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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

VdZeni prdtelé,

po kratkém odechu prii dovolenych béhem ne piilis
dlouhého léta jsme zase vsichni ve viru mnoha povin-
nosti. Piesto doufam, Ze si najdete chvili pii které si
prectete nds Bioprospect. Jako obvykle bych Vam rad
pfipomenul nékteré nedavné udalosti i nékteré akce,
které se budou v blizké budoucnosti odehrévat.
Vyznamnou udalosti jisté bylo zavrSeni vystavby
moderni budovy Ustavu molekuldrni genetiky AV CR
slavnostni otevienim nadherného velkého prednasko-
vého sédlu mezindrodni konferenci konané dne 26. 9.
2008. Jako predndsejici byla pozvdna fada vyznamnych
védcl ze zahrani¢i. Soulasnou nabidku prednédsek
a semindfri lze nalézt na webové strdnce ustavu
(viz www.img.cas.cz ). Z dalsich vyznamnych domécich
udalosti bychom se radi zminili o snaze zaloZit klastr
biochemickych podnikd a instituci zamérenych na bio-
technologie. V soucasné dobé se diskutuje forma, cile
a obecné zaméreni takového klastru. Piedpokladame,
Ze v piistim cisle Vam pfinesem podrobnéjsi informace
o této iniciativé. NemuZeme se také nezminit o iniciati-
vé Czechinvestu (www.czechinvest,org ), ktery poidda
dne 6. 11. 2008 v Koliné nad Rynem biotechnologicky
semindf, jehoZ ucelem je prohloubeni cesko-némec-
kych obchodnich vztah( a ziskani znalosti o tomto sek-
toru. Dle naseho nézoru je to vyborna piileZitost k zis-
kani kontakt(i pro Vase firmy. Uéast na semindfi je zcela
zdarma, stejné jako mozZnost pfinést prezentacni mate-
ridly firmy ¢i smluveni schiizek. Ve dnech 14. — 17. 10.
2008 navstivila nasi zemi tajvanskd delegace a ve
dnech 3. — 5. 11. 2008 budou usporadany konference
v Praze a Brné. Dadle si Vas dovolujeme informovat
o konani v ramci jedinecné biotechnologické udalosti
ve stfedni Evropé BIOTEC 2008. Konference Gate2Bio-
tech se uskutecni na brnénském vystavisti 22. fijna
2008 jako soucast doprovodného programu mezina-
rodniho veletrhu zdravotnické techniky, rehabilitace
a zdravi — Medical Fair Brno. Dalsi zajimavé akce
domdéci i zahrani¢ni jsou presentovany na portalu
www.gate2biotech.cz. V soucasnosti Ize také najit
na webové strance evropského biochemického kongre-
su (Praha 4. — 9. 7. 2009, www.FEBS2009.0rg) jiZ
kompletni program vsech symposii. Vyznamnou
udélosti pofddanou némeckymi kolegy (Frei University
Berlin) je ,Proteomic Forum®*, které se uskutecni ve
dnech 29. 3. — 2. 4. 2009 v Berliné (www.ctw-con-
gress.de/ProteomicForum2009. Dalsi zajimavou uda-
losti v pfistim roce je “2" Annual World Congress
of Industrial Biotechnology 2009”, ktery se probéhne
ve dnech 5. — 7. 4. 2009 v Seulu v Jizni Koreji. Hlavnim
tématem kongresu je “Innovative Biotechnology for

37

Sustainable Bio-economy”(http.//www.bit-ibio.com).
V souvislosti s IBS 2008 v ¢inském Dalianu bylo ozné-
meno konani pfistiho IBS 2010 (tedy ji za 2 roky)
v italském Rimini v pribéhu zéfi ve spolupréci s Univer-
sitou v Bologni. Mluvime-Ii o vyhledu pak je jisté vhod-
né prfipomenout, Ze 5. ¢esko-svycarské biotechnologic-
ké symposium planujeme na zafi 2011 ve spolupréaci
s UMG AV CR s vyuZitim jejich excelentnich kongreso-
vych podminek.

Jisté Vas bude zajimat, Ze “European Life Scientist
Organization” (ELSO) a European Molecular Biology
Organisation (EMBO) ozndmili na zéfijovém mezind-
rodnim kongresu v Nice, Ze se chtéji spojit v jednu
organisaci, a to jiZz do konce letosniho roku. Vytvéii se
tak konkurence European Federation for Biochemistry
and Molecular Biology (FEBS) a International Union for
Biochemistry and Molecular Biology (IUBM). Pokud se
zajimate o lipidomiku pak Vam doporucuji nahlédnout
na webové stranky www.lipidomicnet.org , které jsou
provozovany nositeli evropského projektu (21 vyzkum-
nych skupin a 5 SMEs) na toto téma. Casopis “New
Biotechnoly”, vydavany nakladatelstvim Elsevier, se stal
oficidlnim casopisem Evropské federace biotechnology
(EFB). Doporucujeme se o néj zajimat. NemiZeme
zapomenout ani na problematiku GMO. Podle tiskové
zprdvy Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky
v r. 2008 péstovalo jiz 171 péstitell geneticky modifi-
kovanou Bt-kukufici na 8 380 ha. Divodem pro nértst
ploch s Bt kukurici jsou pretrvavajici problémy nasich
péstitelii se skidcem zavijecem kukufiénym, proti
kterému je Bt kukurice odolnd. DileZitym argumentem
Jsou i pozitivni trileté zkuSenosti ceskych péstiteld.
Tato kukurice se pouZivd vyhradné ke krmnym acelim
a neni tedy pouzivdna jako potravina.
(http://www.mze.cz/Index.aspx?ch=270&typ=1&val=4
21248&ids=0).

Bt-kukurice stéle zistdva jedinou u nds komeréné
péstovanou GM-plodinou. Pres positivni zkuSenosti se
stale proti péstovéni této plodiny v EU broji. Naproti
tomu v USA jiZ byla predloZena pravidla pro vyuZiti
geneticky modifikovanych hospodaiskych zvifat pro
potravinaiské ucely. Ndvrh je nyni ve stadiu diskusi
a zda se, Ze prvnim povolenym Zivocichem k lidské
vyZivé bude losos.

Jako vZdy jsme pro Vas pripravili nékolik zajimavych
prehlednych ¢lankd, které se Vam jisté budou libit.
Tésime se na Vase piispévky do prosincového (Cisla.

