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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 Lipovovd, 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 piatelé,

jako kazdoro¢né, i letosni léto bylo pIné zajimavych
védeckych konferenci, jichz jsme se vétSinou
z finanénich ddvodd nemohli zdéastnit. Dovolte nam,
abychom Vam pfipomnéli alespori ty dvé nejdulezitéjsi
udalosti.

Prvni z nich bylo 15. Mezinarodni biotechnologické
symposium (IBS 2012) poiadané ve dnech 16. - 21. 9.
2012 v jihokorejském Daegu (http://www.ibs2012.0rg).

Druhou vyznamnou mezinarodni udalosti, ktera se
nas vyznamné tyk4, byl jiz 15. Evropsky biotechnolo-
gicky kongres v Istanbulu, ktery se konal 23. - 26. 9.
2012 v tureckém Istanbulu. V ramci tohoto kongresu se
jiz tradi¢né konala valnd hromada EFB, na niz nasi spo-
le¢nost zastupoval p. prof. RNDr. Ivo Fréborst, CSc.,
feditel Centra pro biotechnolocky a zemédélsky
vyzkum regionu Hana (www.cr-hana.eu). Je mym poté-
Senim Vam oznamit, Ze p. prof. Frébort byl zvolen
do vykonného vyboru EFB a bude tam zastupovat
nasdi spole¢nost i CR. Informaci o 15. EFB podanou
p. prof. Frébortem naleznete v tomto ¢isle. Rad bych
Vam znovu pfipomnél, abyste obcas otevieli webové
stranky EFB (www.efb-central.com), kde naleznete
fadu zékladnich i aktualnich informaci a mimo jiné si
zde muzete prohlédnou ¢lanky publikované v ¢asopise
EFB ,European Biotechnology”, ktery letos vychazi jiz
¢tvrtym rokem. Naleznete tam i seznam akci
s biotechnologickou tematikou, na nichz se EFB podili
jako spolupofadatel. Pro pfisti rok to jsou nasledujici
akce: Recombinant Protein Production (6. — 9. 3. 2013,
Laupheim, NSR), 5th Conference on Physiology
of Yeast and Filamentous Fungi (4. — 7. 6. 2013,
Montpellier, Francie), 10th Carbohydrate Bioengi-
neering Meeting (21. — 25. 4. 2013, Praha, CR), 11th
Biotrans Conference (datum jesté nestanoveno,
Manchester, GB) a pfedeSim jiz druha konference
pofadand ve spolupraci s nasi Biotechnologickou spo-
le¢nosti Olomouc Biotech 2013 Plant Biotechnology:
Green for Good Il (17. - 21. 6. 2013, Olomouc, CR).
Webova stranka této konference je http://www.cr-
-hana.eu/G4G2, kde naleznete jiz prvni cirkulaf.

V letoSnim roce nads vyznamny partner, Vysoka skola
chemicko-technologicka v Praze, oslavil 60. let samo-
statné existence. Slavnostni zasedani akademické obce
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VSCHT Praha se uskute¢nilo 1. fijna 2012 v Bfev-
novském klastefe za ucasti mnoha vyznamnych host,
pfedevsim rektord, pfipadné prorektord, viech vyso-
kych 3kol v CR. Na zasedéni promluvil rektor VSCHT
p. prof. Ing. Karel Melzoch, CSc. (mimo jiné i ¢len Rady
nasi spolecnosti), ktery zde udélil dva tituly doctor
honoris causa dvéma mimofadnym osobnostem ceské
a svétové védy p. prof. RNDr. Vaclavu Pacesovi, DrSc.
a p. prof. Ing. Pavlu Hobzovi, DrSc. a dale pak medaile
Emila Votocka osobnostem, které se zaslouzily o rozvoj
a Uspéchy VSCHT. Podrobnosti o této ualosti i dalsi
aktudlni informace naleznou zdjemci na webovych
strankach VSCHT Praha (www.vscht.cz) v rubrice
Jaktuality”.

Jako kaidoro¢né pofadd Ceskd komise GMO,
ve spolupraci s VSCHT Praha, vefejnou schiizi a se-
minaF. Akce se uskutecni opét v Narodni technické kni-
hovné v Dejvicich 1. listopadu ve 13 hod.

V tomto disle pokracujeme ve zvefejriiovani stru¢nych
aktualnich informaci pod nazvem | Vite, ze...?"
a tradi¢né nasleduji pfehledné ¢lanky, které Vas urdité
zaujmou.

Jak jsme Vas jiz informovali, probéhnou letos
na podzim volby Rady a Revizni komise nasi spole¢-
nosti. Kandidatky byly sestaveny na zakladé navrhu
¢lend a snazi se zahrnout reprezentanty nasich
vyznamnych institucionalnich ¢lend. Volby probihaji
elektronicky. Pokud jste nam nesdélili Vasi elektronic-
kou adresy, jste ¢lenem a chcete volit, vystiihnéte kan-
didatky Rady a Revizni komise z cisla Bioprospectu,
preskrtnéte kandidaty, se kterymi nesouhlasite, dejte
do obalky, na niz napiSete Vase clenské cislo (je uve-
deno na Bioprospectu, ktery dostavite) a poslete
na adresu Ing. Dana Pokorna, CSc., Ustav techologie
vody a prostiedi, VSCHT, Technicka 3, 166 28 Praha 6
nejdéle do 30. 11. 2012.

Velice ocenime VaSe piispévky do Bioprospectu,
a to jak odborné, tak informativni. TéSime se
na Vasi spolupraci.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan K&s$ a Petra Lipovova



BIOTECHNOLOGICKA SPOLECNOST

Clen CSVTS a Evropské federace biotechnologickych spole¢nosti (EFB)

Kandidatka pro volby v r. 2012
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Ing. Peter Sebo, CSc.
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RNDr. Tomas Vanék, CSc.

Prof. Ing. Karel Vofisek, CSc.
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RNDr. Ivo Frébort, CSc.

Prof. Ing. Jindfich Citek, CSc.
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Ing. Jan Kopecny, DrSc.
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VITE, ZE

-V Evropé jsou blizko povoleni prvni dva lé¢ebné postupy genové terapie. Prvni spada do kategorie ,in vivo

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
Vyzkumny Ustav veterinarniho lékafstvi, Brno
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
Mikrobiologicky dstav AV CR

Lonza Biotec, s.r.o0., Koufim

Pfirodovédecka fakulta Masarykovy university, Brno
Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT, Praha
Ustav biotechnologie, VSCHT, Praha

Ustav biotechnologie, VSCHT, Praha

Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Krélové
Mikrobiologicky ustav AV CR

Biotechnologicky ustav AV CR

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Praha

Ceska zemédélska universita, Praha-Suchdol
Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT, Praha
Pi. Fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc
Centrum pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum
regionu Hana, Olomouc

JCU, Ceské Budgjovice

Ustav fyziologie a genetiky AV CR

Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT, Praha
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
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terapie, kdy virus nesouci gen pro produkci lipoprotein lipasy (LPL) je injikovdn nemocnému. Jedna se vzac-
nou nemoc (onemocni 1 — 2 lidé z milionu), kdy chybéjici enzym, majici vyznamnou ulohu v odbourédvani
tukd, zplsobuje zavazné zdravotni komplikace. Aplikace ma byt piesto omezena jen na vainé pfipady,
kdy nemocny trpi krutymi ¢i opakovanymi zachvaty pankreatitidy. Druhy lé¢ebny postup patii do kategorie
.€X vivo". Jedna se o lé¢bu imunodeficience ADA-SCID, kdy pfislusny gen je vpraven do bunék odebranych
pacientovi a o3etfené buriky kostni diené mu jsou nasledné zpét injikovany. Oba postupy se snazi do praxe
prosadit fy. Glybera, ktera patfi holandské firmé UniQure (vice doi: 10.1038/nature.2012.11048)

- Prvni zemi na svété, kterd povolila pouzivani genové terapie v lé¢bé rakoviny byla v r. 2004 Cina. V Evropé
a v USA genova terapie neni dosud povolena.

— Firma Evonik stavi v Rusku (ve Volgodonsku u Rostova) tovarnu na vyrobu L-lysinu (pod ndzvem “Biolys”)
urenou pro vyzivu zvifat. V r. 2014 ma ro¢ni produkce dosdhnout 100 000 t. (Process Worldwide 14, ¢. 4,

zafi 2012, str.10)

42




— Firma LPP Combustion pfipravuje v Omanu vyrobu syntetického “pfirodniho plynu” z tekutych paliv, mimo
jiné i z biodieslu a ethanolu (Process Worldwide 14, ¢.4, zafi 2012, str.11)

— Firma Evonik planuje v Singapuru vystavbu tovarny na vyrobu methioninu pro krmivaiské tcely. V r. 2014 ma
produkce dosahnout kapacity 150 000 t. Tim firma dosdhne ro¢ni podukce DL-methoninu 580 000 t.
Jeji soucasna produkce v tovarnach v NSR, USA a Belgii ¢ini 430 000 t. (Process Worldwide 14, ¢.4, zéfi 2012,
str.15).

— Dansky vyrobce enzym, firma Novozymes, bude vyrabét enzymy pro produkci biopaliv v Nebrasce (Blair),
USA. Produkce biopaliv (nového typu) ma v r. 2014 doséhnout 250 milion0 galont (Process Worldwide 14,
¢.4, z4fi 2012, str.16).

-V r. 2011 ministerstvo obrany USA nakoupilo 450 000 galond biopaliv, hlavné pro letadla. (Process
Worldwide 14, ¢.4, zafi 2012, str.16).

