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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:

Ladislav Fukal, Ph.D. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 445 137

e-mail: fukall@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

VdzZeni prdtelé,

jak jste byli vsichni informovdni, 17. ¢ervna 2009 se
v posluchdrné BIll VSCHT v Praze uskuteénila nase
valnd hromada.podle programu na Vdm zaslanych
pozvdnkdch. Uéastnici valné hromady si vyslechli
informaci o CzechBio-ndrodni asociaci biotechnologic-
kych spolec¢nosti CR z.s.p.o. pfednesenou jejim prezi-
dentem p. Dr. Markem Mosou, PhD., ndsledovaly zprd-
vy o cinnosti za uplynulé obdobi, o pldnovanych aktivi-
tdch, zprdva o hospodareni spole¢nosti a zprdva reviz-
ni komise. Uvedené dokumenty byly schvdleny bez
pfipominek. Valnd hromada zvolila novou radu
a schvdlila zmény stanov, které jiz byly v zdsadé navr-
Zeny na minulé valné hromadé. Tyto zmény navrhuji
nahradit volby na valné hromadé korespondencnim,
resp. elektronickym (,per rollam®) hlasovdnim, které
je v soucasné dobé béiné u vétsiny spolecnosti.
Korespondencni hlasovdni umozni se aktivné zucastnit
hlasovdni vétsimu poctu &lenl. Materidly bézné pre-
zentované na valné hromadé budou zasildny &lenim
v pisemné formé predem. Trilety termin pro obnovu
Rady i revizni komise zdstdvd zachovdn.

Jako nejvhodnéjsi, nejrychlejsi a cas setfici komuni-
kacni prostredek je v soucasné dobé vyuzivdna elek-
tronickd posta, a proto prosime vsechny ¢leny, pokud
maji elektronickou (e-mailovou) adresu a zatim ndm ji
nesdélili, aby ji zaslali na sekretaridt Biotechnologické
spolecnosti Danka.Pokorna@vscht.cz. Na tuto adresu
laskavé sdélte i zmény Vasich adres. Uvedte také zda
chcete byt zarazeni do informacniho servisu nebo
chcete zasilat jen zdkladni informace. Dal$imi komuni-
kacnimi prostredky zistdvaji webové strdnky (aktuali-
ty), Bioprospect (4x ro¢né) a pozemni posSta. BéZné
posté se snaZime vyhnout vzhledem k ndrocnosti
pripravy dopist a predevsim znaénym ndkladim spo-
jenym s vysokym postovnym.

Dne 28. dubna 2009 jsme spolu s FPBT VSCHT
v Praze, Ustavem organické chemie a biochemie
AV CR, v.v.i. a Ministerstvem Zivotniho prostfedi uskutec-
nili jiZ tfeti semindr s ndzvem ,,Novinky v oblasti genetic-
kych modifikaci”. Semindr byl velmi zajimavy z hlediska
pripraveného programu a mél vysokou ndvstévnost
Rozsifené abstrakty predndsek byly publikovd-
ny v tisténé formé i na CD (ISBN 978-80-7080-
-712-5). Mensi pocet CD z tohoto i loriského semindre
Jsou pro zdjemce jesté k disposici. Ctvrty semindf na toto
téma pldnujeme na kvéten 2010 a téSime se na Vase
tematické ndvrhy. Uvazujeme téZ o prodlouZeni semind-
fe na cely den a jeho rozsiteni o posterovou sekci.

29

Pripomindme, Ze je jesté mozZné se prihldsit k ucasti
na 14th European Congress on Biotechnology, ktery
se kond ve Spanélské Barceloné od 13. do 16. 9.
2009 pod heslem ,,Symbiosis” of Science, Industry and
Society. Je pofdddn EFB (Evropskou biotechnologickou
federaci). Podrobnosti na www.ecb14.eu. Dalsi pod-
zimni akci je Biotechnika 2009 Hannover (konfe-
rence a vystava), kterd se kond 6. — 8. 10. 2009
v Hannoveru (viz www.biotechnica.de). Zde je
mozZné vystavovat ve spolecném d&eském stdnku.
Informace zdjemcim podd pi. Ing. Eva Vdclavikovd
(tel.: 220 510 057 nebo 220 517 837, e-mail:
info@hf-czechrepublic. com), resp. na www.hf-czech-
-republic.com a www.czechtrade.cz .

Jak jsme Vds jiz informovali zacali jsme pfipravovat
5. Cesko-$vycarské biotechnologické symposium, jehoZ
kondni je pldnovdno na 15 — 17. ¢ervna 2011 v Praze.
Se Svycarskymi partnery byla dohodnuta ndsledujici
4 nosnd témata:

Biotechnology in pharma:biologics and small
molecular weight compounds

Biotechnology in nutrition

Biotransformations

Novel radical approaches in bioprocessing.

Zdddme Vds o spoluprdci pfi ndvrhu zvanych feéni-
kd, ktefi by mohli representovat nasi zemi v uvedenych
tématech. Posterovd sekce nebude tematicky omeze-
na. Budou prezentovdna vsechna biotechnologickd
témata a zvldsté vitdny budou prezentace biotechnolo-
gickych instituci vSeho druhu i prodejcti biotechnolo-
gickych zarizeni. Podrobnéjsi informace budou zverej-
nény na podzim a pocitdme | se spusténim webovych
strdnek pro toto symposium.

Kolegové v Olomouci pfipravuji samostatné sympo-
sium, které bude casové navazovat. Bude se tedy
konat ve dnech 20 a 21. &ervna 2011 v Olomouci
pod ndzvem Plant Biotechnology: Green for Good.
Blizsi informace poskytne p. prof. Ivo Frébort
(ivo.frebort@upol.cz). | o tomto symposiu Vds budeme
pozdéji podrobné informovat.

Tésime se na dalsi spoluprdci a Vase ndméty

Vas
Jan Kds$



BIOTECHNOLOGICKA SPOLECNOST
Clen CSVTS a Evropské federace biotechnologickych spoleénosti (EFB)

Rada Biotechnologickeé spolec¢nosti
a revizni komise
zvolené na valné hromadé dne 17. 7. 2009

Rada:
Ing. Iva Pichova, CSc. Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha
Prof. RNDr. Jaroslav Drobnik, DrSc. Sdruzeni Biotrend
Doc. Ing. Martin Fusek, CSc. Life Science Capital
Doc. Ing. Radovan Hynek, CSc. Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
RNDr. Milan Franek, DrSc. Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, Brno
Prof. Ing. Jan K43, DrSc. Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
Doc. Ing. Pavel Kotrba, CSc. Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
Ing. Dr. Jaromir Klancik Farmaceuticky poradce .
RNDr. Pavel Kyslik, CSc. Mikrobiologicky ustav AV CR
Ing. Martin Blaha Lonza Biotec, s.r.o., Koufim
Doc. Ing. Martin Mandl, CSc. Prirodovédecka fakulta Masarykovy university, Brno
RNDr. Jifi Plachy, DrSc. v dichodu (dfive VU antibiotik a biotransformaci)
Ing. Dana Pokorna, CSc. Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT, Praha
Ing. Leona Paulovd, PhD. Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT, Praha
Prof. Ing. Karel Melzoch, CSc. Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, VSCHT, Praha
Doc. Ing. Ivo Safafik, DrSc. Ustav ekologie krajiny AV CR, Ceské Budé&jovice
Doc. Ing. Jifi Sajdok, CSc. Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Praha
Doc. RNDr. Lenka Tiimova, CSc. Farmaceutickd fakulta UK, Hradec Kralové
Ing. Peter Sebo, CSc. Biotechnologicky dstav AV CR
RNDr. Vladimir Vala Ivax Pharmaceutivals, a.s.
RNDr. Tomas Vanék, CSc. Ustav experimentélni botaniky AV CR, Praha
Prof. Ing. Karel Vofisek, CSc. Ceska zemédélska universita, Praha-Suchdol
Prof. Ing. Jana Zabranskd, CSc. Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT, Praha
RNDr. Ludmila Zajoncova, CSc. Prirodovédecka fakulta Univerzity Palackého, Olomouc

Revizni komise :

Ing. Jan Kope¢ny, DrSc. Ustav fyziologie a genetiky AV CR
Prof. Ing. Michal Dohényos, CSc. Ustav technologie vody a prostfedi, VSCHT, Praha
Doc. Ing. Tomas Macek, CSc. Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha
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ODBORNE PRiSPEVKY

ALGINATY - MOZNOSTI JEJICH PRIPRAVY A APLIKACE

Ludmila Jirdkova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod

Alginaty jsou pfirodni polysacharidy, které nachézeji
uplatnéni v Sirokém spektru oblasti — pfes textilni
pramysl, potravinaistvi a kosmetiku az po primysl
farmaceuticky. Poprvé byly ziskany v 19. stoleti izolaci
z hnédych mofskych fas a pro nékteré obory jsou stéle
hnédé fasy dostacujicim a levnym zdrojem k ziskavani
alginatd. Farmaceuticky primysl ovsem vyZzaduje mate-
ridl vykazujici konkrétni vlastnosti s definovanym sloze-
nim. To v8ak alginaty izolované z mofskych fas zajistit
nedokazi. Rasy produkuji alginaty o nejednotné struk-
tufe, a tak pfisli na fadu bakterie, které jsou také schop-
ny produkovat tento polysacharid pfesné definovaného
slozeni, a to vyrazné levnéji nez to dokazi hnédé fasy.

Struktura a fyzikalni vlastnosti

Alginéty patii mezi nevétvené polysacharidy tvofené
B-D-manuronovou a o-L-guluronovou kyselinou vaza-
nymi 1—4 vazbou (Obr. 1). Tyto kyseliny mohou tvofit
fetézce o rizném slozeni a struktufe. Produkce algina-
td byla prokazdana u dvou bakteridlnich rodd -
Azotobacter a Pseudomonas. Spole¢nym znakem
mikrobidlnich alginat je acetylace nékterych zbytkd
kyseliny D-manuronové, coz u alginatd hnédych fas
nenalézame. Algindty se skladaji z blokd, které jsou
tvofeny bud pouze kyselinou manuronovou (tzv.
M-bloky) nebo pouze kyselinou guluronovou (G-bloky)
(Obr. 1), a které jsou prokladany blokem sttidajicich se

s} GO0

HO
OH

OH

HO H
H H
B-D-mannuronova kyselina (M)

kyselin (MG-bloky). Zvlastnosti je, ze G-blok se nachazi
pouze u Azotobacter, NMR analyzou alginatt
Pseudomonas bylo prokédzano, ze G-blok neobsahuiji.

Alginat je viskdzni material, schopny tvofit gel. Tyto
vlastnosti jsou dany blokovou strukturou a délkou
fetézce alginatl. Alginaty obsahujici polyguluronat
tvofi v pfitomnosti vapniku rigidni gely. Déale bylo
zjisténo, ze pevnost geld zavisi na stupni zesiténi mezi
fetézci, typu prokiizujicich iontll a délce blokli mezi
spojenimi. To Cini alginaty produkované Pseudomonas
méné zajimavymi pro jejich aplikaci jako gelujicich
prostiedkd. Nicméné hlavni vliv na viskozitu ma mole-
kulovd hmotnost'2.

Hlavni geny nutné pro biosyntézu alginati
v bakteriich

Vétsina poznatkll o biosyntéze alginatl pochazi
ze studia Pseudomonas aeruginosa. Tato bakterie
se vyskytuje v plicich pacientd s cystickou fibrézou
a z tohoto dlivodu byla také zkoumana. Pravé alginaty
hraji vyznamnou, ale ne jedinou, ulohu jako faktor
virulence béhem infekce.

Ackoliv regulacni geny, geny genotypového presmyku
a geny biosyntézy nejsou v bakteriich kolokalizované,
viechny strukturni geny nutné pro biosyntézu alginétd
jsou seskupené. Operon pro biosyntézu alginatu
v P. aeruginosa zahrnuje 12 gen@ (algD - algA) pod
spole¢nych algindtovym promotorem?. Geny algA

G-G

Obr. 1: Chemické struktury mannuronové (M) a guluronové (G) kyseliny a sekunddrni struktury M-bloki a G-bloki v rfetézcich

algindta.
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a algD koéduji enzymy nutné pro syntézu prekurzoru —
kyselinu manuronovou. Déle jsou zde umistény geny
kodujici enzymy, které modifikuji nascentni fetézce
algindtu pfi prichodu periplazmou - acetyla¢ni protei-
ny (kédované geny algl, alg) a algF), epimeriza¢ni
enzym (algG) a degradacni protein (algC) — a protein
vnéjsi membrany (algE). DalSimi geny tohoto operonu
jsou algk a algX kédujici periplazmatické proteiny,
které pravdépodobné sméruji alginaty a chrani je pied
degradaci. Posledni dva geny alg8 a alg44 jsou nejspi-
$e nutné pro transfer GDP-manuronové kyseliny pies
cytoplazmatickou membranu. Uvadi se, ze Alg8 a Alg44
hraji vyznamnou roli pfi polymerizaci jednotlivych algi-
natovych fetézc*.

Biosyntéza alginatd u bakterii

Z dlvodl uvedenych jiz vySe, popiSeme biosyntézu
alginatd u P. aeruginosa. K biosyntéze prekurzoru algi-
natl, GDP-manuronové kyseliny, dochézi v cytozolu
bakterialni bunky. Zdroj uhliku je oxidovan na acetyl-
CoA, ktery vstupuje do citratového cyklu. Z néj vychaze-
jici oxalacetét je procesem glukoneogeneze postupné
pfeménén na fruktosa-6-fosfat a ten je dalSimi kroky
konvertovan az na GDP-mandzu. Zajimavym proteinem
Ucastnicim se této pfemény je bifunkéni enzym fosfo-
mandza-izomeraza (PMI)/guanosin-difosfomandza-
pyrofosforylaza (GMP), ktery je kodovédn genem algA.
Reakce katalyzovana PMI (pfeména fruktoza-6-fosfatu
na mandza-6-fosfat) je klicovym bodem pro ,utrhnuti”
fruktoza-6-fosfatu (molekuly, ktera je substratem
v mnoha dalSich bakterialnich metabolickych drahach)
na tvorbu alginatd. Fosfomanomutdzou je katalyzovana
konverze manoza-6-fosfétu na mandza-1-fosfat a GMP.
Enzym AIgA konvertuje manoézu-1-fosfat na GDP-
manozu za soucasné hydrolyzy GTP. GDP-mandza je
pak oxidovana na GDP-manuronovou kyselinu a ta je
poté prenesena pies cytoplazmatickou membranu
a polymerizovana na polymanuronat. Tato reakce je
katalyzovana enzymovym komplexem vykazujici poly-
merazovou aktivitu zakotvenym v cytoplazmatické
membrané. V dalsi fazi jsou fetézce modifikovany.

Modifika¢ni enzymy jsou nejlépe prostudované pro-
teiny v biosyntéze alginat(, coz by mohlo pomoci pfi
cilené syntéze alginatd, které vykazuji Zddané vlastnos-
ti. Materialové vlastnosti zavisi pfevdiné na struktuie
a sloZeni alginatu, tedy tvorba gelu, vazba vody
a imunogenni vlastnosti polymeru jsou uréeny relativ-
nim mnozZstvim a sekven¢ni distribuci manuronovych
a guluronovych kyselinovych zbytkd. Modifikace bakte-
ridlnich alginatd se odehrava téméf vyhradné
v periplazmé. Transacetylace na hydroxylovych skupi-
nach na C2 a C3 zbytcich kyseliny manuronové vede
k ochrané téchto zbytkd pred epimerizaci na gulurono-
vou kyselinu a pfed degradaci alginat lyazou. Tato
periplazmatickd acetylace nepfimo kontroluje epimeri-
zaci a degradaci alginatového polymeru. Cim vy3si je
stupen acetylace, tim vice vody je algindt schopen
vazat. V poslednim kroku jsou alginaty exportovany
pfes pory tvofené proteinem AIgE*.
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Izolace alginatii z hnédych fas

Alginéty jsou pfitomné v bunéénych sténach hnédych
fas ve formé draselnych, hofe¢natych a sodnych soli
kyseliny alginové. Pii extrakci alginatd jsou fasy naseka-
ny na kousicky a rozetfeny s horkym alkalickym rozto-
kem (obvykle to byva roztok uhli¢itanu sodného).
Béhem dvou hodin se alginaty rozpusti na fidkou kasi,
ktera obsahuje také nerozpusténé slozky (hlavné celu-
I6zu), které musi byt odstranény. Filtrace se provadi po
nafedéni velkym mnozstvim vody. Cilem extrakéniho
procesu je ziskat suchy algindt sodny ve formé prasku,
ktery je rozpustny ve vodé. Principem extrakce je tedy
pfeména v3ech algindtovych soli na soli sodné
a nasledné odstranéni zbytkd fas filtraci. Rozpustény
alginat se poté musi regenerovat — dehydratovat. Toho
se dosahuje dvéma rliznymi postupy.