Se srde¢nymi pozdravy
Vas Jan Kas






ODBORNE PRiSPEVKY

TERAPEUTICKA A PATOLOGICKA FUZE NADOROVYCH BUNEK
S IMUNITNIiMI BUNKAMI - NADOROVE VAKCINY VERSUS

NADOROVE HYBRIDY

Monika Holubova', Jan Strnadel’, Dusan Usvald', Jifi Klaudy', Daniela Planska’, Luca Vannucci?, Petr Vana’,

Hana Reisnerova?, Frantisek Jilek?, Vratislav Horak’

'Laboratof biologie nddord, Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR v.v.i. Libéchov

2Ceskd zemédélska univerzita v Praze
*Mikrobiologicky tstav AV CR v.v.i, Praha

Uvod

Nadorové vakciny se v poslednim obdobi diky stéle
se zvétsujicimu objemu poznatkd z oblasti imunologie
nador( stavaji nadéjnou zbrani proti rakoviné. | kdyz je
nadorové vakciny prozatim mozné s ¢aste¢nym uspé-
chem poutzit jen pfi [é¢bé imunogennich typd nadort
(predstavuiji relativné malou skupinu), do stadia klinic-
kého testovani se uz dostalo velké mnoistvi rizné
designovanych nadorovych vakcin. Tyto vakciny jsou
zalozené na aplikaci celkového néadorového lyzatu,
izolovanych nador — asociovanych (TAA) a specifickych
nadorovych antigend (TSA)'?, konjugatli chaperono-
vych HSP-proteind s navazanymi antigenovymi peptidy,
radia¢né inaktivovanych nadorovych bunék transfeko-
vanych virem?, fznich hybrid@ nadorovych a dendritic-
kych bunék* a podobné. Cilem [é¢by pomoci nadoro-
vych vakcin je stimulace specifické protinadorové imu-
nitni odpovédi. Terapie pomoci vakcin byvéa kombino-
vana s podptrnou lé¢bou. Velkou dlohu v doplikové
lé¢be hraji malé signélni proteiny — cytokiny, resp.
jejich inhibitory. Cytokiny mohou byt soucasti tzv. dru-
hého signélu, potfebného k aktivaci cytotoxickych
CD8+ T-lymfocytd. Nadorova tkan je ve své podstaté
schopna vyvolat imunitni odpovéd’, a to hlavné u imu-
nogennich nador (napi. u melanomu). V dusledku
schopnosti nadorovych bunék produkovat imunosup-
resivni faktory vsak dochazi k potlacovani imunit-
ni odezvy, coz ma za nasledek progresi nadoru.

Imunitni odpovéd’ je tedy nutné ,restartovat” pfipadné
zesilit vhodné zvolenym vakcina¢nim pfistupem.
Vakciny, jejichz zédkladem je fuze vlastni nadorové
a ,dércovské” dendritické bunky, se nazyvaji fazni
nadorové vakciny.

Fyziologicka a experimentalni fliize bunék

Fuzi bunék oznacujeme proces, pfi kterém dochazi
k splynuti dvou pfipadné vice bunék za vzniku hybrid-
niho fuzantu. Pokud tento hybrid vznikl fuzi rdznych
bunék, vyznacuje se piitomnosti vétsiho poctu jader
a expresi povrchovych znakl charakteristickych pro
fuzujici bunky. Fize bunék je jev, probihajici také v nor-
malnich fyziologickych procesech. Typickym pfikla-
dem je diferenciace kmenovych bunék, vyvoj svalovych
bunék, repara¢ni procesy a podobné.

Experimentalné je mozné flzi bunék navodit nékolika
zplsoby: fyzikdlné (pusobenim elektrického pole),
chemicky pomoci polyetylenglykolu PEG (Obr. 1.)
(proces pouzivany pii tvorbé hybridomovych linii pfi
produkci monoklonalnich protilatek) nebo pomoci virl
(viy mohou indukovat vznik nadorovych faznich
hybrid(1). Podstatou ftize pro terapeutické ucely je vyuzi-
ti vlastnosti obou rodi¢ovskych bunék na navozeni
protinddorové imunitni odpovédi. Fiznim partnerem
pro nadorovou bunku mohou byt makrofagy (Tab.1),
do popredi zajmu se v3ak dostavaji pravé dendritické
buriky.

Tab. 1. Makrofagy jako fuzni partnefi pfi pfipravé nadorovych vakcin

typ nddoru zdroj makrofégi antigen aplikace vakciny tumor antigen objektivnf klinické
specifickd imunitni vysledky
odpovéd’
melanom monocyty MelanA intranodélné ano ano
gp100
tyrosinaza
Lyzét nadoru
melanom monocyty MelanA intraven6zné ne ano
gp100
tyrosinaza
melanom monocyty MelanA intraven6zné ano ano
gp100
melanom monocyty MAGE-3 intranodalné ano ne
intraven6zné
melanom CD34 MelanA intravenzné ano ne
gp100
tyrosinaza

39



Fuzni nadorové vakciny a dendritické buiky

Dendritické buiiky jsou hlavnimi antigen prezentujici-
mi bunkami. Tyto dleZité modulatory imunitniho
systému vznikaji z hemopoetickych piedchidct v kost-
ni dieni. Vyznacuji se schopnosti pohlcovat (fagocyto-
vat) cizorodé antigeny. Po jejich opracovani v endozo-
mech a nasledném navazani na MHC molekuly Il. tfidy
stimuluji v lymfatickych organech nezralé T lymfocyty
a urcuji povahu nasledné imunitni odezvy (Th1 nebo
Th2). Byly objevené r. 1868 Langerhansem, ktery je
plvodné povazoval za nervové bunky kize.

elektrofuze,

X

Nadorova
bunka

alogenni
dendriticka burika exprimujici MHCII

Obr. 1. Vznik fazniho hybridu*

Dendritické buriky uz nasly uplatnéni v imunoterapii
pii pfipravé tzv. pulznich vakcin, u nichZ dochazi k jejich
saturaci nddorovymi antigeny. Zajem o vyuziti dendri-
tickych bunék na pfipravu faznich vakcin zvysil objev
tzv. “cross-prezentace” nadorovych antigent dendri-
tickymi buiikami pfimo na molekulach MHC I. tfidy.
Antigeny pochazejici z nekrotickych anebo apoptickych
nadorovych bunék mohou byt prezentované dend-
ritickou bunkou jak CD4+ ,helper” T-lymfocytlim
(na MHC 1l), tak i CD8+ cytotoxickym lymfocytlim
(pomoci MHC 1)>¢ (Obr. 2). Fuzi nadorovych bunék
s dendritickymi bufnkami schopnymi prezentovat nado-
rové antigeny je moziné stimulovat protinddorovou
imunitni odpovéd’. Pokusy na nadorovych modelech
ukazaly, ze specifickou protinadorovou imunitni odpo-

Proteazém
**m
peptidy i /‘ :
—

endozom

Exogenni antigeny

Geny
(vlastni/
viralni)

Obr. 2. Prezentace antigenu dendritickou burikou®
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véd’ nevyvolava smés izolovanych nadorovych a dend-
ritickych bunék, ale jen jejich fazni hybridy.” Pokusy
na nadorovych liniich dokazaly, ze k fazi bunék docha-
zi také spontanné - mnohé patofyziologické defekty
nalezené v nadorovych bunkach (napi. polyploidita) je
mozné vysvétlit pravé fazi dvou nadorovych bunék
v rizném stadiu diferenciace®.

Existuje mnoho postupd, jak navrhnout a vytvorit
protinadorovou vakcinu. Vakcinace pomoci cilené
vytvofenych hybridd néadorovych bunék s bun-
kami dendritickymi pfedstavuje jeden z postupd, ktery
mbze vést k Sirokému uplatnéni v lé¢bé nékterych
druh@ nadord. Izolace a nasledna fuze nadorovych
bunék pacienta s darcovskymi dendritickymi bunkami
je proces, ktery je technicky zvladnutelny a diky rychlé-
mu rozvoji izola¢nich postup@ (napi. magnetické sepa-
race bunék pomoci protilatek zna¢enych magnetickymi
¢asticemi) je izolace dendritickych bunék lehce realizo-
vatelna na jakémkoli pracovisti.