— Na letosnim veletrhu ACHEMA byly udéleny inova¢ni ceny ACHEMA v 9 kategoriich. V kategorii biotechno-
logie obdrzel cenu Dennis Leong z firmy Betea Renewables. V kategorii farmaceutické technologie ziskal
cenu Thomas Heinrich (Fette Compacting) (Process Worldwide 14, ¢.4, zafi 2012, str.40 — 42).

- Holding Renova plénuje v blizkosti Moskvy postavit zévod na vyrobu biologicky odbouratelnych polymert
za 400 milion dolarC (Technicky tydenik 60, ¢. 15, ¢ervenec 2012, str. 17).

— Védci z Rice University vyvinuli bakterialni kmen E.coli, ktery je schopen transformovat sacharidy na butanol
10x rychleji nez jiné mikroorganismy. Komer¢ni aplikace se planuje za 3 — 5 let (Technicky tydenik 60, ¢. 15,
Cervenec 2012, str. 20).

- Na popsani genomu bananovniku se podilel dci z olomouckého pracovisté Ustavu exprimentalni
botaniky AV CR a Regionalniho centra Hana pro biotechnologie a zemédélstvi (Technicky tydenik 60, ¢ 15,
Cervenec 2012, str. 13).

— Nedavné publikovani nazoru, Ze arsen muze u nékterych organism@ nahradit fosfor a tak se stat nezbytnym
prvkem pro Zivot se ukazal jako Spatnd interpretace ziskanych vysledkd (http://cenm.ag/gfajl, C&EN July 16,
2012 str. 7)

— Védci z Tuft University zjistili, Ze hedvabi mize uchovat vakciny bez degradace, aniz by byly skladovany
v chladu (C&EN July 16, 2012 str. 41, Proc. Natl. Acad. Sci. USA DOI: 10.1073/pnas.1206210109)

— Gilead Sciences ziskala od FAD povoleni k aplikaci dvou [écCiv. Prvni je ndm vSeobecné znama Truvada (kom-
binace emtricitabinu a tenofoviru) k 1é¢bé HIV v kombinaci s dal$imi antiretovirotiky a sniZeni riziku infekce
HIV. Druhym lé¢ivem je Qsymia (kombinace dvou jiz dfive povolenych lé¢iv phenterminu a topiramatu)
k lé¢bé obesity (C&EN July 23, 2012 str. 15)

- Kofeni curry a v ném obsazeny curcumin md udajné positivni vliv na obnovu ztraty paméti a zpomaleni
Alzheimerovy choroby (C&EN July 30, 2012 str. 44 — 46 )

— Firma RARECYTE pracuje na vyvoji pfistroje k detekci rakovinnych bunék v krvi. Princip spocivé v tom, Ze vétsi
objem krve se odstieduje, aplikuje se fluorescen¢ni barvivo a rakovinné buriky se objevi ve vrstvé mezi
¢ervenymi krvinkami a plasmou (C&EN September 10,2012, str. 21)

- Fluorogenni sonda specifickd pro enzym produkovany bakterii zpusobujici tuberkulosu umozriuje detegovat
nizkou hladinu pathogena v lidském hlenu béhem 10 minut (C&EN September 10,2012, str. 27).

- Robert J. Lefkowitz a Brian K. Kobilka ziskali Nobelovu cenu za chemii za objeveni mechanismu ptsobeni
receptorll G-protein (G-protein-coupled receptors/GPCRs). Tyto receptory umoziiuji burikdm reagovat
a odpovédét na vnéjsi signdly a jsou cilem mnoha ¢asto piedepisovanych Iéciv, jako jsou napf. beta bloka-
tory, antihistamika a antidepresiva.

— Nobelovu cenu za fyziku ziskali pro rok 2012 Sorge Haroche a David J. Wineland za préci na kvantovych infor-
macnich systémech. Jejich objev ma i praktické vyuziti, napf. pfi méfeni ¢asu atomovymi hodinami, které si
vyuZivaji i v systémech GPS.

- Leto3ni laureaty Nobelovy ceny za medicinu jsou Brit John Gurdon a Japonec Sinja Jamanaka za vyzkum
kmenovych bunék. Ukazali, Ze kmenové buriky mohou byt vyuZity |ékafi k nahradé postizenych tkéni a ¢ésti
téla.
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ZPRAVA Z 15. KONGRESU EUROPEAN FEDERATION OF BIOTECHNOLOGY (EFB) - ISTANBUL

V pofadi jiz 15. Evropsky kongres biotechnologie
(European Congress on Biotechnology, pofadany
European Federation of Biotechnology) s podtitulem
,bio-crossroads” se konal ve dnech 23.-26. zéfi 2012
v Istanbulu a spolu se satelitnimi konferencemi pfivital
vice neZ tisic ucastnikl ze 48 zemi péti kontinentd.
Program kongresu sestaval z 6 spole¢nych plenérnich
prednasek vyznamnych védeckych osobnosti a dale 94
prednasek a vice nez 600 posterll ve 4 sekcich, které
byly rozdéleny podle jiz zazitého barevného kodu: bild
- pramyslové biotechnologie, ¢ervenad — biotechnolo-
gie v medicing, zelend - rostlinné a environmentalni
biotechnologie, fialovda — systémova biotechnologie
a nanotechnologie. Kongres zahdjil president EFB Marc
van Montagu a uvodni pfednasku na téma vyvoj nizko-
nékladovych diagnostickych souprav pro rozvojové
zemé piednesl| George Whitesides (Harvard University).
Velka pozornost byla vénovana novym poznatkiim
a vyvijenym metodikdm v oboru systémové biologie,
kterou uvedl svoji plenarni pfednaskou Ruedi
Aebersdorf (ETH Ziirich). Mezi dalsi hvézdné ucastniky
kongresu patfili napf. Werner Arber, objevitel restrik¢-
nich endokuleas a nositel Nobelovy ceny za fyziologii
a medicinu z roku 1978, vynalezce ,zlaté ryze” Ingo
Potrykus a Huanming Yang, feditel Beijing Genomic
Institute, jednoho z nejvyyznamnéjsich center sekveno-
vani genomd.
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Jednani kongresu byla pfimo nabita kvalitnimi odbor-
nymi vystoupenimi i soubornymi prezentacemi novych
trendd v podani pozvanych S3pickovych odbornik,
takze bylo pomérné obtizné si vybrat z paralelni nabid-
ky sekci. Vsechny pfednasky byly hojné navstévovény
posluchaci, k ¢emuz jisté piispélo i kvalitni zazemi kon-
gresového centra v Grand Hotelu Cevahir i jeho umis-
téni v turisticky odlehlejsi ¢asti Istanbulu.

V sekci zelené biotechnologie, jejihoz jednani jsem
se prevazné Gcastnil, ¢asto zaznivala z Gst prednaseji-
cich i diskutujicich kromé védeckych vysledku i velka
kritika na stranu nesmyslnych byrokratickych omezeni
vyzkumu, vyvoje a vyuzivani geneticky modifikovanych
plodin staty EU, a to zejména v pfipadech, kdy jsou tyto
produkty a technologie cileny na odstranéni chudoby,
hladu a podvyZivy v zemich Afriky a jihovychodni Asie.

Kongres zakoncil svoji pfednaskou Christian
Patermann, byvaly ministr SRN pro védu a vzdélavani
a programovy feditel DG Research Evropské komise,
ktery pfedstavil strategii EU v nasledujicim programova-
cim obdobi namifenou smérem k vétSimu vyuZziti bio-
technologii a vytvoreni ,biobased economy”. Pro kona-
ni daldiho, 16. kongresu EFB byl vybran Edinburgh,
v terminu 20-23. ervence 2014.

Ivo Frébort, C.R. Hand, Olomouc



RECENZE KNIHY

BIOLOGICKA LECIVA

— TEORETICKE ZAKLADY A KLINICKA PRAXE

Autofi: M. Fusek, L. Vitek, J. Blahos jr., M. Hajduch, T. Ruml a kolektiv
Nakladatelstvi Grada Publishing, a.s. (ISBN 978-80-247-3727-0)
ve spoluprdci s edi¢nim stfediskem VSCHT (ISBN 978-80-7080-810-8), 2012

Pocet stran 224 + 4 barevné prilohy

Kniha Biologickd léciva je prvni ceskou ucelenou
publikaci o dynamicky se rozvijejicim oboru léciv.
Biologicka léciva jsou skupinou latek, které jsou pfipra-
vovany biotechnologickymi procesy a to pfedevsim
expresi peptidi a proteind v prokaryontnich ¢i euka-
ryotnich burikach. Na rozdil od klasickych, syntetickych
[éCiv se jednd o molekuly s vysokou relativni molekulo-
vou hmotnosti z ¢ehoz plyne jednak rozdilny postup
vyroby, ale také vyssi nebezpeci denaturace a odlisny
zpUsob charakterizace téchto latek. Dalezitym rozdilem
oproti produkci napfiklad antibiotik, které se vétSinou
pfipravuji také biotechnologickymi postupy, je nutnost
vneseni cizorodé genetické informace do hostitelského
organismu, kterym byvaji vétSinou bunky E.coli,
Saccharomyces cerevisae, BHK ¢ CHO buriky.