Kysela metoda je zahajena piidanim kyseliny, kterd
reaguje se solemi alginatu za tvorby kyseliny alginové.
Ta neni rozpustna ve vodé a proto muze byt flotaci
separovdna. Alginova kyselina se v této fazi nachazi
ve formé gelu. Poté je pfidan alkohol a nasledné uhli-
¢itan sodny, ktery konvertuje kyselinu alginovou na
alginat sodny. Ten neni ve smési alkoholu a vody roz-
pustny, je z roztoku separovan, ususen a namlet na ¢as-
tice vhodné velikosti.

Druhym zpisobem ziskani regenerovaného alginétu
sodného je tzv. metoda alginatu védpenatého. Chlorid
vapenaty reaguje s algindtem za vzniku algindtu vape-
natého, ktery po opatrném zamichéni reakéniho rozto-
ku vytvofi vldkna nerozpustnd ve vodé. Ta jsou nasled-
né jednoduse separovana a suspendovana ve vodé.
Pfidanim kyseliny je alginat pfeménén na kyselinu algi-
novou ve formé vlaken, kterd jsou lisovana. Tim se
ziska relativné sucha hmota, kterd se umisti do special-
ni planetové michacky s alkoholem a postupné je pfi-
davan uhlic¢itan sodny, dokud neni vSechna kyselina
konvertovana na alginat sodny. Ten vytvofi peletu, ktera
je nasledné ususena a namleta. Nevyhodou této me-
tody ve srovnani s ,kyselou metodou” je jeden krok
navic, ovsem tato nevyhoda je kompenzovéna tim,
Ze neni tieba pridavat alkohol, ktery je pomérné drahy>.

VyuZiti alginatd v praxi

VSechny alginaty pouzivané pro komeréni tcely jsou
v této dobé vyrabény z hnédych fas. Jejich cena neni
piilis vysoka a zda se, Ze nebude jednoduché zavést
vyrobu alginétt produkovanych bakteriemi ve stejném
cenovém rozmezi. Nicméné existuji minimalné dva
ddvody, které umozni bakteridlnim alginatdm stat se
komer¢nimi produkty. Prvni souvisi se zasahovanim
do Zivotniho prostiedi tézbou hnédych mofskych fas,
druhym ddvodem je kvalita findlniho alginatového
produktu.

Jak jiz bylo feceno v tvodu, alginaty jsou pouzivany
v mnoha oblastech. Pfiblizné polovina komer¢né pro-
dukovanych alginat( je zpracovévana v potravinaiském
primyslu. Zahustovacich vlastnosti alginat se vyuziva
napfiklad v omackach, sirupech a polevach na zmrzliny.
Pfidanim alginatd do naplni kolacl se snizuje navlhnu-



ti tésta. Alginaty pfidané do polev jim umozriuji vytvo-
fit hladkou vrstvu, ktera se nelepi. V majonézach
a salatovych dresincich udrzuji emulzi a zabrariuji tak
jejimu rozdéleni na olejovou a vodnou fézi. Mimo jiné
také zlep3uji konzistenci jogurt(. V nékterych ovocnych
napojich, do kterych se pfidavd duznina, ji alginaty
pomahaji udriet v suspenzi a zabranuji tak usedani
duzniny na dné. Stejnym zptsobem udrzuji také kakao
v suspenzi v ¢okolddovych napojich. Malé mnozstvi
alginatu pomaha zahustit a stabilizovat Slehacku.

Kyselina alginova ve formé prasku vaze vodu, ¢ehoz
se vyuziva v dietnich potravinach jako jsou susenky.
V zaludku nabobtnd a vyvoldvd pocit nasyceni®.
Zajimavou kuriozitou je pouziti algindtd k vyrobé tzv.
~ovocného kaviaru”, se kterou pfisel francouzsky $éfku-
chaf Ferran Adria®. Alginaty maji také dalsi vyuziti, ktera
nesouviseji s jejich viskozitou nebo gelujicimi vlastnost-
mi. Pouzivaji se jako stabilizdtory ve zmrzlinach, kde
redukuji tvorbu ledovych krystalkii béhem zamrazo-
vani. Malé mnozstvi alginatd se pfidéva i do piva — zde
pomahaji vytvofit pénu, kterd déle vydrzi.

V textilnim pramyslu se alginaty pouzivaji pfi tisténi
na latky, pfidavaji se jako zahustovadlo do barev.
Z hotovych potisténych latek se poté snadno odmyji.
V papirenském prdimyslu jsou alginaty pouzivany pro
dosazeni hladkého spojitého povrchu papiru®.

Vedle tradi¢ni aplikace alginatl, ktera je uvedena
vyse, se stale zvysuje jejich vyuZiti v [ékafském odvétvi.
Algindt sodny a draselny tvofi v roztoku chloridu dra-
selného vldkna, kterd jsou silnd jak ve vlhkém,
tak i v suchém stavu. Tento materidl je pouzivan
k obvazovani ran a popélenin. Viykazuji dobré hojivé
a hemostatické vlastnosti, diky kterym se obvaz
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Souhrn

na poskozenou tkar nepfilepi a umozriuji obvaz sundat
i z rozsahlych ran a popélenin. Déle jsou alginaty pou-
zivany ke kontrolovanému uvolriovani lékd. Aktivni
latky zachycené v kulickach alginatu sodného jsou
pomalu uvolfiovany. Posledni dobou se pro kontrolova-
né uvolfiovani lékd aplikovanych orédlné pouzivaji algi-
natové mikrokulicky potazené chitosinem pro zvy3eni
mechanické odolnosti. Kyselina alginové je pouzivdna
ve vyrobcich jako je Gaviscon - tablety, které pomaha-
ji proti paleni zahy a Spatnému traveni. Kyselina
v Zaludku nabobtnd, udrzuje obsah zaludku na sprav-
ném misté a tim redukuje moznost refluxu.

V kosmetickém primyslu jsou alginaty pfidavany
do masek, piikladem je moiska alginatovéd maska proti
rozSifenym cévkdm BIO CPK nebo mofskd alginatova
maska zklidnujici, proti zervenani pleti, oboje od firmy
SynCare s.r.o’.

Mnoho komerc¢nich chemickych syntéz a konverzi je
dosahovano pouzitim enzym@ nebo celych bunék
imobilizovanych v alginatu. Jsou to napfiklad konverze
glukézy na fruktozu, produkce L-aminokyselin, syntéza
novych penicilinovych antibiotik nebo pouziti celych
bunék pfi konverzi skrobu na etanol.

Zavér

Vyvoj metod molekularni genetiky pro manipulaci
s bakteridlnimi geny a genomy nabizi hlub3i pohled
na molekuldrni mechanizmy mikrobidlni biosyntézy
alginatd. Ackoliv soucasné komeréni vyuziti alginatd
zavisi na jejich produkci hnédymi fasami, porozuméni
jednotlivym krokdm bakteridlni biosyntézy alginath
umozni produkci alginatt tvofenych ,na miru” konkrét-
nimu vyuziti.

5. McHugh D. J.: A quide to the seaweed industry: FAO
Fisheries Technical Paper 441 pp.39-49, (2003).

6. Obruéa S.: ALGINAT - organické zlato. B/OTecho 4,
A1, (2008).

7. http://shop.iportal.info/index.php?main_
_page=product_info&products_id=15 (28.1.2009)

Algindty jsou pfirodni polysacharidy produkované hnédymi moiskymi fasami, které jsou jejich hlavnim zdrojem, a také nékterymi
bakteriemi. V ¢lanku je popséna struktura, vlastnosti a metody ziskavani alginat z hnédych fas, a jejich biosyntéza u Pseudomonas
aeruginosa. \/ neposledni fadé jsou zde uvedeny moznosti vyuZiti alginat®l v Iékafstvi a v potravinaiském, kosmetickém a textilnim

pramyslu.
klicova slova: alginaty; pfiprava alginatd; aplikace alginatt

Abstract
Jirakova L.: Alginates — Ways of preparation and application

Alginates are natural polysacharides produced by some bacteria and brown seaweeds, which are its major source. In this article the
structure, properties, and methods of obtaining of alginates from seaweeds are described, as well as its biosynthesis by Pseudomonas
aeruginosa. The application of alginates in alimentation, cosmetic, medicine and textile industry is also presented.

key words: alginates; alginate preparation; alginate application



BIOLECIVA

Sarka Techlovska
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Biologickd léc¢iva zacinaji tvofit podstatnou cast
moderniho farmaceutického pradmyslu a ackoliv
v nejblizsi dobé budou zaujimat az  celého farmaceu-
tického trhu', podvédomi 3iroké vefejnosti v Ceské
republice je o téchto novych lécich velmi malé. V tomto
¢lanku se pokusim piehledné a srozumitelné nastinit
celou komplikovanou tématiku bioléciv. Mym cilem je
aby si c¢tenaf mohl utvofit uceleny néazor na tuto
aktualni tématiku a mohl odhadnout, co miuze
v nejblizsich letech od tohoto progresivné se vyvijejici-
ho odvétvi ocekavat. Bioléciva jsou analoga pfirodnich
peptidl a proteind. Jsou vyrdbéna za pomoci nejmo-
dernéjsich poznatkd v mnoha védeckych odvétvi gene-
tiky, genového a tkanového inzenyrstvi, biochemie,
molekularni biologie, imunologie, farmakologie
a fyziologie. Néktera bioléciva (zvlasté velké molekuly)
vznikaji na pomezi lidského védéni coz vnasi do této
tématiky lehkou kontroverzi a z ni plynouci problémy.

Prvnim pfirodnim proteinem, ktery byl vyuZit pro
terapeutické ucely, byl insulin pro substitucni terapii
diabetes mellitus I. typu. U¢inky tohoto malého pepti-
dového hormonu byly prokézény jiz v roce 1922 kanad-
skym védcem Frederickem G. Bantingem. Pro terapeu-
tické ucely se ukazal byt nejvhodnéjsi insulin izolovany
z hovézich a prasecich pankreatli. Po ném nésledovali
jesté nékteré biologicky aktivni proteiny, které nasly
terapeutické vyuziti, ovSem vidy se jednalo o izolaty
z materiald zZivocisného pdvodu. Az koncem 20. stoleti
rozvoj biologicko-chemickych védeckych disciplin
umoznil zménu pfistupl a zefektivnil pfistup k jinak
tézko dosazitelnym zdrojim terapeutickych pro-
teinG. V poslednich dvaceti letech dochéazi spolu
s rozmachem biotechnologického primyslu k dy-
namickému nérGstu produkce lé¢iv na proteinové trov-
ni. Dnes je jiz na trhu 3iroké spektrum pfirodnich
a modifikovanych proteinG. V soudasné dobé je
na farmaceutickém trhu 165 schvalenych bioléciv,
a odhaduje se, Ze 2500 dalSich je ve fazi vyzkumu
a 1600 v preklinickych a klinickych testech?. Bioléciva
byla podavéna jiz 50 milionim pacientl s pozitivnimi
vysledky®. Néktera moderni bioléciva jsou jedinou
alternativou kauzélni lécby nékterych onemocnéni,
ktera do té doby byla povazovana za nelécitelnd (non-
Hodgkin lymfom, Fabryho choroba, neplodnost atd.).
Mezi jiz rozSifené pouzivana bioléciva patfi rozli¢né
peptidy (rekombinatni insulin — diabetes mellitus),
proteiny (srdZeci faktor VIl — hemofilie, interferon
roztrousend skleréza), rozmanité proteiny protilatek
(protildtka proti receptoru CD20 - non-Hodgkin
lymfom) a vakciny (proteinovy konjugdt antigeni -
proti meningokoku a hepatitidé B, rekombinatni vakci-
na - proti hepatitidé B, inaktivovand vakcina — proti
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hepatitidé A)8. Patenty nékterych téchto léciv vyprsely
nebo vyprsi v blizké budoucnosti, tudiz se ocekava
brzké spusténi vyroby ,generickych” verzi bioléciv.
Otazkou zlstava, zda je mozné (zvlasté u slozitéjsich
proteinovych struktur) striktné zachovat dané struk-
turni vlastnosti pdvodniho medikamentu. Jednim
z hlavnich divodd vpusténi generickych verzi [ék
na trh je vznik konkurenéniho prostiedi, které vyusti
ve snizeni ceny produktu a tim umozni vy3si dostup-
nost pro spotiebitele. U klasickych nizkomolekularnich
Iékd jsou generickd analoga identickymi slouc¢eninami
s origindlnim lé¢ivem, maji stejné kvantitativni
a kvalitativni sloZeni z hlediska aktivni substance, ktera
je v generiku obsazena ve stejné chemicko-fyzikalni
formés. V disledku této esencidlni podobnosti se
mohou vyrobci generik odkazovat na klinické testy,
kterymi proslo pavodni lé¢ivo a tim se snizit na-
klady na vyvoj a vyrobu spojenou s testovanim.
Podmiriujicim faktorem je kvalitni identifikovatelnost
molekuly, kterd neni u nizkomolekularnich substanci
(napt. kyselina acetylsalicylovd) obtizna. Pfesné defino-
vat je Ize standardnimi analytickymi metodami, nejcas-
téji na bazi chromatografie. Pro malé peptidové struk-
tury jsou dnes rovnéz metody, které umoznuji pfesné
stanoveni strukturnich charakteristik, ovsem u velkych
proteinl je pfesné urceni nékdy na hranici poznatkd
moderni analytické chemie'. Vyrobci ,generickych”
verzi bioléciv proto stoji pied velkym problémem, jak
zachovat pfesnou konfiguraci a konformaci terapeutic-
kého proteinu a tim i jeho Gcinek a hlavné bezpecnost.
Je znamo, Ze se vlastnosti bioléciv (ackoliv se jedna
o stejny protein) mohou velmi lisit vyrobce od vyrob-
ce’. ,Generické” verze bioléciv se tedy pokouseji kopi-
rovat existujici originalni 1ék, coz vzhledem k velmi slo-
zZitému vyrobnimu procesu, nemusi nutné znamenat,
ze vysledny produkt bude s originalnim identicky?. Zde
plati, Ze kdyz dva délaji totéz, nemusi to ve svém
dasledku znamenat totéz a u tak nachylnych a slozitych
struktur jakymi jsou proteiny to plati dvojnasob.
Farmaceuticky trh v Evropé zastituje Evropsky Ufad
pro schvalovani lé¢ebnych produktli EMEA (European
Agency for Evaluation of Medical Products) jehoz obdo-
bou ve Spojenych statech americkych je US The Food
and Drug Administration, FDA®. Jim pfipada schvalova-
ni a registrace novych produktd farmaceutického pra-
myslu a legislativa s tim spojena. Po velkém rozmachu
nového odvétvi bylo rovnéz nutné urcit a sjednotit
nazvy novych produktd, pro nichz vzniklo nepfeberné
mnoZstvi oznaceni, pficemz s nékterymi se miZeme
chybné setkavat dodnes, napi. ,biogeneric”, ,second
entry biological”, ,non-patented biological produkt” i
+multisource produkt”. Na to reagovala EMEA, ktera



pro generika plvodnich biologickych Iékd schvalila
oznaceni ,biosimilars”, v zamofi FDA upfednostnila
termin ,follow-on biologics"e. Ceska terminologie tro-
chu pokulhdva a pfesné hranice pro oznaceni nejsou
dosud urceny. Pro originalni [éCiva se v této oblasti vzilo
oznaceni biologickd Iéciva neboli bioléciva, pro jejich
«generické” formy ale zatim Zadny cesky ekvivalent
neni.}

podminek muze dojit k vzniku velmi odliSnych proteind
(posttransla¢ni modifikace, mutace, pozménéna 3D
struktura, vznik nezadouciho epitopu, odlisna isoforma),
které jiz nebudou mit terapeuticky efekt, v hor$im pfipa-
dé mohou zplsobit zdravotni komplikace uZivajicim
pacientm (vznik imunitni odpovédi).