Samotny protokol pfipravy faznich vakcin se tedy
sklada z faze autologni nadorové bunky exprimujici
nadorové antigeny a alogenni dendritické bunky expri-
mujici kostimula¢ni molekuly nevyhnutelné k aktivaci
efektorovych T-lymfocytl. Pfitomné MHC molekuly II.
tfidy zéroven aktivuji pomocné (help) CD4+ lymfocyty,
které podporuji protinadorovou imunitni odpovéd'.
K aktivni spolupraci CD4+ a CD8+ lymfocytl je totiz
nezbytné, aby antigeny byly prezentované stejnou anti-
gen-prezentujici burikou.

(Pato)fyziologické hybridy

Spontanni tvorba hybridd nadorovych bunék s nékte-
rymi buiikami imunitniho systému (napf. s makrofagy)
byla popsana u lidi a na nékolika Zivocisnych nadoro-
vych modelech. Takto vzniknuté hybridy mohou mit
vlastnosti obou rodic¢ovskych bunék — po nadorové
buiice maji schopnost neomezené prolifera¢ni schop-
nosti, po makroféazich schopnost pronikat do nejriiznéj-
Sich tkani organizmu. Tento fakt ma velky vyznam
pii studiu zakladni biologické povahy metastatického
procesu®. Na druhé strané, hybrid vzniknuty fzi nado-
rové buiky a makrofagu maze predstavovat objekt se
zvySenou antigenicitou v disledku fenotypové antigen-
ni kombinace. To mize vést k zviditelnéni nadorového
loziska s jeho naslednym odhojenim v procesu zna-
mém jako spontanni regrese nadord.

Nadorové vakciny jako zpiisob odhaleni skrytého
potencialu imunitniho systému

Nadorové vakciny prozivaji renesanci po nékolika
desetiletich. Zvy3ujici se zdjem o jejich studium a apli-
kaci je zplsoben stale nardstajicim mnozstvim poznat-
ka z oblasti nadorové imunologie. | kdyz je nepravdé-
podobné, ze nadorové vakciny v blizké budoucnosti
nahradi klasické terapeutické postupy jako chemotera-
pii ¢i radioterapii, jejich potencidl a vyznam bude kon-
tinualné nardstat. Nespornou vyhodou terapie pomoci
nadorovych vakcin je fakt, ze jde o terapii ,Sitou na
miru” pro kazdého pacienta s vyuzitim autolognich
antigennich profilG. Paradoxné, relativni malé procento
Uspésnosti Ié¢by pomoci nadorovych vakcin je mozné
¢aste¢né vysvétlit tzv. klonalni selekci — vznikem klon



nadorovych bunék s odliSnym antigennim fenotypem
(odpovéd’ na selekéni tlak béhem imunoterapeutické-
ho pfistupu).

Zavér

Vlyzvou pro onko-imunology do budoucnosti teda
zUstava pochopeni slozitych regula¢nich interakci
v systému nador-imunitni systém a jejich aplikace do
strategie pfipravy protinadorovych vakcin. V Laboratofi
biologie nadort na Ustavé Zivotisné fyziologie a gene-
tiky AV CR v.v.i jsou k dispozici dva rizné Zivocisné
nadorové modely - outbredni model melanomu,
reprezentovany miniprasetem linie MeLiM (Melanoma-
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CERVENE BIOTECHNOLOGIE - HISTORIE A SOUCASNOST

\(endula Rusiakova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Biotechnologie patfi vedle IT technologii mezi nej-
rychleji se rozvijejici obory. Hlavni misto mezi nimi
zaujimaji tzv. ¢ervené biotechnologie neboli medicin-
ské biotechnologie.Patfi mezi né vyroba biofarmaceu-
tik, vakcin, genovych testl, buné¢né a genové terapie,
genové inzenyrstvi, aj. Jejich historie saha do roku
1928, kdy byl objeven Alexandrem Flemingem penici-
lin. Pocatky biofarmaceutického primyslu se datuji
od roku 1971. V roce 1975 byla pfipravena prvni
monoklonalni protildtka. V dal$im roce byl exprimovan
prvni lidsky gen v bakteriich. Rok 1978 byl pfelomovy,
byl pfipraven insulin a rdstovy hormon. V roce 1986 se
zacala vyrabét prvni rekombinantni vakcina proti hepa-
tidité B'. Mezi prvni produkéni organismy biofarmaceu-
tik patfily E. coli, nasledovaly Saccharomyces cerevisiae,
které jsou schopny sekretované proteiny glykosylovat.
Obecné se eukaryotické organismy jevi jako vhodnéjsi
producenti pro svoji schopnost dalSich potranslacnich
modifikaci, jako je napf. fosforylace tyrosinu, threoninu
a serinu, pfidani mastné kyseliny atd. Mezi dalsi nizsi
produkéni organismy se fadi Pichia pastoris, Hansenu-
la polymorpha a Aspergilus sp. Sav¢ich bunék se zaca-
lo vyuZivat v pocatcich 80. let, kdy bylo potieba pfipra-
vit glykosylovany erytropoetin, coz nebylo v E. coli
mozné. Jako prvni produkéni linie byly pouZity oocyty
kiecka cinského. V 90. letech se zacali pouzivat trans-
genni zivocichové, ktefi produkovali pozadované latky
ve svém matefském mléce napi. hemoglobin v prasa-
tech, o-antitrypsin a fibrinogen v ovcich. Uvaiuje se
o produkci biofarmaceutik v mo¢i zvifat. Vyhodou obou
postupt je snadna izolace jiz posttranslacné modifiko-
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vanych protein(®>. V poslednich letech bylo zahajeno
ovéfovani moznosti Ié¢by za pomoci genovych terapii®.

Diabetes mellitus a insulin

V roce 1922 byl poprvé podaén insulin ¢trnactiletému
pacientovi a ten prezil kriticky stav. O rok pozdéji uz je
insulin produkovan komer¢né firmou Eli Lilly & Comp'.
Nez byl objeven a izolovan insulin, lidé umirali kratce
po diagnostikovani diabetes mellitus. Od roku 1926 byl
insulin vyrabén uZ i v Cechéach®. Insulin je produkovan
v B-bunkéch Langerhansovych ostrlvkd slinivky bfisni.
Je nezbytny pro metabolismus glukosy. Poruchy spoje-
né s jeho nedostatkem a nedostatkem receptorll pro
insulin se nazyvaji Diabetes mellitus prvniho a druhého
typu. Insulin mdze byt ziskavan z ZivocisSnych tkani (nej-
Castéji z vepiovych pankreat(i) nebo jako rekombinant-
ni. Ten ma stejné aminokyselinové sloZeni jako lidsky.
Mezi nejcastéjsi produkéni organismy patfi E. colia Sac-
charomyces cerevesiae, které byly geneticky modifiko-
vany. Insuliny délime podle doby Gcinku na kratkodo-
bé, sttednédobé a dlouhodobé*:. Stejné jako u jinych
nemoci i zde se hledé feSeni pomoci bunécnych tera-
pii. Byly provedeny pokusy vnaset jiz plné difenrenco-
vané buiiky schopné produkovat insulin pfimo do orga-
nismu. Ale ty byly zatim nedspé&$né. Resenim by mohly
byt kmenové buriky, které se po implantaci do slinivky
pfeméni na 3 buriky Langerhansovych ostriivkd.

