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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,

dostévate do rukou druhé ¢islo letoSniho Bio-
prospectu, které obsahuje stru¢nou versi prezentaci
pfednesenych na nasem tradi¢nim seminafi ,Novinky
v oblasti genetickych modifikaci”, ktery se uskutecnil
na VSCHT v Praze dne 22. kvétna 2012. Jisté Vas
zaujmou pfispévky Radka Sedlé¢ka z UMG AV CR, v.v.i,
Moniky Baxa z UZFG AV CR, v.v.i. a Bohdana Schneidera
z Biotechnologického dstavu AV CR, v.v.i. Soubor
téchto prednasek z oblasti genetiky je doplnén velmi
zajimavym piehledem Ludka Eyera a Milana Franka
z Vlyzkumného dustavu veterindrniho lékafstvi, v.v.i
v Brné na aktudlni téma nanoprotildtek a stru¢nym
pfehledem o biotechnologickych systémech pro jedno-
razové poutziti, které si nyni Uspésné razi cestu do bio-
technologické vyroby. Jako novinku uvéddime v tomto
Cisle kratké zajimavé informace z biotechnologii v nové
rubrice ,Vite, ze ... Budeme radi, kdyz budete do této
rubriky pfispivat, coz je jisté pohodInéjsi nez napsat
¢lanek.

Radi bychom Vam znovu pfipomnéli, ze je Vam stéle
k disposici web naseho lofiského mezinarodniho
symposia (www.biotech2011.cz), kde si muzete pro-
hlédnout fotografickou dokumentaci. Také jsme Vas
informovali, ze 10 vybranych pfednédsek ve formé
prehlednych ¢lankd vyjde ve zvlastnim Eisle prestizniho
asopisu Biotechnology Advances. Clanky si jiz nyni
mizete precist na portalu www.sciencedirect.com.
Po otevieni zadame Biotechnology Advances a nase
¢lanky jsou v rubrice ,Articles in press”, koncem roku
budou zafazeny pod Volume 31. Casopis ma za r. 2011
impact faktor 9,646, zatimco v r. 2010 mél 7,600.
Nase symposium planujeme opakovat v dobé
od 11. do 13. 6. 2014 opét pod ndzvem BIOTECH 2014
a 6. Cesko-3vycarské symposium. Vade naméty
a podnéty posilejte na adresu nasi spole¢nosti.

Jak jsme Vas informovali, probéhnou v letosnim roce
volby Rady a revizni komise poprvé korespondenc¢nim
zpGsobem (e-mailem nebo pisemné). O organizaci
voleb budou vsichni ¢lenové uvédomeni dopisem.
Vase nominace miuzZete posilat na adresu:
danka.pokorna@vscht.cz (resp. postou na adresu
Ing. Dana Pokorna, CSc., Ustav technologie vody
a prostfedi, VSCHT, Technickd 3, 166 28, Praha 6).
Na tyto adresy laskavé posilejte zmény postovni adresy
(posilani Bioprospectu) i e-mailové adresy (pro snad-
néjsi komunikaci). Chcete-li byt zafazeni do informac-
niho servisu, uvedte to vyslovné.
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Pfipominame, Ze informace o aktivitich EFB lze
nalézt na webu www.efb-central.org a a nejblizSim
evropském biotechnologickém kongresu, ktery se
uskute¢ni 23. — 26. 9. 2012 v Istanbulu na adrese
www.ecb15.0org. Pro pfisti rok mlzeme doporucit
13. — 14. 3. 2013 ,Forum Life Science” v Mnicho-
vé (www.bayern-innovativ.de/fls2013). Z mezina-
rodnich aktivit v pfistim roce je jisté zajimavy
World Biotechnology Congress 2013", ktery se
uskuteé¢ni 3. — 6. ¢ervna 2013 v Bostonu, USA
(http://www.worldbiotechcongress.com). Na progra-
mu tohoto c¢tyfdenniho jednani je farmaceuticka
biotechnologie, biotechnologie zemédélské a Zivot-
niho prostredi, primyslovd biotechnologie, lékafska
biotechnologie a fada dalSich aspektt biotechnologii.

Radi bychom Vas informovali o mozZnosti ucasti
na spole¢né expozici Ceské republiky na vystavé
BIO CHINA 2012, kterd se kona 24. — 25. 10. 2012
v Sanghaji. Vice informaci o veletrhu BIO CHINA maze-
te nalézt na webu: http://www.bio.org/events/
/conferences/bio-convention-china. Expozice se bude
realizovat za podpory Hospodaiské komory CR, ktera
kazdé firmé, jez spIni podminky Gcéasti, vyplati podporu
az do vyse 120 tisic korun bez DPH na jednu akci
a Ucastnika na pifimé néklady spojené s veletrzni
expozici. Vice informaci o podminkach stanovenych
Hospodaiskou komorou najdete zde:
http://www.komora.cz/podpora-exportu-a-zahranicni-
-vztahy/veletrhy-a-vystavy-v-zahranici/informace-o-
-projektu-1/informace-o-projektu-2/casto-kladene-
-otazky-faq/casto-kladene-otazky-fag.aspx

Z domacich udalosti bychom Vam radi znovu
pfipomnéli, Ze ve dnech 11. - 13. 9. 2012 bude
Zahradnicka fakulta v Lednici pofadat narodni konfe-
renci Aplikované rostlinné biotechnologie ke 100.
vyro¢i zaloZeni geneticko-slechtitelského pracovisté
Mendeleum v Lednici. BlizSi podrobnosti naleznete
na webu:
http://tilia.zf. mendelu.cz/ustavy/571/konference.

Pfejeme Vam krasné proZziti zbytku léta a tésime se
na daldi spolupraci. Zejména radi uvitame Vase
piispévky do Bioprospectu, véetné informaci o Vami
organizovanych akcich i o tom co Vas v problematice
biotechnologii zaujalo.

S mnoha pozdravy Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova



VITE, ZE
- Evropska Unie ozndmila oficialni definici nanocastic?

— podle pfedpovédi budou v pfistim desetileti v oblasti prodeje analog biofarmaceutik (,biosimilars”
inflammatory fusion proteins), insulin, erythropoetiny, interferony, rdistové hormony a G-CSF (granulo-
cytecolony stimulating factor)

— ugandsti védci uspésné pracuji na genetickych modifikacich banand, kasavy, sorga a kukufice.
Vzhledem k tomu, Ze v r. 2006 Uganda pfijala regulac¢ni legislativu po evropském vzoru, jsou
vsechny geneticky modifikované plodiny zatim péstovany ve stadiu polnich pokusd. Nicméné
je zajimavé jak samostatné si ugandsti védci pocinaji. Kromé toho byl v r. 2010 testovan v polnich
pokusech Bt-bavinnik fy. Monsanto (http://www.saworldview.com/artical/the-bananas-bellweather,
www.biotech-now.org)

— krevni tlak ovliviiuji genetické faktory. Pod vedenim védcl z university v Gotenburgu bylo studiem
na 200 000 Evropanech identifikovdano 16 novych genetickych variant, které ovliviiuji krevni tlak.

- Colorado vydalo zdkaz pouzivani trans-tukl nejen pro $kolni obédy, ale i snidané a svaciny,
jakoz i zakaz prodeje takovych potravin ve Skolnich automatech. Divodem tohoto nejpfisnéj-
Siho opatieni ze vSech statd USA je (dajné nejvétsi pocet obeznich déti v tomto stéaté
(www.denverpost.com/education/ci_19771718)

— Pokrok ve vyvoiji lithiovych baterii pry umozni od r. 2017 prodej kolem 100 000 elektrickych autobust
a trajlerd ro¢né (www.cen-online.org, C&EN February 6, 2012, p. 6)

— Nanoklastry umozni zlepsit podéavani proteinovych Iéc¢iv ve formé koncentrovanych, injikovatelnych
suspensi (ACS Nano, DOI: 10.1021/nn204166z)

— Némecka spole¢nost BASF oznamila, ze kon¢i s produkci GM plodin pro evropsky trh a pfesune své
aktivity do USA. Uzavie i svou poboc¢ku ve Svédsku. Zastaveni vyroby se tyka i GM brambor Amflora.
(http://europeanvoice.com)

— Na evropském biotechnologickém kolbisti se hlasi o slovo dalsi asociace ,European Biotechnology
Thematic Network Association” (EBTNA) registrovana v ltalii a se sidlem na université v Perugii
(htpp://www.ebtna.net/home.htm)

— USDA's Animal and Plant Health Inspection Service (USA ufad) schvdlila k polnim pokusim prvni plo-
dinu rezistentni vi¢i suchu, a to kukufici MON 87460 firmy Monsanto. Ocekava se, ze tato odrida
nalezne uplatnéni zejména v suchych oblasech amerického zépadu. (C&EN January 2, 2012, p.18)

22



ODBORNE PRiSPEVKY

TRANSGENIC MINIATURE PIG AS A MODEL FOR THE STUDY

OF HUNTINGTON'S DISEASE

Monika Baxa

Laboratory of Cell Regeneration and Plasticity, Institute of Animal Physiology and Genetics AS CR, v.v.i,, Libechov;

baxa@iapg.cas.cz

Neurodegenerative Diseases and their Therapies

The average age of current population is increasing'.
As aged population grows, the number of people with
age-related neurodegenerative diseases is rising fast.
Not only the health problems of individuals but also
their decreasing quality of life and besetment of their
family members are the consequences of a progressive
community neurodegeneration.

Although, numerous potential drugs and therapeutic
concepts have been developed to produce benefits
in neurodegenerative disorders, currently no specific
cure is available neither to treat nor to stop
a progression of the most common of these disorders
like Alzheimer's and Parkinson's disease and the class
of diseases caused by expanding CAG repeats inclu-
ding Huntington's disease?.

The greatest promise for treatment discovery of inhe-
rited disease is in the disease affecting single gene.
It could be supposed that discovery of therapy for one
of the neurodegenerative disorders will lead to unco-
vering the therapies for other diseases with neuro-
degenerative source.

Huntington’s Disease

One of the few neurodegenerative diseases with
a known genetic background is Huntington’s disease
(HD). The mutation responsible for this disorder is an
abnormally extended expansion of polymorphic CAG
(polyQ) repeat within the gene encoding the hunting-
tin protein. Symptoms begin insidiously in the mid-
life, but the age of onset can vary from early childhood.
The disease is progressive and ends in death some
15 — 20 years after onset*.

Hunting for the Therapy

The process of drug development requires optimizing
both for economic and for ethical reasons, in order
to provide patients with appropriate treatments in
a reasonable time frame. The pre-clinical tests are
required for confirmation of their efficacy, safety,
feasibility and desirability in treating of the diseases.
Therefore the suitable animal model plays a pivotal
role in this process.