Znacna citlivost biologickych lé¢iv na zmény externich
vlivi podmiriuje i zplsob uzivéni. Zatimco klasické
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Obr. 1: Pocet nové povolenych biotechnologickych Iéciv nebo novych indikaci biotechnologickych léciv v USA 1982-2002'%.

Biologicka léciva jsou na rozdil od klasickych nizkomo-
lekularnich 1ékd peptidové nebo proteinové povahy.
Nejen kone¢na forma (protein), ale rovnéz vyrobni pro-
ces je ,biologicky”. Klasickd léciva jsou ziskdvana che-
mickymi syntézami, bioléciva jsou produkty Zivych
bunék. Proto ve vyrobnim procesu bioléciv hraji vyznam-
nou roli dva faktory nejen ten lidsky, ale i bunécny, ktery
¢lovék muze jen limitované ovliviiovat oproti dobie kon-
trolovatelnym syntetickym postupim. Produkce pro-
stfednictvim Zivych bunék je komplikovana a velmi
naro¢na, buriky jako Zivy organizmus velmi citlivé reagu-
ji na jakékoliv externi podméty a zmény. Uspé&3nost
a reprodukovatelnost produkce je velmi zavisla na udr-
zeni konstantniho prostiedi (pH, teploty, slozeni média)
béhem celého vyrobniho procesu. Tato skute¢nost zaté-
zuje vyrobni naklady. Proces, ktery je jednou otestovan
jiz nesmi byt ménén, tudiz neni mozné snadno optima-
lizovat jeho charakteristiky (levnéjsi ristova média, jiné
buriky), které by vedly ke snizeni vyrobni ceny a dosazeni
vyssich zisk@'®. Dalsi aspekt promitajici se do konec¢né
ceny bioléciv je obtizna purifikace. V porovnani s vystupy
ze syntetické vyroby léciv je krokd k ziskavani a precisténi
produktu z bunék vétsi mnozstvi a komplikuje je rovnéz
skute¢nost, ze proteinové struktury jsou (stejné jako
buriky) nachylné k chemicko-fyzikdlnim zménam. Je
nutné mit na paméti, Ze jediné nativni, neporusend
konformace zajistuje kyzeny efekt a bezpecnost pro-
duktu. Dojde-li k nedodrzeni pfesnych vyrobnich
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nizkomolekularni léky jsou z pievainé vétsiny apliko-
vany peroralné, jedinou osvéd¢enou metodou aplikace
bioléciv je injekéni nebo subkuténni. Perorélni podéni
neni mozné, jelikoz by dochazelo k degrada¢nim
reakcim v trvicim traktu. U rekombinantniho insulinu
byly zaznamenany pokusy o neinvazivni inhala¢ni
aplikaci, které ovsem selhaly na nepfesnostech, jez
jsou zpuUsobeny individualitami jednotlivych uziva-
jicich pacientl (rozdilnd prokrvenost nosni sliznice,
nedlsledna aplikace atd.). Samotna aplika¢ni davka
se pfipravuje tésné pied podanim pacientovi.
Bioléciva jsou distribuovana v lyofilizované formé
spolu s vhodnym rozpoustédlem a injekeni stiikac-
kou ¢i subkutanni jehlou. Nevhodné zachazeni
s biolé¢ivem, nevhodna aplikace mohou vést rov-
néz k nezddoucim zménam terapeutickych proteing,
je nutné driet se podminek garantovanych vyrob-
cem.

Ackoliv by se mohlo zdat, ze v tomto odstavci byla
bioléciva velice striktné vymezena od nizkomolekular-
nich léciv, bylo to pro pouhé orienta¢ni srovnani.
Ucelem bioléciv neni vytlacit nizkomolekularni lé&iva,
naopak vykryvat oblasti mediciny, ve kterych uzivani
klasickych léc¢iv nepomaha ¢i neni mozné. Obecnou
snahou z(stdva nalezeni synergie, kterd se jiz
v nékterych piipadech potvrdila jako velice efektivni
(monoklondlni protildtky nesouci nizkomolekuldrni
léciva nebo toxiny — cilené terapie)'.



Modifikace rekombinantnich proteini

V nékterych specifickych pfipadech je fizena zména
struktury bioléc¢iva Zadana. Polovinu bioléciv dnesni
doby tvofi proteiny, které byly oproti pfirodnim formam
né&jakym zplisobem upraveny. Upravy mohou spotivat
ve zménéch posttransla¢nich modifikaci, az po substi-
tuci ¢i deleci jedné nebo i vice aminokyselin v fetézci
(rekombinatni interferon o). U¢elem téchto modifikaci
mulzZe byt snaha o optimalizaci terapeutickych vlast-
nosti (zvySeni stability, zména rychlosti eliminace
z organizmu, zpomaleni nastupu, snizeni imunoge-
nicity, ochrana pied proteolytickou degradaci atd.).

Caste¢ného pozménéni konfigurace bylo vyuZito
u rekombinantnich analogl insulinu. Dlsledkem
tpravy C-koncové sekvence peptidového fetézce bylo
ovlivnéni rychlosti nastupu téchto modifikovanych
insulinCi a vznikly formy tzv. zrychleného insulinu ¢&i
inzulinu s prodlouzenym uvolfiovdnim'. U rekom-
binantniho plazminogenu, jez indukuje $tépeni fibrinu,
byla dokonce odstranéna celd doména zodpovidajici
za rychlou eliminaci plazminogenu v organizmu a tim
se znacné prodlouZila doba pulsobeni. Dalsi obecné
aplikovatelnou metodou prodlouzeni doby ptsobeni
je modifikace rekombinantnich proteint pegylaci,
ktera spociva v navédzani polymerni matrice slozené
z polyethylenglykolu na cilovy protein. Piikladem pegy-
lovanych bioléciv jsou terapeutické interferony nebo.
Velky vyznam pro terapeutické vlastnosti mé kvantita
i kvalita glykosylace protein(. V souc¢asné dobé se vy-
uziva nasledujicich tii pfistupd k ovlivnéni glykosylace:
1./ uprava glykosyla¢nich mist (zavedeni nového glyko-
syla¢niho mista); 2./ enzymatickd modifikace in vitro;
3./ genové manipulace s bunéénym glykosyla¢nim
mechanismem®.

Na proteinové molekuly mohou byt navézana kla-
sickd nizkomolekularni lé¢iva nebo toxiny. Konjugaty
monoklonalnich protildtek s nizkomolekularnimi toxiny
jsou vyuzivany u pacientll s nemoci ohrozujicimi Zivot
jakymi jsou napi. myeloidni leukémie, nebo non-
Hodgkinnlv lymfom, u kterého je lécivo (protilatka
proti povrchovym antigentim rakovinnych bunék) zna-
¢eno radioaktivnim jédem I'3'.

Na trhu se rovnéz objevily monoklondlni protilatky
proti receptoru CD20 konjugované s chelatac¢ni skupi-
nou, ktera velmi specificky véze In'"" nebo Y®°, pficemz
receptory CD20 jsou velmi silné kumulovany na povr-
Sich B-bunék non-Hodgkinova lymfomu'. Tyto special-
né modifikované protilatky tak ni¢i nezddouci B-buriky
B-zafenim. Neékteré rekombinatni terapeutické pro-
teiny, mysleno monoklonalni protilatky, jsou znac¢ené
fotosenzibilatory. To umozriuje velmi pfesnou diagnos-
tiku nékterych onemocnéni (zejména nadort).

Bezpecnost poutziti

Plvodni terapeuticky vyuZivané proteiny, které jsou
izolovany z pfirodnich zdroja (krev, slinivka) v sobé
nesou fadu potenciondlnich rizikovych faktorl pro
pacienty a to pfedevsim nebezpeci pfenosu virovych

36

onemocnéni. Rozvoj rekombinatni produkce bioléciv
proto byl motivovan, kromé jiného (efektivita vyroby,
omezenost zdrojll), zvySenim bezpecnosti terapii pfi
poutziti bilkovin. Typickym piikladem byl pfenos infekce
HIV u pacientt trpicich hemofili pfi pouzivani koagulac-
nich faktort izolovanych z krve darc(, ktefi byli nositeli
HIV. U zvifecich zdroju existuje zase nebezpeci pifenosu
jesté neznamych onemocnéni a tuto obavu velmi silné
podporuji informace o souvislosti mezi nemoci Sile-
nych krav a Creutzfeldt-Jakobovou chorobou.

| pres velky pfinos rekombinantnich vyrob existuji
stdle urcitda mozna rizika spojena s uzivanim biolé-
¢iv.Jednim z hlavnich problémd modernich rekombi-
nantnich bioléciv je jejich potencionalni imunogenicita,
pificemz faktori, které mohou ovlivnit imunogenni
potencial je mnoho. Rozdélujeme je na faktory spfaze-
né s lécbou a faktory spiazené s vyrobnim procesem.
Vezmeme-li v potaz, Ze dany terapeuticky protein byl
schvélen jako léc¢ivo s nizkou imunogenicitou, potom
objevi-li se nezddouci imunitni reakce muize byt zpUso-
bena mnoha faktory — nepatrna zména vyrobnich pod-
minek, nezddouci nakladani, mozné kontaminanty ¢i
s procesem spiazené necistoty, nevhodné skladovani
nebo faktory spojenymi s uzitim Iéku pacientem - zpU-
sob podani, pfiprava finédlni dévky, doba skladovani atd.
Pikladem vzniku imunogenicity terapeutického protei-
nu, jez prosel imunologickymi testy je pfipad mezi lety
1998-2003, kdy se u pacient(, kterym byl subkutanné
podavan erytropoetin, objevovala nezddouci imunitni
reakce, coz bylo nasledné pfipsano pouziti pfedplné-
nych injekénich stikacek®, které mély v pfimém kon-
taktu s biolé¢ivem obnazeny pryzovy pist. Imunitni
odezva muze byt rovnéz zplsobena doprovodnymi
nemocemi pacienta (infekéni onemocnéni-senzibilace
imunitniho systému) nebo vrozenymi vadami.

Expresni systémy

Vétsina pouzivanych expresnich systému je zalozena
na jednom typu prokaryotnich Escherichia coli
a nékolika typech eukaryotnich bunék : kvasinka
Saccharomyces cerevisiae, buriky CHO (Chinese
hamster ovary; buriky izolované z vaje¢nikGi samicky
kiecka), BHK (Baby hamster kidney; ledvinové kiecci
buriky) a NCI (Namalwa cell line; lidské lymfoblastoid-
ni burky)'. Vedle téchto hlavnich zdroj& se hledaji
dalsi organizmy vhodné pro vyrobu bioléciv jakym jsou
napf. transgenni zvifata, transgenni rostliny, kvasinky
(Pichia pastoris) atd.

Typ expresniho systému udavd mnoho vlastnosti
vysledného produktu. Ackoliv je fada terapeuticky
aktivnich proteinl posttransla¢né modifikovana (N-gly-
kosylované), pro produkci velkého mnozstvi biologic-
kych léciv se pouzivaji bakteridlni bunécné linie.
Nejcastéji vyuzivanym bakteridlnim expresnim systé-
mem je Escherichia coli. V\yhodami bakteridlniho
vytéznost pozadovaného produktu, rychly rdst bunék.
Obecné metody produkce v téchto burikdch zahr-
nuji pfimou intraceluldrni expresi, sekreci proteinu



do periplazmatického prostoru a expresi fuznich prote-
int zajistujicich lokalizaci produktu bud' v cytoplazmé,
nebo v membréné hostitelskych bunék'2. Nevyhodou,
kromé deficience posttransla¢nich modifikaci, je pro-
dukce proteinti ve formé inkluznich télisek, coz velmi
komplikuje purifika¢ni kroky a pfedevsim spravné sba-
leni daného proteinu. | pfesto se timto zplisobem vyra-
bi fada originélnich bioléciv a biosimilars napf. lidsky
rekombinatni insulin a jeho analogy, lidsky rdstovy hor-
mon, interferony, parathyroidni hormon a fragmenty
protilatek.

Eukaryotni expresni systémy umoizniuji efektiv-
ni posttransla¢ni modifikace a zarucuji spravné
sbaleni nativni konformace. Problémem z{stava,
ze s odliSnostmi bunécného zdroje se odlisuji i post-
transla¢ni modifikace. Nékteré druhy bunék obsahuji
jiné sacharidové jednotky nez jaké nachazime
v sav¢ich, natoz lidskych burikach, coz maze zplsobo-
vat nezadouci imunogenicitu terapeutickych proteind.
Jako eukaryotni expresni systémy se vyuzZivaji pfevainé
sav¢i bunky a kvasinkové buriky. Hmyzi buriky,
transgenni zvifata a rostlinné produkéni systémy jsou
vyuzivany jen okrajové nebo je jejich potenciondlni
vyuziti ve stadiich vyzkumu.

Ackoliv je produkce v savcich bunkéch finan¢né
velice ndro¢na, mnoho bioléciv jsou jejich produkty.
Jako sav¢i expresni linie se hojné vyuzZivaji linie Chinese
Hamster Ovary (CHO), Baby Hamster Kidney (BHK),
v nékterych vyrobach se uplatfiuji mysi buriky NSO
a Sp2/0 a Namalwa cell line (NCI)™. Tyto buriky jsou
taxonomicky pfibuzné;jsi lidskym, jejich posttransla¢ni
modifikace zahrnuji efektivni glykosylaci vznikajicich
proteint, navic v CHO probiha modifikace proteind
zbytkem kyseliny sialové, coz je oviem moziné elimino-
vat naslednou Upravou proteind in vitro. Zna¢na fi-
nan¢ni naro¢nost téchto expresnich linii je dana vyso-
kymi néroky na sterilitu, enormni spotiebou sterilniho
plastového materidlu a vysokymi cenami slozek kulti-

vacnich médii. Genera¢ni doba savcich bunék je mno-
honasobné delsi nez je tomu u bakterii a jinych poten-
cionalnich kontaminantd. RGst kontaminace podporuje
slozeni velmi bohatych médii. Rovnéz mohou savci
buriky pfenaset infek¢ni castice, jako jsou viry nebo
priony. | pfes vSechna negativa je v CHO produkovéna
fada terapeutickych proteind, napfiklad srazeci faktor
VIII a srazeci faktor IX pro 1écbu hemofilie, erytropoetin
pro anemické pacienty, interferon pro lé¢bu roztrou-
Sené sklerozy, tkarovy aktivator plasminogenu pro
lé¢bu trombolyzy, B-glukocerebrosidasa pro lé¢bu
Gaucherovy choroby a fada monoklonélnich protilatek
pro lé¢bu rakoviny prsu, tlustého streva, lymfatického
systému a rlznych autoimunitnich onemocnéni. BHK
buriky se zase v mnoha vyrobnich procesech uplatnily
jako efektivni expresni systémy krevnich koagula¢nich
faktord VII, VIII, IX. V Lidskych lymfoblastoidnich buri-
kach (Namalwa cell line) se v nékterych vyrobach
exprimuji interferony.

Hlavnim rozdilem mezi pouZitim eukaryotnich
a prokaryotnich bunék z hlediska provozniho je cena
produkce. Pouziti pfedevsim ZivocisSnych bunék zname-
na vyrazné navyseni ceny vyroby, které vyplyva ze slozi-
téjSich zivnych medii a z citlivosti Zivocisnych bunék
v porovnani napfiklad s E. coli.

Kvasinkové expresni systémy zastupuje kvasinka
Saccharomyces cerevisiae popf. Pichia pastoris. Jedna
se o rychle rostouci, vysoce produkujici buriky, jejichz
zivnd média nejsou tolik finan¢né néaroc¢nd. Pro-
dukované proteiny jsou lokalizovany intraceluldrng,
nebo jsou sekretovany do média, coz velice usnadriuje
purifikaci®. Nevyhodou je odlisna glykosylace proteint
a pfitomnost mannosy. U kvasinek Pichia pastoris bylo
docileno eliminace syntézy nezadoucich cukr béhem
glykosylace a rovnéi bylo dokazano, Ze kvasinky je
mozné upravit tak, aby jejich glykosylace byly velmi
podobné glykosylacim lidskych proteini®. Oviem
komer¢ni vyuziti kvasinky Pichia pastoris je zatim

Tab. I: Piiklady komercionalizovanych bioléciv a jejich expresnich systému™.