Hemofilie a koagulacni faktory

Hemofilie — nemoc kralt. Hemofilie patii mezi rece-
sivni dédicné onemocnéni projevujici se poruchou
srazlivosti krve. Postizeny trpi krvacenim do kloubd,



neschopnosti zastavit krvacejici ranu a tvorbou modfin.
Touto nemoci trpi jeden clovék z 5000. Nejvaznéji
nemocni maji méné nez jedno procento chybéjiciho
faktoru a musi dostavat intravenosné rekombinantni
srazeci faktor nékolikrat tydné.

RozliSujeme dva zakladni typy hemofilie. Typ A se
projevuje nedostatkem koagula¢niho faktoru ViIii,
zatimco hemofilie typu B je nedostatek koagula¢niho
faktoru IX. Od roku 1978 je mozné toto onemocnéni
lécit pomoci rekombinantné pfipravenych latek'. Gen
pro faktor VIII byl tspésné vloien do ledvinovych
kie¢cich bunék a je exprimovan jako jeden fetézec,
ktery je nasledné autokatalyticky rozstépen na vysledny
protein. Cisty protein je smichan s lidskym sérovym
albuminem pro zvyseni stability. Obdobnym zptsobem
se da pfipravit i srazeci faktor IX. Ten je produkovéan
v oocytech kiecka cinského. Oba faktory se prodavaji
v lyofilizované formé®. Nyni se objevuji i prvni pokusy
lécit hemofilii pomoci genovych terapii. Byl pfipraven
virovy vektor, ktery obsahuje gen pro faktor IX a ten byl
uspésné vnesen do lidského organismu®. Tato léc¢ba je
zatim ve stadiu vyzkumu. Pro faktor VIII se pouziva jina
metoda, izoluji se kozni bunky, do nich je vloZzen gen
pro dany faktor a buiky jsou implantovany do bficha.
Po ctyfech mésicich se mnoiZstvi faktoru VI v krvi
pacienta zvysi nad kritické jedno procento’.

Vakciny

Pocatky ockovani spadaji na zacatek 18. stoleti,
kdy bylo v Anglii zavedeno ockovani proti pravym
nestovicim pomoci kravskych nestovic. Toto ockovani
bylo ucinné z 50 %, pfesto se velmi rychle ujalo.
Jesté pied dvaceti lety byly podstatou vSech vakcin
bud’ inaktivni nebo neskodné virové castice. Po vnese-
ni do lidského téla byly produkovany pfislusné protilat-
ky. Nyni se zacinaji vakciny pfipravovat pomoci genové-
ho inzenyrstvi. Jednotlivé virové proteiny jsou produko-
vany pomoci mikroorganisml a nasledné precistény
a vnaseny do lidského organismu. Prvni takto pfiprave-
nou vakcinou byla vakcina proti hepatitidé B. JiZ v bliz-
ké budoucnosti bude mozno produkovat vakciny
v transgennich rostlinach. Nedavno byly pfipraveny
transgenni rajcata, ktera obsahuji vakcinu proti hepati-
tidé B*. Velké nadéje jsou vkladény do moznosti
piipravy vakcin v transgennich bananech. Tyto vakciny
budou pouzitelné hlavné v zemich tietiho svéta.

Genova terapie

Nejvétsi potencial biotechnologii lezi v oblasti geno-
vych terapii. Vnaseni genli do bunék, zména genetické
informace nebo ,vypnuti nékterych” gent maze zabra-
nit rozvinuti nemoci, pfipadné ji zacit lécit kauzéalné
nebo alespon zmirfovat jeji rozvoj. Jednu z variant jak
vypnout pfepis genl je navrzeni nukleové kyseliny
s komplementarni sekvenci k danému genu a inhibo-
vat tak transkripci. Dalsi variantou je navrzeni ribozymu
schopného degradovat mRNA. Nejpouzivanéjsi metoda
je pfimé vneseni nukleové kyseliny do bunky. Nukleo-
va kyselina mize kodovat gen, pfipadné jeho ¢ast nebo
to mizZe byt pouze nékolik oligonukleotidl, pfipadné
RNA. Cil genovych terapii zalezi na nemoci, kterou maji
Iécit, zda je nutné, aby byl protein exprimovan cely
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zivot (pfipad hemofilie) nebo zda postaci jeho pfitom-
nost po kratsi ¢as (chemoprotektivni proteiny pfi lé¢bé
rakoviny ve zdravych burnkach). Podle mista, kde
dochazi ke zméné genetické informace, mizeme délit
genové terapie na ex vivo a in vivo. Pfi ex vivo pfistupu
se buniky vyjmou z téla, pozméni se a navrati zpét.
Vlyhodou je moznost kontroly pfenosu genu do buriky,
nevyhodou je, Ze tento pfistup je mozny jen pro néko-
lik typl tkéani a musi byt pro kazdého pacienta zvlast’
upravovany jeho buiiky, coz se neda délat ve velkém
méfitku. Pozornost se proto upird k in vivo technolo-
giim. Prozatim bylo zjisténo, Ze pro lidsky organismus
je podani genu intravenosné neucinné. Aby mohla byt
DNA doru¢ena do bunky, musi pfekonat humoralni
a imunologickou bariéru. Jako nositelé genové infor-
mace se pouzivaji virové, pfedevsim retrovirové, i nevi-
rové Castice. Vétsina retrovirl vyZaduje k inkorporaci
své DNA do DNA hostitele bunky ve stadiu déleni. Jedi-
nou vyjimku tvofi lentiviry. Jednim z hlavnich problémi
tohoto postupu je, Ze se DNA vkladéd do genomu
nespecificky a mize dojit k rozvinuti rakoviny. Dalsim je
silnd imunitni odpovéd’ organismu. Pfi pouziti nevirial-
nich metod se nejvice osvédcily liposomy obsahujici
uvniti pozadovanou nukleovou kyselinu®. Bohuzel tyto
lipo-nukleové komplexy se nedaji cilit specificky’.

Jako nejslibnéjsi se jevi zatim genové terapie pro
lécbu rakoviny a leukémie. Existuje tzv. ,Multiple Drug
Resistence”-gen, ktery koduje chemoprotektivni
protein, schopny odstranit cizi chemické slozky
z bunék. Pokud se tento gen vlozi do kostni diené
pacienta s pokrocilou rakovinou, mize tam branit
toxickym efektim chemoprevence™'. Vnaseni gent
do bunék a pfima regulace lidského geonomu je zatim
v pocatcich.

Bunécné terapie

Bunécna terapie je uméld nahrada poskozenych
nebo zni¢enych bunék buikami novymi. Jsou pro ni
idedlni kmenové buiky, coZ jsou nespecializované
bunky, které se za jistych okolnosti mohou vyvinout
v jakékoliv specializované typy bunék, které pravé
potiebujeme k nahradé poskozené tkané. Z kmeno-
vych bunék tak mudzeme ziskat napfiklad mozkové
bunky (neurony, gliové buiiky), buiky svald, kosti,
chrupavky, kize, jater, sitnice apod. Kmenové bunky
muzeme rozdélit do dvou hlavnich kategorii a to
na embryonalni, odvozené z blastocysty embrya
a dospélé kmenové bunky, které se v malém mnozstvi
nachazi ve viech tkanich'. Poprvé byly genové terapie
poutzity v roce 1968, kdy byla ispésné transplantovana
kostni diei mezi dvojcaty™. V roce 1981 byly poprvé
izolovany mysi kmenové burky. V roce 2007 bylo
zaznamenano mnoho Uspésnych pokust o pfeménu
jiz diferencovanych bunék ve kmenové. Doposud se
kmenové buiky vyuzivaji pouze pfi lé¢bé akutnich leu-
kémii, kdy se transplantuje kostni dien, ktera obsahuje
homeopoteické bunky schopné diferenciovat se na cer-
vené a bilé krvinky. V budoucnosti se uvazuje o pouziti
kmenovych bunék pro 1é¢bu rakoviny délozniho ¢ipku,
rakoviny prsu, Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy
choroby", infarktu', mozkové mrtvice, zanétu kloub,
plesatosti, zrakovych nedostate¢nosti a mnoha dalSich.