Kniha Biologicka léc¢iva obsahuje dvé casti. Nejdfive
se autofi zaméfuji na teoretické zaklady vyzkumu,
vyroby, analyzy ¢i formulace lé¢iv v obecné roviné.
V dalsi casti je pak pozornost vénovana jednotlivym
funkénim a indikaénim skupindm. Tato ¢ast byla pfipra-
vena v Uzké spolupréci s lékafi, ktefi dané léky pouzi-
vaji v kazdodenni klinické praxi a tak vznikl text, ktery
spojuje pravé teoretické a velmi praktické aspekty dané
problematiky. Jednotlivé kapitoly zahrnuji: vyuziti
rekombinantnich hormond, krevnich derivatd v 1é¢bé
jak hemofilie, tak léciv vyuzivanych pro prevenci ci
odstranéni krevni srazeniny, cytokinl v 1é¢bé cytopenii,
rekombinantnich enzym( u dédi¢nych metabolickych
poruch, protilatek v 1é¢bé autoimunitnich onemocnéni
a v léctbé onkologickych onemocnéni, interferond
pro lé¢bu hepatitid a zahrnuje také kapitolu o vyuziti
rekombinantnich proteinl ve vakcinaci. Kniha se také
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zabyva vyznamem diagnostiky pro spravnou indikaci
lé¢by, obsahuje kapitolu vénovanou zneuzivani nékte-
rych biologickych léc¢iv a v zédvéru déava kratky vyhled
do budoucna a shrnuje snahy v oblasti genovych
terapii.

Uvedend publikace trpi nékolika nesvary, které jsou
typické pro takovy typ publikaci. U takto rozséhlého
materialu a v pfipadé velmi dynamicky se vyvijeji-
ciho oboru je vidy problémem ztrdta aktualnosti.
V mezidobi, mezi dokonéenim textu a vydanim knihy
se na trhu objevilo nékolik novych preparatd, které se
jiz do prehledné publikace nedostaly. Druhou vytkou
muze byt ne zcela optimalni vyvazenost jednotlivych
textd, kterd je dand rozsahlym autorskym kolektivem
ktery zahrnuje 19 spoluautord. Pfes tyto vytky vsak
pocin autord a vydavatelstvi Grada s podporou edi¢-
niho stfediska VSCHT Praha zasluhuje velikou po-
chvalu. Ceska literatura je v tomto oboru velmi chuda
a neexistuje souhrnnd publikace, kterd by podala
uceleny obraz. Diky této chudosti je problémem sa-
motnd nomenklatura. | nazev knihy ,biologicka léc¢iva”
je vlastné pfinosem v odborné literatufe a snahou
o sjednoceni, protoZe se misi nazvy cilena léciva (ktery
by se hodil pfedevsim na protildtky), proteinova léciva,
biolé¢iva, biofarmaceutika atd.

Celkové Ize shrnout, Ze kniha Biologicka léciva je
vhodnym textem jak pro lékafe (at specialisty ¢i prak-
tické lékare) tak pro odborné pracovniky ve védé ale
i pro studenty nejen mediciny ale i dalSich pfirodovéd-
nych a technickych smérd.

Jan Kas



ODBORNE PRiSPEVKY

WESTERN BLOTTING - PRINCIPY A METODY

Klara Pe¢ankova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Ustav hematologie a krevni transfuze v Praze,

pecankok@gmail.com

Uvod

Western blotting je metoda slouZici nejéastéji
k prenosu elektroforeticky rozdélenych proteind
na porézni nosi¢ — membranu. V dnesni dobé je jiz
béiné pouzivanou technikou v laboratofich zabyvaji-
cich se studiem proteind. Slouzi pfedevsim k validaci
elektroforetickych analyz a k validaci metod kapalinové
chromatografie. Definice western blotu neni piesné
vymezena. Nékteré zdroje uvadi, Ze se jednd pouze
o pfenos proteinl z gelu na membrény, jiné do tohoto
terminu zahrnuji i elektroforézu a naslednou blokaci
neobsazenych mist na membréané spolu se specifickou
detekci vybranych protein(. Prvotné se pojem blotting
vztahoval k metodé pfenosu nukleovych kyselin zave-
dené Erwinem Southernem, ktera slouzila k detekci
DNA sekvenci.! Slovni hfickou postupné vznikal bloto-
vaci kompas: nejprve Nothern blotting (pfenos RNA)
provedeny poprvé v roce 1977 Alwinem a kol.?, poté
roku 1979 Western blotting (H. Towbin a kol.)* a jeho
modifikace Eastern blotting*, jehoz definice se formulo-
vala od roku 1982 az do roku 2009. Nejnovéjsi defini-
ce> popisuje Eastern blotting jako techniku, kterd
slouzi k detekci posttransla¢tné modifikovanych pro-
teinG pomoci k nim specificky navrzenych sond.

Principy pfenosu

Proteiny putuji z gelu na membranu pisobenim hna-
cich sil, jimiz mohou byt kapildrni sily a difuze, vakuum,
elektrické pole nebo ultrazvuk. Nejvice se u western
blottingu setkdvdme s pfenosem pomoci elektrického
pole, jehoz plsobenim jsou proteiny pfenaseny
z polyakrylamidového gelu. Tento princip byl poprvé
pouzit Towbinem roku 1979 v praci, kterd popisovala
metodiku a aplikace pfenosu elektroforeticky rozdéle-
nych proteind na nitrocelulosovou membranu.3
V tomto experimentu vyslo najevo, Ze nitrocelulosové
membrany a pouzité podminky maji urcitd omezeni
(napf. kiehkost, efektivita pfenosu proteint - viz dale).
Kapilarnimi silami jsou proteiny hnany z gelu na mem-
branu pfi zatizeni pfes vrstvu suchého filtra¢niho papi-
ru.® Hnaci silou vakuového pfenosu je tok pufru
z navlhéeného filtracniho papiru vrstvou gelu a no-
sice; tok kapaliny je zajistén pfipojenim aparatury
na vakuovou pumpu.” Pomérné novou metodou je
pfenos protein pGsobenim ultrazvuku. Pfesny princip
pfenosu ale neni uplné jasny.®

Membrany
Jako nosice pfenesenych proteinll se pouzivaji po-
rézni materidly s primérem péru v rozmezi od 0,5
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do 10 um. Nejvice pouzivanymi materialy jsou nitroce-
lulosa a polyvinyldifluorid (PVDF), méné casto se
pouziva aktivovany papir ¢i aktivovany nylon.

Mechanismus vazby proteind na membrénu proza-
tim neni zcela objasnén, ale pfedpoklada se, Ze se
jednd o kombinaci hydrofobnich interakci s dipolo-
vymi (v pfipadé PVDF) a nekovalentnimi interak-
cemi v pfipadé nitrocelulosové membrany. Nitrocelu-
losa a PVDF se lisi vazebnou kapacitou, odolnosti
a stabilitou a oba typy membran vyzaduji rozdilné
zachézeni béhem experimentu. Obvyklym problémem
experimentt byva nespecifickd interakce protilétky, coz
se projevi jako tzv. pozadi. Nitrocelulosové membrany
maji uspokojivou (80 — 100 pg/cm?)°® vazebnou kapa-
citu a béhem detekce proteind vzniké jen nizké pozadi.
Jejich nevyhodou je nizkéa odolnost k mechanickému
namahani. Existuji i mechanicky stabilnéjsi nitrocelulo-
sové membrany, do nichz je inkorporovana polyestero-
va sit snizujici kiehkost nitrocelulosové matrice. PVDF
membrany maji vysokou vazebnou kapacitu (100 -
- 300 pg/cm?)® a jsou mechanicky velmi odolné.
Oproti nitrocelulosovym membranam je jejich nevyho-
dou vy3si pozadi vznikajici béhem detekce pienese-
nych proteind. To vsak Ize do jisté miry ovlivnit
slozenim bloka¢niho ¢inidla (viz dale). Vzhledem
k hydrofobnimu charakteru materidlu je pfed pfeno-
sem nezbytné ekvilibrovat PVYDF membrénu v meta-
nolu. Vyhodou PVDF membran ve srovnani s nitro-
celulosovymi je moznost efektivnéjsiho zachyceni
nizkomolekuldrnich proteinG diky mensi prdmérné
velikosti pora.™

Vétsina aktivovanych (nabitych) nylonovych mem-
bran obsahuje kvarterni aminy, které pomoci ionto-
vych, elektrostatickych a hydrofobnich interakci vazou
negativné nabité molekuly (napf. SDS). Velikost pora
nylonovych membréan se pohybuje okolo 0,4 um, jsou
mechanicky velmi stabilni a jejich vazebna kapacita je
priblizné 120 pug/cm>. Z dlivodu vzniku vysokého poza-
di po pienosu protein(i se pouzivaji spi§ pro pienos
nukleovych kyselin."""'2 Existuji i alternativni matrice,
které maji specialni pouziti. Chemicky aktivované
nosi¢e ze sklenénych vldken se vyuzivaji k zachyceni
proteinti ¢i peptidd uréenych k sekvenaci nebo
k mapovéni epitopli pomoci monoklonalnich protila-
tek. Proteiny jsou na tento nosi¢ ukotveny pomoci ion-
tovych sil. Vyhodou nosic¢t ze sklenénych vldken je
maximalni mechanickd stabilita, avsak znaénou
nevyhodou je, ve srovndni s ostatnimi nosic¢i, nizka
vazebna kapacita (7 — 20 ug/cm?).'>"