Insulin E.coli
Interferon alfa, beta, gama E.coli
Interluekin 2 E.coli
Plazminogen aktivator E.coli
Tumor Necrosis faktor (TNF) E _coli
Rustovy hormon E.coli
Kalcitonin E.coli
Glukag_on S.cerevisiae
Elftropl[\ S.cerevisiae
Rustovy faktor S.cerevisiae
Vakcina proti Hepatitidé B S.cerevisiae
Vakcina proti Hepatitidé B P.pastoris
Inzulin P.pastoris
Streptokinaza P.pastoris

Firmy: Novo-Nordisk, Roche, Janssen, Amgen, Boeringer, Serono, Genzyme, Lilly, Novartis,

Avensis, Chiron, Genenetech, Wyeth, GSK.

Krevni koagulaéni faktory VIIL,VIII,IX BHK buriky

CHO buriky
Erytropoetin CHO buniky
FSH CHO buriky
Luteiniza&ni hormon (LH) CHO bunky
Gonadotropin CHO buriky
Interferon beta CHO buriky
Tkanovy aktivator plazminogenu CHO bunky
Glukocerebrosidaza CHO buriky
Interleukin 11-agiosta ROMI 8866
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omezené. Saccharomyces cerevisiae je nejpouziva-
néjsim kvasinkovym expresnim systémem, ktery
je vyuzivan pro produkci lidského insulinu, ristového
hormonu a faktoru stimulujiciho kolonie granulo-
cytd a makrofagl, vyuzivaného pfi chemotera-
piich. V. modifikovanych kmenech Pichia pastoris
se produkuje napfiklad insulin, vakcina proti Hepa-
titidé B.

Hmyzi buriky maji podobné vyhody jako kvasinkové.
Jejich zna¢nou vyhodou je velikost bakulovirového
genomu (~130kbp) jehoz prostiednictvim se do hmy-
zich bunék vnasi DNA. To umoziiuje vlozeni delsiho
useku DNA, kddujici cileny terapeuticky protein.
Pficemz si hmyzi buriky zachovavaji veskeré vyhody
kvasni¢nych bunék. Nevyhodami je opét rozdilny typ
glykosylace, ktera rovnézi prameni z pfitomnosti
nehumaénnich sacharidi respektive o-1,3-fukosy, jez
maze zvySit imunogenicitu produktu. Hmyzi bunky
nejsou vhodné pro expresi glykoproteini u nichz je
pozadovana dlouhd doba pfitomnosti v séru, jelikoz
N-glykany hmyzich bunék jsou v lidském organismu
rychle eliminovany. Nicméné tyto expresni linie se
pouzivaji pfevainé na vyrobu nékterych veterindrnich
vakcin.

Produkce terapeutickych protein( v transgennich zvi-
fatech je zatim ve fazich vyvoje, tudiz bez velkého
komer¢niho vyuziti. Exprese nékterych glykoprotein jiz
byla v transgennich zvifatech testovdna napf. v roce
2002 byla publikovédna studie monitorujici pfipravu
transgenni mysi, kteréd produkovala lidské monoklonal-
ni protilatky'" nebo roku 2005 bylo docileno produkce
monoklonélnich protilatek v kufeti a jejich sekrece
do vajec.

Transgenni rostliny jsou dalsi alternativou expresnich
systtmd dnes velmi studovanou, ale rovnéz jako
v piedchozim pfipadé, komer¢éné nevyuzivanou. Hlavni
limitaci jejich vyuziti je produkce nehumannich struk-
tur. V soucasné dobé se pracuje na vyvoji transgennich
rostlin s potlatenou produkci nehumannich cukrd
a s produkci jinak deficientniho sacharidu galaktosy
a kyseliny sialové.

Terapeutické vyuZiti

Néktera moderni bioléciva pfinaseji dramatickou
zménu ve zpUsobu lé¢eni, kdy se zaclinaji 1écit pficiny
choroby a nikoliv, jak je v dnesni dobé casté, disledky.
V dnesni dobé ovlada trh s biolécivy 6 klicovych tfid
produktl: lidsky rekombinatni insulin, lidsky rdstovy
hormon, faktor stimulujici kolonie (CSF), erytropoetin,
interferon ainterferon '>.Zatimco nejprodavané;jsimi
produkty v minulosti byly erytropoetin a insulin,
v budoucnu se predpokléda, ze to budou monoklo-
nélni protilatky a terapeutické vakciny. Monoklonalni
protilatky ptedstavuji nejrychleji se vyvijejici skupinu,
ktera zahrnuje Siroké spektrum aplikaci: cilena lé¢ba
rakoviny, lé¢ba autoimunitnich onemocnéni blokaci
nékterych proteind az po lé¢bu nékterych infekénich
onemocnéni blokaci specifickych povrchovych recep-
torl infekéniho agens'™. Podle zplisobu ucinku je
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mozné vétSinu bioléciv klasifikovat do jedné z na-
sledujicich sedmi kategorii. Historicky prvni skupinou
terapeutickych protein( tvofi proteiny, které substituuji
funkce pfirozené se vyskytujicich peptidG ¢i proteint
u pacientl s jejich deficienci nebo po3kozenim napf.
rekombinatni insulin (diabetes), rdstovy faktor (nanis-
mus). Druhou kategorii jsou terapeutické proteiny,
které vazi vhodné cilové epitopy a tim mohou blokovat
funkci cilovych struktur (monoklonalni protildtky). Treti
kategorii je zatim rozvijejici se skupina, kterd vyuziva
gen( pro léceni chorob geneticky podminénych (geno-
vé terapie). Mezi bioléciva jsou, mozina piekvapive,
fazeny i bunécné transplantace, kdy jsou namisto celé-
ho organu pacientovi implantovény specidlni kmenové
buriky, jeZ jsou schopné rozdiferenciovat se na dany typ
tkané, proliferovat a tim vytvofit zcela novy funk¢ni
organ. Dalsi dvé kategorie bioléciv se soustfedi na imu-
nitni systém jsou to stimulatory/blokatory imunitniho
systému. V nékterych pfipadech je nutné podpofit imu-
nitni systém (infekéni onemocnéni, rakovina) v jinych
ho specificky potlacit (autoimunitni onemocnéni).
Posledni kategorii jsou regenerativni terapeutické pro-
teiny napi. erythropoetin pro stimulaci rlstu cerveny
krvinek nebo kmenové buriky schopné regenerovat
¢asti poskozenych tkani.

Zavér

Moderni biotechnologickd léciva predstavuji nové
pojeti lé¢by a nové piistupy v boji proti nékterym
chorobam, které do té doby byly nelécitelné a vkla-
daji do rukou lékafG nové zbrané proti Sirokému
spektru onemocnéni od onkologickych, autoimunitnich
a infek¢nich chorob az po nahradu ¢i opravu mutova-
ného genu (vrozené deficience ¢ mutace gend).
Rekombinatni vyroba zvysila dostupnost téchto lékd,
pfed tim limitovanou Zivocisnymi zdroji.

Biologicka lécba je ekonomicky naro¢nd. Jednak se
do vysledné ceny promitaji vysoké vyrobni néklady
spojené se slozitym vyrobnim procesem a jednak jsou
zvySené naklady na jejich aplikaci (nitrozilni aplikace
napiiklad u terapeutickych protilatek pod dozorem
lékafe). K postupnému snizovani cen biolé¢iv bude
dochézet s nastupem generickych verzi na trh, ovsem
cena bude neustidle neporovnatelnd s prdmérnymi
klasickymi léky. Problémem je vysoka citlivost proteino-
vych struktur, které jsou velmi néachylné k denaturaci,
jez by vedla k nezadouci imunitni reakci pacienta.
To zvySuje nédklady na skladovani a také na vystupni
kontrolu. Dal$im velkym nékladem jsou citlivé bunéc¢né
linie, které jsou zdroji biologickych léciv (rlistova
média, kultivatory, sterilita). Cely vyrobni proces musi
byt po celou dobu zakonzervovany v plvodnim,
osvédceném stavu, co je rovnéZz nevyhodné. Nejsou
myslitelné i sebemensi optimalizace (ndkup levnéjsiho
média, zména dodavatele plastovych néddob), které by
mohly sniZit vyrobni naklady. | pfes vysokou cenu
téchto léciv, jejich piinos je nevycislitelny. Pfisliby, které
ndm davaji do budoucna jsou hnacim motorem
dalsiho vyzkumu.
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Souhrn

Mezi biolé¢iva se fadi rekombinatni peptidy a proteiny, které nasly vyuziti v terapeutické praxi. Prvnim takovym terapeutickym peptidem
byl insulin, ten byl oviem izolovén z pfirodnich zdroj(, ktera sebou piinasely zna¢na rizika a omezeni. Dnes jsou biolé¢iva kompletné
vyrdbéna na biotechnologické bézi za pomoci vhodnych expresnich vektor je mozné ziskat neomezené zdroje hormond, protilatek
a jinych biologickych molekul. Jedinym z poslednich omezeni je jejich vysokd cena, kterd je dana néro¢nosti podminek pficemz nejpod-
statné&jsi z nich je vysokd konzervovanost vyrobnich podminek. Pfesto jsou bioléciva velkym pfinosem pro moderniho ¢lovéka jelikoz
udavaji novy smér v lé¢eni nékterych chorob, kdy jiz nejsou potlacovany pouze nasledky nybrz je [é¢ena pficina jako takova.

kli¢ova slova: bioléciva; vyroba bioléciv; biolé¢iva v terapeutické praxi

Abstract

Techlovska S.: Biosimilars

All proteins and peptids which are used in terapeutic practice we can indetify as biosimilars. The first one was peptidic hormone
insulin, which was isolated from native tissues and brought considerable hazards and limitations. Every biosimilar today is produced by
special expression vectors and it allow to acquire unlimited source of hormones, antibiodies and of the others biologic molecules. One
of the last disadvantages is high purchase price, which is related with proces of manufacture, which should be very unchangeable.
However, it is necessary to say that biosimilars bring large contribution to medicine because they are, in some cases, only one alterna-
tive of causal treatment.

key words: biosimilars; production of biosimilars; biosimilars in terapeutic practice

KLONOVANA ZVIRATA A JEJICH PRODUKTY VE VYZIVE
CLOVEKA (MOZNOSTI A SOUCASNY STAV)

Miroslava Strmiskova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Klonovani zvifat skytd obrovsky vydéle¢ny potencidl. dokazéno klonovanim ovce Dolly’. Somatické klono-
| kdyZ je zatim pocet klonovanych druhi relativné vani spocivé v poutziti diferenciovanych bunék dospélé-
omezeny, mozné budouci aplikace slibuji vysoké trzni ho zvifete jako zdroje diploidnich jader, kterd jsou
obraty. U chovnych zvifat bylo klonovéni za Gcelem vlozena do vajicek pfijemce, pfedem zbavenych jejich
obdrzeni novych jedincd se stejnou genetickou vyba- vlastnich chromozom.

vou poprvé provedeno v roce 1986 u ovce, kde byl

pouzit transfer jader embryonalnich bunék' do bezja-  Techniky klonovani a transgeneze®

dernych oocytl. Nasledovalo klonovani hovéziho Klonovani je vytvareni piesnych genetickych kopii
dobytka s narozenim osmi telat ze stejného embrya. zivych organismd. Jako prvni a relativné zaostald byla
Vytvareni klonl z jader ¢asnych embryi md nicméné popsdna metoda dvojeni embrya, pfi které je uméle
jista uskali z dlivodu velmi malého poctu disponibilnich napodoben vznik jednovaje¢nych dvojcat, ktery
jader (asi tficet). Velky pokrok byl u¢inén poté, co bylo v pfirodé existuje naprosto béZné. V pfirozeném proce-
mozno obdrzet jadra somatickych bunék, jak to bylo su dochézi k rozdéleni jednobuné¢ného embrya v téle
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matky ihned po oplozeni vajicka, zatimco pro umélé
rozdvojeni je tfeba embryo pfenést na Petriho misku,
kde je manualné rozdéleno na dvé buriky, které jsou
vpraveny zpét do téla matky a dal se vyvijeji samostat-
né. Jelikoz tyto dvé burky pochazi ze stejné zygoty,
narozeni potomci jsou geneticky naprosto identicti.

Déleni embrya je ovsem z hlediska vyuziti méné zaji-
mavé nez metody transgeneze, protoze se vlastnosti
obou klonl nedaji piesné predpovédét, zatimco trans-
geneze umoziiuje vytvoieni identické kopie jiz existuji-
ciho dospélého jedince a v3ech jeho geneticky danych
charakteristik.

Mikroinjekce DNA

Prvnimi transgennimi zvifaty byly mysi v roce 1980,
jejichz geny byly transferovany piimou mikroinjekci
DNA do prvojader embryi ve stadiu jedné buriky. Tato
technika je jesté zdaleka nejpouzivanéjsi u mysi, krali-
ki a prasat. Integrace gend neni kontrolovatelna
a casto dochazi k inaktivaci nékterych genl hostitele.
Obvykle je také integrace gent z velké ¢asti néhodna
a jejich exprese byva ovlivnéna geny v blizkosti inte-
gra¢niho mista. Prvojadra jsou viditelna pouze u savcd.
U vejcorodych zvifat mize byt DNA vpravena pouze do
cytoplasmy, coz také vede k nekontrolované integraci
s velmi variabilnimi vytézky.

Pouiiti integracnich vektora

Pro zvySeni poctu integraci mohou byt cizi geny
nejprve vloZzeny do transpozont nebo do retroviralnich
vektord. V prvnim pfipadé jsou transpozony injikovany
do jadra embryi ve stejny okamzik jako enzym integra-
sa, ktery komplementuje defektni transpozonys®.
V druhém pfipadé jsou defektni virdlni partikule pfipra-
veny v bunkéch obsahujicich chybéjici virdlni proteiny.
Nejsofistikovanéjsi verze vyuZivaji lentiviry, nejcastéji
HIV. Virové ¢astice obsahujici cizorody gen se vpravuiji
mezi zonu pellucidu a membranu embryonu. Vytéz-
ky takovéto transgeneze mizZou dosdhnout ai 80 %
(citace’). Tyto vektory se mohou poutzit u rliznych Zzivo-
¢isSnych druh(, véetné ptaka.
PouZiti spermii jako nosi¢i DNA

Inkubace izolovanych spermii s cizim genem nasle-
dovana oplozenim in vitro nebo in vivo vede
v nékterych pfipadech k velmi dobrym vytézkm®.
Céste¢né naruseni membrany spermie napomaha DNA
ke snadnéjSimu priniku. Neaktivni spermie je pouzi-
ta k oplodnéni metodou ICSI (intracytoplasmic sperm
injection).

Poutiti pluripotentnich nebo somatickych bunék
(Obr. 1)

Cizi geny mohou byt integrovany do predkultivova-
nych pluripotentnich nebo somatickych bunék, které
jsou posléze pouzity k vytvofeni transgennich embryi.
Pluripotentni buriky jsou pfirozené schopné se diferen-
covat a vytvafet vsechny buné¢né typy, mimo jiné také
pohlavni gamety. Pluripotentni buriky mohou byt
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vpraveny do embrya v ranném stddiu (morula nebo
blastocyt), kde se smisi s hostitelskymi burikami a tak
daji vznik chimérnim potomkdm. Somatické buriky
mohou byt pouzity ke klonovani zvifat, po pieneseni
jejich jddra do bezjadernych oocytl. Transfer genu
do bunék, realizovany pfed pfenosem jadra, umoziuje
vytvofeni klonovanych transgennich zvifat (Obr. 1).
Tato technika i pfes svou vyssi komplexitu zdsadné
zjednodusila transgenezi piezvykavci a napomohla

k lepsim vytézkam.
®

Buriky
Holsteinské kravy
(13 let)
l Qoceyty
‘é Bezjaderné
Buné&¢na kultura a manipulace cocyty
T~ *

% Jaderny transfer

| Embryonalni kultura
ICM

Blastocysty

Transfer embryi l

Brezost

'

Ctyfi zivé kiony
Helsteinské kravy

}

Klony uréené k dojeni
a analyze mléka

Obr. 1: Somatické klonovdni a klony — zdroj a procedura
klonovdni dojnic’®.

Aplikace v agronomii

Pouziti transgeneze pro zvyseni produkce zemédél-
skych zvifat je v porovnani s geneticky modifikovanymi
rostlinami na svém pocétku. Pfi¢inou je v prvni fadé
nedostatecnd znalost potfebnych metod. Nékteré
aplikace transgeneze jsou stejné pro chovna zvifata
i rostliny. Obvykle se jedné o rGzna vylepseni, kterych
se snazime dosdhnout béinymi postupy. Boj proti
chorobam je stéZejni oblast vyuZiti transgenetickych
modifikaci.