VétSina z takovych aplikaci jiz prosla preklinickym
testovanim a ceka se na vysledky klinickych testd.
Velkému rozvoji bunécnych terapii zatim brani etické
spory o ziskavani kmenovych bunék.

Genové testy

Genové testovani se definuje jako analyza lidské
DNA, RNA, chromosomd, proteint a metabolitd k urce-
ni dédi¢nych nemoci, karyotypu, genotypovych a feno-
typovych mutaci. Genové testy patii uz dnes k béziné-
mu vybaveni klinickych laboratofi. Pouzivaji se k uréeni
nemoci, vaznych genetickych vad a pohlavi u lidského
plodu, identifikaci osob atd. Poc¢atky genového testo-
vani spadaji do 60. let, kdy byly izolovany chromosomy
a byla objevena pficina Downova syndromu'®. Pro dia-
gnostiku onemocnéni zplisobenych Spatnym poctem
chromozom@ (Downtv syndrom, Turnerllv syndrom,
KlinefelterCiv syndrom, superzena, supermuz) se pouZi-
va pruhovaci technika barveni chromosom( a metoda
FISH (,Fluorescent In Situ Hybridization”), kdy jsou
na casti chromozomd navazany fluorescen¢ni sondy.
Stejna metoda se pouziva pro zjisténi onemocnéni,
zplsobenych delecemi jednotlivych gent nebo jejich
mutacemi. Pro urceni otcovstvi, pfipadné identifikaci
osob se porovnavaji jednotlivé DNA. DNA ze slin,
z klize, krve, z vlast nebo osobnich véci je extrahovana,
namnozena pomoci polymerasové fetézové reakce
(PCR). Déle muze byt takto ziskana DNA sekvenovéna,
analyzovdna metodou RFLP (polymorfismus délky
restrikénich fragmentt) atd. Porovnava se 16 specific-
kych mist na rdznych chromosomech v CODIS loci
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(,Combined DNA Index Systém), coz jsou DNA oblasti
pouzivané jako standard pro ukladani genetickych
profil osob.

Tkanové inZenyrstvi

Mezi dalSi oblasti cervenych biotechnologii patifi
vyroba a vyvoj nahradnich tkéni pro lidsky organismus.
Zatimco transplantace darcovskych organt jsou béiné,
moznosti pfipravovat organy na miru jsou jen omeze-
né. Jednou z vizi blizké budoucnosti je vyroba organt
pfimo z kmenovych bunék. Tim by se zabranilo imunit-
ni odpovédi organismu. Metodami tkanového inze-
nyrstvi lIze pfipravit umélé chrupavky” nebo kizi.
Na polymerni biodegradabilni trojrozmérnou matici se
nanesou buiky z lidské tkané, které jsou nasledné
kultivovany a pak implantovany do organismu. Mezi
pouzivané polymery patii kolagen, heparin, laminin,
fibrin aj. Fibrinogen se odebere pfimo ze séra pacienta,
pomoci thrombinu se indukuje tvorba fibrinové sité,
ve které pak mohou byt ukotveny burky. Ve stadiu
vyzkumu se nyni nachézi vyroba umélych cév, kdy se
elektrospiningem vyrobi tenka vlakna z polydioxanu,
ktera pak tvofi zaklad cévy™.

Zavér

Za poslednich 100 let u¢inilo lidstvo v oblasti medici-
ny velké pokroky. Byla objevena antibiotika, nemocni
cukrovkou dostali Sanci zit, byly vymyceny nestovice,
atd. Nyni stojime pted dobou, kdy bude mozné vyrabét
lidem léky na miru. Genové a bunéc¢né terapie nam
davaji Siroké pole plsobnosti.
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Uvod

Mango se péstuje jako kultivovana rostlina v tropic-
kych a subtropickych oblastech (zvlasté v Asii). Plvo-
dem mangovniku indického je Indie. Je to stale zeleny
strom vysoky 10 — 40 metrd, ve Spi¢ce stromu muize
dosahnout Sitky az 10 metrd. Listy mangovniku jsou
uzké, ale ai 40 cm dlouhé, v mladi nacéervenalé.
Ma malé bilé az rzové zbarvené kvéty ve tvaru vzpfi-
mené laty. Plody jsou velké, ovéalné peckovice, zelené,
oranZové az nacervenalé barvy. Obsahuji velkou,
plochou koZovitou pecku s jedlym jadrem. Maji pi-
kantni, chutnou, vlaknitou, st’avnatou duzninu, Zlutavé
nebo oranzové barvy. Mango muizZeme jist syrové nebo
v salatech, da se pouzit i v teplé kuchyni, susi se a po-
uzZiva jako kofeni. Diky své oblibenosti v tropickém
svété si mango vyslouzilo oznaceni ,kral plodd”.

Péstovani manga ovliviiuje hodné problém(. Zahr-
nuji dvoulety habitus, velikost stromu, néachylnost
k nemocim a skodlivému hmyzu, kratky poskliziiovy
Zivot a poruchy jako deformace a houbovita tkan.
Témér vSechny varianty vznikly pfirozenym cizosprase-
nim, coZ nezarucuje dokonalou rostlinnou reprodukci
a v pfipadé monoembryogenniho rozmnozovani zpu-
sobuje i dlouhou juvenilni fazi. Produkce anthracnosy
Colletotrichum sp. je povazovana za jeden z nejvy-
znamnéjsich poskliziiovych problémd.

Ideélni druh manga by mél mit trpasli¢i fenotyp se
stfedni velikosti ovoce 250 — 300 g. Mél by byt odolny
vic¢i houbovym a bakteridlnim onemocnénim. Plody by
mély mit stabilni pfijemnou chut’ v kombinaci s dob-
rou trvanlivosti. Toho oviem neni mozné dosahnout
tradi¢nimi metodami péstovani. Proto by zahrnuti
biotechnologie v programu péstovani urychlilo vyvoj
pozadovanych kultivard.

RozmnoZzovéani manga in vitro se nesetkalo s komer¢-
nim uspéchem jako jiné ovocné plodiny (ananas,
banan a jahody), jelikoz jsou s nim spojeny problémy
jako latentni mikrobialni infekce, nadmérna exudace
fenolu, kratka Zivotnost explantatd, atd. Biotechnolo-
gie by mohly vyfesit nékteré z téchto problému. Navic
molekularni metody jsou vhodné pro taxonomickou
charakterizaci, pro pochopeni regulace a exprese dfle-
zitych vlastnosti (gen().