Animal Models for Translational Research

Rodent models are the most widely used due to
the possibility for genetic and environmental standardi-
zation, a broad spectrum of strains tailored to specific
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scientific problems, and their acceptance by the regula-
tory authorities. However, rodent models do not satis-
factorily parallel the brain changes and behavioral
features observed in patients with neurodegenerative
diseases>®’. Large animal model could fulfill the wide
gap in between rodents and humans. The longevity of
large animal models (_10 years) and their analogous
brain structure to humans make them especially suited
to studying late-onset neurodegenerative disorders.

Pig as an Animal Model

At present, transgenic pigs are increasingly being
established as large animal model for selected human
diseases®°. Pigs are much closer to humans than mice
in anatomy, complexity, physiological function, and
genetics'®"'. The large size of the pig brain permits the
detailed identification of cortical and subcortical struc-
tures by imaging techniques such as PET'> or MRI'>™,
Thus development of animal models of human brain
disorders in pigs can benefit from the full range of neu-
roscience techniques, as an alternative to research.
Important are practical and ethical aspects of the use
of pigs as an experimental animal. Pigs are in general
breed as a human feed. Due to the widespread agricul-
tural use of pigs, pig production systems or even sys-
tems for housing laboratory pigs are readily available.
Finally, current knowledge of aspects of behavioral
processes including learning and memory are re-
viewed"™ and complete the summary of the status of
pigs as a species suitable for experimental models
of diverse human brain disorders.

Transgenic Libechov Miniature Pig as a Model
for HD

In our Laboratory, we have generated porcine model
of HD. Lentiviral vectors encoding N-truncated (548aa)
human huntingtin (htt) containing polyQ repetition
under the control of human htt promoter were micro-
injected into the porcine zygote. Genome analyses
demonstrated the integration of transgene into the
chromosome 1g24-q25 and the repetition of 124 glu-
tamines in human htt. Assuming a presence of the two
endogenous porcine htt alleles, we can announce that
transgenic animals have integrated 1 insert of trans-
gene in their genome. TR-FRET analysis of the F1 ani-
mals proved the active expression of human mutant
htt in miniature pig’s cortical tissue. Western blot con-
firmed the expression of htt protein in the tissues from



all three germ layers'®. HD transgenic minipigs mature
at the age of 5 months and they are able to produce F2
and F3 transgenic generations with the transgenics rate
of approximately 50 % per birth.

Suitable Model for Translational Research

The generation of transgenic minipig is still not the
mark of success, until the phenotype of animal model
does not correspond to the symptoms of patients.
Observing the same (or very similar) pathological
and physiological changes in the model organism and
human, similar effect of the tested drugs or other
potential treatments could be expected.

As mentioned above, HD typically onsets in the
middle age. But some changes can be remarked
before the clinical symptoms are evident (manifest
stage). For example activation of immune system'” is
detected about 15 years before observation of chorea
movements. This is so called pre-manifest stage.
Our studies are focused on characterization of both
of these stages in HD minipigs. Longitudinal studies
are necessary due to the progressive character of HD.
Therefore we repeat all of the analyses regularly in
three months intervals.

Pre-manifest stage of HD

HD is considered to be the important disease, embo-
dying many of the major themes in modern neurosci-
ence, including molecular genetics, selective neuronal
vulnerability, excitotoxicity, mitochondrial dysfunction,
apoptosis and transcriptional dysregulation'®. We the-
refore study for example the levels of cytokines in
blood serum to map the activation of immune system.
The level of DNA damage and mitochondrial dysfunc-
tion in transgenic and control cells is under investiga-
tion. Of course, we also follow the expression level of
transgenic huntingtin and its influence on expression
levels of other genes/proteins. As testicular degenera-
tion2 is one the symptoms of HD, the quality of
semen is examinant.

HD damages the basal ganglia?® — a specific area of
the brain - but also involves other regions, primarily the
cerebral cortex what results into brain atrophy. Within the
striatum, the most sensitive cell population is the medium
spiny neurons with the nuclear aggregates of mutant hun-
tingtin protein'®. Therefore MRI and MRS study completed
with brain immune/histology is performed.
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Manifest stage of HD

Motor impairment, cognitive deterioration and psychia-
tric disturbances are observed in manifest stage of HD*?'.
General intellectual abilities show a mild diffuse decline
within the first years. More subtle early impairment may
be observed regarding sustained attention, problem sol-
ving and verbal fluency along with memory declension.
The most common clinical manifestation of HD is chorea.
Movement difficulties are asso-ciated with both involunta-
ry and voluntary movement, which progressively worsen
over time. Battery of cognitive and motor tests was set to
characterize this stage. Equipment used for HD patients
based on objective (computer) evaluation of obtained
data is used for this study.

Conclusion

As aged population grows, the number of people
with age-related neurodegenerative diseases is rising
fast. Unfortunately, no known therapy is available to
treat these diseases. In the meantime, the list of com-
pounds could be used in treatment of neurodegenera-
tive disorders but suitable animal for pre-clinical tests
is necessary to be generated. Although, small animal
models animals of human diseases are highly informa-
tive they often do not faithfully mimic the human
conditions. Moreover, it is unknown whether the mag-
nitude of benefit in rodents predicts the magnitude
of benefit in humans. Therefore the generation of an
alternative animal model which could help in under-
standing of mechanisms of disease and provide the
evaluation of efficacy and safety of new drugs or thera-
peutic concepts is critical for the success of translatio-
nal research. Miniature pig seems to be suitable large
animal model for simulating of neurodegenerative
diseases. As the greatest promise for treatment disco-
very of inherited disease is in the disease which affects
single gene, we have generated transgenic model
of miniature pig with Huntington’s Disease caused by
the mutation in huntingtin gene. Our current effort is
focused on characterization of both pre-manifest and
manifest stages of HD. Phenotyping will allow the col-
lection of longitudinal molecular data, to complement
metabolic, behavioral and MRI assessments that will
yield detailed information of the disease process over
a decade or more and will provide information about
possibilities of translational research.
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Summary

Baxa M.: Transgenic Miniature Pig as a Model for the Study of Huntington’s Disease

As aged population grows, the number of people with age-related neurodegenerative diseases is rising fast. Unfortunately, no known
therapy is available to treat these diseases. The list of compounds could be used in treatment of neurodegenerative disorders but
suitable animal model for pre-clinical tests is necessary to be generated. Although, small animal models of human diseases are highly
informative they often do not faithfully mimic the human conditions. Miniature pig seems to be suitable large animal model for simu-
lating of neurodegenerative diseases. We have generated transgenic miniature pig as a model of Huntington’s Disease which is
caused by the mutation in huntingtin gene. Our current effort is focused on characterization of both pre-manifest and manifest stages
of HD. Phenotyping will allow the collection of longitudinal molecular data, to complement metabolic, behavioral and MRI assessments
that will yield detailed information of the disease process over a decade or more and will provide information about possibilities
of translational research.

Keywords: Transgenic pig, Huntington’s Disease, Large animal model, Neurodegenerative disease

Souhrn

Baxa M.: Transgenni miniaturni prase jako model ke studiu Huntingtonovy choroby

S tim, jak se zvySuje primérny vék obyvatelstva, roste i polet lidi trpicich neurodegenerativnimi onemocnénimi. Bohuzel, dodnes nebyl
nalezen zadny zp(sob terapie téchto chorob. Pfipraveno je mnoho produkt, které by mohly byt pouzité k jejich Ié¢eni, avsak pro jejich
verifikaci v pre-klinickych testech je potiebny vhodny zvifeci model. A¢koli malé zvifeci modely poskytuji mnoho informaci, ¢asto dosta-
te¢né nesimuluji pribéh nemoci u pacientd. Proto jsme vytvofili transgenni miniaturni prase jako model pro studium Huntingtonovy
choroby, kteréd je zplisobena mutaci v genu zvaném huntingtin. Nase snaha je zaméfena na charakterizaci jeji pre-klinického i klinického
stadia. Dlouhodobé sledovani fenotypu umozni ziskat potfebna data o pribéhu choroby na molekularné genetické, metabolické
i behavioralni Grovni a poskytne informace o moZnosti pouZiti tohoto modelu pro testovani potenciélnich terapii neurodegenerativnich
onemocnéni.

Klicova slova: transgenni prase, Huntingtonova choroba, velké zvifeci modely, neurodegenerativni onemocnéni

NANOPROTILATKY: NOVE IMUNOREAGENTY PRO VYZKUM,
DIAGNOSTIKU A TERAPII

Ludék Eyer a Milan Franek
Wzkumny ustav veterindrniho Iékarstvi, v. v. i, Brno, eyer@vri.cz

Co jsou to nanoprotilatky? spojeni tézkych fetézcl s lehkymi. Protoze se lehké

Zatatkem devadesatych let 20. stoleti bylo belgickymi ~ fetézce u HCAbs nevyskytuji, jejich vazebné misto je
védci publikovano piekvapivé zjisténi: B-lymfocyty soucasti jediné vanabllnl_domeny tézkého fetézce,
savchi z ¢eledi velbloudoviti (Camelidae) a nékterych ktera nese u velbloudovitych savcd oznaceni VHH

paryb (Chondrichthyes) produkuji kromé konvenc¢nich (variable domain O_f the hea.vy-chain antibody)
(klasickych) humorélnich protildtek rovnéz protilatky a u paryb VNAR (variable domain of the shark new

s odliSnou strukturou. Na rozdil od konven¢nich proti- antigen receptor)’.

latek, které jsou tvofeny dvéma identickymi t&zkymi Expresi genl kédujicich VHH domény v bakteriich
(H) a lehkymi (L) fetézci, jsou tyto nové objevené a kvasinkach byly ziskdany monomerni rekombinantni
protilatky slozeny pouze ze dvou vzajemné spojenych fragmenty, tzv. nanoprotilatky. Nanoprotilatky Ize defi-
tézkych fetézcG (obr. 1). Proto jsou v odborné Ili- novat jako nejmensi funkéni fragmenty protilatek, které
teratufe oznacovany jako ,heavy-chain antibodies” specificky rozpoznavaji antigen. V literatufe jsou ozna-
(HCADs), tj. protilatky tvofené tézkymi fetézci. U lam Covany jako ,nanobodies”, ,nanoantibodies” nebo
a velbloudt postradaji tyto protilatky konstantni domé- ,single domain antibodies” '. Siroce rozsifeny termin
nu CHI1, kterd u konvencnich protilatek umoziiuje ~nanobodies” zavedla belgické biofarmaceuticka spole-
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Obr. 1. Struktura protilatek

(a) Molekula konven¢ni protilatky (vlevo), rekombinantni fragmenty (vpravo); (b) protilatka tvofena tézkymi fetézci (vlevo),

nanoprotilatka (vpravo).

¢nost Ablynx, kterd je jednim z pfednich producentd
rekombinantnich fragmentl odvozenych z protilatek
velbloudd a lam. Kromé vysoké afinity a specifity vici
antigenu a moznosti neomezené produkce vykazuji
nanoprotilatky zcela unikatni strukturni a funkéni
charakteristiky, diky kterym mohou v budoucnosti
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nalézt Sirsi uplatnéni ve vyzkumu i v klinické praxi nez
dosud pouzivané polyklondlni a monoklonalni proti-
latky ¢i jiné rekombinantni fragmenty.