Boj proti chorobam

Kravy, v jejichz burikdch mlé¢né Zlazy jsou exprimo-
vany antibakterialni geny, byly jiz vytvofeny. Tyto geny
koduji proteiny lysostafin'™, lidsky laktoferin a lidsky
lysozym''. Tyto proteiny reduku;ji s vétsi ¢i mensi inten-
zitou opakované mastitidy (zanéty vemene u zvifat),
ale také by mohly ochrénit lidské i zvifeci konzumenty
pred infekcemi zazivaciho traktu.

Zvyseni produkce zvifat

Nejrozvinutéjsi projekty v této oblasti se zabyvaiji
urychlenim rdstu nékterych chovnych ryb, vyuzitim
pUsobeni transgenu rdstového hormonu. Toto se
v dnesni dobé provadi u losost, pstruhd, tilapii, kaprd
a sumcl. Tato zvifata potiebuji méné potravy
a prostoru, a jejich maso se podoba kontrolnim zvifa-
tdm. Prdmyslové vyuziti téchto ryb muze byt povoleno
pouze v momenté, kdy bude dostatecné zabranéno
jejich uniku do volnych vod. Sance, e takovyto Gnik by
mél fatalni dopad na Zivotni prostiedi, se zdaji byt
velmi malé, ale nemohou byt dokdzany s jistotou
ve vsech pfipadech.

Myostatin je protein omezujici svalovy rist. Pfirozené
mutanty tohoto genu maji abnormélné vyvinuté kos-
terni svalstvo, zatimco nadexprese genu koédujiciho
pro ¢ast tohoto proteinu ma transdominantné negativ-
ni efekt a zplsobuje svalovou hypertrofii. Tento fakt je
zajimavy v pravé v pfipadé, kdy muskularni hypertrofie
muze byt indukovéna aZ po narozeni jedince, ¢imz
se piedejde pfipadnym cisaiskym feziim. Tento model
je v soucasné dobé rozvinuty jak u velkych savcg,
tak u lososd. Zajimavou perspektivou by byla integra-
ce transdominantniho genu myostatinu do chro-
mozomu Y u dojnic. Samice téchto linii by produkova-
ly mléko jako doposud a samci by se stali zajimavym
zdrojem hovéziho masa. Dlikazem, ze tato myslenka
neni pouhou utopii, jsou podobné vysledky pokust
u mysi'.

ZlepSeni kvality ZivociSnych produkti

Mléko obsahujici méné laktdzy, kterd je Spatné tole-
rovana nezanedbatelnou ¢asti lidské populace, bylo
obdrzeno expresi genu kodujici pro laktasu v mléku
nebo snizenim exprese genu o-laktalbuminu. Krévy,
u kterych byl gen pB-laktoglobulinu inaktivovéan, jsou
momentéalné podrobovany testim. Mléko téchto zvifat
by mélo byt ochuzeno o jeden z jeho alergeni'.
Nadexprese genu kaseinu K u krav ma za nasledek
zmenseni micel, coz muze zlepsit kvalitu smési
k vyrobé syra. VlySe zminéna mléka obsahujici antibak-
teridIni proteiny mohou pfispét k ochrané konzumen-
td, zvifat, ale také mléc¢nych a cukrarenskych produkt
proti bakterialnim infekcim.

Pokusy s vepii exprimujicimi gen A-12 desaturasy
Spenatu ukazaly, Ze tato zvifata maji vice kyseliny lino-
leové v tukovych burikdch'. Mysi, jejichz buriky expri-
muji geny A-12 desaturasy a Q-3 desaturasy, maji vétsi
obsah kyseliny linoleové v matefském mléku'. Tyto
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produkty by mohly pfispét k protekci konzumentt pfed
kardiovaskularnimi chorobami.

Kufata a monogastricti savci by mohli byt schopni
syntetizovat sv(j vlastni lysin a methionin. Snizily by se
tak naklady na jejich vyzivu.

Problém biologického nebezpeci

Transgeneze, stejné jako genetickd selekce, vytvafi
zvifata, jejichz biologické vlastnosti nejsou zcela znamy.
Jsou provadény specifické a velmi rigorézni testy, které
by mély odhalit pfipadné nezédouci ucinky na spotie-
bitele'. Nemidzeme vsak vyloucit, Ze nekontrolovana
integrace transgenu nebo jeho produkt neposkytnou
zvitatim nachylnost k infekénim chorobam pfenosnym
na celé stado nebo na ¢lovéka. Sledovaci opatieni pou-
Zivana do této doby se zdaji byt dostacuijici k potlaceni
takovychto efektd.

Vliv klonovani na kvalitu a obsah zivociSnych
produkta

Tian et al.’> uvadéji ve své studii vytézky a slozeni
nadojeného mléka od klonovanych krav, jejich buné¢-
nych darcd a normélnich krav stejného plemene. Byla
provedena analyza celkového slozeni proteint a tukd,
laktozy, dusiku a somatickych bunék. Produkce mléka
a jeho kvalita je naprosto srovnatelna u klonovanych
krav a jejich darcl, jak bylo pfedpokladano. Nebyl
zaznamenan zadny rozdil ve slozeni mléka od klonova-
ného a normdlniho zvifete. Obsah hlavnich sledova-
nych proteind (o-kasein, B-kasein, k-kasein a p-laktog-
lobulinu) a protilatek (1gG, 1gA a IgM) je téméf iden-
ticky u vSech testovanych zvitat.

V jiné studii®> bylo také provedeno srovnéni kvality
a slozeni masa od klonovanych ¢i neklonovanych bykd.
Ve véku tii mésich byly byci vykastrovani a krmeni stan-
dardni krmnou smési. Po porédzce byly vyhodnoceny
tyto faktory: celkova vaha a vaha organd, celkova pro-
porce masa a tuku, proteinovy a tukovy obsah v Sesti
rtznych svalech, slozeni mastnych kyselin aj.

Vice nez 90%-ni podobnost viech examinovanych
parametrd byla zaznamenéna u sledovanych zvifat, nic-
méné se objevily rozdily u 12-ti parametrd: obsah tuku
v mesenteriu, obsah vody ve svalech, obsah proteint
v poloslachovitém svalu, proporce podélného hrudniho
svalu vici celkové hmotnosti, obsah kyseliny linole-
nové v ledvinovém tuku, podélném hrudnim svalu
a v poloslachovitém svalu, a nakonec obsah kyseliny
palmitové, palmitoleové a linoleové v poloslachovitém
svalu. VSechny zminéné parametry byly mnohem vy3si
u klonovanych zvifat, s vyjimkou obsahu proteint
a vody v poloslachovitém svalu.

Pro urceni zdravotniho stavu a patologie vSech orgé-
nd byly tyto organy podrobeny histologickym analy-
zam. VSechny organy klonovanych zvifat byly prokaza-
telné v normélnim stavu, sledovany byly jétra, ledviny,
plice, srdce, slinivka a nadledvinova a stitna Zzlaza.
Jediné pozorované abnormality se vyskytly ve formé
nékolika ledvinovych kament, které jsou ale u ho-
véziho dobytka béZné.



Zavér niho stavu vytvofenych klond. Uvedeni na trh masa

Klonovana zvifata sice pfedstavuji zdroj mnoha spo- nebo mléka pochazejicich z klonovanych zvifat je zatim
le¢enskych predsudkd a obav, vétdina studii ale doka- ~ zakazano americkou Food and Drug Administration’,
zuje 7e jejich produkty pouzivané pro lidskou vyzivu zatimco si néktefi chovatelé slibovali provést tuto etapu
jsou nerozeznatelné od pavodnich dércovskych, & jiZ v roce 2003. MdZeme ale s naprostou jistotou
nahodné vybranych jedincl. Navic byl pocet somatic- ocekavat souboj mezi podniky, ekology a kontrolnimi
kych bunék v mléce naprosto normalni u véech klono- organy, pfinejmensim srovnatelny i s debatami
vanych jedincl, co? ukazuje, 7e klonovana zvifata o zavedeni GMO rostlin na trh. FDA svéfila provedeni
nejsou vice nachylna k mastitidé nez srovnavana nor- studie na toto téma National Research Council, které je
malni zvifata. soucasti samotné Narodni Akademie Véd Spojenych

Autofi sami v3ak vyzvedli fakt, Ze tato pilotni studie Statd Americkych. Publikovana studie pouze zmiriuje,
byla provedena na mensim pottu zvifat, a ze klonova- ze klonovana zvifata nepfedstavuji pravdépodobné
ni jedinci pochazeli ze stejného darce. Dal3i podrobnéj- z4dné nebezpedi, v pfipadé GMO zvifat je bude
§i studie jsou netrpélivé ocekavany védeckou potieba podrobovat diikladnym studiim a kontrolam'.
i spotiebitelskou vefejnosti. Zatim v3ak zlstdvé vedkerd komercializace zakazand

Vytvareni identickych kopii zvifat vieho druhu je tedy a podniky, které se preorientovaly na tento trh jako
jiz znamou oblasti vyzkumu. K opravdovému rozletu ji napt. Infigen, musi hledat alespori krdtkodobé nahrad-
schazi odstranéni nejistoty co se ty¢e dobrého zdravot- ni zdroj zisku.
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Souhrn

Klonovani zvifat se zdafile vyviji jiz vice nez 50 let a dalo vznik nékolika vysoce ti¢innym metoddm vytvareni geneticky stejnych jedinca.
Védclim se zatim podaifilo na testech s mnohymi zvifecimi druhy ispé3né prokaézat, Ze Ize klonovéni a genetickych modifikaci vyuZit pie-
devsim v boji proti zvifecim chorobam, lidskym alergiim na nékteré slozky zvifecich produktd, ale také pro zvySeni zvifeci produkce
a kvality téchto produktt pro lidskou vyZzivu.

Jakékoliv modifikace a vytvareni identickych kopii existujicich jedincd vzbuzuje ve zna¢né casti populace obavy. Avsak prozatim Zadna
publikovand studie neodhalila zna¢né rozdily mezi klonovanymi a kontrolnimi Zivocichy, ani prokazatelné biologické nebezpeci
pro ostatni jedince ¢i ¢lovéka. Provadéné podrobnéjsi testy by mohly potvrdit pfedchozi pozitivni zévéry a pomohly by také ustanovit
legislativni a etické normy ohledné vyufziti téchto Zivocichi a jejich produktl pro spole¢nost.

kli¢ova slova: klonovani; klonovana zvifata

Abstract

Strmiskova M.: Cloned animals and their products in human nutrition (options and present status)

Animal cloning has been evolving since 50 years and several high-performance cloning techniques have been developed. Scientists
point out that utilization of genetically modified or artificially selected organisms could help to fight many animal diseases, to increase
animal production or to improve animal product quality for consumers. Several long range studies with fish, cattle, pigs and poultry have
been performed leading to very encouraging results.

Artificial creation of identical organism raises fear in a part of the society, nevertheless, any of published studies has not revealed
a potential danger for human being related to consumption of meat or other products from cloned animals. Further studies focusing
on this subject are to be done in order to confirm these results and to permit an introduction of legislative and ethic norms clearly
defining domains and restrictions of utilization of animal clones.

key words: cloning; cloned animals
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JEDLE VAKCINY

Josef Tichy
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod

Vakciny jsou doposud komeré¢né vyrabény piedevsim
v geneticky upravenych bakteriich, kvasinkdch nebo
sav¢ich burikdch. S vyvojem genetického inZenyrstvi
vyssich rostlin byly ucinény pokusy zafadit na tento
seznam i rostliny. Cilem je produkce upravenych rost-
linnych organd (listy, plody), surovych extraktd (suseny
materidl) nebo piecisténych proteint, které oralni
(asty) nebo parenterdlni (injekce, infuze) cestou
dopravi jeden nebo vice imunogenich proteini
do organismu, kde spusti imunitni reakci. ZplGsobu
poutziti rostlin jako producentl vakciny je celd fada.
Prvnim pfipadem produkce antigenni vakciny
v geneticky modifikované (GM) rostliné byla produkce
povrchovych protein( Streptococcus mutans v tabaku
(Curtisse & Cardineau; 1990). Brzy pak nasledovaly
pokusy o produkci povrchovych antigen( hepatitidy B
(HbsAg), teplotné labilniho enterotoxinu E. coli
(Walmsley & Arntzen; 2000) a glykoproteint viru vztek-
liny (McGarvey et al, 1995). Proteiny produkované
témito rostlinami podané oralné mysim i ¢lovéku
indukovaly syntézu specifickych protilatek, slizni¢nich
IgA a sérovych 1gG. V rostlindch zacaly byt také produ-
kovany autoantigeny pro ordlni terapii autoimunitnich
onemocnéni (Carter & Langridge; 2002). Dale se pak

dnes pozornost obraci k produkci epitoptl, zaméfenych
na cytotoxickou protinddorovou aktivitu (McCormick
et. al; 1999). Rostliny mohou byt téZ pouzity k produkci
protilatek pouzivanych k imunoterapiim (Ma; 2001).

Produkce vakcin v rostlinach

Produkce vakcin pomoci vysSich rostlin pfinasi
nesporné vyhody (Tab. I). Jedlé vakciny mohou fesit
fadu problémd, které jsou spojeny s vyuzitim tradi¢nich
vakcin, napf. pfinasi lepsi cenovou dostupnost,
jednodusi je transport vakciny od vyrobce a nahrazuji
injek¢ni podani. Vyhodné maze byt poutziti rostlinnych
preparatd i v rozvojovych zemich, kde jsou kritickymi
parametry bezpecnost a stabilita preparatu. Nizké
naklady na vakcinaci pak umozni levnou plosnou
vakcinaci Siroké populace. Rostlinné preparaty jsou
vhodné i pro aplikace ve veterinarni praxi (Dalsgaard et
al;1997).

K produkci vakcin je pouzivana fada rostlin. Zpocatku
to byl tabdk a brambor, pozdéji pak rajce, bananovnik,
kukufice, saldt a dalsi. Vybér rostliny (a pletiva
ve kterém je cilovy antigenni protein akumulovén)
spocivd na zplsobu aplikace vakciny. Napfiklad pro
pfimou konzumaci syrové rostliny je trfeba, aby byla
jedld a stravitelna. Naopak pro extrakci proteinu,

Tab. I: Vyhody vyuZiti rostlinnych jedlych vakcin (Sala et. al.; 2003).

Vyhoda

Charakteristika

Oralni podani
Susené plody ¢i jiné organy
Snadné uchovavani

Slizni¢ni i sérologicka
imunitni odpovéd

Pomér cena/vykon

Optimalni expresni systém

Snadna genetickd manipulace

Snadna produkce

Ochrana pfed biologickymi
zbranémi

Veterindrni vyuziti

Sténa rostlinné buriky, skladajici se z celulézy a cukrti, poskytuje ochranu v zaludku a umozriuje
postupné uvoliiovani ve stfevech.

Pletivo rostliny obsahujici vakcinu mizZe byt pouZitou jako syrova potrava, sudené nebo jinak
upravené, proteiny mohou byt ¢aste¢né nebo zcela pecistény a podavéany v kapslich jako prasek.

Extrakty z rostlin obsahujici vakcinu mohou byt skladovany a prepravovany za pokojové teploty.
Vakciny z rostlin jsou prvotné navrzené ke spusténi sliznicniho imunitniho systému (IgA),
brani vstupu pathogent do tkani, téZ spoustéji sérologickou odpovéd a ziejmé i odpovéd na cyto-
toxicky stres.

Viyrobni cena je 100-1000krét nizsi v porovnani s tradi¢nimi vakcinami.

Rostliny mohou byt navrzeny k akumulaci antigenu ve vnitrobunéénych kompartmentech
(endoplasmatické retikulum, chloroplasty).

Vyrobci ze zésady trvaji na zavedenych protokolech molekuldrni a genetické manipulace, ty jsou
jiz k dispozici i v rozvojovych zemich.

Rostliny Ize skladovat jako semena. Neomezené mnozstvi vakciny mdze byt vyprodukovano
v omezeném (¢ase, produkce je vhodnd pro rozvojové zemé.

Neni nebezpedi kontaminace sav¢imi pathogeny.

Diky bezpe¢nost a cenovéd dostupnost nabizeji rostlinné vakciny jako idealni nastroj proti
bioterorismu.

Dostupna cena a moznost vyuZiti jako potravinovy doplnék.
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Tab. II: Genetické modifikace pro optimalni produkci vakcin v GM rostlindch (Sala et. al.; 2003).