Efektivita a podminky pfenosu proteint

Na pienos proteinG ma vliv nékolik faktord. Patfi
mezi né velikost pord gelu, molekulova hmotnost
pfendsenych proteind, slozeni transferového pufru,
uspofadani blotovaciho systému nebo doba pfenosu.
Nejpouzivané;jsi metodou separace protein( pied wes-
tern blotem je elektroforéza v polyakryamidovém gelu
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE).
Porozita polyakrylamidového gelu je uréena jeho
slozenim, ¢ili koncentraci akrylamidu a bisakrylamidu.®
Vétsi porozita gelu, dand nizsi koncentraci akrylamidu
a bisakrylamidu, pfenos proteinl urychluje. Vyso-
komolekularni proteiny putuji v gelu pomaleji,
avsak jejich pfenos je mozné urychlit zvySenim teploty
(70 — 75°C)."7 ZvySeni teploty pro usnadnéni pfenosu
proteind je vhodné pouze pro proteiny rozdélené
za denaturujicich podminek. U proteind rozdélenych
nativni elektroforézou by mohla zvySena teplota
zpUsobit denaturaci. Zakladnim transferovym pufrem
pro western blotting je Towbinlv pufr (25 mM Tris,
192 mM glycin, 20 % metanol (v/v), pH 8,3). Zménou
slozeni zékladniho pufru mizeme dosdhnout rlzné
kvality pfenosu proteint s rozdilnymi vlastnostmi.’®
Napfiklad pro pfenos bazickych proteintl jsou doporu-
covany pufry o vysokém pH. Mezi né patii DunnGv
karbonatovy pufr (10 mM NaHCO,, 3 mM Na,CO,,
20 % metanol (v/v), pH 9,9), Bjerrumuv a ShaferGv-
Nielsendv pufr (40 mM Tris, 39 mM glycin, 20 % meta-
nol (v/v), pH 9,2) nebo CAPS (3-[cyclohexylamino]-1-
-propanesulfonova kyselina) pufr (10 mM

rozdélit do tfi kategorii, a to na pfenos mokry (wet),
polosuchy (semidry) a suchy (dry). Wet blotting pro-
bihd ve vertikdlnim uspofddani v nddobé naplnéné
transferovym pufrem. Proud je do systému piivadén
platinovymi dratovymi elektrodami a prenos realizovén
za konstantniho napéti. Obvykle je tieba cely systém
ddkladné chladit a michat, aby byla teplota v systému
rovhomérna a po dobu pfenosu konstantni. Semidry
blotting je vyhodny zejména diky nizké spotiebé
transferového pufru. Je potifeba pouze malé mnozstvi
na zvlhéeni filtracnich papirt a ekvilibraci membrany
a gelu. Dalsi jeho vyhodou je zkraceni doby pienosu
na zhruba 30 - 60 minut pfi zachovéni efektivity
pfenosu. Systém je uspofddan horizontdlné mezi
plosné elektrody — katodu z nerezové oceli a grafito-
vou anodu. Pfenos probiha pfi konstantnim proudu —
obvykle 0,8 mA/cm?2. Tyto hodnoty jsou nizsi nez u wet
blotu, a proto obvykle neni nutné aparaturu chladit.?
Pomérné novym typem pienosu je tzv. dry blotting.
Jeho velkou vyhodou je, ze veskeré reagencie, které
jsou k experimentu potfebné, jsou dodéavany pfiprave-
né k okamzitému poutziti. Jedna se o textil protkany
médénymi dratky, ktery ma funkci elektrod. Na tex-
tilni vrstvé je imobilizovédn transferovy pufr. Gel
a membrana se pfilozi na spodni elektrodu, vie se
uspofddd do sendvice a vlozi do blotovaciho stroje.
Vlysledkem je zkraceni doby pienosu na jednotky
minut. Urcitou nevyhodou je finan¢ni naro¢nost
ve srovnani s piedchozimi technikami.?'
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CAPS, 10 % metanol (v/v), pH 11)."®
Metanol uvolriuje SDS z komplexu SDS-

membrana

protein, odhaluje hydrofobni skupiny pro- 80

teind a usnadnuje jejich vazbu na mem-

branu.’® Pfi pfenosu vysokomolekularnich
protein(i za zvySené teploty je metanol,
vzhledem k jeho tékavosti, ze slozeni

transferového pufru vynechéan. Dalsi moz-
nosti pro usnadnéni pienosu je aplikace

mnoZstyi proteinu (%)

SDS o koncentraci vétsi nez 0,1 % (w/v).
Pfidavek SDS usnadiiuje pienos protein( 0

o vyssi molekulové hmotnosti. Kvalitu pre-
nosu proteinti ovliviiuje volba kontinudl-

120

doba pfenosu (min)

niho ¢i diskontinualniho uspofadani bloto-
vaciho systému. Diskontinudlni uspofa-
dani je zaloZzeno na rlzném slozeni pufru
na katodické a anodické strané aparatury. Pro efek-
tivni pfenos proteini je rovnéz nezbytnd spravna
volba doby pifenosu. Mnozstvi proteinti na membrané
s ¢asem roste, ale pfi piilis dlouhé dobé pfenosu opét
klesd, protoze muze dojit k jejich prichodu skrz mem-
branu a zachyceni do vrstvy filtra¢niho papiru. Zavislost
mnozstvi pfenesenych proteind na dobé pfenosu je
zndzornéna na Obr. 1.1°

na case

Nejvyuzivanéjsim principem pienosu je pulsobeni
elektrického pole. Pro elektroblot je typické sendvicové
usporadani sestdvajici z gelu a membrany, které jsou
vloZeny mezi vrstvy filtra¢niho papiru. Podle mnozZstvi
pouzitého transferového pufru mézeme elektrotransfer
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Obr. 1. Zavislost mnoistvi proteinii pienesenych z gelu na membranu

Blokace membrany a detekce proteini

Za pifedpokladu, Ze je definice western blottingu
rozSifena i na Cast experimentu nasledujici po pfenosu,
je mozné charakterizovat dalSi podminky této metody.
Blokaci membrany se bréni nespecifické vazbé proti-
latky na mista, kterd nejsou obsazena pfenesenymi
proteiny. Pozadované vlastnosti bloka¢niho cinidla
jsou: vyplnit neobsazend mista na membrané, nesmi
odstranit proteiny navazané pfenosem, nesmi piekryt
nebo inaktivovat proteiny uréené k detekci, nesmi
interferovat s procesem znaceni, mélo by byt levné
a dostupné. Jako blokac¢ni ¢inidla se pouzivaji roztoky
proteind, neionogennich detergentd nebo jejich kom-



binace. Inkubaci membrany s roztokem proteinu
dosahneme permanentni blokace. Bézné se pouziva
hovézi sérovy albumin (BSA) v koncentraci az 10 %
(w/v), hemoglobin v koncentraci od 0,1 % (w/v),
Zelatina, kasein, susené odtu¢néné mléko nebo kozi
sérum. Vyhodou poutziti hemoglobinu jako bloka¢niho
¢inidla je oproti BSA prakticky nulovy obsah oligosa-
charidovych kontaminantd. Avsak diky své peroxida-
sové aktivité je nevhodny k pouZiti spolu s peroxi-
dasovymi konjugéty. Blokovdnim povrchu membrany
roztoky neionogennich detergentd (napf. Tween,
Triton X-100, SDS) je docileno pouze docasné blokace
(neobsadi volnd mista na membrané, pouze zne-
snadiiuje nespecifické interakce sondy k nosici)?:
Po vyjmuti membrany z roztoku detergentu miuze
byt detergent snadno odmyt. Pufr pro blokovaci
¢inidlo je volen v zavislosti na charakteru detekova-
nych proteint (napf. pro fosfoproteiny volime jiny
nez fosfatovy pufr) a dobu blokace volime tak,
aby nedochazelo k interferenci s konjugatem (1 hod.
pfi 37 °C nebo pfes noc pfi 4 °C) a nevznikalo
vysoké pozadi. Pfenesené proteiny jsou deteko-
vany oznalenim specifikou protilatkou nebo je
moziné je derivatizovat a detekovat derivat proteinu
pfislusnou metodou (napi. spektrofotometricky).
Protilatky pouzivané k detekci protein po western
blotu mohou byt konjugovény s enzymem (alkalic-
kou fosfatasou nebo kienovou peroxidasou), fluo-
rescen¢ni zna¢kou, biotinem, zlatem nebo radio-
aktivnim prvkem. Volbou znaceni protilatky je uréen
zplsob detekce.™
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Aplikace western blottingu

Western blot se nejcastéji vyuziva pro validaci elektro-
foretickych metod (ovéfeni pozice spotu po identifikaci
hmotnostni spektrometrii), validaci metod kapalinové
chromatografie (pfitomnost proteinu ve frakci) nebo
k semikvantitativnimu stanoveni koncentrace proteint.
Pienos na principu kapilarnich sil je jedinym moznym
zplsobem pro blotovéni po izoelektrické fokuzaci, pro-
toZe proteiny jsou v pH odpovidajicim jejich izoelektric-
kému bodu (jsou bez néboje).”® Slot/dot/spot blot
postaveny na principu vakuového pfenosu je vhodny pro
validaci analyz frakci kapalinové chromatografie ¢i pro
ur¢ovani vhodné koncentrace protilatek. Pfenos pomoci
ultrazvuku se osvédcil pfi soucasném pienosu riizné
nabitych proteint, a mohl by byt vhodnym postupem
pro efektivni pfenos nizkomolekularnich proteind, a to
v3e za dobu kratsi nez tfi minuty.® Western blotting
nalezl uplatnéni v imuchemickych metodach, a to napfi-
klad pfi epitopovém mapovaéni a charakterizaci protila-
tek.2>2* Diky velkému poctu vzorkd a potfebé provadét
mnoho analyz soucasné je snaha co nejvice praci
usnadnit a urychlit. Automatické blotovaci systémy jsou
schopné zpracovat vétSi pocet membran najednou.
Tyto pfistroje jsou schopné v naprogramovanych
Casovych Usecich a s pfilozenymi reagenciemi zaopatiit
kroky blokace, promyvani a inkubace s protilatkou.?
Soucasnym trendem western blotu je zaméieni se
na kvantitativni méfeni intenzity signédlu, a to hlavné
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Souhrn
Pecankova K.: Western blotting - principy a metody

24. Bernard-Gallon D, Cravello L, Vissac C, Bignon YJ:
Oncol. Rep. 8 (6), 1363 (2001).

Western blotting je béZné pouzivanou laboratorni technikou pro pfenos nejéastéji elektroforeticky rozdélenych proteint na membranu.
Efektivita pfenosu je ovlivnéna nékolika aspekty — napi. typem membrany, podminkami pfenosu. Western blotting se pouziva
pro validaci metod kapalinové chromatografie a metod elektroforetickych.