Problémy s mikropropagaci manga

Problémy spojené s kulturou manga in vitro jsou exu-
dace fenolu, odbarvovéni média, hnédnuti explantatd,
kontaminace a nepoddajnost (,rekalcitrance”) tkani.
Exudace fenolu: Poutzitim list( a stonkovych explantatt
dochazi k vysoké exudaci fenolu béhem excize
rostlin, hnédnuti explantatd, kontaminaci, odbarvovani
a pomalé ristové reakci.
Latentni systémové kontaminace: Je jednim z limituji-
cich faktor( pro pouzivani vegetativnich ¢asti rostlin.
Mezi skryté plishové infekce manga patfi Alternaria
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alternata (napadéa vsechny rostlinné ¢asti v kazdém
ristovém stadiu, symptomy jsou nejvice viditelné
na listech a zralych plodech), Fusarium subglutinans
(patogen zplsobujici deformace kvétenstvi a vegetativ-
ni deformace manga), dale Colletotrichum spp.a Dothi-
orella spp. Mohou byt distribuované v intra- a inter-
celularnich ¢astech pletiva rostlin jako je kortex, floém,
xylém a v parenchymalnich duzinovych bunkach.
Zpusobuji klesani propustnosti membrany a zvyseni
propousténi rozpustnych Zivin, stimuluji tvorbu apreso-
ria nebo rychly rdst a vyvoj subkutikularné pfitomnych
hyf nebo dal3ich infekénich struktur uvniti hostitelskych
tkani. Redukce ndkazy je moina castou sterilizaci,
specifickymi antibiotiky nebo aplikaci sprsek imidazolu
na vzrostny vrchol rostliny.

Nepoddajnost (,rekalcitrance”): Rekalcitrance je
neschopnost rostlinnych bunék, tkané a organl tvofit
tkanovou kulturu. Tkénové kultury ovliviuji tfi faktory
«cela rostlina” fyziologie donoru, manipulace in vitro
a fyziologie stresu in vitro. Nodalni casti sezénnich
vyhonkd jsou lepsi pro piezivani, mensi exudaci fenolu
a rlGstové reakce, také slozky média (anorganické,
organické, aminokyseliny, enzymy, fytohormony, zdroj
uhliku) pomahaji zmirnit rekalcitranci. Jednou z moz-
nosti pro zlepseni je nalézt vhodné podminky pro
rezZim regulatorG rlstu rostlin. Kombinace auxinu
a cytokininu v médiu podporuji rist vyhonkd manga
z kalusu zralého listu.

Propagace in vitro

Somaticka embryogeneze: jedna se o tradi¢ni zplsob
vegetativniho mnozZeni rostlin. Jde o rychly regeneracni
proces, dileZity pro genetickou transformaci. Zakladem
embrya jsou bunky somatické. Jde o nepfimou soma-
tickou embryogenezi, kdy se z bunék nejprve vytvafi
kalus (pfip. buné¢na kultura) a z nich poté embryo.
Indukce embryogennich kultur manga je zavisla
na morfogenetickém potencidlu nucelu a mateiské
tkani.

Indukce embryogennich kultur: Pro indukci somatic-
kych embryogennich kultur jsou vhodnd monoembryo-
genni vajicka 30 — 60 dnU stard, sklizena po opyleni
z nucelu a asepticky pfenesena na medium. Nucelus
se odstrani z kultivovanych vajicek 1 — 3 tydnt po kul-
tivaci, a pfenese na stejné médium, aby se zabranilo
hnédnuti.

UdrZovani ristu a vyvoje embryogenni kultury: Trvala
proliferace embryogennich kultur vétsiny kultivar je
mozna na indukénim médiu. Tmavnuti kultur je poma-
lejsi v kapaliné nez na pevném médiu. Cytokinin
a auxin jsou potiebné pro proliferaci a uchovani
globularniho embrya manga. Ackoli, cytokinin neni
esencialni pro indukci embrii, ale duleZity pro sti-
mulaci a organizaci apikélniho meristému v pribéhu
zrani.



Dozrédvani (maturace) somatickych embryf: Problémy
spojené s normalnim vyvojem somatickych embryi jsou
predcasné kliceni, sekundarni embryogeneze, z hypo-
kotyl zralych embryi a nepfitomnost bipolarity. Zrani je
fizeny proces, aplikace regulator( ristu (auxinu a cyto-
kininu) pomaha pfi tomto procesu.

Kliceni a prevedeni rostlinek do substrdtu: Susena
somaticka embrya mohou byt po dobu nékolika mési-
cG ulozena bez poklesu jejich klicivosti (u manga
caste¢né dehydrovana nezralda somaticka embrya,
4 — 7 mm dlouhg, zlstala Zivotaschopna 32 dnl bez
matura¢niho média). Zrala somatickda embrya mohou
vykli¢it do vyvinutych sazenic a mohou byt pfemisténa
do pudy.

Organogeneze

Indukce kalusu z asepticky vyklicenych embryi je
mozna z rdznych explantatd jako jsou epikotyl, listovy
fapik a vyhonky. Problémy spojené s polnimi vyhonky
(jako je latentni systémova kontaminace) mohou byt
odstranény vyuzitim in vitro vyrostlych vyhonkd, které
jsou vice citlivé na kultiva¢ni podminky.

Embryogenni kultury

Plody manga jsou nachylné k padavosti, a proto by
embryogenni kultury mohly zlepsit jeho péstovani.
Padani plodl ovliviiuje nedostate¢na vyziva, vlhkost,
hormonalni nevyvazenost, klimatologické faktory
(vysoka teplota, desté béhem kveteni, krupobiti,
rychlost vétru), dalsi rlizné faktory (nedostatek fertiliza-
ce, napadeni nemocemi a Skodlivym hmyzem). Zmény
v pomérech hydrolytickych enzym( a etylenu mohou
byt zpGisobeny zménami v mRNA fizenou excizi speci-
fickych gent. Transgenni rostliny maji antisense verze
rznych gend, které koduji enzymy spojené s degrada-
ci buné¢né stény, stiedni lamely a syntézy etylenu, tyto
faktory souvisi s padavosti plodl. Rostliny by mohli
produkovat nizkou droven hydrolytickych enzymi
a enzymy spojené s biosynthesou etylenu, to by mélo
nasledek mensi padavost plodl. Dalsi moznosti je
transformace rostlin s mutanty Arabidopsis thaliana
etr1 (etylen resistentni) a ein 2 (etylen insensitivni),
které jsou odolné etylenu, coz umoznuje snizit padani
plodd.

Molekulova biologie

Molekulové metody jsou vhodné pro charakterizaci
genetické diverzity (pfibuznosti mezi rznymi kultivary
nebo druhy manga), pro identifikaci gen komercniho
zajmu, zlepSeni pomoci pienosu gend, vytvofeni zmén
existujicich kultivar( in vitro, atd.
Identifikace kultivard: Pouziti molekularnich znacek
zahrnujicich izoenzym a DNA znacky mize byt vyuZito
pro identifikaci kultivard. Dalsi aplikaci by mohla byt
Marker Aided Selection (MAS) pro urychlené péstova-
ni. Pii studiu polymorfismu a segregacniho vzorce
pomoci AFLP znacek v F1 potomstvech odvozenych
kfizenim kultivarG manga Keitt a Tommy prokazali
vysokou polymorfii v F1 potomstvech, priimér segrega-
ce byl 37,16%. Pouziti izoenzym( poukazalo na gene-
tickou zménu kultivard manga. Pfi studiich rlznych
enzym0 (napi. isocitratdehydrogenasy, fosfoglukomu-
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tasy, leucinaminopeptidasy a dalsich) bylo identifikova-
no Sest lokust se 17 alelami ve 41 kultivarech manga
vzniklych samoopylenim a volnym oplylovanim strom.
To umoznuje najit rozdily mezi plvodem mnoha
kultivard.