V minulém ¢isle Bioprospectu? popsali Daussant
a Desvaux ve svém kratkém piehledu evolu¢ni pa-
vod protildtek tvofenych tézkymi fetézci a zakladni



vlastnosti nanoprotilatek. Pfispévek uvefejnény v tomto
Cisle Bioprospectu si klade za cil informovat Ccte-
nafe podrobnéji o pfipravé, strukturnich aspektech
a budoucim vyuziti nanoprotilatek v mediciné
a pfibuznych oborech.

Pfiprava nanoprotilatek

Az do 70. let minulého stoleti byla pfiprava protilatek
zaloZzena pouze na imunizaci experimentdlnich zvifat.
Pomoci této tradicni techniky vsak lze ziskat vyhradné
polyklondlni protilatky. V roce 1975 byla popsana
metoda pro piipravu monoklonalnich protilatek,
tzv. hybridomova technologie, ktera je zalozena na fuzi
slezinnych bunék (B-lymfocyt(i) produkujicich proti-
ldtku s nadorovymi burikami s neomezenym prolife-
racnim potencialem. Vyvoj modernich molekularné-
biologickych metod pro klonovéni a expresi rekombi-
nantni DNA v bakteriich a jinych organismech otevrel
nové moznosti pro pfipravu protilatkovych fragment,
mezi které patfi i nanoprotilatky.

Gmunizace zvifaD

\ 4

( Odbér krve )

\ 4
(Izolace lymfocytﬁ)

@Xtrakce genetického materiéhD

A\ 4
(Konstrukce fagové knihovny)

A 4
(Selekce nanoprotilatky (biopanningD

A\ 4
@rodukce nanoprotilatky v expresnim systém@

Obr. 2. Schéma pfipravy nanoprotilatek s pouzitim rekom-
binantnich technologii

Pfiprava nanoprotilatek pomoci rekombinantnich
technologii je schematicky znazornéna na obr. 2.
Tato metodologie je zaloZena na konstrukci tzv. fagové
knihovny, tj. populace fagovych ¢astic, do jejichz geno-
mové DNA byl vlozen gen kédujici VHH doménu.
Takové fagy pak vystavuji molekuly nanoprotilatek
na svém povrchu jako fuzni proteiny, coz je oznacova-
no jako fagovy display. Zdrojem genetického materialu
pro pfipravu fagové knihovny jsou B-lymfocyty ziskané
odbérem krve z imunizovanych lam nebo velbloudt.
Geny kodujici variabilni domény VHH jsou amplifikova-
ny pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR)
a nasledné klonovany do fagemidovych expresnich
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vektor(. Klonovaci strategie je v pfipadé nanoprotilatek
mnohem jednodussi nez u jinych forem rekombinant-
nich fragmentd vzhledem tomu, ze VHH domény jsou
kédovany pouze jedinym genovym segmentem (exo-
nem) o délce cca 450 parl bazi. Expresi fagemidovych
genl v bakteridlni burice je ziskana fagova knihovna
tvofenda 10° — 107 fagovych c¢astic. V pripadé nizké
imunogenicity nebo toxicity imunogenu lze pouzit
tzv. naivni fagové knihovny, jejichz pfiprava nevyzaduje
imunizaci zvifat. Fagové nanoprotildtky s nejvyssi
afinitou k antigenu jsou izolovany pomoci selekéni
technologie nazyvané biopanning. Tato technologie je
zalozena na nékolika cyklech po sobé nasledujicich
krok@: navézani fagovych protilatek na imobilizovany
antigen, odstranéni nenavazanych fagovych protilatek
a amplifikace ziskanych fagovych klond& na hosti-
telském bakterialnim kmeni. Geny kédujici nanoproti-
latky s optimalnimi imunoanalytickymi vlastnostmi jsou
nasledné preneseny do bakteridlnich nebo kvasinko-
vych bunék, které jsou vyuzivany jako expresni systémy
pro jejich findlni produkci. V poslednich letech byly
nanoprotilatky Guspésné produkovany rovnéz v savcich
burikdch, geneticky modifikovanych rostlinach nebo
houbéch rodu Aspergillus, a to v koncentracich vyssich
nez 10 mg/L34.

Struktura nanoprotilatek

Nanoprotilatky jsou fazeny mezi tzv. rekombinantni
protilatkové fragmenty neboli rekombinantni protilatky.
Spole¢né s nanoprotildtkami patfi do této skupiny
rovnéz tzv. scFv fragmenty (single-chain variable
fragments) odvozené od konvenc¢nich protilatek,
které jsou vsak tvofené variabilnimi doménami jak
lehkého tak tézkého fetézce spojenymi kratkym
polypeptidovym linkerem. Jinou formu rekombinant-
nich protilatek predstavuji disulfidicky stabilizované
variabilni fragmenty (dsFv) a fragmenty oznacované
jako Fab (obr. 1).

Nanoprotilatky jsou velmi malé rekombinantni
protildtky o molekulové hmotnosti 12 - 15 kDa
a rozmérech 4 x 2,5 nm. Jsou slozeny pouze z jediného
polypeptidového fetézce o délce cca 120 aminoky-
selin, ktery predstavuje variabilni doménu protilatek
tvofenych tézkymi fetézci (VHH) (obr. 1). Nano-
protilatky jsou pfiblizné desetkrat mensi ve srovnéni
s konven¢nimi protildtkami a polovi¢ni vzhledem
k ostatnim rekombinantnim fragmentdm'. Primarni
strukturou se nanoprotilatky podobaji variabilnim
doménam tézkych fetézcG (VH) konvencnich protilé-
tek. To znameng, Ze jsou sloZeny ze ¢tyi konzervativ-
nich oblasti (framework regions, FR) s relativné stélou
aminokyselinovou sekvenci a tfech hypervariabilnich
oblasti (complementarity determining regions, CDR)
s vysoce proménlivou primarni strukturou, které tvofi
vazebné misto nanoprotilatky (obr. 3). Konformacni
stabilita vazebného mista nanoprotildtky je zajisténa
nékolika disulfidovymi vazbami, které vznikaji mezi cys-
teinovymi zbytky na hypervariabilnich usecich CDR1
a CDR3. Konzervativni oblast FR2 je charakteristicka
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fen dlouhou polypeptidovou smyckou
podobnou prstu, takie vazebné misto
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tinou, do niz se zasouva antigen podob-
né jako kli¢ do zamku (obr. 4). Vzhle-
dem k charakteru vazebného mista
rozpoznavaji nanoprotilatky i tzv. kryp-
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Obr. 3. Strukturni rozdily mezi nanoprotilatkou a VH do-ménou konvencni

protilatky

FR1-FR4 piedstavuji konzervativni Gseky, CDR1-CDR3 piedstavuji hypervaria-

bilni useky, pIné krouzky vyznacuji hydro-filni aminokyseliny.

vy$s$im zastoupenim hydrofilnich aminokyselin, které
udileji nanoprotilatkdm dobrou rozpustnost ve vodném
prostiedi‘.

Zatimco vazebné misto konvencnich protilatek je
tvofeno 3Sesti hypervariabilnimi useky, vazebné misto
nanoprotilatek je vzhledem k nepfitomnosti lehkych
fetézcl utvaifeno pouze tfemi hypervariabilnimi tseky.
Z krystalografickych studii komplex(i nanoprotilatka-
antigen je ziejmé, Ze hypervariabilni Useky CDRI1
a CDR2 maji pii rozpozndvani antigenu pouze omeze-
ny vyznam. Naopak, zna¢né prodlouzeny usek CDR3
hraje pfi vazbé antigenu klicovou roli a podili se
z 60 — 80 % na interakci vazebného mista nanoproti-
latky s antigenem. Tento hypervariabilni Usek je tvo-

vého obalu a jsou pro konvencni proti-
latky prostorové (stéricky) obtizné pfi-
stupné. Nanoprotildtky mohou proto
interagovat s katalytickym mistem enzy-
md nebo vazebnym mistem bunéc-
nych receptord a pusobit jako jejich inhibitory3>.
Kromé nanoprotildtek vazajicich kryptické epitopy
byly popsény i takové nanoprotilatky, které roz-
poznavaji béiné proteinové a peptidové antigeny
vcetné haptena®.

Vlastnosti nanoprotilatek

Dosud byly popsény desitky nanoprotilatek, které
rozpoznavaji antigenni determinanty enzymd, pato-
gennich organismid a parazitd, toxind a nadorovych
marker s extrémné vysokou specifitou a afinitou
(k, < 1 nM)®. Nanoprotilatky jsou stejné jako ostatni

rekombinantni fragmenty monovalentni tzn., Ze nesou

a

Nanoprotilatka

ntigen

Konvengéni protilatka

Obr. 4. Vazebna interakce nanoprotilatky a konvenéni protilatky s antigenem
Vlypukly (konvexni) tvar vazebného mista nanoprotilatky umoziiuje vazebnou interakci s aktivnim mistem enzymu nebo buné¢-
ného receptoru (a). V pfipadé konven¢ni protilatky se antigen vaze do vazebného mista ve tvaru dutiny (b).
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jedno vazebné misto vici jedinému epitopu. Diky jed-
noduché struktuie vSak mohou vytvaret multivalentni
a multispecifické konstrukty se schopnosti vazat
soucasné rGzné antigeny nebo rozpoznavat odlisné
epitopy téhoz antigenu?.

Jednoducha monomerni struktura udéluje nanoproti-
ldtkdm znacnou odolnost vici vysokym teplotam.
Ackoli nanoprotilatky denaturuji pfi 60 - 80 °C,
pfi opétovném sniZeni teploty zcela obnovuji svoji
ptvodni strukturu. Tim se lisi od konvenénich protila-
tek, které podléhaji pfi uvedenych teplotach nevratnym
strukturnim zménadm. Nanoprotilatky zlstavaji biolo-
gicky aktivni rovnéz v prostiedi o nizkém pH,
v piitomnosti protedz a detergentl i pfi extrémné
vysokém tlaku?. Vy3si obsah hydrofilnich aminokyselin
vede k dobré rozpustnosti nanoprotilatek ve vodném
prostiedi a k omezené schopnosti tvofit agregaty.
Timto se vyrazné liSi od ostatnich rekombinantnich
fragmentd, zejména od scFv, jeZ jsou ve vodé casto
obtizné rozpustné a béhem exprese uvniti bakteridlni
buriky spontéanné tvofi inkluzni téliska, coz snizuje
vytézek rekombinantniho produktu'*.

Maléd velikost molekuly umozriuje nanoprotildtkam
snadno penetrovat do tkdni a mezibunéc¢nych prostor.
Nanoprotildtky jsou schopny pfekonat i tzv. hematocefa-
lickou bariéru mezi krvi a centrédlni nervovou soustavou®.
V lidském organismu vykazuji nanoprotilatky nizkou imu-
nogenicitu, kterd je dana nejen malymi rozméry jejich
molekuly, nybrz i vysokym stupném sekvencni homologie
(@Z 90 %) s lidskymi VH doménami. Imunogenicitu
nanoprotilatek je mozno dale snizovat tvorbou tzv. huma-
nizovanych nanoprotildtek, tj. néhradou aminokyselino-
vych sekvenci, které vykazuji niz$i homologii s lidskymi
protilatkami, za useky s vy33im stupném homologie, aniz
by doslo k ztraté jejich afinity ¢i specifity*.