Kli¢ova slova: western blotting, membrény, podminky pfenosu

Summary
Pecankova K.: Western blotting - principles and methods

Western blotting is a method commonly used to transfer proteins mostly separated by gel electrophoresis to a membrane. The effi-
ciency of the transfer is affected by several aspects, e.g., membrane type, blotting conditions. Western blotting is mainly used for liquid

chromatography and electrophoretic methods validation.
Keywords: western blotting, membranes, blotting conditions

NOVE TECHNOLOGIE PRIPRAVY HUMANIZOVANYCH
GLYKOPROTEINU A JEJICH VYUZITi V PRAXI

Hynek Mrazek, Ondiej Vanék, Petr Novak, Karel Bezouska
Katedra biochemie UK PfF Praha a MBU AV CR Praha, karel.bezouska@natur.cuni.cz

Uvod

Soucasnad postgenomovd etapa vyzkumu v bio-
medicinskych védach a biotechnologii klade zvy3eny
ddraz na objasnéni pIného osudu proteint jako kli¢o-
vych efektorovych molekul Zivé buriky zahrnujiciho
kromé procesti genetického kédovani a translace téz
ko- a posttransla¢ni procesy stejné jako nasledné pro-
cesy skladani a bunéc¢ného transportu proteind
do jejich findlnich destinaci, procesy starnuti a odbou-
rani poskozenych proteind. Zjisténi pfesné sekvence
biochemickych reakci probihajicich v pribéhu celého
zZivota proteinové molekuly zlistdva samoziejmé vel-
mi sloZité, jednotlivé fyzikdlné chemické procesy
a biochemické reakce se sloZitym zplGsobem pro-
plétaji a vzdjemné ovliviiuji. Jednou z nejcastéjSich
a kvantitativné nejvyznamnéjsich posttranslac¢nich
kovalentnich modifikaci proteind je jejich glykosylace
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definovana jako enzymové katalyzovany proces bloko-
vého nebo stupriovitého pfenosu nékterych sachari-
dovych zbytkd na urcité aminokyseliny v proteinech
vedouci k tvorbé kovalentnich glykosidickych vazeb.
U eukaryotickych respektive lidskych glykoproteint je
pfitom nejvyznamné;jsi N-glykosylace, zahrnujici modi-
fikaci amidové skupiny asparaginu nasledovana O-gly-
kosylaci, pfi niz dochéazi k pfenosu sacharidovych
zbytkl na hydroxylové skupiny serinu nebo threoninu.
Z pohledu biotechnologii se tato posttransla¢ni modifi-
kace dostala do popiedi zajmu po zjisténi, ze glykosy-
lace plni pro proteinovou makromolekulu fadu zéklad-
nich funkci at jiz jde o zvy3eni rozpustnosti ve vodném
prostiedi, stabilitu, pomoc pfi skladani a tvorbu pIné
biologicky aktivnich komplext az po specifickou tlohu
v nékterych rozpoznavacich procesech.

Klicova je potom uloha glykosylace u fady proteint
produkovanych pro terapeutické pouZiti zejména



v humanni mediciné. Ackoliv zaznamenala synteticka
chemie proteind v nékterych pfipadech urcité uspéchy
pii nahradé slozitych sacharidovych sekvenci latkami
jiné povahy', ve vétSiné pfipadl plni sacharidové
sekvence nezastupitelnou uUlohu. To pfivadi soudobé
biotechnologie pfed nezbytnost zajistit Sirokou
dostupnost spolehlivych postupl umoznujicich pfesné
glykosylované proteiny produkovat v mnoizstvi a kva-
lité nezbytné pro jejich pouiziti jako léciv pro substi-
tucni 1é¢bu (erytropoetin, glykoproteinové hormony),
monoklonélnich protildtek (monoclonal antibodies,
mAb) pro nadorové terapie a diagnosu rlznych one-
mocnéni, a jako komponent duleZitych vakcin? Moderni
technologie, které jsou klicové pro vyvoj a neustélé zdo-
konalovéni takovych postupt, jsou detailné popséany
v nasem odborném ¢lanku, ktery vyjde koncem roku
2012 ve specialnim ¢isle odborného ¢asopisu
«Biotechnology Advances” a na néji ¢tenéfe odkazuje-
me?. Velké moznosti jsou dnes nabizené Siroce rozvije-
nymi metodami chemické a chemoenzymatické modifi-
kace proteinovych molekul sacharidy?, jimiz se vsak
nebudeme v tomto pfispévku detailné zabyvat. Zde
chceme pro ctenafe pfiblizit moznosti soucasnych
buné¢nych biotechnologii spocivajici v genetickych
modifikacich produkénich bunécnych linii vybranych
organisma s cilem dosahnout urcité konkrétni glykosyla-
ce jimi produkovanych proteind. JelikoZ je vétsina takto
ziskanych glykoproteind pouzivana v lidskych (human-
nich) terapiich, hovofime téz ¢asto o dosazeni ,humani-
zované” glykosylace, kdy je pfirozena glykosylace dané
produkéni linie upravena tak, aby co nejvice napodobo-
vala pfirozenou glyko-sylaci vyskytujici se u ¢lovéka.

Biosyntéza sacharidovych fetézcti glykoproteint
Glykosylace proteint je pfisné druhové specificka a jeji
pfesnost mGze byt ovlivnéna dokonce i fyziologickym
nebo nutriénim stavem produkéni buriky. Evolu¢né kon-
zervovana je u vétsiny eukaryotd pouze prva ¢ast biosyn-
tetické drahy N-glykosylace zacinajici na cytoplasmatické
strané endoplasmatického retikula (Obr. 1 vlevo). Zde
jsou na molekulu dvojndsobné fosforylovaného lipidu
dolicholu postupné piendseny dva zbytky GIcNAc a pét
zbytk Man z vysokoenergetickych prekursorl téchto
sacharidd za katalyzy pfislusnymi glykosyltransferasami.
Takto syntetizovany sacharidovy prekursor je nyni preklo-
pen dovniti do lumen endoplasmatického retikula
(Obr. 1 nahofe), kde je jeho syntéza ukoncena piidanim
Ctyi dalSich zbytk( Man a jesté tii zbytkd Glc. Prekursor
N-glykanu je poté za katalyzy oligosacharidyltransferaso-
vym komplexem kotransla¢né pienesen na odpovidajici
sekvony (Asn-Xxx-Ser, Asn-Xxx-Thr, vzacné Asn-Xxx-Cys,
kde Xxx je libovolnda aminokyselina s vyjimkou Pro)3.
Po pfenosu na polypeptid jsou jesté v endoplasma-
tickém retikulu tii naposled piidané zbytky Glc odstépe-
ny, ¢ehoz se soucasné vyuziva ke kontrole kvality poskla-
dani pfislusného glykosylovaného proteinu“. Poté mole-
kula glykoproteinu opousti endoplasmatické retikulum
a je transportovana do Golgiho systému (Obr. 1, spodni
¢ast). Zde je oligosacharidovy fetézec glykoproteinu déale
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enzymaticky upravovan, pficemz je konkrétni podo-
ba vyslednych N-glykant jiz zévisld na daném
produkénim organismu a jeho enzymatické vybavé
(viz. nize).

Mikrobialni systémy cilené glykosylace

Mikrobidlni systémy exprese (glyko)proteinG maji
fadu dobie zndmych vyhod, mezi néz patii zejména
nizké provozni naklady a vysoké vytézky produkova-
nych proteint. To je vSak vyvazeno nékterymi nevyho-
dami z hlediska kvality cilovych produkti: mohou
nastat problémy se sprdvnym sbalenim produkova-
ného proteinu nebo maze dojit ke kontaminaci nizko-
molekularnimi mikrobidlnimi produkty. U glykosylova-
nych terapeutickych proteini navic nemusi vyhovovat
produkovany typ glykosylace, ktery muzie byt
u mikrobidlniho producenta velmi vzdéaleny od glykosy-
lace humanni. Z tohoto hlediska jsou systémy bakte-
ridlni glykosylace® vyuzivény zfidka, a zajem biotechno-
logickych firem se zcela soustfeduje zejména na pro-
dukeni kvasinky Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris a nékteré daldi produkéni mikroorganismy?2.
Pfirozena N-glykosylace zajistovana témito organismy
ovsem vede vétSinou k hypermanosylaci pfi niz jsou
proteiny modifikovany sacharidovymi fetézci s vysokym
obsahem manosy (Obr. 1). Pro humanni pouziti maji
takto pfipravené glykoproteiny velmi omezené poutziti,
nebot jsou z obéhu ¢lovéka rychle eliminovany recep-
torové podminénou endocytosou, navic jsou casto
silné imunogenni. V kvasinkach S. cerevisiae je ovsem
mozné nékolikandsobnou mutaci zahrnujici vyfazeni
och1 manosyltransferasy v Golgi se soucasnou cilenou
expresi a-1,2-manosidas v této organele produkovat
ochi-mnni1+mnn4+ kmeny, u nichz pak nedochazi
k hypermanosylaci a lze naopak dosahnout ho-
mogenni glykosylace pentamanosovymi fetézci
(Man_GlcNAc,)®.