Kromé identifikace a charakterizace diverzity manga
mohou byt moderni biotechnologické metody vyuzity
pro uréeni pGvodu a vzniku nemoci, které by mohly
ohrozit jeho kultivaci. Jednou z takovych nemoci je
malformace manga. Bylo prokéazano, ze F. subglutinans
je plivodce malformace manga, transformaci ,wild”
izolatl patogenu s GUS reportérem (beta glukuronida-
sou) a hygromycin rezistentnim genem nasledovalo
jejich naockovani do vegetativnich a reproduk¢nich
pupent zdravého manga (kultivar Kent). Po 6 — 8 tyd-
nech inokulace, byly pozorované typické symptomy
malformace. Pfitomnost GUS - zbarveného mycelia
patogenu uvniti rostlinnych organd bylo dalSim potvr-
zujicim dakazem.

Byla také sledovana geneticka diverzita mezi 74 izo-
laty malformovaného manga z rliznych oblasti (Brazilie,
Egypt, Florida, Indie, atd.), které se podobaly F. subglu-
tinans. Bylo zjisténo, Ze skupiny izolat nesouviseji se
zemépisnym plvodem nebo kultivarem manga,
ze kterého byly izolovany. Nékteré infekce pochazely
z geograficky vzdalenych mist, coz poukazuje na moz-
nou nakazu rostlin pfed pfepravou na misto péstovani.

Dale byla provedena charakterizace toxinu produko-
vaného Pseudomonas. Byla nalezena produkce anti-
metabolitu toxinu (pojmenovan jako mangotoxin)
druhy Pseudomonas syringae patogenniho pro mango.

DNA znacky

Pfitomnost nizké Urovné polymorfismu je vhodna
pro pouziti DNA znacek. Pro studium monogennich
a polygennich vlastnosti manga byly pouzity rizné DNA
znacky. Izolace genomovych DNA pro pouziti v PCR je
naroc¢na kvdli pfitomnosti inhibitord jako polysacharidy
nebo fenoly. Pouzivaji se nasledujici znacky:

Variable Number Tandem Repeat Sequence (VNTRS)
Single Sequence Repeats (SSRs)

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)
RAPD a RFLP

Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs)

Znacky slouzi ke studiu variability diverzity populaci,
pouzivaji se také k identifikaci jedinct a uréeni pfislus-
nosti jedincd k populacim.

Klonovani genti

Pfenos genl v pfirodé je nejednoznaény proces,
rozsah rekombinaci v rémci druh je zavisly na sexual-
ni kompatibilité, coz omezuje pfenos genli mezi rdzny-
mi druhy. Biotechnologie umoznuji vznik novych druht
pomoci cilené manipulace genetického materialu.
Byla izolovana c¢DNA pro alternativni oxidasu
(36.6 kDa) z mesokarpu zralého manga. Gen mél veli-
kost peptidi stejnou jako Arabidopsis thaliana s 68 %
homologii. Déle byly pozorovany zmény v expresi genu
béhem dozravéani plodu manga. Vysledky vedly k zavé-
ru, Ze zrani manga je spojené s expresi specifickych



gend. Pozdéji byla izolovana exopolygalacturonasa
ze zralého manga a bylo navrzeno, zZe exo-PG také sou-
visi se zrdnim manga. Tyto proteiny jsou tedy regulacni-
mi elementy/ signaly, které jsou zapojené pfi zrani
plodd a mohou byt spojeny s regulaci dalSich gent
pifimo propojenych s dozravanim ovoce.

Transformace

Zptsob modifikace jednotlivych vlastnosti u vicele-
tych kultivard rostlin beze zmén jejich fenotypu a cileni
vlastnosti specifickymi geny vypovidaji o schopnosti
pfipravit stromy z bunécnych a tkanovych kultur. Integ-
rita klonu z(stavd nezménénd s vyjimkou zménéné
vlastnosti. Uspéchu bylo dosaZeno ziskanim geneticky
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2. http://www.apsnet.org/online/Archive/
1999/IW00012.htm.

transformovaného manga z embryogenni kultury pou-

zitim Agrobacterium tumefaciens.

Zavér a budoucnost

Molekularni metody jsou vhodné pro taxonomickou
charakterizaci, pro pochopeni regulace a exprese diile-
zitych vlastnosti (gent) atd. Zahrnuti biotechnologii
v programu péstovani by urychlilo vyvoj kultivart
s pozadovanymi vlastnostmi. ZlepSeni genetickych
znakd by mohlo pomoci pfi jeho péstovéni. Techniky
tkanovych kultur mohou byt vyuzity pro péstovani
homozygotnich linii manga. Budoucnost vyzkumu musi
byt zaméfena na pfeménu somatickych embryi v nor-

malni rostliny a regeneraci rostlin z nadzemnich casti.

3. http://www.oisat.org/pests/diseases/fungal/
anthracnose.html.
4. http://www.sblog.cz/jirka_bn/2007/01/09/276.

APTAMERY - MOZNOSTI JEJICH PRIPRAVY A APLIKACE

Lenka Haslerova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Aptamery

Aptamery jsou definovany jako malé molekuly, které
se vazi na specificky ligand. Tuto vlastnost jim poskytu-
je jejich tercialni struktura. Ligandem mohou byt riizné
malé molekuly, nukleové kyseliny, proteiny, ale i tkdné
a dokonce celé buiiky. Afinita interakce aptamer(
s ligandy je srovnatelna s interakci protildtky s antige-
nem, ale jejich vyhodou je, Ze je Ize chemicky modifi-
kovat, zlepSovat jejich vlastnosti a ve vétsiné pfipadd
nejsou imunogenni.

Rozeznavame dva typy aptamer(i: DNA a RNA aptame-
ry a peptidové aptamery. DNA a RNA aptamery jsou vét-
Sinou kratké oligonukleotidy, liSici se pouze typem nuk-
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Obr. 1. Princip metody SELEX

leotidd. Peptidové aptamery maji podobu variabilni
domény — deseti az dvaceti aminokyselin zakotvenych
na proteinové kostfe. V soucasné dobé se nejcastéji
jako kostra pouziva bakterialni thioredoxin A'. Peptidové
aptamery maji také schopnost inhibovat aktivitu
vazaného proteinu, coz jim déava velky terapeuticky
potencial. Aptamery jsou pfipravovany uméle, ale
domény s podobnymi vlastnostmi mudzeme najit
i v pfirozenych systémech. Pfikladem jsou tzv. ,ribos-
witch molecules” — molekuly RNA regulujici funkce gent
dlezitych pro chod zékladnich metabolickych procesu.
Soucasti jejich funkce je vyhledani a navazéni malé cilo-

vé molekuly, tedy vlastnost pfipisovana aptamertim.?