Vyuziti nanoprotilatek v imunoanalytickych
a diagnostickych metodach

Molekularni charakteristiky nanoprotilatek a relativné
nizké naklady spojené s jejich produkci zna¢né rozsi-
fuji moznosti aplikace téchto rekombinantnich frag-
mentl v diagnostice a imunoanalytickych technikéch.
Nanoprotilatky mohou byt vyuzity zejména pro vyvoj
novych, vysoce citlivych ELISA testd a imunosenzord,
kde mohou nahradit tradicné pouzivané protilatkové
reagenty. Jejich malé rozméry, monomerni charakter
a snizend schopnost agregace umoziiuji imobilizo-
vat extrémné vysoky pocet molekul nanoprotilatek
na povrch jamky mikrotitracni desticky nebo biocipu,
coz vede ke zvyseni citlivosti imunodetekéniho systé-
mu. Imobilizace nanoprotildtky na pevny povrch muze
byt usnadnéna jejich konjugaci s Fc fragmentem nebo
fazi s proteiny vazajicimi celul6zu nebo chitin. Jako pfi-
klad detek¢nich systémd na bézi nanoprotilatek Ize
uvézt ELISA testy pro urceni tzv. druhové specifickych
antigend, tj. antigend, jimiz se lisi jednotlivé druhy
patfici to téhoz rodu. Takové ELISA testy jsou
v soucasnosti vyuzivany napf. pro rozliseni jednotlivych
druh@ tasemnic ¢i parazitd rodu Trypanosoma’.
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Nanoprotilatky mohou byt s vyhodou vyuzivany
rovnéz v imunoafinitni chromatografii. Vysoce stabilni
nanoprotilatky jsou odolné vici pGsobeni organickych
rozpoustédel vyuZivanych pro eluci zachycenych
ligandG a pro regeneraci imunoafinitnich kolon.
Imunosorbenty s navdzanymi nanoprotilatkami mohou
byt opakované pouzity az 2000krat, aniz by doslo
ke snizeni jejich vazebné kapacity. Vysokd hustota
molekul nanoprotildtek imobilizovanych na ¢asticich
imunosorbentu navic vyznamné zvySuje ucinnost imu-
noseparacniho procesu. Na druhé strané, pro izolaci
nékterych nestabilnich proteinli z krevniho séra, napf.
o-1-antitrypsinu a srazlivého faktoru VI, byly pfiprave-
ny nanoprotilatky, které umozriuji eluci molekul
ligandu za pouZiti velmi Setrnych elu¢nich podminek®”.

Efektivni penetrace do tkani a schopnost prekonat
hematocefalickou bariéru ¢ini z nanoprotilatek per-
spektivni kandidaty pro konstrukci zobrazovacich sond
vyuzivanych pro monitorovéni nador( a metastatickych
lézi in vivo. V této oblasti nachazeji uplatnéni radioak-
tivné a fluorescencné znacené nanoprotilatky’.

Terapeutické vyuziti nanoprotilatek

Stejné jako monoklondlni a rekombinantni protilatky
nabizeji i nanoprotildtky Siroké uplatnéni v terapii za-
vaznych onemocnéni u lidi. Nanoprotilatky mohou roz-
pozndvat a ucinné inaktivovat Siroky repertoar pato-
gennich organismd, blokovat proliferaci nadorovych
bunék a ovliviiovat rozlicné bunécné procesy, jako
transkripci DNA a buné¢nou nekrozu ¢&i apoptozu.
Nanoprotilatky konjugované s enzymy, antibiotiky
a cytostatiky mohou byt vyuzity pro specificky transport
lé¢iva do mista infekce ¢i k nddorovym burnkém, aniz
by mély skodlivy vliv na zdravou tkar.

Diky jedine¢nym vlastnostem je mozné vyuZivat
nanoprotilatky i tam, kde konvencni protilatky nelze
uplatnit. Vzpomenime napi. na jejich schopnost vazat
se do aktivniho mista enzymd, ktera otevird nové
moznosti terapeutického wvyuZiti nanoprotilatek jako
enzymovych inhibitord. V désledku vysoké afinity
a specifity nanoprotilatek vici vnitinimu povrchu aktiv-
niho mista enzymu, predstavuji nanoprotilatky mno-
hem G¢innéjsi enzymové inhibitory nez dosud pouzi-
vana chemicka léciva. Inhibitory enzym( na bazi
nanoprotilatek byly pouzity k potlaceni rlstu mnoha
patogennich mikroorganismd i k inhibici proteolytické
aktivity bakterialnich i Zivocisnych toxind in vivo®.

Vzhledem k zna¢né odolnosti k nizkym hodnotam pH
i k plisobeni protedz si nanoprotildtky zachovavaiji bio-
logickou aktivitu uvnitf trdviciho traktu. Preparéty obsa-
hujici nanoprotilatky mohou byt pacientim podavany
oralng, ¢ehoz Ize efektivné vyuzivat pfi [é¢bé zavazinych
gastrointestinalnich onemocnéni, v¢etné virové gastro-
enteritidy nebo Crohnovy choroby?.

Zcela inovativni pfistupy ve vyvoji a aplikaci terapeu-
tickych nanoprotildtek nabizeji technologie genetické-
ho inZenyrstvi a genova terapie. Velmi perspektivnim se
jevi vyvoj intraceluldrnich protilatek, tzv. ,intrabodies”,
coz jsou nanoprotildtky exprimované uvniti bunék,



které inaktivuji rzné intracelularni proteiny, napf. tran- s problematikou nanoprotilatek a podilel se na vyvoji
skripéni faktory zodpovidajici za vznik a rst nadord. a zavedeni technologie fagovy display.
Zajimavym piistupem je rovnéz aplikace transgennich

bakterii, které produkuji funkéni nanoprotildtku pfimo Zaver
v misté infekce. Uvedené technologie jsou v souéasné Nanoprotilatky pfedstavuji novou generaci imunorea-
dobé intenzivné studovany na tkafovych kulturach gentl a terapeutickych prostiedkd, které nabizeji Siroké
a mysich modelech®. mozZnosti vyuziti v analytickych a diagnostickych meto-
Belgicka spole¢nost Ablynx pfipravila fadu terapeutic- dach a mohou rovnéz nahrazovat tradi¢ni terapeutika
kych nanoprotilatek s cilem pfispét k l1é¢bé trombozy, v lé¢bé zavaznych chorob u lidi. To je umoznéno jejich
revmatoidni artritidy, Alzheimerovy choroby a ¢etnych jedine¢nymi vlastnostmi, jako je mala velikost molekuly,
nadorovych onemocnéni. Nékteré z vyvijenych prepa- vysokd fyzikélné chemické stabilita, dobra rozpustnost
ratt se v soucasné dobé nachazeji ve stadiu preklinic- ve vodném prostiedi a schopnost rozpoznavat antigeny,
kych testd na zvifecich modelech nebo in vitro, jiné jiz které jsou pro konvencni protilatky nedostupné. Nano-
pokrocily do 1. ¢i Il. faze klinickych zkousek na dobro- protilitky mohou proto nalézt cetnd uplatnéni jako
volnicich. Neméné vyznamnym producentem nanopro- G¢inné imunoafinitni komponenty, imunoanalytické rea-
tilditek pro terapeutické a vyzkumné ucely je NRC, genty, inhibitory enzym@ nebo intracelularni protilatky.
Institute for Biological Science v Kanadé. Vyzkumem Vysledky nejnovéjsich preklinickych studii i klinickych
nanoprotilatek se zabyva rovnéz oddéleni entomolo- testd ukazuji, Ze v nedaleké budoucnosti budou nanop-
gie na kalifornské univerzité v Davisu. BEhem studij- rotilatky vyznamné konkurovat dosud pouzivanym
niho pobytu na tomto pracovisti se jeden z autord monoklonalnim protildtkém a existujicim rekombinant-
tohoto odborného pfispévku (L. E.) blize seznamil nim fragmentdm.

Tato prdce vznikla v ramci feSeni projektu AdmireVet ¢. CZ.1.05/2.1.00/01.0006-EDO0060101 Ministerstva Skolstvi,
mlddeZe a télovychovy Ceské republiky a grantu ¢ MZE0002716202 Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky.
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Souhrn

Eyer L., Franek M.: Nanoprotilatky: nové imunoreagenty pro vyzkum, diagnostiku a terapii

Nanoprotildtky jsou rekombinantni fragmenty odvozené z protilatek tvofenych tézkymi fetézci, které se vyskytuji v krevnim séru a tkanich
savcl ¢eledi Camelidae. Nanoprotilétky se lisi od konvenénich protildtek i jinych rekombinantnich fragment@ fadou jedineénych vlast-
nosti, jako je mald velikost molekuly, dobra rozpustnost ve vodném prostiedi a konformacni stabilita pfi vysokych teplotach i pfi nizkych
hodnotach pH. Vypukly (konvexni) tvar vazebného mista umoziiuje nanoprotilatkdm rozpoznévat epitopy, které jsou lokalizovany
v dutinach protein nebo zéhybech virovych oball a bunéé¢nych membréan. Diky uvedenym vlastnostem mohou byt nanoprotilatky
v budoucnosti vyuzivény jako G¢inna terapeutika i jako reagenty v imunoanalytickych a diagnostickych metodach.

Klicova slova: nanoprotilatka, rekombinantni fragment, antigen, vazebné misto, fagova knihovna

Summary

Eyer L., Franek M.: Nanobodies: new immunoreagents for research, diagnostics and therapy.

Nanobodies are recombinant fragments derived from heavy-chain antibodies which occur in blood serum and tissues of camelids.
Nanobodies differ from conventional antibodies and other recombinant fragments in numerous unique properties, such as a small
molecular size, good water solubility and conformational stability at high temperatures, as well as at low pH values. The convex shape
of binding sites of nanobodies enables them to recognize epitopes which are buried in protein cavities or clefts of viral envelopes and
cell membranes. Due to their properties, nanobodies could be in the future applied as effective therapeutics and also as reagents in
immunoanalytical and diagnostic methods.

Keywords: nanobody, recombinant fragment, antigen, binding site, phage library
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BIOTECHNOLOGICKE SYSTEMY PRO JEDNORAZOVE POUZITI

Petr HoSek

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, petr.hosek@vscht.cz

Uvod

Zatimco nerezové reaktory a pfislusenstvi se
v biotechnologickych vyrobdch pouZivaji mnoho let,
jednorazové systémy se do vyrob zavadéji teprve
posledni dobou. Z pocétku byly jednorézové plastové
kontejnery pouzivany pouze na skladovani a michéni
pufrl a médii. Pozdéji se zacaly pouzivat i jednorazové
reaktory, pouze viak na pfipravu inokula, nebot jesté
nemély potiebnou produkéni kapacitu, kterou dispo-
novaly nerezové produkéni fermentory. V nynéjsi dobé
Ize z jednorazovych komponent sestavit celou biotech-
nologickou linku véetné stiedné velkého jednorézo-
vého bioreaktoru a navazujici down-stream ¢asti (puri-
fikaci, formulaci, ...)"2

Pro¢ jednorazové komponenty?