Naopak kvasinka Pichia pastoris vétSinou hypermano-
sylaci neprovadi, a stala se tak v posledni dobé nejobli-
benéjsim mikroorganismem manipulovanym na cesté
k humanni glykosylaci. Kromé vyfazeni och1 genu byla
pouzita mutace alg3 genu pro a-1,3-manosyl-transfe-
rasu stejné jako cilena exprese N-acetylglykosaminyl-
transferas | a Il a galaktosyl-transferasy | v Golgiho sys-
tému (Obr. 1 dole). Takovym zplsobem se mizeme
dostat u mnohonésobné geneticky modifikované kva-
sinky P. pastoris ke glykosylaci komplexniho typu odpo-
vidajici lidskym glykoprotein@im’. U savcl véetné ¢lovéka
jsou ovsem N-glykany komplexniho typu jesté ukoncené
sialylaci. U dnes produkovanych terapeutickych glyko-
proteind je toho dosazeno bud' dalsi genetickou modifi-
kaci produk¢ni kvasinky vnesenim nejméné péti dalSich
gent®, nebo je sialylace provedena po izolaci pozadova-
ného glykoproteinu in vitro s pouzitim aktivovaného
sacharidu (CMP-Sia) a rekombinantnich sialyltransferas®.
Vlysoce sofistikované produkéni kvasinky schopné
poskytnout lidsky typ glykosylace jsou dnes v biotechno-
logickych firméch Siroce vyuzivané (firma Glycofi patfici
do sféry chemického giganta Merck)®.
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Obr. 1 Biosyntéza N-glykosidicky vazanych oligosacharid(i v normalnich kvasinkach (horni édst obdélnikd) a v kvasinkach s cilené
modifikovanou glykosylaci (spodni dst obdélnikd) Kritické pro glykosylaci jsou tfi buné¢né kompartmenty, endoplasmatické
retikulum (A), Golgiho system (B) a cytoplasma (vnéjsi ¢dst obdélnik(). Proces zacina v cytoplasmé (A4, vlevo) pfenosem zbyt-
k& GlcNAc a Man z UDP donor( na membranovy lipid dolicholdifosfat. Derivat obsahujici dva zbytky GIcNAc a pét zbytk( Man
se poté pieklapi do endoplasmatického retikula, kde je dokonéena syntéza prekursoru obsahujiciho dva zbytky GlcNAc, devét
zbytkd Man a tfi zbytky Glc. Takovy prekursor je poté prenesen kotranslacné oligosacharidyltransferasovym komplexem
(A, vpravo) na polypeptid. Nasledné je glykoprotein déle upravovén a piechazi do Golgiho komplexu (B), kde je jeho biosynté-
za ukoncena. U kvasinek s cilené modifikovanou glykosylaci Ize dosahnout vnesenim gent pro glykosyltransferasy nebo glyko-
sidasy vyznamného odchyleni od standardnich glykosyla¢nich drah, takZe vznikaji misto vysoce manosovych struktur typickych
pro kvasinky divokého typu (horni ¢dst obdélniki) komplexni struktury blizké strukturdm vyskytujicim se u lidskych glykopro-
teinG (spodni ¢dst obdélniki — tzv. ,humanizovany” typ glykosylace). Upraveno podle citace 10.

A
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Systémy cilené glykosylace s pouzitim vysSich
eukaryot

| pfes neddvné Uspéchy dosazené pii expresi gly-
koproteinGi v mikrobiélnich (zejména kvasinkovych)
burikach mé exprese glykoprotein vyssimi eukaryoty
fadu nespornych vyhod zejména z hlediska homoge-
nity a kvality ziskavanych vyslednych produktd. Sirsiho
pouziti doznaly zejména systémy pouzivajici hmyzich
produkénich bunék, rostlinnych bunék, a posléze
sav¢ich bunécnych linii véetné linii lidského plvodu.
Hmyzi produkéni linie vynikaji snadnou technologii
Gdrzby i vysokymi produkénimi vytézky, z hlediska
produkce lidskych terapeutickych glykoproteinG vsak
nepiedstavuji pfilis vyhodny systém. Zplsob glyko-
sylace produkované témito burikami totiz byva dosti
heterogenni, a dosud ne dokonale probadany, coz
klade samoziejmé zvySené naroky na chemickou
analyzu finadlnich produktd. Nicméné Ize konstato-
vat, Ze i v této oblasti dochdzi v poslednich letech
k rychlému pokroku katalyzovanému jak sekvenovanim
kompletnich hmyzich genoma', tak i vyvojem prvych
hmyzich linii s lidskou glykosylaci'2. Podobné je mozné
komentovat i rostlinné expresni systémy, u nichz je
jejich nevyhoda spocivajici v nehumanni hyperglykosy-
laci vedouci opét k potenciondlné imunogennim pro-
dukt@im v poslednich letech téz kompenzovana vyvo-
jem specializovanych bunécnych linii s pfiznivéjSimi
parametry'>. Nejpfesnéji jsou samoziejmé lidsky typ
glykosylace schopné produkovat sav¢i resp. piimo
lidské produkeni linie, mezi néz fadime zejména lidské
fibrosarkomové buriky HT1080, lidské lymfomové
buriky Namalwa, a lidské embryonalni ledvinné buriky
HEK293'. Inzenyrstvi téchto buné¢nych linii z hlediska
jejich praktického pouziti dosahlo jiz zna¢ného stupné
sofistikovanosti, at jiz jde o jejich nutri¢ni pozadavky
(definovana média), zplsob udrzovani bunék v kulture
(suspenzni varianta) nebo snadné ziskani vysledného
sekretovaného produktu z média (pouZiti bezsérovych
médii). Glykosylace je samoziejmé lidského typu, i tak
vSak pozorujeme genetické zésahy doladujici napfiklad
homogenni sialylaci a-2,6-vazanymi zbytky kyselin
sialovych' popfipadé nepfitomnost fukosylace na bio-
syntetickém jadie N-glykana'e.

Praktické vyutziti cilené glykosylace a metody
analyzy ziskanych glykoproteint

V roce 2010 piesahlo celkové mnoistvi proteint
schvélenych pro terapeutické pouZiti v Evropé a ve
Spojenych statech dvé stovky, pficemz nékolik stovek
dalsich produktt je pfipraveno ke schvéleni'. Vice nez
polovina téchto terapeutickych proteint je piitom
povahy glykoproteind, a téméf u viech z nich ovliviiuje
fadna glykosylace jejich terapeutickou u¢innost.
Produkce a purifikace téchto terapeutickych glykopro-
teind je tedy pro biotechnologické firmy pouze jednou
polovinou jejich tkolu: druhym tkolem zlstava kontro-
la a priikaz dosazeni nalezité glykosylace, kterou musi
vyrobce deklarovat dle stile presnéjsich standardud
a metodik vydévanych narodnimi ustavy nebo labora-
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tofemi odpovidajicimi za kontrolu léc¢iv v jednotlivych
zemich.

Prehled nejbéinéjsich terapeutickych glykoproteint
produkovanych biotechnologickymi firmami je uveden
v Tabulce I. Tabulka odrazi vyznamné pokroky pfi zis-
kani dedikovanych bunécnych linii dnes pfevainé
s humanizovanou glykosylaci jak bylo popsano vyse.
V kvasinkach jsou dnes takto produkovany napfiklad
aktivator plasminogenu pouzivany pro lécbu revmato-
idni artritidy®, rdstovy faktor hepatocyti doporuc¢ovany
u nékterych forem diabetu', glukocerebrosidasa
nezbytna pro lé¢bu Gaucherova onemocnéni?, hirudin
pouzivany pfi poruchach krevni koagulace?', ale dokon-
ce i terapeutické monoklonalni protildtky pouzivané
pii lécbé non-Hodgkinova lymfomu, kde je jejich
pfesnad glykosylace pro terapeutickou ucinnost kri-
ticka?2. V hmyzich bunkéch jsou v souc¢asné dobé pro-
dukovany zejména nékteré diagnosticky vyznamné gly-
koproteiny pouzivané pfi detekci vyskytu lidského papi-
lomaviru?*, hepatitidy C?*, kolorektélnich nadord?,
autoimunitnich onémocnéni?¢, a infekci virem HIVZ.
V sav¢ich produkénich bunkach jsou potom pfipravova-
ny zejména takové terapeutické glykoproteiny, u nichz
jsou néroky na jejich presnou glykosylaci nejvyssi. Mezi
takové produkty se fadi napfiklad monoklonalni proti-
latky urcené pro lécbu kolorektalniho karcinomu?,
laronidasa pouzivana pfi revmatoidni artritidé?, erytro-
poetin Siroce pouzivany pro lé¢bu anemickych stavd
(a zneuzivany sportovci pfi dopingu)?, luteiniza¢ni
hormon pouzivany pro lé¢bu neplodnosti?®, nebo tfeba
monoklonalni protilatky pouzivané pro lé¢bu autoimu-
nitni Crohnovy choroby?.

Pokud jde o analyzu glykosylace vySe uvedenych
terapeutik, byvala dlouhou dobu problematickd, ne-
bot vyzadovala provedeni velké fady velmi specializo-
vanych analyz (kvantitativni sacharidova analyza, per-
metylacni analyza typu glykosylace, ovéfeni typu glyko-
sidické vazby s pouzitim drahych a obtizné dostupnych
glykosidas). Situaci dnes do velké miry usnadnila
siroka dostupnost technik hmotnostni spektrometrie
ve vyzkumnych institucich i v kontrolnich laboratofich
biotechnologickych firem. Popularita a Siroké dostup-
nost této citlivé a specifické analytické techniky umoz-
nila Siroce aplikovat napfiklad protokoly zalozené
na Stépeni produkovanych glykoproteint pfimo v gelu
po SDS elektroforese s naslednou analyzou uvolnénych
(glyko)peptid*. Podobné ucinné bylo mozné apliko-
vat izotopové a enzymatické techniky pro analyzu
a ovéfeni konkrétnich mist glykosylace v glykoprotei-
ech’'. Zavedeni technik hmotnostni spektrometrie
s Fourierovsky transformovanou iontové cyklotronovou
resonanci pak kone¢né umoznilo analyzovat typy gly-
kosylace na trovni jednotek p.p.m. Tato metoda také
disponuje fadou ucinnych fragmentacnich ionizacnich
technik s disociaci zachytem elektronu (ECD) nebo
pomoci infracerveného zéafeni (IRPMD)32. Kombinace
viech téchto technik, klasickych s témi nejmodernéjsi-
mi, tak velmi ucinné pfispiva k rychlé a pfesné analyze
zplsobu glykosylace protein.