Optimalizace poutzitych kodont

Optimalizace sekvence nukleotidd
senkovych struktur.

Vlybér promotoru
VyuZiti 3-polyA konce

Nasmérovani proteinu
do chloroplastu

Nasmérovani proteinu do ER

Integrace epitopu do DNA
v chloroplastu

Integrace epitopu do virové DNA

Adaptovat kodon na preferované rostlinami.

Eliminovat sekvence, které destabilizuji nebo se podili na sestfihu mRNA. Minimalizovat vyskyt vla-

Mél by byt vlastni rostlinam, specificky pro pletivo, indukovatelny faktory v prostiedi.
Druhotné signaly ovliviiujici akumulaci proteinu.

Integrace DNA sekvence do jaderné DNA a nebo pouZiti N-koncové signélni sekvence pro cileni
cytoplasmatickych proteint do chloroplastt.

VyuZiti retenéniho signédlu endoplasmatického retikula.

Integrace DNA sekvence do chloroplastové DNA s potiebnymi expresnimi signdly: protein je
exprimovan a akumulovan v chloroplastu.

VlyuZiti virového promotoru pfi integraci epitopu do rostlinného viru.

VyuZiti defektniho viru k zvyseni vytézku a ochrané prostiedi.

Exprese polycys mRNA

Vybér selekénich marker

Integrace vice epitopl pod jednim expresnim signalem.

Vyuziti vhodnych selekénich genli s moznosti jejich eliminace z genomu po selekci.

spojené s jeho dalSim zpracovanim, tyto podminky
byt splnény nemusi. Tepelné zpracovéni je moiné
pouze tam, kde nedojde ke ztraté funkcnosti (Daniell
et al; 2001).

Vakciny podle cilového plisobeni

Vakciny proti infekénim onemocnénim

Existuje fada antigen(, jak proti mikrobidlnim tak
proti virovym onemocnénim, jejichz producenty jsou
rostliny. Pocate¢ni pozornost byla vénovéna lidskym
patogendm, avsak soucasny vyzkum se vénuje téz
zvifecim. Produkce antigenu neni nijak limitovana je-li
znama sekvence DNA kodujici cilovy antigen.

Vakciny proti autoimunitni reakci

Pfi autoimunitnim onemocnéni nerozezna imunitni
systém, ktera tkan je jeho vlastni a ktera je cizi, a tak
dochazi k rozsdhlému poskozovani vlastnich organd.
Piikladem takového onemocnéni je artritida, mnoho-
Cetna skleréza a diabetes | typu. Snahou je oralné
podanou déavkou autoantigen( z rostlin inhibovat pro-
tildtky imunitniho systému a tim i rozvoj onemocnéni
(Carter & Langridge; 2002).

Vakciny proti lidskym nddoram

Vétsina nadorl je velmi variabilni v diagnoze i lé¢bé,
v ramci jedné skupiny ale existuji spole¢né znaky, tzv.
specifické markery tumor@ (povrchové imunoglobuliny
specifické pro danou skupinu nadort), s jejichz pomo-
ci Ize u jedince vyvolat tvorbu specifickych protilatek.
Slozita struktura celého imunoglobulinu vsak brani
jejich vétsimu vyuziti. Namisto celé vicefetézcové mole-
kuly Ize k imunizaci pouZzit jednofetézcovy hypervaria-
bilni uUsek (scFv, ,single-chain variable region”).
Prirozené ziskané, indukované nebo pasivné pfijaté
protilatky proti témto Gsekdim pak mohou eliminovat
cirkulujici metastaze. Vyvoj téchto antigenl je vsak
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komplikovan skutec¢nosti, Ze mnohé useky jsou téz
auto-antigeny. V poslednich desetiletich imunologové
identifikovali fadu specifickych epitop(, z nichz nékteré
se pokouseji pouzit k syntéze a vyvolani imunitni
odpovédi organismu (napi. rostlinna vakcina proti
mela-nomu) (Zhang et. al., 1998; McCormick et. al.,
1999).

Biotechnologické postupy

Produkce vakcin v rostlindch zévisi na dostupnosti
sekvence DNA kodujici antigen a na pfipravé vhodné
GM rostliny. Stabilni zplsoby transformace rostlin zatim
existuji dva: intergrace heterologniho genu do jaderné
nebo do plastidové (chloroplastové) DNA. Rostlinu lIze
téz transformovat pomoci infekce virem s modifiko-
vanym genomem. Rostliny produkujici dva nebo vice
antigen mohou byt ziskany pouzitim vice konstruktd
nebo pohlavnim kiizenim. ZpGsoby transformace zavisi
na pozadovaném cili.

Integrace genu do rostlinného genomu

Expresi genu muze ovlivnit mnoho faktord, jako jsou
pouzité spektrum kodon(, typ promotoru, sekvence
smérujici antigen do bunéénych kompartmentt a dalsi
(Tab. II). Vyuziti transportnich protein muze byt téz
nutné, zejména pro malé fragmenty vakcinacnich anti-
genl. Lokalizace integrovaného genu v genomu ma
na produkci a akumulaci antigenu v rostliné téz urcity
vliv. Agrobacterium tumefaciens a technologie agroin-
fekce je nejvice pouzivanym prostiedkem k dosazeni
permanentni integrace genu, ale pfi procesu integrace
dochazi k zavadéni heterologni DNA v ndhodnych pozi-
cich genomu, coz mize mit vliv na miru exprese cilo-
vého genu (Walmsley & Arntzen; 2000).

Dal3i moznosti je vpraveni genu nebo sekvence nuk-
leotidd@ do cirkularni DNA chloroplastu (cpDNA), ktera
je pfitomna v mnoha kopiich v dané burice. V tomto



pfipadé je transformace dosazeno nastielenim castic
s DNA, kterd se integruje do genomu ve specifickych
pozicich mechanismem homologni rekombinace, ktera
vyuzivd postranich sekvenci (Daniell et. al.; 2002).
Integrace do cpDNA je cilend za pomoci homologii
rekombinace s vyuzitim postranich sekvenci. To zame-
zuje variabilni expresi genu a utiSovani dilezitych gend,
jevy ke kterym dochézi pfi integraci do jadra. PouZiti
cpDNA nabizi mnozstvi vyhod. Nukleotidova sekvence
cpDNA je pro fadu dalezitych plodin znama a je
piitomna az v burice je obsazena az v 10 000 kopiich.
Dale pak bylo u chloroplastu dokazano spravné
zpracovani eukaryotickych proteind, vetné sprav-
ného sbaleni a tvorby disulfidickych mdastkd. Dalsi
zdsadni vyhodou je zvySend akumulace proteinu
(az 47 % veskerych rozpustnych proteinl, v porov-
nani s 0,01 - 0,4 % u jadernych transformaci). Tato
akumulace pfitom nemd negativni vliv na fotosynte-
tické vlastnosti chloroplastu. V soucasnosti je limituji-
cim faktorem skutec¢nost, Ze rutinni postup je
zndm pouze u tabdku a ze produkce proteinl
v chloroplastech neumozriuje nékteré posttranslacni
upravy (napf. glykosylaci) (Daniell et al.; 2001).

WuZziti rostlinnych vird k transfekci

Jedno vldknové RNA viry se ukazaly byt efektivnimi
vektory pro produkci vakcin v rostlindch. Podstatou
vyuziti rostlinnych virG je vlozeni cilového genu do
genomu viru a to vétsinou ve formé genetickych fuzi se
sekvencemi kodujicimi obalové proteiny viru. Infekce
rostliny takto upravenym virem vyusti ve vnitrobu-
nécnou akumulaci cilového produktu. Proteinova
sekvence ani virovy genom neni nikdy integrovan
do rostlinného genomu a protein je tedy produkovan
jen infikovanymi burikami. Tento pfistup vSak neumoz-
nuje vkladani pfilis dlouhych sekvenci. Vyhodou je ale
moznost pomérné rychlé konstrukce modifikovanych
virl a moznosti infikovat virem vice druhd rostlin.
(Yusibov et al.; 1997).

Zpusob aplikace a reakce protilatek

Vétsina infek¢nich agens se dostavé do téla resorpci
na slizni¢nich epitelech. Indukce slizni¢ni imunity se
nejlépe dosahne pfimym (oralnim) podanim vakciny,
ktera stimuluje tvorbu IgA, nejhojnéjsi protilatky slizni¢-
nich sekretd. Zatimco klasické vakciny jsou uspésné pfi
vyvolani systémové imunitni odpovédi (1gG), u sliznic
jiz tomu tak neni. Rostlinné vakciny se ukézaly jako
vhodné prostiedky k vyvolani obou imunitnich odpo-
védi. Velkym problémem orédlniho podani vakcin je
jejich degradace v zaludku. Tu Ize eliminovat pomoci
ochrany vakciny sténou rostlinnych bunék, ktera umoz-
nuje prichod do stiev, kde je pak antigen pozvolna
uvolriovan. DalSim problémem orédlniho podéni vakcin
je nizkd imunogenita a moznost vyvolani tolerance
k podévané davce. To lze fesit vyuzitim smérovanych
molekul nebo piipojenim peptidové nadstavby, napi.
u antigend hepatitidy B, a tim snizeni diluce imuno-
genu béhem vstiebavani. Daldi studovanou moznosti
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je injekéni podani rostlinnych extraktd (Walmsley &
Arntzen; 2000).

Bezpecnost a veiejné minéni

Neni znam pfipad kontaminace rostlinnych antigen(
zivocisnymi. Neni zndma interakce rostlinné DNA se
zviteci a rostlinné viry nenapadaji Zivocisné buriky.
| pfesto panuji v soucasnosti mnohé obavy z pouziti
GM rostlin, pfedeviim pak v Evropé. Jednou z obav je
moznost zkiizeni GM rostlin s divokymi druhy a mozné
ovlivnéni biodiverzity. Tomu Ize zabranit napi. samci
sterilitou, pouZitim cpDNA, kterd pochazi vidy jen
od samicich rostlin. Dalsiho zvySeni bezpecnosti Ize
dosahnout pfidénim barevnych pigmentl odlisujicich
rostliny geneticky modifikované a nemodifikované
(Daniell et al. ; 2002). Je dilezité si uvédomit, Ze rost-
liny produkujici vakciny spadaji do kategorie medicinal-
nich produktt a mély by byt péstovany, zpracovavany
a regulovany jako farmaceutické produkty. S rlstem
mnozZstvi akumulovaného proteinu, klesaji naroky
na prostor a je mozné, ze v brzké dobé se produkce
jedlych vakcin omezi pouze na uzaviené sklenikové
kultury, kde lIze vétsSinu podminek regulovat.

Hrozba biologickych zbrani

V posledni dobé vzbudily pozornost mnohé infekéni
nemoci, jako jsou nestovice, antrax a mor, jejichz
pavodci jsou pouZitelni jako biologické zbrané.
OhroZené zemé nyni stoji pfed nutnosti byt pfipraveny
vakcinovat ¢ast nebo celé své obyvatelstvo v kratkém
Case. To znamena pfipravit miliony vakcin, uskladnit je
a Cas od casu obnovovat. Ekonomické a technické
vyhody rostlinnych vakcin (Tab. I) je piedurcuji jako
idealni ndhradu tradi¢nich vakcin. Vyzkum vakcin proti
potencidlnim hrozbam jiz zapocal.

Budouci perspektivy

Ackoliv je vyvoj jedlych vakcin jesté v pocatcich,
dosavadni vysledky naznacuji, Ze by mohly brzy nalézt
Siroké uplatnéni v klinické praxi. Dal3i vyzkum ukaze
zda budou spliovat standardy definované Svétovou
zdravotnickou organizaci (Milstien; 2002). Kdy to
bude? Vyvoj nékterych vakcin je nyni ve fazi klinickych
testl. DalSim krokem je vyvoj efektivnich zplsobi
produkce, pokryvajici poptavku po rekombinantnich
vakcinach a udpravy produktu pro G¢inné podani
vakciny. Vyuziti syrovych ¢asti rostlin k ordlnimu podani
se ukazuje jako nedostate¢né Gic¢inné z diivodu obtizné
standardizace vakcina¢ni davky v rdmci jedné skliz-
né. Problematickd je i omezena doba pouzitelnosti
Cerstvych produktl. Susené produkty, zejména zrna,
viak nabizi jak dlouhou trvanlivost se zachovénim
uc¢innosti vakciny tak Gc¢innou standardizaci vakcinac-
nich davek, pfipravovanych z mletych zrn.

Dulezitou otazkou zlstavd, kdo timto vyvojem ziska?
Kdo se bude schopen a ochoten zabyvat vyzkumem,
vyrobou a kontrolou rostlinnych jedlych vakcin?
Budou pak tyto vakciny dostupné i pro rozvojové
zemé?
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Souhrn

V tomto piehledu je popsén soudastny stav vyzkumu produkce vakcin pomoci rostlin. Zaroveii jsou diskutovany vhodné experimen-
talni pfistupy, hodnoceni rizik a o¢ekavané trendy.Vyssi rostliny (napf. bananovnik, brambor, tabak nebo rajée) mohou byt transformo-
vany na bioreaktory produkujici vakciny stabilni inkorporaci heterolognich gen(i do jaderné nebo plastidové DNA. Stejného cile maze
byt dosazeno pomoci rekombinantnich rostlinnych vir( jako vektorli umozriujicich expresi pozadovaného genu v rostliné.Oralni ¢i paren-
talni podani rostlinnych preparatt nebo piima aplikace modifikovaného rostlinného pletiva pfi vakcinaci maze fesit i nékteré problémy
vyskytujici se pfi obvyklém zplsobu vakcinace proti plivodctim chorob jako jsou napi. autoimunitni reakce ¢&i proliferace rakovinnych
bunék. Tento pfistup mize zérovefi nabidnout G¢innou obranu proti bioteroristickym Gtokam.

Summary

Tichy J.: Edible vaccines

In this review, the current status of research is described in the field of plant-based vaccine production. Suitable experimental approa-
ches, risk assessment, and future perspectives are also discussed. Higher plants (e.g., banana-tree, potato, tobacco, or tomato) could
be converted into vaccine-producing bioreactors by stable integration of specific heterologous gene in nuclear or plastid DNA.
Same goal could be achieved when recombinant plant viruses are used as vectors allowing for expression of the gene-of-interest in
plant. Oral or parenteral administration of plant-based preparations or direct use of modified plant tissues in vaccination can resolve
some problems occurring on common vaccination against causative agents of diseases, autoimmune responses and against cancer
proliferation. Such strategy could simultaneously offer a potent defense tool against bioterorism threats.