Jednorazové systémy se zacaly objevovat jako reakce
na potiebu stale snizovat cenu vyrabénych produktd,
na potiebu vyrdbét stale vétsi pocet rlznych latek
a na potiebu omezit usly zisk zptsobeny kontaminaci?.
Zejména tieti vyjmenovany divod pieduréuje pouziti
jednorazovych systém0 v produkcich protilatek ¢&i ji-
nych proteinG ZivociSnymi burikami. Pfi fermentacich
za poutziti bakterii ¢i pfipadné kvasinek neni nebezpeci
zniceni vsadky diky kontaminaci pfili$ vysoké, zatimco
u Zivocidnych bunék i velmi nizky pocet kontaminu-
jicich bakterii mizZe diky zna¢né vyssi rychlosti déleni
vsadku znehodnotit. Pfi vyuZiti pfedsterilizovanych
jednorazovych komponent je toto nebezpeci znac¢né

Obr. 1 - Jeden z nejvétsich vykyvnych reaktort o objemu 500 litrd*
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snizeno, zejména diky vy3si ucinnosti gamma sterili-
zace nad sterilizaci vodni parou .

Daldi vyhodou jednorazovych systém( je omezeni
operativnich ¢asd na pfipravu dalsiho produkéniho
cyklu, nebot odpada nutnost provadeét cisténi reaktoru
a jeho sterilizaci. Médium pfijde do styku pouze
s jednorazovymi plastovymi plasti, které jsou po daném
cyklu vyménény za nové, piedsterilizované. Vyména
plasté je vyrazné kratsi nez Cisténi a sterilace nerezo-
vych reaktor a dalSich nadob. Zna¢nou usporu casu
zajisti i pouZziti jednorazovych predkalibrovanych sen-
zorl, kdy odpada i potieba validace.

Vyména veskerych ploch smocenych médiem
s sebou nese i moznost operativné prechéazet na pro-
dukce jinych latek bez nebezpeci kfizové kontaminace.
Tato vlastnost jednordzovych systémi je neocenitelna
pfi vyzkumu ¢&i produkci lé¢iv v druhé ¢i tieti fazi klinic-
kych test(, kdy je potfeba vyrabét malé mnozstvi velké-
ho poctu potenciélnich [éciv.

Jednorazové reaktory

V prabéhu posledni dekady se objevilo na trhu hned
nékolik rdznych typt fermentacnich reaktort. Podle
vzhledu je mlzeme rozdélit do dvou velkych skupin
a to na vykyvné reaktory a tankové reaktory. Vykyvny
reaktor, uveden do prodeje uz v roce 19994 je plas-

tovy obal naplnény médiem umistény na plosinu, ktera
vykonava kyvavy pohyb. Timto pohybem se v médiu
generuji viny zajistujici diikladné promichavani a aeraci
kultivovanych bunék. Pfestoze probihd aerace pouze
z hladiny, v reaktoru Ize dosahnout koncentrace Zivo-
¢isnych bunék az 8 mil. bunék na mililitr. Do prodeje
byly nejdiive uvedeny maloobjemové reaktory (deseti-
litrové), vétsi reaktory bylo mozno uvést az po vyfeseni
konstrukénich problém(. Bylo potfeba navrhnout
vhodny zdroj pohonu (kyvavy pohyb je naro¢ny na pie-
vodovku) a zlepsit kvalitu plasté (dochazelo casto
k protrzeni). Nyni jsou tyto reaktory konstruovany pro
objemy od 100 ml az po 500 litrG (obr. 1). Hlavnim
vyrobcem vykyvnych reaktord je firma GE Healthcare.
Tankové reaktory svym tvarem napodobuji béiné
pouZivané nerezové reaktory — jsou to cylindrické
nadoby s uprostied umisténym michadlem3. Kontaktni
povrch s médiem tvofi plastovy plast zvenku vyztuzeny
nerezovou sténou, ve které je uloZzena termoregulace
reaktoru. Kvdli sterilizaci plasté dodavatelem bylo
nutné uzpusobit konstrukci michadla a senzorl tak,
aby nebyla pfi instalaci narusena sterilita. Takze micha-
dlo a rukév na hfidel, které michadlem otaci, jsou jiz od
vyrobce zataveny do vyménitelného plasté. Oproti
vykyvnému reaktoru mizou mit tankové reaktory
objem mnohem vys33i, bézné se produkuji 2000 | reak-

Kleenpak
with
e-chem
sensor

Obr. 2 — Porovnéni zplsobu zapojeni autoklavovatelného detektoru (vlevo) a detektoru s nastavcem (vpravo). Autoklavovatelny

detektor je pfipojen pomoci Kleenpak konektoru™.
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tory®, a diky své podobnosti s nerezovymi tankovymi
reaktory Ize na né pouzit podobné scale-up postupy’.
Tankové reaktory vyrabi celd fada firem jako Xcellerex,
Sartorius Stedim Biotech, Thermo Fisher Hyclone.

V priibéhu casu se zacaly objevovat i mirné odlisné
konstrukce reaktor(. Pfikladem je bioreaktor firmy New
Brunswick Scientific, kterd misto tenkého plastového
filmu podepieného ocelovou sténou pouziva jako plast
reaktoru silnosténny plast®. Tim je zamezeno pfipadné
protrhnuti plasté reaktoru. Zajimavy koncept reaktoru
pfedstavila firma PBS biotech, ktera pro michani
pouziva michadlo pohénéné pouze stoupajicimi bubli-
nami vzduchu. Diky tomu neni potifeba motor na poha-
néni michadla, a pfesto je dosazeno vyborného promi-
chavanie.

Jednorazové detektory

Kazdy biotechnologicky proces potiebuje monitoro-
vat urcité parametry pro optimalni produkci. Mezi tyto
parametry v pfipadé bioreaktoru patii bezesporu pH,
teplota a koncentrace kysliku. V klasickém procesu vyu-
Zivajici nerezové tanky jsou potieba detektory schopné
vydrzet sterilizaci parou. Po sterilizaci je bézné nutné
provést kalibraci detektori, coz vyrazné prodluzuje
dobu, kdy je reaktor odstaven a neprodukuje. Pro jed-
norazové systémy existuji dva odliSné pfistupy zavede-
ni detektortl do reaktoru. Prvni, starsi, vyuziva obvyklé
autoklavovatelné detektory’®. Na detektor se pfipevni
jedna polovina specialniho konektoru a po autoklavo-
vani se pfipoji do druhé poloviny konektoru, ktery je
soucasti plasté reaktoru, ¢imz se detektor dostane
do kontaktu s médiem bez poruseni sterility zajisténé
gamma sterilizaci. OdliSny pfistup je izolovat od sebe
detektor a médium. Tim padem neni nutné detektor
autoklavovat a ani Casto rekalibrovavat. Pro tento typ
detektorl se do plastl reaktoru uz pfi vyrobé zabudo-
vavaji specialni néstavce'®. Protoze plast bioreaktoru
neni nikde prorazen z ddvodu vsunuti detektoru, steri-
lita prostiedi neni ohrozena, navic je pfiprava reaktoru
na dalsi produkéni cyklus velmi zkrécena o dobu
potiebnou na sterilaci detektord a jejich kalibraci
(obr. 2). Tretim pfistupem je vytvofit jednorazovy
detektor jiz napevno zabudovany do plasté reaktoru.
Tyto detektory pfichazeji uz prekalibrované, tim je zaji-
$téna znacna Uspora Casu’.

Jednorazové prislusenstvi

Vyrobni proces se nesklddéd pouze z reaktoru, ale
i z pfipravy médii, inokulace, purifikace a mnoha
dalSich krokl. Zavédéni jednorazovych systémua
do téchto okrajovych aplikaci bylo primyslem mno-
hem pfijatelnéjsi a vedlo tak k vytvofeni hybridnich
vyrob, kde se jednorazové komponenty vyskytovaly
vedle nerezovych (zejména reaktord). Tyto systémy
spojuji vyhody jednorazovych systémi s velkou ka-
pacitou nerezovych reaktor( (napf. 20 000 ).

Jednorazové michace média a pufrd jsou vétsSinou
pravouhlé ¢i cylindrické nadoby z plastu ¢i oceli,
v nichz je podobné jako u reaktord tenky plastovy plast
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se zatavenym michadlem a porty pro vstup a vystup.
Nejbézné;jsi velikost michace je 200 |, ale jsou k dosténi
i michace na 10 000 | pufru ¢i média'.

Pro down-stream procesy je k dostani hned nékolik
typd filtrd, a to napiiklad pro sterilaci vzduchu, oddéleni
bunék ¢i klarifikaci média. Lze pouzivat jak membranovou
tak hloubkovou filtraci v jednordzovém provedeni.

Zcela nezbytnou soudasti vyrobniho zafizeni jsou nej-
rGznéjsi trubky a ventily. Zde stal pfed konstruktéry obti-
zny problém, jak zajistit sterilni spojeni dvou jednorazo-
vych konektor(. Jako kazdéa jednorazové ¢ast vyrobniho
procesuy, i konektory se totiz steriluji gamma zafenim
pii vyrobé, a proto spojeni konektorti musi probéhnout
bez naruseni sterility. Dodate¢nd sterilizace parou neni
mozna (nékteré jednorazové komponenty teplotu nemu-
si vydrzet) a sterilace gamma zafenim on site je nemysli-
telna (piilis velké investi¢ni naklady). Pionyrem v této
oblasti sterilnich konektord byla firma Pall Corporation se
svwym konektorem Kleenpak. Do soucasné doby se
na trhu objevilo pét dalSich typ konektorli od ostatnich
vyrobcd. Diky novym designlim se podafilo vyfesit i dalsi
vyzvy pro jednorazové konektory, napiiklad moznost
sterilniho rozpojeni (tato schopnost nebyvala samozfej-
mosti) a moZnost napojeni jednorazovych komponent
na komponenty nerezové. Zde byl navrhnout konektor,
ktery umoznuje sterilizaci vodni parou a zéroven pfipo-
jeni gamma sterilizovanych soucésti. Nejvétsim problé-
mem v nyné&jsi dobé v oblasti konektor( je fakt, ze kazdy
vyrobce vyrdbi vlastni fadu konektordi, které jsou mezi
sebou nekompatibilni. Tim je omezeno pouZiti jednora-
zovych komponent od vice vyrobcl v jednom procesu,
nebot konektory jsou jiz soucasti jednorazovych plasta
do reaktori & micha¢t médii. Reseni tohoto problému
je v sou¢asné dobé vénovano velké sili'" 2.