Tabulka I: Viybrané glykoproteiny produkované s vyuzitim hostitelskych systémi s cilenou (,humanizovanou®)

glykosylaci

Produkéni buiiky

Produkovany glykoprotein

Terapeutické pouZziti

Hirudin
mADb Rituxan®

S. cerevisiae
S. cerevisiae

Kvasinky

P. pastoris Aktivator plasminogenu

P. pastoris Rastovy faktor hepatocytd
P. pastoris Glukocerebrosidasa

Revmatoidni artritida'®
Diabetes mellitus'
Gaucherova nemoc®
Poruchy koagulace?'
Non-HodgkinGv lymfom??

Hmyzi
Sf9 LICAM Lidsky papilomavirus?
Sf9 HCV E2 protein Hepatitida C**
Sf21 Karcinoembryonalni antigen Kolorektalni nadory?
Theileria parva Povrchovy antigen p67 Autoimunitni onemocnéni®
Sf9 Lidsky IL-7 Infekce HIVZ
Saveéi
CHO mADb proti receptoru pro EGF Kolorektalni karcinom?
CHO Laronidasa Revmatoidni artritida?
CHO Erytropoetin Anemie?®
SP2/0 Luteiniza¢ni hormon Neplodnost?
SP2/0 mAb Remicade® Crohnova choroba®
Zavér myslu cestu k pfipravé terapeutickych pfipravkd,

Zatimco jesté pred nékolika lety predstavoval stav
technologii dostupnych pro uspésnou pfipravu
a analyzu terapeutickych glykoproteint pro jejich tcin-
né pouZiti v humannich terapiich a jinych praktickych
situacich spiSe brzdu, byly v poslednich letech vyvinuty
v této oblasti velmi ic¢inné metody zaloZené na gene-
tickych a bunéénych technologiich, modernich separa¢-
nich postupech, a novych protokolech hmotnostné
spektrometrickych analyz. Ve vzdjemné kombinaci tyto
nové technologie oteviely biotechnologickému pri-

jejichz pfesnad glykosylace je garantovdna pouzitim
nélezitych produk¢nich bunécnych linii, a midze byt
efektivné ovéfena modernimi analytickymi postupy.
To v3e dnes umoznilo Sirokou dostupnost glykoprotei-
novych terapeutik i diagnostik, jejichz dalsi masivni
pouZiti bude ovSsem zdviset téz na dalSim vyvoji
soudobé glykobiochemie pokousejici se o objasnéni
zakladnich mechanism@ a vyznamu proteinové glyko-
sylace pro stéle vzristajici pocet konkrétnich Zivotnich
procesu.

Vénovdno prof. Gustavu Entlicherovi k jeho 70. narozenindm. Tato studie byla zpracovdna s finanéni podporou pro-
jekti poskytnutych Univerzitou Karlovou v Praze (UNCE 204025/2012 a 265124/2012), GACR (303/09/0477
a 305/09/H008) a EU (COST actions Chemistry CM1001).
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Souhrn

Mrazek H., Vanék 0., Novak P., Bezouska K.: Nové technologie pfipravy humanizovanych glykoproteinii a jejich vyuZiti v praxi
Rychly rozvoj badatelského vyzkumu v moderni glykobiochemii a glykobiologii vedI k 3irokému zpfistupnéni novych experimentalnich
postupl piejimanych vzépéti biotechnologickym primyslem pro produkci glykoproteinovych terapeutik a diagnostik. Pokrok posled-
niho obdobi je zalozen na dlkladnych a systematickych znalostech detail enzymové masinerie vedouci ke specifické glykosylaci pro-
tein(, kterd zGstava jednou z nejéastéjsich a nejdramatictéjsich ko- a posttransla¢nich modifikaci proteinG. Klonovani genti kodujicich
jednotlivé glykosyla¢ni enzymy umoinilo jejich pouZiti v bunéénych technologiich a bunééném inzenyrstvi vedoucim k Siroké dostup-
nosti linii produkujicich spolehlivé humanni typ glykosylace. Pokrok v téchto technikéch probihal paralelné s rozvojem metod umozriu-
jicich provést komplexni analyzu proteinové glykosylace, a byl nyni rozséhle vyuzit biotechnologickymi firmami k produkci vice nez dvou
stovek schvélenych terapeutickych proteind, z nichz ma vice nez polovina charakter glykoprotein(.

Kli¢ova slova: proteosyntéza, produkéni buriky, pfirozena glykosylace, huménni glykosylace, glykoproteinova terapeutika.

Summary

Mrazek H., Vanék O., Novak P., Bezouska K.: New technologies for preparation of humanized glycoproteins and their practical
use

Rapid progress in contemporary glycobiology led to widespread availability of new technologies employed by biotechnology industry
for production of glycoprotein therapeutics and diagnostics. This progress has been based on our detailed knowledge of enzyme machi-
nery enabling protein glycosylation, one of the most often and most extensive posttranslational protein modification. Cloning of indivi-
dual genes coding for glycosylation enzymes enabled their use in cellular technologies and cellular engineering resulting in wide avai-
lability of cell lines able to produce human glycosylation efficiently and precisely. Progress in this direction went in parallel with that
in the techniques suitable for analytical evaluation of glycosylation, and has been now widely adopted at biotechnological companies
producing more then two hundred therapeutical proteins, more then half of them being glycosylated.

Keywords: proteosynthesis, production cell, native glycosylation, humanized glycosylation, glycoprotein therapeutics.

FUNKCE A BIOLOGICKE AKTIVITY ROSTLINNYCH NUKLEAS

Tomas Podzimek
Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Fakulta biochemické a potravindiské technologie, Ustav biochemie
a mikrobiologie, podzimet@vscht.cz

Uvod nespecifické k cukru, restrikéni endonukleasy), enzymy,

Pod pojmem nukleasy dnes rozumime 3irokou sku- ~ které se podileji na biosyntéze nukleovych kyselin
pinu enzymd, které interaguji s rGznymi typy nukleo- (DNA a RNA polymerasy, DNA ligasy), rozvolfiuji nebo
vych kyselin, at se jednd o DNA nebo RNA ¢i o jejich zpétné vytvareji dvoudroubovicovou strukturu DNA
jedno- nebo dvouretézcové formy. Prikladem rGiznoro-  (topoisomerasy, helikasy), podileji se na rekombina-
dosti této skupiny muze byt to, Ze se jedna o enzymy, cich (rekombinasy), na opravéach poskozeni nukleovych

v

které stépi nukleové kyseliny (DNasy, RNasy, nukleasy kyselin (NK) atd. NejdulezZitéjsi funkce, kterd z téchto
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procest vyplyva, je zachovani a pfenos genetické infor-
mace do dalsi generace. Dalsi funkci, kterou je nutné
zminit, je ochrana pfed patogennimi mikroorganismy
nebo vyuziti nepotiebnych NK jako zdroj nukleotidd
a fosfatovych skupin.

Zajimavymi rostlinnymi enzymy s velkym potencia-
lem jsou nukleasy ze skupiny nukleasa I. Tato skupina
zahrnuje endonukleasy, které degraduji jednofetézcové
substraty (nékteré ale Stépi efektivné i dvojretézcové
substraty), tedy RNA i ssDNA (fosfodiesterasova akti-
vita), ale doka i i defosforylovat nukleosid-3-monofos-
faty (fosfomonoesterasova aktivita). Jejich pH opti-
mum je v rozmezi 5,0 — 6,5 a molekulovd hmotnost
31 - 39 kDa. Produkuji 5emononukleotidy (E.C.
3.1.30.1) a jsou vysoce citlivé k EDTA. Patii sem napfi-
klad ZEN1 z Zinnia elegans, BFN1 z Arabidospis
thaliana, BEN1 z je¢mene, ,mung bean” nukleasa
z Phaseolus aureus (MBN), TBN1 z rajcete, HBN1
z chmelu, ABN1 z Arabis brassica a dalsi. Kromé
podobnych biochemickych vlastnosti vykazuji pomérné
vysokou homologii jejich aminokyselinovych sekvenci.’
Byly popsany riizné funkce rostlinnych nukleas, ale
pfesné mechanismy jejich pdsobeni zatim zlstavaji
neznamé. Do nedavna byla nezndma také jejich proti-
nadorova aktivita, kterd je pravdépodobné vysledkem
degradace nukleovych kyselin v nadorovych burikach.

Funkce rostlinnych nukleas

Nukleasy se v burikdch v pfedni fadé ucastni repli-
kace, transkripce, rekombinace a oprav poskozené
DNA. Neméné dulezitd je jejich role pfi vyzivé, repro-
dukci, obrané proti patogentim (hypersenzitivni odpo-
véd), stresovych situacich (napf. vysoka salinita pady)
nebo pfi senescenci rostlin. Spole¢nym rysem téchto
procestl je, Ze jsou provézeny smrti vybranych bunék
— programovanou bunéénou smrti (PCD = program-
med cell death).