MITOSOM - NOVA ORGANELA

Martin Svéda
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze

Uvod roli. U nizSich jednobunécnych eukaryot jako napf.
Z fylogenetického a taxonomického hlediska rozdélu- Trichomonas vaginalis nenachazime v cytoplasmé
jeme Zivé organismy do tii zdkladnich domén: eubak- mitochondrie, ale pfibuzné hydrogenosomy. Druhy
teria (bakteria), archea a eukaryota. Jednotlivé organis- Giardia lamblia (syn. G. intestinalis) nebo Entamoeba
my mdZeme na drovni buiiky délit podle vnitini orga-  histolytica byly az donedévna povaZovany za prosté
nizace na prokaryota a eukaryota, kdy eubakteria organel pFI'bUZI'I)'/Ch mitochondriim nebo hydrogenoso—
a archea postradaji vnitiné diferencované jadro (maji mdm a oznacovaly se jako amitochondrilni. To plati
tzv. prokaryoticky typ bunék), zatimco pro eukaryota dodnes, oviem v roce 1999 byla nezévisle dvémi vyz-
je typicka pfitomnost ohrani¢eného jidra jako orga- kumnymi skupinami objevena u druhu E. histoly-tica
nely a také dal3ich organel (pfedstavuji tedy eukaryo- nova organela, kterda stavbou buné&tné mem-
ticky typ vnitrobun&éného uspofadani). Mezi zakladni brany a dalSimi, pfedevi3im molekularnimi, znaky
organely fadime jadro, endoplasmatické retikulum pfipomina mitochondrie. Na zékladé této analogie
(hladké, drsné), Golgiho apardt, chloroplasty, lyso- byla nové organela pojmenovana mitosom (krypton)
zomy, peroxizomy nebo mitochondrie. U chemoorga- [1, 2].
notrofnich organisma, které ziskavaji energii ve for- Pro lepsi pochopeni vztahu mitochondrie a mitosom,
mé ATP pomoci oxida¢ni fosforylace, hraji je vhodné se alespori v kréatkosti zminit charakteristiku
v energetickém metabolismu mitochondrie klicovou téchto organel.
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Mitochondrie

Na zakladé mnoha védeckych poznatkd se pfedpo-
klad4, ze mitochondrie jsou evolu¢ni pozlstatek pra-
staré proteobakterie (aerobni nebo anaerobni), kterd
do hostitelské (patrné jiz eukaryotické) buriky vnikla
procesem endosymbiosy pied asi 2 miliardami let.
Prestoze mitochondrie prosly dlouhou evoluci, stale si
zachovavaji znaky svého bakterialniho prapiedka
a urcitou miru autonomie. Mitochondrie je od okoli
ohrani¢ena vnéjsi a vnitini membréanou; vnitini mem-
brana zvySuje sv(j povrch tvorbou meandrovitych
zahyb, tzv. kristy, které obsahuji enzymovou kaskadu
nezbytnou pro vznik membrédnového potencialu,
a soucasné vymezuje matrix mitochondrie. Na rozdil
od ostatnich buné¢nych organel (mimo chloroplast()
obsahuji mitochondrie vlastni proteosynteticky aparat
a Cast ptvodniho genomu ve formé cirkularni DNA.
V pribéhu souZiti s hostitelem doslo ke ztraté casti
vlastniho genomu endosymbiota, ktera byla integrova-
na do jaderné chromosomalni DNA hostitele.
V duisledku toho muselo dojit ke vzniku nového tran-
sportniho mechanismu (komplexy TIM a TOM), ktery
by translokoval plvodné mitochondrialni proteiny,
dnes syntetizované v cytoplasmé, do mitochondrie [3].
Tvorba membranového potencidlu a jeho naslednd
pfeména na molekuly ATP pomoci ATP synthasy neni
jedinou funkci mitochondrii, jakkoliv je nejvice sklo-
novana. Tvorba a maturace Fe-S proteind, regulace
buné¢ného cyklu a metabolismu, ¢i Géast mitochondrii
Vv procesu apoptosy, jsou dalsi Zivotné dulezité funkce,
které mitochondrie v bunce zastévaji [4, 5]. Mito-
chondrie jsou navic se v reakci na metabolicky stav
buriky schopny nezavisle délit a znovu ,spajet” [6].

Hydrogenosomy

Hydrogenosomy byly poprvé popsany v roce 1973,
a jsou taktéz ohrani¢eny dvojitou membranou [7].
Nalézdme je u anaerobnich protozoi jako T vaginalis,
Trichomonas foetus, Psalteriomonas lanterna nebo
Nyctotherus ovalis. Podobné jako mitochondrie se hydro-
genosomy podili na tvorbé ATP, oviem nikoliv mechanis-
mem oxidacni fosforylace, ale energeticky méné vyhodné
substratové fosforylace, kde jako kli¢cové enzymy vystupu-
ji acetosukcinatCoA transferasa a succinylCoA synthetasa.
Nézev hydrogenosom je odvozen od skute¢nosti, Ze jako
kone¢ny produkt metabolismu vznika kromé CO,
a acetatu, také plynny vodik (H,) [8]. Hydrogenosomy
obecné nenesou v matrix zadnou vlastni genetickou
informaci, a jsou tedy zdvislé na proteosyntetickém
aparatu v cytoplasmé. Tento fakt vyznamné komplikuje
analyzu plvodu hydrogenosom. Jsou vysledkem neza-
vislé endosymbiosy anaerobni eubakterie nebo adaptace
proto-mitochondrii na neustdle se ménici Zivotni
podminky? Pfitomnost genu pro chaperon Hsp70
bakterialniho typu v chromosomalni DNA T. vaginalis
poukazuje na mozny mitochondridlni plivod hydrogeno-
somu [9]. Pod oznaceni protozoa fadime pestrou $kalu
organismd, a tedy neni nijak pfekvapujici, ze u N. ovalis
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byla objevena hydrogenosomélni DNA [10]. MdzZeme se
tedy tésit na dalsi teorie o plivodu hydrogenosomu.

Mitosomy

Prvnim krokem pfi vyvoji buriky eukaryotického typu
z buriky prokaryotni byla izolace genetické informace
do organely ohrani¢ené biologickou membréanou,
do jadra. Vznik mitochondrii a dal$i zmény v buné¢né
stavbé vedly ke vzniku buriky eukaryotického typu, jak ji
dnes zname z odborné literatury. Dlouhou dobu se pfed-
pokladalo, ze lidsky patogen G. lamblia je amitochond-
ridlni, vyvojoveé stary a tvofi onen nutny spojovaci ¢lanek
— prvni jaderna eukaryota. Ovsem v roce 1998 byla u G.
lamblia prokézéna exprese genu pro chaperonin 60
(cpn60), tj. genu mitochondridlniho ptvodu. Objevil se
tak prvni nédznak, ze endosymbiosa proteobakterie,
kterd polozila zédklad budoucich mitochondrii, nastala
mnohem dfive, nez se dosud predpokladalo [11].

Nabizi se otazka, jak se do amitochondridlniho orga-
nismu dostala DNA koédujici mitochondridlni protein?
V Gvahu pfipadaji dvé vysvétleni: bud' probéhl horizon-
talni pfenos genetické informace mezi proteobakterii
a nové vznikajici eukaryotickou burikou, nebo po proce-
su endosymbiosy proteobakterie doslo k ,redukéni” evo-
luci, jejichz nésledkem doslo ke ztraté proteobakteridlni
DNA jeji kompletni translokaci do chromosomalniho
genomu a dale ke ztraté nékterych funkci a zméné veli-
kosti, coz byla patrné nejvétsi prekazka k jejich objeveni.
Tyto Gvahy vedly k experimentdm, jejichz vysledkem bylo
v roce 1999 popsani neznamé organely u Entamoeba
histolytica — mitosomu [1, 2]. Metodou imunofluoresce-
n¢ni mikroskopie, ktera byla pouzita u obou vyse uvede-
nych studii, ovSiem nelze detailné poznat strukturu mito-
somu. Proto byla pfi vyuZiti analogického pfistupu speci-
fické detekce, tj. pouZiti protilatky specificky interagujici
s ,mitochondridlnimi” proteiny (Hsp70, IscU, IscS), reali-
zovana vizualizace mitosom{ pomoci imunoelektronové
mikroskopie. Lokalizace provedené u G. intestinalis
a Trachipleistophora hominis odhalily, Ze mitosomy jsou
podobné jako mitochondrie ohrani¢eny dvojitou mem-
branou. Jejich velikost je pfiblizné 140x65 nm a c¢etnost
se pohybuje v rozmezi 25 100 mitosom{
na buriku [12, 13].

Podobné jako hydrogenosomy nemaji mitosomy
vlastni genetickou informaci a jsou tedy odkazany na
transport vSech esencidlnich proteinl z cytoplasmy.
U eukaryot maji proteiny, které jsou piedurceny
k transportu do mitochondrie N-koncovou cilici pre-
sekvenci, jez je rozpoznavana transportnim komplexem
TOM a TIM a ktera je u maturovaného proteinu odstépe-
na specifickou proteasou. Nabizi se tedy otazka: jakym
zplsobem jsou mitosomalni proteiny transportovéany?

U proteint IscU a ferredoxinu z G. lamblia je na
N-konci mitosomalni cilici presekvence, jejiz pfitom-
nost je pro transport do mitosomu naprosto krucialni.
V mitosomu, stejné jako u mitochondrii dochazi
k odstépeni této cilici presekvence zatim blize nespeci-
fikovanou metalloproteasou. Cileni heterologniho pro-
teinu IscU a ferredoxinu z G. intestinalis do hydrogeno-



somu v T. vaginalis, a dokonce transport proteinu GFP
jehoz N-konec je extendovdn mitosomalni cilici pre-
sekvenci ferredoxinu z G. lamblia do mitochondrii
v savCich burikdch HEK 293 potvrzuje konzervovanost
transportniho mechanismu od mitochondrii po mito-
somy a vzdjemnou pfibuznost téchto organel [14, 15].
Na druhou stranu proteiny IscS, Hsp70 a Cpné60,
které jsou prokazatelné pfitomny v mitochondriich
i mitosomech, postradaji ndm znamou N-koncovou
cilici presekvenci nebo aspor jeji homolog [14]. Ovsem
ani to neni nijak prekvapujici, jelikoz mitochondridlni
proteiny jako chaperinin10 nebo thiolasa, nemaji
na svém N-konci odstépitelnou cilici presekvenci. Jejich
transport do mitochondrii je zprostfedkovan N-konco-
vou sekvenci, kterd je soucasti maturovaného proteinu
a neni proteolyticky odstépena [16, 17].

Na rozdil od mitochondrii a hydrogenosom(, nejsou
mitosomy schopny vytvaiet ATP a jedinym zdrojem
energie je substratova fosforylace v cytoplasmé daného
anaerobniho protozoa. Mitosomalni proteiny Hsp70
a Cpn60 jsou pro vykon své funkce (napoméhaji sbalo-
vani transportovanych proteinl) zavislé na ATP.
Z mitochondrii zname pienasece (MCF), které jsou
schopny transportovat pestrou Skalu substrati véetné
ATP a to v obou smérech. U E. histolytica byl identifiko-
van homolog MCF, ktery se podili na transportu
ATP/ADP. Mitochondrialni MCF je pohdnéna koncentra-
¢nim gradientem a membranovym potencidlem,
ovSem u E. histolytica nedochazi ke vzniku membrano-
vého potencidlu a mechanismus vymény ATP/ADP
zatim nebyl objasnén [18].

V genomu Encephalitozoon cuniculi oviem Zzadny
homologni gen pro MCF nalezen nebyl [19]. Jak tedy
mitosomy E. cuniculi ziskdvaji tolik potfebné molekuly
ATP? Mozné vysvétleni neni tfeba hledat daleko, staci
odvratit zrak od eukaryotickych parazitd k proka-
ryotickym. Na zékladé dfive charakterizovanych transpor-
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térl ATP/ADP u bakteridlnich parazitd rod0 Rickettsia
nebo Chlamydia, byly in silico vybrany ¢tyfi domnélé
transportéry ATP/ADP nazvané ECNTT1 ai EcNTT4.
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z cytoplasmy pomoci ECNTT3.
Zavér

Mitosomy jsou organely ohrani¢ené dvojitou mem-
branou a nalézdme je u nékterych anaerobnich proto-
zoi jako G. intestinalis, E. histolitica, E. cuniculi nebo
T. hominis. Svoji stavbou se az na maly rozmér podoba-
ji mitochondriim, ovSem nejsou schopny vytvaret ATP.
Zda se, ze mitosomy navic neobsahuji vlastni genetic-
kou informaci, jakkoliv jsou takové zavéry vidy ,riskant-
ni”. Nicméné mitosomy obsahuji proteiny IscU a IscS,
které se zde podobné jako v mitochondriich podili
na sklddani a maturaci Fe-S protein(. Pfedpokladda se,
ze pravé tato funkce byla krucidlni pro zachovani
~degenerovanych” (nesmime podléhat iluzi, Ze mito-
chondrie to co umi dnes, uméla i pfed 2 miliardami let)
mitochondrii v podstaté adaptovanych na anaerobni
zivotni styl hostitele. Mitosom bude zanedlouho mit na
krku prvni kfizek. Snad mdzeme konstatovat, ze jsme
se s nim méli moznost pomérné dostate¢né poznat.
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ci, které jejich hostiteli mohou zpUsobit je mnoho.
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Seznam zkratek

Fe-S proteiny (IscS, IscU) - proteiny obsahujici komplexy Zeleza se sulfidovymi ionty; slouzi jako pfenasece
elektront napf. v dychacim fetézci.

Hsp70 (z angl. ,heat shock protein”) — chaperon; Gcastni se sbalovéni protein( resp. brani Spatnému sbaleni.
Cpn60 (Hsp60) — chaperonin; Gcastni se sbalovani proteind, resp. aktivné napomaha spravnému sbaleni.

TIM (z angl. ,translocase of the inner membrane”) — transport biomakromolekul pfes vnitini mitochondrialni
membranu (IM), usnadriuji ukotveni MCF do IM.

MCF (z angl. ,mitochondrial carrier family”) — selektivni pifenasece ATP, ADP, aminokyselin, ketoldtek, aj. pres IM.

TOM (z angl. ,translocase of the outer membrane”) - transport biomakromolekul pies vnéjsi mitochondridlni mem-
branu.

GFP (z angl. ,green fluorescent protein”) — protein vykazujici zelenou fluorescenci po excitaci modrym svétlem.

Souhrn

Jednobuné¢na eukaryota jako Giardia intestinalis nebo Entamoeba histolytica byly a jsou povazovéany za amitochondrialni. OvSem v roce
1999 byla u téchto druhll popsana nové organela — mitosom. Morfologicky je podobny mitochondriim, ale na druhou stranu neobsa-
huje vlastni DNA a neni schopen tvofit energii ve formé ATP. Jakou ma mitosom funkci? Jaky je ptivod mitosomu? Existuje pfibuznost
mezi mitochondrii a mitosomem? Odpovéd na tyto otdzky budou hledat nasledujici fadky.

kli¢ova slova: mitosom; mitochondrie; hydrogenosom

Summary

Svéda M: Mitosome - a new organelle

Unicellular eucaryotes (Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica and next) were and still are considered to be amitochondrial.
However, a new organelle, mitosome, was described in these species, in 1999. Morphologically, mitosome looks like mitochondria, but
on the other hand mitosome has no intrinsic DNA and it is unable to produce energy in the form of ATP. What is function of mito-
some? What is the origin of mitosome? Does any relationship exist between mitosome and mitochondria? This article searches
the answers.

key words: mitosome; mitochondria; hydrogenosome

POMUZE GENOVA TERAPIE LECIT CIVILIZACNi CHOROBY?
g:;;;lzzangrg: a mikrobiologie,VSCHT Praha

Uvod genového inzenyrstvi, design vektorl a zavedeni stan-
Kazdy jedinec d&di své geny od svych rodi¢d a dale dardnich protokoll zlstéva stéle vyzvou pro mnohé
je predava swym potomkdm. Z téchto dévodd rozdily védce. Jak na tuto szvu odpovime_rc_)zhodne 0 dalsim
v lidském genomu uréuji rozdily mezi jednotlivci. osudu genové terapie v moderni klinické mediciné [2].
Nékteré zmény, obvykle jednoho genu, mohou zpUso-
bit zdvazna onemocnéni jako je cysticka fibroza ¢i thal-
lasemie. Mnohem castéji v3ak varianty genl interaguji
s prostiedim, coz ¢ini nékteré jedince citlivé k rakoving,
srde¢nimu selhani ¢i jiné civilizaéni chorobé [1].
Genové terapie poskytuje novou moznost v lécbé
lidskych chorob. Pfimym pfenosem genetického mate-
ridlu do cilovych bunék muize byt vyuZito funkci

Civiliza¢ni choroby

Civiliza¢ni choroby jsou definovény jako skupina one-
mocnéni, které se spiSe nez popisem vymezuji vy¢tem,
i kdyz v obecnosti Ize patrné fici, Zze se jedna o choroby,
které jsou spojeny s zivotnim stylem pfedevsim moder-
ni doby a vétsich mést. Hlavnimi pfi¢inami vzniku téchto
chorob jsou priimyslova velkovyroba a druhotné i pfijem
kaloricky bohatych potravin zejména tuc¢nych a slanych

na arovni gend a molekul. a pfeslazenych jidel, které jsou pfevainé z Zivocisnych
Piedpoklada se, ze genova terapie bude Siroce zdrojti, déle pak vyznamny ubytek fyzického pohybu,
vyuZivéna v protirakovinné le¢bé aktivaci primami  nadméma konzumace jidla, a cigaret a zvy3eny stres.
a adaptabilni imunity, inhibici onkogent a angiogend, Mezi nejcastéji se vyskytujici civiliza¢ni choroby pati
a také pfi dalSich onemocnénich. Navzdory tomuto hlavné cévni onemocnéni, pfedéasna aterosklerdza,
|é¢ebnému potencidlu prokdzanému u zvifecich mo- infarkt myokardu, obezita, diabetes mellitus, nadory,
del@ a v nékterych pilotnich klinickych studiich je geno- deprese, vysoky krevni tlak, pfed¢asné starnuti, za-
va terapie stadle podrobovana intenzivni diskuzi pro nétliva revmaticka onemocnéni kloubd, chronicky tina-

vedlejsi ucinky a etické problémy. Techniky a vyuZiti vovy syndrom a dalsi [3].
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Bylo zjisténo, zZe kardiovaskularni onemocnéni je
pii¢cinou umrti 17 miliond lidi ro¢né ve svété a je jednou
z nejbéznéjsich pficin smrti v rozvinutych zemich (WHO,
2006). Epidemie kardiovaskularnich onemocnéni stale
probiha a odhaduje se, ze za deset let bude hlavni pfici-
nou umrtnosti v rozvinutém svété (WHO, 2006) [4].