Vyluhy

Otdzka vyluhd, to je jedna z dulezitych otazek, které
uzivatele jednorazovych systém( trapi'>. U nerezovych
komponent se tento problém nevyskytuje, ale v piipadé
jednorazovych komponent, kde do kontaktu s médiem
prichazi plast obsahuijici celou fadu aditiv, nabyva na vyz-
plastového plasté po kazdém vyrobnim cyklu, a tak
kazdy novy cyklus zacind s plvodnim obsahem vyluho-
vatelnych latek v plasti. Vyluhované latky mohou mit
nezaddouci efekty v produktu, zejména je-li produktem
biolécivo. Proto je snahou vyrobcl jednorazovych kom-
ponent tyto vyluhy minimalizovat. Vzhledem k zavaznosti
problému jsou vyluhy peclivé monitorovany a kazda jed-
norazova soucastka ma v privodnim listé mnoZstvi vylu-
hd zaznamenano. Wluhy se pro tyto Ucely rozlisuji
na dva typy - extrahovatelné a vyluhovatelné latky.
Extrahovatelné latky jsou latky, které se z materidlu
muzZou uvolit, a to napfiklad organickymi solventy, vyso-
kou teplotou ¢i za jinych extrémnich podminek. Na dru-
hou stranu se vyluhovatelné latky do média uvolruji uz
pii provoznich podminkach, takze se skute¢né dostavaji
do produktu. Je na posouzeni provozovatele, jestli tro-
ven vyluhl pro dané vyuziti produktu neni nadlimitni.



Zavér vych systém'4. Mnohé problémy, se kterymi se jedno-

Jednorazové komponenty jsou bezesporu novym  rézové komponenty potykaly a branily vétsimu rozsi-
trendem v biotechnologickych produkcich. Pavodni feni, jsou nyni uspokojivé vyfeSeny. Lze tedy ocekavat,
nedlvéra v zavadéni postupné opada, jak je pfindseno ze stale vétsi procento producent bude na jednora-
stale vice dikazi o ekonomické vyhodnosti jednorézo- zové systémy prechézet.
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Souhrn

Hosek P.: Biotechnologické systémy pro jednorazové pouZiti

Jednorazové systémy se v posledni dobé stale ¢astéji vyuzivaji v pramyslu, kde donedévna dominovaly pouze nerezové bioreaktory
a piislusenstvi. Oproti nerezovym systémdm umoziuji zvysit pocet produkénich cykll za rok diky zkraceni Cisténi, vyrazné snizit riziko
kontaminace a kross-kontaminace pfi pfechodu na jiny produkt a téméf na polovinu snizit potfebné investi¢ni naklady. Diky postupuiji-
cimu vyvoji jednorazovych systémi je jiz nyni mozné postavit celou produkéni linku z jednorazovych komponent.

Klicova slova: jednorazové systémy, bioreaktory,

Summary

Hosek P.: Single-use biotechnological systems

Single-use systems have been recently increasingly used in industry which was dominated by stainless steel bioreactors and accessori-
es. They manage to increase the number of production cycles per year through reduced cleaning, significantly reduce the risk of conta-
mination and cross-contamination when switching to another product, and almost halve the required investment costs. The progressi-
ve development of single-use systems makes now possible to build a production line from single-use components only.

Keywords: Single-use systems, disposable, bioreactors
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RACIONALNiI NAVRH MUTACI ZVYSUJICI AFINITU VAZBY

MEZI PROTEINY.

PRIPADOVA STUDIE PRO RECEPTOR 1 INTERFERONU-y
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Peter Sebo a Bohdan Schneider
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Uvod

Mezimolekularni rozpoznavéni je moziné definovat
jako specifické interakce béhem nichz se vytvafi relativ-
né staly komplex dvou nebo vice molekul. Vzajemné
rozpoznavani proteinli je podminkou pro spravné fun-
govani vsech biologickych systém(. Na rozpoznavani
proteini zavisi mimo jiné fungovani fady signalnich
drah, véetné drah imunitni odpovédi. Ty tvofi velmi
dulezitou stranku fungovani zejména vyssich eukaryo-
tickych organismd. Proteiny imunitniho sytému signali-
zuji napadeni organismu vnéjSimi agens pravé pro-
stfednictvim tvorby specifickych komplex mezi dvéma
nebo vice proteiny, vytvofeny komplex pienasi infor-
maci o vzniklém nebezpeci na dalsi ¢leny signalni
drahy. Pro nase studium specifickych interakci molekul
imunitniho systému jsme zvolili interferon-y (IFN-y)
a jeho receptor typu 1 (IFN-y-R1). IFN-y je ddlezitou
soucasti vrozeného imunitniho systému obratlovcd,
imunitni reakce se spind jeho interakci s IFN-y-R1 ukot-
venym v buné¢né membrédné. Tvorba komplexu
IFN-y/IFN-y-R1 indukuje vazbu interferonového recep-
toru druhého typu, IFN-y-R2 a takto vytvofeny ternarni
komplex signalizuje pfes membranu a aktivuje signali-
zacni dréahu JAK/STAT."3

Rovnovazna disocia¢ni konstanta, K, pro vazbu

IFN-y na receptor 1 je v nanomolarni oblasti, kolem
10 nM, a ukazuje na vysoce specifickou vazbu. Pro¢
zvySovat vzajemnou afinitu mezi IFN-y a IFN-y-R1, kterd
je uz pfirozené pomérné vysoka? Zakladni motivace
jsou dvé, prvni v zasadé metodickd, druha alespon
potencialné prakticka. MoZnost predpovédét vliv mu-
taci slozitého proteinu na jeho interakci s partnerskou
molekulou pocitacovym modelovanim je velmi lakava.
K takové pocitacové piedpovédi je potiebné znat struk-
turu studovaného komplexu nebo alespori izolovanych
slozek. Pokud jsou tyto struktury zndmy je mozné
mutace pocitacové modelovat mnohem rychleji
a vyrazné levnéji nez je realizovat experimentalné.*
Druh4, prakticky orientovana motivace ke studiu systé-
mu IFN-y s receptorem 1 je reakci na potfebu vysoce
afinniho analytického systému, ktery by byl schopen
detekovat pfitomnost IFN-y i ve velmi nizkych koncent-
racich.

Strategie navrhu mutaci

Pocitatové modelovani musi byt rychlé a ,levné”, to
znamena nevyzadovat velké investice na pocitacové
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a programové vybaveni a byt proveditelné co nejme-
nsim poctem pracovnikd. Aby byly pocitatové modely
spolehlivé, je potfeba vychazet ze spravné prvotni
pfedstavy o struktufe interagujicich molekul. V praxi to
znamen4, Ze je nutna znalost krystalové struktury nebo
nékolika takovych struktur. V nasem pfipadé jsou
dostupné krystalové struktury samotného IFN-y, data-
bézové kady v Protein Data Bank (PDB®) 1hig® a 1eku?,
ale hlavné krystalové struktury komplext IFN-y
s receptorem 1, PDB kody 1fg98 a 1fyh®*

Vlastni protokol pro pfedpovédi mutaci je koncepcné
velmi jednoduchy, i kdyz je zde pro prehlednost
popsan s ur¢itym zjednodusenim. V krystalovych struk-
turach komplext 1fg9 a 1fyh jsme na zékladé jednodu-
chého kritéria vzdélenosti urcili, ktera aminokyselinova
residua receptoru interaguji s IFN-y, a ta jsme po-
¢itatové mutovali za pouZiti programi zalozenych
na empirickych modelech interakéni volné ener-
gie. Jmenovité jsme pouzili program FoldX'"
(http://foldx.crs.es) a molekularné dynamicky program
Gromacs'', kterym byly struktury mutované FoldX-em
ekvilibrovany. Protoze s IFN-y reaguje Ctyficet recepto-
rovych aminokyselin a kazdou aminokyselinu je mozné
zaménit za vSech devatendct zbyvajicich, vypocetli jsme
celkové matici hodnot AAG o rozmérech 40x19,
respektive se zahrnutim mutaci na sebe sama
o rozmérech 40x20. Pro dalsi zkoumani byly potom
vybrany mutace, které maximalné sniZovaly hodnoty
AAG, cili ty, které maximalné stabilizovaly interakci mezi
receptorem a IFN-y. Z praktickych dtivoda bylo nakonec
vybrano celkem ¢trnact stabilizujicich mutaci.

Méfeni interakci mezi IFN-y a mutovanymi
receptory

VSech c¢trnact navrzenych mutant bylo nasledné
Uspésné zkonstruovano a exprimovano jako rekombi-
nantni proteiny v bakterii Escherichia coli, purifikovano
a refoldovéno. Interakce téchto proteinti s IFN-y byla
méfena experimentdlni technikou povrchové plasmo-
nové resonance, anglicky surface plasmon resonance,
Casto zkracovdno jako SPR. Jde o metodu, kterd
s vysokou citlivosti méfi kinetiku interakce mezi biomo-
lekulami. V prvnim kroku analyzy se na povrch méfici-
ho ¢ipu chemickou nebo silnou a specifickou nevazeb-
nou interakci navaze jedna z interagujicich molekul,
tzv. ligand. V druhém kroku se v redlném case méfi
odezva na interakci s partnerem, ktery je pies Cip se



zakotvenou molekulu protéka v roztoku jako tzv. analyt.
Méfeni poskytuje kinetické Udaje o interakci, tedy
rychlostni konstantu asociace k  a rychlostni kons-
tantu disociace k . Rovnovaina disocia¢ni konstanta K
se pak spocte jako K, = k_ /k .. Mé&feni byla provedena
na komer¢né dostupném pfistroji ProteOn firmy
BioRad.

Ze c&trnacti navrenych a méfenych mutant, ctyfi
prokazaly silné&;jsi interakce s IFN-y, z toho u dvou bylo
zméfeno pfiblizné pétindsobné zvySeni aktivity, dale
u dvou mutant nedoslo v podstaté k zadné zméné
vazebné aktivity a u osmi mutant se afinita snizila.
Vysledek je diskutovan nize.

Porovnani pfedpovézenych a mérenych afinit

Jednim z cild prace bylo ovéfit spolehlivost pocitaco-
vych piedpovédi. Zméfené hodnoty rovnovaznych kon-
stant K, jsme proto porovnali s vypoc¢tenymi hodnota-
mi zmén volné energie interakce AAG. To je moiné
pomoci vztahu AG = -RTIn(K ):

AAG = AG,; — AGmut = -RTIn(K ),
= -RTIn(Kd)mut/(Kd)WT

+RTIn(K,),_ =

mut

Indexy ,WT" se vztahuji k receptoru divokého typu
(“wild type”) a ,mut” k mutantdm. Vypoctené
a zméfené hodnoty AAG jsou pro vybrané mutanty
porovnany v Tabulce, zaporné hodnoty AAG znamena-
ji, Ze mutant se vaze na IFN-y silné&ji nez divoky typ.

Tabulka afinit mezi IFN-y a jeho receptorem 1.

