm lépe travit a zvySovat biologickou vyuZitelnost
potravy (fytasy, xylanasy, glukanasy, proteasy, amylasy).
Na trh tyto enzymy dodavaji: Verenium Co. (USA)%,
Deerland Enzymes Inc. (USA)', AB Enzymes
(Némecko)', Advanced Enzymes Technologies Ltd.
(Indie — soucasti SEB Group)'®, Genencor (USA)™,
logen Co. (Kanada)?, Novozymes (Dénsko)™, Bio-Cat
Inc. (USA)"7, Maps Enzyme Ltd. (Indie)°, Enzyme
Development Co. (USA)S.

Dal$im vyuZitim enzymid je zpracovani odpadni
vody: Genencor (USA)', Bio-Cat Inc. (USA)", Deerland



Enzymes Inc. (USA)'S, Specialty Enzymes and

Biotechnologies Co. (USA)™.
Zavér

Vyuziti enzym@ v primyslu je obrovské a neustaly
vyzkum, at jiz komer¢ni ¢i nezdvisly, pfinasi nadéji
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Gerstorferova D.: Piehled firem produkujicich enzymy pro priimyslové aplikace
Firmy produkujici enzymy pro primysl maji obrovsky potencial do budoucna, stéle jesté mnoho primyslovych aplikaci ¢eké na svou
~€nzymovou cestu”. Enzymova katalyza je procesem ekologickym a ekonomicky zajimavym. Firmy zfizuji pobocky po celém svété, aby

byly co nejblize svym klientdim.
Klicova slova: biotechnologie, primyslové enzymy, firmy

Summary

Gerstorferova D.: Survey of companies producing enzymes for industrial applications

The companies producing industrial enzymes have enormous potential for the future, many industrial applications are still waiting for
his “enzyme pathway”. The enzyme catalysis is an environmentally and economically attractive process. The companies are setting up
their offices around the world to be as close as possible to their clients.

Keywords: biotechnology, industrial enzymes, companies
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