Funkci nukleas ve vyzivé rostlin se mysli recyklace
nukleovych kyselin z odumirajicich tkani, z nichz se
zpét ziskavaji nukleotidy a piedevsim dulezity fosfat.
Piikladem nespecifické nukleasy, kterd se ucastni
recyklace nukleovych kyselin, je extraceluldrni endo-
nukleasa izolovana z pylu rostliny Nicotiana tabaccum.
Béhem zrani pylu je nukleasa sekretovdna do okoli,
které se nazyva tapetum a slouzi jako nutri¢ni tkan
vyvijejicimu se pylu. Béhem zréni pylu je tato vrstva
kompletné degradovana. U¢inkem extracelularni taba-
kové nukleasy dochazi k degradaci RNA i DNA tapeta
a vzniklé nukleotidy jsou poté vyuZivany pylem.?

Klasickym pfikladem PCD u cévnatych rostlin je
pfeména tracheélnich elementl (TE). Pii tomto pro-
cesu dochazi ke kolapsu vakuoly, degeneraci jadra
a ostatnich organel a ke zpevnéni bunécné stény ele-
mentQ. Tim vznikne vodivé pletivo, které slouZi rostliné
k transportu vody. Ito a Fukuda (2002) detegovali
pifitomnost nukleasy ZEN1, kterd hraje zéasadni roli
v degradaci jaderné DNA trachealnich elementd. Pri
potlaceni exprese této nukleasy totiz dochazelo k nizsi
mife odbourani DNA v jadrech TE.3
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Pritomnost nukleas byla detegovana také pfi reakci
rostlin na stres vyvolany vysokou koncentraci NaCl
v ptidé. Akumulace NaCl v rostliné byla lokalizovana
pfevdiné ve starych listech. Ve smési ¢cDNA ziska-
nych z téchto listd byla objevena nukleasa Bnucl
o hmotnosti 36 kDa s pomérné vysokou homologii
k enzymdm ze skupiny nukleasa I, takze se lze domni-
vat, Ze tato nukleasa se podilela na zvySené RNasové
a (hlavné) ssDNasové aktivité béhem pulsobeni soli.
Transkript pro tuto nukleasu nebyl detegovédn
u kontrolnich rostlin coz naznacuje, Ze k expresi této
nukleasy dochézi jen za stresovych podminek.*

Na rozdil od programované buné¢né smrti vlivem
vnéjsich zasaht je odumirani bunék vlivem senescence
neboli starnuti pfirozenym jevem ve vyvoji rostlin.
Jako v predchozich pfipadech je vysoce regulovany.
Nejlépe je to vidét na starych odumirajicich listech
na podzim, kdy dochazi nejprve k degradaci chloro-
plastl, odbourédvani chlorofylu a syntéze rdznych
barviv. K dal$im procesiim patfi zmény bunécného
metabolismu, zmény bunécné struktury a exprese
genl. U senescentnich rostlinek A. thaliana byla
objevena nukleasa BFN1 patfici do skupiny nuklea-
sa I. U nesenescentnich rostlin byly detegovany velmi
nizké hladiny mRNA pro BFN1 v kofenech, listech
a stoncich, zatimco pfi senescenci bylo pozorovéno
10krat vyssi mnoistvi mRNA v listech a 2krat vyssi
ve stoncich. S vy33i hladinou mRNA korelovala také
vys3i RNasova a ssDNasova aktivita. U Arabidopsis
dochazi k senescenci listd a stonkd v dobé kveteni,
vytvareni plodd a zrdni semen. Vysoké hladiny mRNA
pro BFN1 byly nalezeny také v kvétech, coz pravdépo-
dobné ukazuje (kromé role pfi senescenci)
i na vyZivovaci roli této nukleasy.®

Hypersenzitivni odpovéd (HR = hypersensitive res-
ponse) je mechanismus, jimz rostlina reaguje na napa-
deni pathogenem. Tato reakce je provazena buné¢nou
smrti, kterd vyustuje v rychlé odumirani bunék v misté
napadeni, coz vede k omezeni Sifeni infekce rostlinou.
V tabédku byly nalezeny tfi endonukleasy (NUCI, NUCII
a NUCIII) ve spojeni s HR po infekci mozaikovym virem
tabéku. Tyto nukleasy byly schopny stépit jednofetézco-
vou i dvoufetézcovou DNA. Céste¢na aktivita NUCIII
byla detegovéana v jadie, coz mize souviset s typickou
fragmentaci genomové DNA jako disledek degradace
pii PCD. Degradace jaderné DNA byla pozorovéna
po 24 az 72 hodinach a nikoliv po 6 az 12 hodinach
od indukce bunécné smrti (v casné fazi). To ukazuje
na fakt, Ze nukleasy byly exprimovany pozdéji a jejich
¢innost tedy nebyla impulsem pro zahajeni bunéc¢né
smrti, ale slouzi k ,likvidaci” DNA a RNA obsazené
v burice.®

Biologické aktivity rostlinnych nukleas

Cytotoxické tcinky na nadorové burky byly testovény
u MBN (béiné uzivana pfi klonovani gent), PN nukle-
asy z borovice ¢erné, TBN1 z rajcete, HBN1 z chmelu
a ABN1 z huseniku chudokvétého. Kromé ABN1 byly
viechny nukleasy testovany in vitro na linii bunék lid-



ského melanomu (ML-2), kde nevykazovaly zadny vyz- s povrchem membrany, jeji transport dovniti burky
namny antiprolifera¢ni efekt. Na druhou stranu, viech- (endocytozou) a intraceluldrni transport do cytosolu,
ny zminéné nukleasy inhibovaly rdst néadord kde se nachazeji potencidlni cilové molekuly v podobé
pii experimentech in vivo. Napfiklad nukleasy TBN1, mRNA, tRNA a dalsich.

HBN1 a ABN1 byly konjugovany s aktivovanym poly- L.

ethylenglykolem o velikosti 5 kDa (NHS-PEG 5000)  Zaver

a intravenosné podavany mysim. Navazané molekuly Rostlinné nukleasy pfedstavuji zajimavé enzymy, jak
PEG na povrchové lysiny proteinu slouzi ke stabilizaci z hlediska jejich katalytickych vlastnosti, tak z hlediska
molekuly, ochrané pfed proteasami a k prodlouZeni cir- biologickych aktivit. Jedna se o Sirokou skupinu enzy-
kulace konjugatu v krvi, coZ v disledku zvy3uje G&inek ma napfi¢ rostlinnymi druhy, které vykazuji podobné
konjugovanych proteinG oproti nekonjugovanym. katalytické vlastnosti a genetickou podobnost. Navic
Testovanad davka u nukleas ¢&inila 10 mg proteinu vykazuji, kromé funkci v rostlindch, dalsi biologické
na 20 g hmotnosti my3i. Inhibice riistu melanomu aktivity, pokud jsou vneseny do jinych Zivych systémd.
zplisobenda nukleasami TBN1, HBN1 a ABN1 ¢inila 49, V soucasné dobé je nutné vyfesit dostatecnou pro-
resp. 66, resp. 55 % oproti kontrolnim skupiné neose- dukci téchto enzyml pro dalsi biologické testovani
tfenych mysi. Nukleasy byly testovany také na karcino- a studium téchto nukleas. Napfiklad nyné&;jsi produkce
mu prostaty (LNCaP) a TBN1 navic na neuroblastomu rekombinantni nukleasy TBN1 v listech tabéku je sice
(UKF-NB-3). P¥i stanoveni vedlejsich a&inkd byl zjisto- fungujici metodou, ale je pomé&rmné naro¢na a vede
van acinek na vyvoj spermii u mysi a vliv na diferencia- k malym vytézkdm. Produkce aktivni nukleasy v bakterii

ci embryi in vitro. Ze v3ech péti nukleas byly nejlepsi E. coli selhala kvili glykokoproteinové povaze TBN1.
vysledky ziskany s nukleasami TBN1, HBN1 a ABN1.78 Zbyvajicimi moznostmi jsou produkce v kvasinkach

Pravdépodobny mechanismus G¢inku bude nejspise P. pastoris nebo v suspenzni kultufe vhodnych rostlin-
podobny plsobeni Zivotisnych RNas s protinddorovym nych bunék. Ob& metody maji vyhodu potencialniho
acinkem, u kterych jiz byl &asteéné prostudovan. Do- transportu nukleasy do média, coz by usnadnilo nejen
sud popsané strategie zahrnuje interakci nukleasy  jeji isolaci, ale takeé jeji purifikaci.
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Souhrn

Podzimek T.: Funkce a biologické aktivity rostlinnych nukleas

Rostlinné nukleasy ze skupiny nukleasa I (E.C.3.1.30.1) jsou enzymy schopné stépit jednofetézcovou RNA a DNA a tudiz nejsou speci-
fické k cukerné slozce nukleové kyseliny. Najde se mnoho dal3ich nukleovych kyselin, které mohou slouZit jako substraty, napf. polyme-
ry obsahujici jednu bazi (poly(C), poly(A), poly(U) atd.). Néktefi ¢lenové této skupiny efektivné stépi i dvouretézcovou DNA a RNA. Tato
substratovéa nespecificita dava prostor pro riizné plsobeni nukleas uvniti nddorové buriky, jehoz vysledkem bude bunéénd smrt.
Klicova slova: rostlinnd nukleasa, protinddorovy Gcinek, vedlejsi negativni Gcinek

Summary

Podzimek T.: Functions and biological activities of plant nucleases

Plant nucleases from nuclease I family (E.C.3.1.30.1) cleave both single-stranded DNA and RNA, therefore they are called sugar non-
specific nucleases. Moreover, some other molecules are cleavable by these nucleases, such as poly(C), poly(A), poly(U) etc. Some mem-
bers of this family effectively cleave also both double-stranded DNA and RNA. This enzyme non-specificity leads to a degradation of vari-
ous target molecules inside a tumor cell, resulting in a cell death.

Keywords: plant nuclease, antitumor effect, side negative effect
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