Uvedeny jsou zmény interakéni volné energie AG
mutant vzhledem k pfirozené varianté, cili hodnoty
AAG. Hodnoty vypoctenych AAG byly ziskany progra-
mem FoldX', zméfené hodnoty pochazeji z expe-
rimentl povrchové plasmonové resonance, SPR.

Hodnoty odhadnutych chyb experimentu, esd, ukazuji
na pomérné presnd méfeni. Residua receptoru 1 jsou
¢islovana jako v poloZice P15260 databdze UniProt.
Ukazany jsou hodnoty pro ctyfi z celkem c¢trnacti
navrzenych a pfipravenych mutant.

Evidentné Spatna shoda predpovézenych a zmé-
fenych interakcnich volnych energii, respektive jejich
zmén, ukazana v Tabulce naznacuje nizkou kvalitu
pfedpovédi. Rovnéz maly pocet mutant, u kterych se
potvrdilo zvyseni afinity, Ctyfi, a existence osmi mutant,
které maji afinitu dokonce nizsi nez divoky typ recep-
toru, se zda podporovat negativni hodnoceni projektu.
Takové hodnoceni je ale pfedcasné. Jednoduchymi
vypocetnimi technikami, které pracuji s fadou silné
zjednodusujicich pfedpoklad, se totiz podafilo dosah-
nout u dvou, ze ¢trnacti mutant, pétindsobného
zvyseni afinity. To je v nanomolarni oblasti vyznamné
zvySeni afinity a tézko se da pfisoudit ndhodné vhodné
volbé mutace (pfipomindme, Ze bylo vypocetné testo-
vano na osm set mutaci), jak je ostatné diskutovano
i v nedavné praci."

Zavér

Domnivame se, Ze zde piedstavena studie doklada,
ze pomérné jednoduchymi a vefejné dostupnymi,
neplacenymi pocitatovymi néstroji je mozné navrhnout
mutanty zvySujici vyznamné afinitu mezi pomérné slo-
zitymi proteinovymi molekulami. Ve zde diskutovaném
projektu se z malého poctu navrienych mutaci recep-
toru 1 IFN-y podafilo nalézt mutanty s afinitou vyznam-
né vy$si nez mé divokd forma receptoru a to
s Uspésnosti lepsi nez 10 %. V budoucnu je tieba
objasnit zvySeni afinity mechanisticky, idealné na krys-
talové struktufe komplexu IFN-y s vysoko-afinnim
mutantem receptoru 1 a dale zjistit, zda vyssi afinita
mutantd receptoru 1 ma biologické konsekvence pro
signalizaci IFN-y.

Mutace Vypoctené AAG Zméiené AAG esd
[kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
No6ew -99 -39 0.2
H222R -6.9 - 0.1 0.2
N96W+H222R -71 -5.0 0.2
N70G+S95R+H222R - 15.8 + 0.5 0.1

Podékovani. Grantové agentufe CR dékujeme za podporu prostiednictvim grantu P305/10/2184 a Biotechnologickému ustavu

AV (R za institucionalni podporu AV0Z50520701.
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Souhrn

Mikulecky P., Cerny J., Biedermannova L, Petrokova H., Kuchai M., Maly P., Vondrasek J., Sebo P. a Schneider B.: Racionélni navrh
mutaci zvySujici afinitu vazby mezi proteiny. Pfipadova studie pro receptor 1 interferonu-y.

Potitatové piedpovéd proteinovych mutaci vedouci ke zvy3eni jejich afinity k cilovému proteinu neni bézné pouzivany, ale uzite¢ny
nastroj proteinového inzenyrstvi. Zde ukazujeme, ze dostupnymi vypocetnimi prostiedky je mozné predpovédét zvyseni afinity recepto-
ru 1 k interferonu-y. U dvou, ze ¢trnécti pfedpovézenych mutant, doslo k pétindsobnému zvy3eni disociacni rovnovazné konstanty K, jak
bylo ukézéno méfenim povrchovou plasmonovou resonanci, SPR.
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Summary

Mikulecky P., Cerny J., Biedermannova L, Petrokova H., Kuchai M., Maly P., Vondrasek J., Sebo P. and Schneider B.: Rational design
of mutants with increased affinity. Case study of Receptor 1 of interferon-y.

Computer design of mutations increasing affinity to the target protein is not a standard but useful tool of protein engineering. Here we
show that it is possible to apply relatively simple and accessible computer techniques based on empirical potential to predict mutants
of receptor 1 to interferon-y. Two out of fourteen designed mutants showed about five-fold increase of dissociation equilibrium con-
stant K, as measured by surface plasmon resonance, SPR.
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TRANSGENNi MYSi MODELY A ENCYKLOPEDIE
FUNKCE GENU

Radislav Sedlacek
Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i, Praha, radislav.sedlacek@img.cas.cz

Kontinualni vyvoj novych transgennich technologii, Ze mysi jsou vybaveny vétSinou gen(, které ma
stejné jako znalost genomu mysi a clovéka, vytvoril k dispozici i ¢lovék; tyto dva druhy sdileji vice nez 99 %
z mysi ziejmé nejlepsi zvifeci model pro biomedicinsky gen(. Geneticky upraveny mysi model tak méze posky-
vyzkum. Asi nejvétsi pfednosti tohoto modelu, ve srov- tovat unikatni moznost studia zménéného genotypu
nani s modely jako jsou napfi. ¢erv Caenorhabditis (napt. selektivni delece genu) a jeho vlivu na fenotyp
elegans nebo moucha Drosophila melanogaster, (vyjadfeni gen).
je jeho velmi dobré srovnatelnost s lidskym organis- Nemaly vliv na vyuziti mysi jako modelu pro vyzkum
mem, s jeho fyziologii, vyvojem, chovénim i fadou funkce gend, a to i lidskych, mél vyvoj transgennich
nemoci. Zaroveri mohou byt mysi modely ekonomicky technologii. Pii identifikaci ,genu-kandidata” pro urci-
produkovény a efektivné zkoumany ve srovnani se zvi- tou funkci v lidském organismu se jiz po dvé desitky let
fecimi modely jako je napf. potkan, prase nebo opice; pfipravuji mysi modely, aby se potvrdila funkce genu
vyhodou je i velké mnozstvi geneticky homogennich v organismu experimentalné.
inbrednich linii. DalSim dalezitym faktem pii etablo- Od prvnich publikaci na pocatku osmdesatych let
vani mysi jako modelu pro vyzkum lidskych gent minulého stoleti, ke kterym se datuje pocatek geno-

a jejich fyziologickych a patologickych funkci, je také to, vych manipulaci, se technologie a znalosti manipulace
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genomu vyrazné zlepsila a v soucasnosti tyto technolo-
gie nabizeji mozinost tvorby kvalitnich transgennich
modell, které odrazi znalost jejich exprese v case
i specifickych tkanich (tzv. kondiciondlni mutanti)
i moznosti vymény mysich gend za lidské (tzv. huma-
nizované mysi modely). Vyvoj technologii, které efek-
tivné umozriuji pozménit genetickou vybavu (u mysich
model nejdrive), byl ocenén udélenim Nobelovy ceny
v roce 2007; toto ocenéni pfevzali: Martin Evans, Oliver
Smithies, Mario Capecchi'.

Vyvoj transgennich technologii sledoval dva hlavni
pfistupy. Nejdfive to bylo uplatnfiovani konvencni
technologie pomoci tzv. pronuklearni injekce (injekce
do prvojadra), kterd piedstavuje technologii rychlou
a ekonomickou. Tato technologie vsak mulzie mit
ve svych jednodussich formach fadu negativnich
efektli, zejména velkou variabilitu fenotypu transgenu
zapfi¢inénou jeho ndhodnou inzerci. Tento negativni
efekt maze byt do urcité miry minimalizovan pouzitim
insulatorovych sekvenci nebo pouzitim velkych kon-
struktd DNA jako je napf. ,bacterial artificial chromo-
some”, tzv BAC.

Technologie vyuiivajici pronukledrni injekce
Zakladnim a nejjednodussim postupem pfi tvorbé
transgenniho mysiho modelu je injekce DNA-konstruk-
tu do provojadra (pronukleus), pficemz podstatné ¢ésti
takového konstruktu tvofi ¢cDNA zkoumaného genu,
promotor fidici expresi, poly-A signdl a pfipadné
néjakd intronova sekvence. Tento konstrukt se zacleni
do genomové DNA, pficemz téméf nemizeme ovlivnit
pocet inzerci a jejich misto. Mdze tak teoreticky dojit
i k poskozeni néjakého genu a o sile exprese rozho-
duje pravé misto inzerce a pocet kopii transgenu. Tento
postup, i pfes své nedostatky, se diky své jednodu-
chosti a ekonomické strance stéle vyuziva. Existuje
navic nékolik modifikaci a novych postup, které nega-
tivni stranky této technologie zmensuji nebo eliminuji.

BAC-recombineerin:

Pravé snaha ziskat vice informaci o regulaci funkce
genu se odrazila v pouzivani technologie BAC-recombi-
neering, kterd umoznuje manipulaci s velkymy frag-
menty DNA za pomoci rekombinace?. Touto techno-
logii 1ze do genomu zaclenit celé geny nebo i vice
genl, vcetné jejich promotorovych oblasti. Takové
transgeny pak umozriuji studovat fyziologickou expresi
daného genu v burikach, které studovany gen skute¢né
exprimuji. Zaroven je mozno touto technologii zac¢lenit
do gen( i bodové mutace nebo fluorescentni znacku
k oznaceni specifickych buné¢nych populaci, nebo Ize
vytvofit napi. fuzni protein k jeho izolaci z tkani ci
bunék. Tak je mozno jednoduseji izolovat exprimovany
protein, zvlast kdyZ neexistuji jiné potfebné moleku-
larné-biochemické nastroje k jeho izolaci. Zajimavou
a velmi uZite¢nou variaci BAC-recombineeringu je vne-
seni Cre-rekombindzy za néjaky specificky promotor.
Cre-rekombindza je pak vyuzita pii generaci tkarnové
specifickych deleci.
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Insuldtory:

Insuldtory piedstavuji urcité elementy v sekvencich
DNA, které maji schopnost chanit geny pied vlivy okol-
nich sekvenci®. Jednou z moznosti, jakym insulatory
chréni exprimovany gen je inhibice aktivity néjakého
distalniho promotorového zesilovace (tzv. enhancer)
v pfipadé, Ze se insuldtor nachdzi mezi promotorem
a enhancerovou sekvenci. Takovd aktivita insulatoru
muze efektivné branit enhancerové sekvenci v aktivaci
pfilehlého genu. Druhou moznosti psobeni insulétort
je jejich bariérova funkce, pfi které brani chromatinu
v dalsi kondenzaci a tak ptsobi proti uml¢ovani (silen-
cing) genové exprese.