Revmatickd artréza (RA) je nejbézinéjsim zanétlivym
onemocnénim postihujicim pfiblizné 0.5 — 1% dospélé
populace v Severni Americe. Vyvoldva vyznamnou
patologii a poskozeni funkci u postizenych jedinct.
RA je multifaktoridlni onemocnéni, jehoz hlavni riziko-
vé faktory zahrnuji genetickou nachylnost, pohlavi,
vék, koufeni, infekéni cinitele, hormony, stravovéni
a socioekonomické a etnické faktory. Onemocnéni RA
snizuje kvalitu Zivota provazenou pietrvavajici bolesti,
funkéni nepohyblivosti, vycerpanosti, depresi a ne-
schopnosti zvladdat kazdodenni ¢innost. Artroza patfi
mezi hlavni pfic¢iny invalidity v rozvinutém svété.
Lécba pro tuto nemoc neexistuje a soucasna terapie
spociva ve zpomaleni progrese onemocnéni a ulehceni
symptomatickych projevd [5].

Vysoky krevni tlak je jednim z nejvyznamnéjsich riziko-
vych faktorl pro rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni
(KVO). KVO se rozsituji ve vech populacich a predstavuji
hlavni pfi¢inu dmrti v primyslové vyspélych zemich.
Hypertenze zvysuje riziko onemocnéni perifernich artérii,
kardiomyopatie, infarktu a selhani ledvin [6].

Genové inZenyrstvi

Genova terapie vyuZiva preparacni metody pro pfipra-
vu genl ¢i genovych segmentl pouzivanych pro lécbu
nemoci. BéZnym pfistupem v genové terapii je identifi-
kovat nefunkéni gen a nahradit jej kopii funkéniho genu.
Jiné pfistupy zahrnuji spousténi ¢i vypinani specifickych
gend. Cilem genové terapie pro vsechny metody je vlo-
zit terapeuticky materiél do cilenych bunék, kde se stane
aktivnim a vyvola ocekédvané lécebné Gcinky [1].

Genova terapie je nové vyvinuty pfistup k lécbé
chorob, ktery se objevil na konci 20.stoleti a snazi se
lécit lidské choroby pfesunem genetického materidlu
do bunék. Genova terapie zahrnuje fadu nedavno vyvi-
nutych technologii jako je separace gent a jejich puri-
fikace, volba vektoru (virové a nevirové povahy), tech-
niky transferu atd. Tato terapie se velmi rychle rozviji
a ma potencidl nastolit novou éru v lécbé lidskych
chorob. Stejné jako béinad terapie, genova terapie
podléha Norimberskému kodexu (1974) a Helsinské
deklaraci (1964), které ustanovuji zakladni etiku vyzku-
mu zahrnujici zranitelnost a zajmy pacientd stejné jako
vyhodu nezdvislého posouzeni vyzkumu. Avsak genova
terapie také vyvolava etické otazky a obavy vefejnosti
na tfech hlavnich frontach. Za prvé, zda existuje riziko,
ze v dlsledku zamérné zmény v lidské zarodecné linii
muze dojit ke zméné dédi¢nych vlastnosti lidské bytos-
ti. Za druhé, rGzné nové technologie nadale pohanéji
tyto debaty. Napfiklad genova terapie uzivand v déloze
je nezbytnou a pouzivanou technikou pro lé¢bu nékte-
rych genetickych poruch béhem fetalniho vyvoje, ale
obavy z rizika transgenerace v zarodecné linii a otazky
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bezpec¢nosti plodu zkomplikovali jeji vyvoj. Zatfeti,
dopad nepfiznivych Gcinkd udrzuje diskuzi o etice.

V zéfi 1999 mlady dobrovolnik Jesse Gelsinger
zemiel po pfijeti adenovirového vektoru pro lécbu
zdédéného onemocnéni z deficience ornitin-transkar-
bamy-lasy na univerzité v Penn State. O tfi roky pozdéji,
v fijnu a prosinci 2002, nemocnice Necker v PafiZi
oznamila, Ze se u dvou chlapcli po genové terapii pro
X-SCID (tézka kombinovana imunodeficience) vyvinula
forma leukémie. Dalsi dikazy se objevily ve stejném
roce, kdy Li Z et al. oznamili, Ze retrovirdlni vektory
mohou zpUsobit onkogenni transformaci.

V roce 1988 Evropska rada pro lékaisky vyzkum
vydala prvni oficidlni prohldseni proti genové terapii
zérodecnych bunék, které bylo néasledovano prohlase-
nim Rady Evropy v roce 1991 o poruseni zakladniho
lidského prava na dédéni piirodni a nezménéné gene-
tické struktury od rodi¢d. Navzdory témto prohldsenim
mé& mnoho jednotlivych zemi svou vlastni politiku.
V Nizozemi (1989) a v USA (1982) odlozili zdrode¢nou
genovou terapii kvili etickym a technickym prekazkam,
zatimco v Némecku (1987) ziskala genova terapie status
trestného cCinu v dasledku diraznéjsi politiky zemé.
Nicméné s vyvojem v oblasti biomediciny, etické
a politické analyzy, pojem a praktiky genové terapie byly
pfehodnoceny. Ukazalo se, Ze somatickd genova terapie
je velkym piinosem v lé¢bé riznych lidskych onemoc-
néni, coz predstavuje pro védce velkou vyzvu v kontro-
le jejich vyhod a nevyhod. Dalsi souvisejici otazkou je
moralni hodnoceni rizik provadét vyzkum v oblasti
genové terapie. VétSina zemi podporuje morélni legiti-
mitu genové terapie somatickych bunék pro lécbu
nemoci. Ackoliv genova terapie sebou nese zminéna
rizika pfi aplikaci na lidské jedince, jeji potencidlni pfinos
by mohl byt realizovan nasim zvySenym usilim [2].

Pokroky genové terapie v ramci lécby civilizacnich
chorob

Nddory jater se fadi na paté misto ve vyskytu malig-
nich onemocnéni na celém svété a jsou pficinou umrti
piiblizné jednoho milionu lidi ro¢né. Pokud progrese
nddoru znemozrfiuje chirurgickou resekci a pouziti
dalsich konven¢nich metod, jako je transarteridlni che-
micka embolizace a systémova chemoterapie, je tézké
je lécit kvali nizké ucinnosti a vysoké mife komplikaci
pak prfenos terapeutickych geni do nadorovych ¢i
pfednadorovych tkani otevird nové dvere k Ié¢bé. Byla
vyvinuta velkd snaha na podporu tohoto pfistupu
na preklinické i klinické urovni. Velky pocet metod
muizZe byt zvolen pro genovou terapii véetné aktivace
tumor-supresorovych gent, inhibice karcinogeneze
a nadorové angiogeneze, podpory specifické citlivosti
genu na léky, pfenosu onkolytického viru a stimulace
protirakovinné imunity. PfestoZe genova terapie nado-
ru jater byla prokazana jako uc¢inna u vétsiny zvifecich
modeld, stale chybi dostate¢nd informace o ucinnosti
a bezpecnosti této lécby u lidi. Terapeutické geny, dav-
kovani a administrace, typ vektoru a nadoru samotné-
ho jsou vsechno slozky, které je nutno peclivé zvézit.



Genova terapie se pouziva hlavné jako doplnék konve-
néni [é¢by, a mnohé pokusy byly provadény u pacientd
s pokrocilymi nédory. Pro nedostatek tdaji o lé¢bé
rakoviny v pocéate¢nim stddiu méze byt podhodnocen
redlny Gc¢inek genové terapii nadord. Nicméné s prudce
rostoucim klinickym testovanim budeme mit dostatek
informaci pro analyzu a urceni genové terapie. Ackoliv
pokusy na zvifecich modelech a nékteré pilotni klinické
studie poukazuji na slibnou budoucnost, genova tera-
pie je stale na pocatku [2].

Doposud pii vétsiné studii, které zkoumaly vyuZiti
genové terapie pfi 1écbé ischemické choroby, bylo po-
uzito dodéni jediného genu. Tyto geny jsou bud rozho-
dujicimi kontrolnimi body v zékladni patologii nebo
predstavuji zacatek kaskady acinkd. Dalsi potencidlni
metody, které byly zkouméany v preklinickych mode-
lech, zahrnuji uziti vice nez jednoho aktivniho genu
nebo poutziti transkrip¢niho faktoru pro expresi, coz by
mélo za nasledek indukci souboru gend. Elegantni
metody pro zlepseni vyvoje cévniho systému byly pred-
lozeny v preklinickych modelech s vyuzitim vektord
nesoucich cévni endothelialni rdstovy faktor (VEGF)
a angiopoetin nebo pomoci vice izoforem VEGF
v rznych pomérech. Tyto tdaje naznaduji, Ze revasku-
larizace mlze byt efektivné dosazeno prostfednictvim
komplexni simultdnni aktivace rdznych cest. Potencial
byl rovnéz prokdzan pomoci ex vivo genové terapie
fibroblastt s vyuzitim adenovirovych vektord.

Studie zahrnujici genovou terapii vedouci ke sti-
mulaci angiogeneze byly provedeny u pacientt
s onemocnénim periferniho cévniho systému. U¢innost
terapeutické angiogeneze s vyuzitim VEGF pro pienos
gen( byla zaznamenana u lidskych pacientd s kritickou
ischémii koncetiny. Ackoliv Gcinnost byla prokazana
u zvifecich modelt a bezpec¢né ve fazi | v klinickych
studiich, jednoznacné diikazy o ucinnosti nebyly proka-
zany u pokust s placebo kontrolami. V budoucnosti
bude potieba optimalizovat vektory pro pienos gent,
vyuziti alternativnich gend a/nebo rodinnych genl
a vyuZziti in vivo nosi¢l gend, coz bude mit za vysledek
efektivni doruceni genu do cilovych tkani. Tyto pokusy
budou muset byt po peclivém vyhodnoceni zvifecich
modell doplnény vhodnymi klinickymi testy [4].

V poslednich nékolika letech bylo dosazieno znac-
ného pokroku ve vyuzZiti genové terapie pii [é¢bé artri-
tidy. Existuje viak mnoho piekazek, které musi byt
piekondny, nei se stane mozZnost lécby realitou.
Budouci studie budou muset vyfesit zlepseni cileného
pfenosu vektord, regulace exprese transgend, ziskdni
dlouhodobého transgenniho projevu a zlepSeni bezpe-
¢nosti a ucinnosti vektorl pied tim, nez se genova tera-
pie stane Zivotaschopnou metodou pro klinickou lé¢bu
u revmatoidni arteriézy. Faze | klinického hodnoceni
byla provedena pomoci retroviralnich vektorli dodéava-
jicich IL-1 receptory (IL-1ra) do fibroblast(. Buriky byly
nésledné vpustény do kloubd RA pacientt. Pfi pldnova-
né arthroplastii o 1 tyden pozdéji byl pozorovén vyz-
namny projev transgenu u o3etfenych kloubl. Zadné
nezadouci ucinky nebyly hlaseny [5].
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Béhem let se v genové terapii hypertenze objevily
dvé strategie: strategie vyfazeni ¢i snizeni exprese genu
a strategie zahrnujici stimulaci ¢i indukci prepisu genu.
Avsak teprve transgenni strategie zmény genetické
sestavy byly Uspésné pfi snizovani vysokého krev-
niho tlaku nebo prevenci nardstu krevniho tlaku
u pokusnych zvifat. Predklinické studie na zvifatech
s vyuzitim kddujici DNA (antisense — AS) byly mimo-
fadné uspésné a byly rozhodujici pfi zajistovani
koncep¢ni podpory pro tuto strategii. AS ma mnoho
omezeni, a proto nemusi byt ideédlni pro pouziti
u c¢lovéka. Napfiklad prestoze systémové dorucovéni
virovych vektor( obsahujicich provéfenou a bezpecnou
sekvenci je moiné, systémové doruceni AS u lidi
neni Zadouci, protoze mlze nespecificky zacilit geny
na nezadouci mista [6].

Nastésti je mozné pracovat na zlepSeni ucinnosti
a bezpecnosti soucasnych protokol(, a tento vyvoj je
ocekavan v klinickych studiich pomérné brzy.

Vystavba novych vektorli pouzivanych pro pienos
genl je samoziejmé dllezita a jsou moziné zmény,
které omezi riziko mutageneze, jako je za¢lenéni DNA
a RNA izolac¢nich sekvenci do integra¢nich vektord,
pouziti autoinaktiva¢nich vektorl potlacujicich silné
virové enhancerové sekvence, nebo bezpecné cileni
do oblasti genomu. Nakonec vyvoj homolognich
rekombinaci nebo genovych oprav tak, aby pfesné
opravily genetické mutace, nebo vystavba mitoticky
stabilnich mimochromozomalnich vektor& by odstra-
nily mnohé z téchto problémd, ale sou¢asné technolo-
gie jsou nedostate¢né.

Potencial genové terapie v lécbé onemocnéni
¢lovéka je ziejmy a klinickd data jsou ziskdvana.
Nemélo by byt zapomenuto, Ze doba mezi névrhem
a potvrzenim terapeutického uspéchu ani pokracujici
vyskyt nezadoucich G¢inkd spojenych s dosavadnimi
pristupy se nelisi od dalSich vyznamnych zdravotnic-
kych pokrokd, jako je tomu napfiklad i u transplantace
kostni diené a organt. Nepochybné podobné strategie
budou pouzity i na dalsi tézké smrtelné nemocdi,
ale také na vétsi pocet nemoci spojenych s vyznamnym
zdravotnim postizenim [7].

Zavér

Z piedlozeného piehledu lze usuzovat, Ze vyuziti
genové terapie v l1é¢bé civiliza¢nich chorob je vyzkum-
nym zdjmem mnoha védcG. Uspéchy pozorované
u zvifecich modell vsak jesté neznamenaji jisty ispéch
pro lé¢bu lidskych nemoci, avSak podporuji probihaji
klinické studie. Pro pfesné zhodnoceni uspésnosti
chybi stéle dostatek udajt. Nékteré modely se jevi jako
velmi slibné, jiné byly zavrzeny ihned v pocatcich.
Otézky etiky a bezpecnosti genové terapie by samoziej-
mé mély byt zvazovany, ale na prvnim misté by mél stat
predevsim zdjem o bezpe¢nou lé¢bu pacienta
a sledovani jeho zajmu. Na konec¢nou odpovéd védct
ohledné vyuziti genové lé¢by nejen civiliza¢nich chorob
si budeme tedy muset jesté chvili pockat.
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Souhrn

V poslednich letech se v disledku moderniho Zivota, mimo jiné spojeného se zvySovanim piijmu kaloricky bohaté stravy a sou¢asnym
snizovanim fyzického pohybu, rozvinula fada onemocnéni nazyvana civiliza¢ni choroby. PouZiti genové terapie, kterd vyuzivd manipu-
laci s genetickym materidlem pro Ié¢bu civiliza¢nich chorob, se stalo vyzvou pro mnohé védce a dosavadni vysledky vyzkum( jsou
shrnuty v této praci. Navzdory lé¢ebnému potencialu prokdzanému u zvifecich modelt a v nékterych pilotnich klinickych studiich
je genova terapie stale podrobovéana intenzivni diskuzi pro vedlejsi ucinky a etické problémy.

klicova slova: genové terapie; civiliza¢ni choroby

Summary

Vafiova K.: May the gene therapy help to treat civilization diseases?

In recent years, as a result of modern lifestyle associated with increased intake of energy-rich diet and reduced physical movement,
a number of diseases has developed reffered to civilization or lifestyle diseases. The introduction of gene therapy that uses the mani-
pulation of genetic material, in the treatment of these diseases has become a challenge for many scientists. The present results of this
research are summarized in this paper. Despite the demonstrated therapeutic potential in animal models and in some pilot clinical
trials, gene therapy is still subject to intense debate for the side effects and ethical issues.

key words: gene therapy; civilization diseases
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