Indukovatelné mysi transgenni modely:

V oblasti transgenze pomoci pronuklarni exprese se
v poslednich letech dale vyvijela technologie induko-
vané exprese trensgenu®. Byla vyvinuta fada moznosti,
z nichZ se nejcastéji pouzivaji systémy indukovatelné
tetracyklinem ¢i jeho derivaty anebo indukovatelné
tamixofenem. Zatimco tetracyklinovy systém je pouzi-
van nejvice pro indukci exprese studovaného genu
pod kontrolou tkariové specifckého promotoru, pouziti
tamixofenu pfevazuje pfi inaktivaci kondiciondlni
alely. Oba systémy pak vétSinou funguji na zékladé
exprese dvou transgennich systémd, k cemuz je
potieba kfizeni dvou transgennich linii: jedna expri-
muje ligandové-zavisly efektor (transaktivator) a druhy
exprimuje transgen pod kontrolou efektoru.

Tetracyklinovy (Tet) systém je zaloien na vyuZiti
operonu Tn-10 tet-rezistence bakterie Escherichia coli,
pficemz tet-represor (TetR) tvofi fuzni protein
s transaktivacni doménou proteinu VP16 z herpes-
-simplex viru, ¢imz vznika transaktivator (tTA) kontrolo-
vany pfitomnosti tetracyklinu. V jeho nepfitomnosti,
nebo v nepfitomnosti doxycyklinu (Dox) se tTA vaie
specificky na konsensualni sekvenci v tetracyklino-
vém operdtoru (tetO) a tak aktivuje transkripci trans-
genu®. Naopak, po pfidani Dox k tomuto systému
je indukovana konformaéni zména v tTA efektoru, ktera
zabranuje jeho navézani na regulacni sekvenci DNA
a tak je jeho trankripce umlcena. Tet systém byl vyvinut
i v reverzni varianté, kdy je exprese transgenu za pfi-
tomnosti doxycyklinu naopak spusténa. Oba systé-
my, t. Tet,/Tet, se nyni také vyuZivaji k regulaci
exprese Cre-rekombinazy, umoziujici tak kondicio-
nalné kontrolovat napf. deleci genu ¢i jeho ¢asti lemo-
vané loxP misty, které Cre rekombindza specificky
rozeznava (viz nize). Alternativnim systémem vyuziva-
nym ke kontrole rekombinace je systém vyuzivajici
tamixofen. Tento systém je zaloZen na vazani ligandu
na estrogenovy receptor a jeho funkéni pfesun do jadra
buriky. Pozménéna forma domény odpovédné za va-
zéni ligandu estrogenového receptoru (ER) byla fuzo-
vana s Cre-rekombindzou a tento mutovany ER nevéaze
svlj piirozeny ligand, beta-estradiol, ale pravé synte-
ticky ligand, tj. tamoxifen nebo 4-hydroxy-tamoxifen.
V nepfitomnosti ligandu je flzni protein Cre-ER lo-



kalizovan v cytoplasmé vazany na heat-shock pro-
tein Hsp90, kde Cre-rekombinaza nemuze pusobit.
Po administraci syntetického ligandu je pak Cre-ER
uvolnén z vazby na Hsp90 a translokuje se do jadra,
kde Cre-rekombinaza muze vykazovat svou specifickou
aktivitu po rozeznani loxP mist v DNA. Vazebnd domé-
na ligandu u Cre-ER byla dale mutovéna a v soucas-
nosti se pro docasnou indukci aktivity Cre-rekombi-
ndzy pouzivd mutovana varianta oznacovana jako
Cre-ER™>

Zinc-fingers a TALE-nukledzy:

Rozvoj technologii homologni rekombinace
a kultivace pluripotentnich embryonélnich kmenovych
buriek vedly i ke zkvalitnéni pfipravy kondicionalnich
mutantd. Proto je dnes davana témto technologiim
stale vétsi prednost pred technologiemi pronuklearni
injekce (i kdyz jsou ekonomicky méné naroc¢né).
K renesanci této technologie vsak dochazi s tim, jak
se v posledni dobé rozviji specifické zacilovani gen
pomoci ,zinc-finger” nukleaz (ZFN) nebo pomoci
tzv. ,TAL effectorovych” nukledz (TALEN; transcription
activator-like effector nucleases). Obé technologie
vyuzivaji podobny mechanismus vazby nukleazy
na zacilenou oblast DNA. ZFN vyuZzivaji paru ,zinc-
-finger”-konstruktt, které maji dvé zakladni domény:
DNA-vazebnou doménu obsahujici fadu ,zinc-finger”
ve dvou modulech, které specificky rozeznavaji hexa-
merovou (6 bp) sekvenci zacilené DNA-oblasti, a také
doménu odpovidaji za rozstépeni DNA (DNA-cleaving
domain), ktera obsahuje nukledzovou doménu enzy-
mu Fok I. TALEN nukleazy jsou pak obdobné, uméle-
konstruované, faizni proteiny obsahujici DNA-vazebnou
doménu, jejiz mnohonasobné repetice zajistuji
specifickou vazbu na ur¢itou vybranou sekvenci DNA
a doménu nukledzy Fok | stépici DNA mezi parem
TALENG.

Pomoci vyse popsanych nukleaz je mozné nejen sté-
pit specifické sekvence genomové DNA a vytofit tak
nefunkéni geny, ale je mozné vkladat dlouhé DNA-
tseky pomoci homologni rekombinace i kratké oligo-
nukleotidy, které mohou obsahovat napf. korigovanou
sekvenci. Tyto moznosti se zdaji byt velmi efektivni
ve srovnani s dalSimi transgennimi technologiemi.

<Gene-targeting” a tvorba knock-out,
knock-in a knock-down mutanti

Specifické poskozeni genu, jez vede k nefunkénimu
produktu genu (proteinu) nebo pozméné funkci,
je od zavedeni technologii homologni rekombinace
a manipulace s embryondlnimi kmenovymi burikami
stdle vice vyuzivano k charakterizaci funkce gen
in vivo, tj. v celé komplexité organismu. K pfesnému
zacileni genu, resp. jeho nejdUleZitéjsi ¢asti (napf. kata-
lytické misto), je potieba vytvofit konstrukt, ktery
obsahuje: 1/ Homologni raménka (homology arms)
lemujici misto, které chceme modifikovat. DNA leZici
mezi témito raménky je v pribéhu rekombinace dele-
tovana. 2/ Selekéni a reportérovou kazetu, ktera je
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v nejjednodussi varianté vyuzivana k pozitivni selekci
rekombinovanych klonl embryonalnich kmenovych
bunék; k pozitivni selekci se vyuziva napi. neomycin-
fosfotransferazového genu (neo), ktery burnkam udé-
luje rezistenci proti Iéku oznacovanému jako G418
(geneticin); v komplikovanéjsi formé obsahuje tato
kazeta i reportérové geny (napi. lacZ reportér) ke stu-
diu exprese studovaného genu v tkénich. 3/ Kazetu
negativni selekce, jejimz hlavnim ucelem je eliminace
ndhodnych-nehomolognich inzerci. Kazeta vyuziva
napf. tymidin-kindzu (tk) z herpes simplex viru (HSV)
nebo toxin difterie (DT-A) umisténé v konstruktu mimo
oblast homologie; nékteré nové;jsi konstrukty/strategie
negativni selekci nevyuzivaji. 4/Mista pro specifickou
rekombinaci, kterd jsou vyuZivdna nejcastéji
v kombinaci s rekombindzami Cre a Flp, tj. loxP a FRT
mista; jejich poutziti v konstruktu zélezi na komplexité
kazety a na strategii. V dnesni dobé se hojné vyuziva
duédlni Cre/Flp strategie, pfi niz Flp-rekombinaza
odstranuje selekéni kazetu a Cre-rekombindza pak
deletuje exon nebo ¢ast genu mezi zbyvajicimi loxP
misty.

Systémy Cre-loxP a Flp-FRT patii v soucasnosti ke
standardné vyuzivanym technologiim pfi tvorbé kon-
dicionalnich alel, s jejichz pouzitim lze studovat
funkci urcitého genu ve specifické tkani nebo potieb-
nou deleci genu indukovat. Pfi téchto studiich se vy-
uziva kfizeni tzv. ,floxovaného” (,floxed exons”) mu-
tanta s transgenni mysi exprimujici Cre-rekombinédzu
pod kontrolou nékterého ze specifickych tkéarfovych
promotorl. Tak je mozno floxované exony deletovat
specificky v mnoha tkéanich ¢i specifickych bunéénych
typech.

Encyklopedie funkci geni

V soucasné dobé, tj. v postgenomickém obdobi,
kdy jsou dostupné sekvence lidskych, mysich i dalsich
genomt, se zvySuje usili poznat funkce kazdého jed-
notlivého genu a v tomto Usili dominuji my3i mutantni
modely s kondicialné-zacilenymi geny (6). Béhem dalsi
dekddy by mély byt vyprodukovany mysi mutanti,
u nichz by vSechny geny byly kondicionalné deletovény
a zaroven by kaidy z téchto mutantd mél byt indivi-
duélné fenotypovan (charakterizace funkce genu),
tak abychom dostali souhrny obraz funkce genl
v organismu. Jelikoz 99 % mysich genl odpovida
genlm lidskym, prace na mysich mutantech ma pfinést
zékladni poznatky o funkci lidskych gend. K dosazeni
tohoto cile, jehoz dlsledky jsou mnohem ddlezité;jsi
nez samotnd znalost sekvenci gend, vzniklo nékolik
mezinarodnich konsorcii jako INFRAFRONTIER (pan-
evropské konsorcium) a IMPC (International Mouse
Phenotyping Konsorcium; celosvétové konsorcium),
které sdruzuji pfedni svétové instituce a které pracuiji
na vytvofeni Encyklopedie funkci savcich geni
(Encyclopedia of mammalian gene function)’. Ustav
molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i. a BIOCEV se stdvaji
soucdsti téchto konsorcii a na tomto prestiznim
projektu se jiz podileji.
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Souhrn

Sedlacek R.: Transgenni mySi modely a encyklopedie funkce genti

Transgenni mysi pfedstavuji vyjimeéné uZite¢né modely ke studiu funkce gent v kontextu celého organismu. Clanek shrnuje hlavni
pfistupy pouzivané pii tvorbé rdznych typl transgennich mysich modell a diskutuje soucasné perspektivy vyzkumu v této védeké
oblasti. Hlavnim védeckym cilem, jehoZ chce dosdhnou mezinarodni konsorcium uznavanych védeckych instituci, je vyvofeni komplexni
virtudlni encyklopedie funkci sav¢ich gend.

Klicova slova: transgenni my3i modely, funkce sav¢ich gen

Summary

Sedlacek R.: Transgenic mouse models and encyclopedia of gene function

Transgenic mice are exceptionally useful models to study a gene’s functions in a whole body context. This article summarizes the main
approaches that are used to generate different types of transgenic mouse models and discusses current prospects of the research field.
A major research goal, led through the efforts of an international consortium of recognized scientific institutions, is the creation
of a comprehensive virtual encyclopedia of mammalian gene function.

Keywords: transgenic mouse models, gene function
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