RNA Aptamer
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Pfiprava nukleotidovych aptameru

Metody pfipravy nukleotidovych aptamert maji zaji-
mavou historii. V srpnu roku 1990 dvé laboratofe neza-
visle na sobé publikovaly v ¢asopisech Nature a Scien-
ce clanky popisujici novou metodu piipravy oligonuk-
leotidG se specifickou afinitou k urcitym ligandim.
Skupina L. Golda pomoci metody, kterou pojmenovali
SELEX (,Systematic Evolution of Ligands by EXpo-
nential enrichment”, Obr. 1) hledala molekuly specific-
ké k DNA polymerase bakteriofaga T4.3 V laboratofi
J. W. Szostaka jako ligandy pouZivali organicka barviva
a svou metodu nazyvaji selekce in vitro. Molekuly, které
takto pfipravili nazyvali aptamery od latinského aptus,
coz znamena pfipojeny, nebo vhodny. Obé metody
jsou si velice podobné a ¢asto i v odbornych publi-
kacich splyvaji. Nazev SELEX se u odbornik( ujal
a selekce in vitro je mnohdy oznacovana jako jeho
alternativa.

Vychozim bodem metody SELEX je knihovna synte-
tickych DNA fragmentd. Kaidy fragment se sklada
z 16 — 75 nukleotidd, které jsou za sebou fazeny
ndhodné, a konstantnich usekd na 5'- a 3'-koncich.
Proti témto konstantnim Usekd@m jsou navrzeny prime-
ry pro naslednou amplifikaci vybranych sekvenci. Useky
mohou také obsahovat restrikéni mista pro endonukle-
asy, umoznuijici inserci sekvenci aptamer(i do vhodné-
ho vektoru. Pokud se vyrabi RNA aptamery, musi jeden
konstantni Usek obsahovat T7-promotor a také musi
pfed vystavenim ligandu dojit k transkripci na RNA.
Nésledné je knihovna DNA (RNA) inkubovéna s ligan-
dem, proti kterému se hleda pfislusny aptamer.
Navazané oligonukleotidy jsou poté separovany néko-
lika moznymi metodami — adsorpci na nitrocelulosu,
délenim v gelu, afinitni chromatografii, navazanim
na magnetické kulicky. Takto separované molekuly jsou
potom eluovany a amplifikovany polymerasovou feté-
zovou reakci (PCR) nebo v pfipadé RNA pomoci PCR
s reverzni transkripci (RT-PCR). Ziskané tseky podstu-
puji znovu cyklus inkubace s ligandem a selekce.
Vysoce afinitni aptamery je mozno ziskat po 5 — 12
cyklech. Nasledné mohou byt aptamery upravo-
vany pro pouziti in vivo chemickymi modifikacemi
nebo pfipojenim signalnich skupin, hydrofobnich
linkerd?®.

Pfiprava peptidovych aptameru

Pii pfipravé peptidovych aptamerl se pouziva néko-
lik modifikaci kvasinkového dvojhybridniho systému.
Névnadou (,bait”) je cilovy protein, pro ktery chceme
najit aptamer, ktery je spojen s DNA vazebnou domé-
nou kvasinkového transkrip¢niho faktoru. Geny pro
potencialni aptamery, coz je vétSinou cDNA knihovna
kratkych peptid o cca 20 aminokyselinach, jsou expri-
movany ve fazi s aktivacni doménou. Vzdjemna interak-
ce proteind vede ke zkompletovani transkripéniho
faktoru a tim ke spusténi transkripce genu ddlezitého
pro Zivot buriky, ktery je pod kontrolou daného tran-
skripéniho faktoru. Vektor kddujici interagujici protein
poté muizZe byt z testovacich bunék izolovéan, jeho
sekvence piectena a lze jej snadno zaklonovat do bak-
terialnich nebo kvasinkovych expresnich systémd. Veli-
kou vyhodou dvojhybridniho systému je, zZe probiha
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intracelularné in vivo za téméf pfirozenych podminek.
Timto se hned z prvopocatku eliminuji potenciélni
aptamery, které nejsou intracelularné stabilni, coz je
velice ddlezité pfi vyzkumu a selekci aptamerd pro
jejich nasledné poutZiti jako Iécive.

Aplikace aptamert v mediciné

Prvni aptamer schvaleny FDA jako lécivo byla slouce-
nina s nazvem pegaptanib, resp. jeji sodna sil. Dostup-
na je pod obchodnim nazvem Macugen. Jedna se
o 29-ti nukleotidovy RNA aptamer s modifikovanou
RNA kostrou pro zvyseni rezistence proti nukleasam
a 5-koncem, na ktery je pfipojen polyethylenglykol
pro sniZeni ,clearance” z télniho obéhu. Tato slouceni-
na inhibuje cévni endotelialni rlstovy faktor (VEGF, ).

Isoforma VEGF,, se podili na vzniku zrakového one-

mocnéni ,vékem podminéné makularni degenerace”’,
tedy degenerace sitnice v oblasti zluté skvrny, kdy je
zna¢né poruseno pacientovo vidéni v centralnim
zorném poli. Ve vyspélych zemich postihuje 10 — 15 %
populace osob stardich 60 let®. Prvni aptamery proti
VEGF, .. byly izolovany v roce 1990 pomoci metody
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SELEX a trvalo vice nez 10 let, nez byly vyhotoveny
viechny zkousky potifebné k uznani za lécivy preparat.
Pegaptanib se velice osvéd¢il a piedstavuje prilom
v oblasti Ié¢ebného vyuziti aptamerd.

Dal$im velice nadéjnym aptamerem tentokrat na poli
boje s rakovinou je latka AS7411, dfive znaméa pod
nazvem AGRO100. Je to nemodifikovany 26-mer
bohaty na guanosin. Zvlastnosti je, Ze nebyl objeven
metodou SELEX, ale spiSe nahodou pfi studiu oligonuk-
leotidi bohatych na guanosin. Bylo znamo, Ze tyto oli-
gonukleotidy zpomaluji proliferaci rakovinnych bunék
in vitro bez uplatnéni ,antisense” mechanismu. Dlouho
se hledal cil ptsobeni téchto molekul a jeho mechanis-
mus. Hledéni ukondil navrh, zZe cilem by mohl byt nuk-
leolin - jaderny protein, ktery je velice dulezity pfi
preziti a bunécné proliferaci. V souc¢asné dobé pro-
biha prvni faze klinickych testd s dobrymi vysledky
a AS1411 by mohl obohatit fady terapeutik pro boj
s rakovinou.

Uplatnéni aptamert v analyze

Vzhledem k uvedenym vlastnostem aptamerd se
jejich vyuziti v analytickych metodach pfimo nabizi.
V soucasnosti jsou vyuzivany zejména v chromatografii,
kapilarni elektroforese, hmotnostni spektrometrii.
Molekuly aptamer( byly také pouzity jako specifické
bioreceptory pfi konstrukci nékterych biosensort.

Aptamery nasly misto jako chirdlni stacionarni faze
v HPLC tam, kde pouZiti specialnich polymert a proti-
latek pfinaselo problémy. Jejich schopnost vazat pouze
jeden enantiomer je téméf 100% a neni ovlivnéna ani
vykyvy teploty nebo pH. Modifikovana aptamerova sta-
cionarni faze byla dokonce pouzita pro monitorovani
hladiny adenosinu v mozku Zzivych krys. Po nutné opti-
malizace se ukazala byt plnohodnotnou néahradou
drazsich systému HPLC-MS.

Pii kvantitativni analyze protein( Ize aptamery pouzit
k separaci molekul na zékladé kapilarni elektroforesy,
protoze komplex aptamer-protein ma jiné elektrofore-



tické vlastnosti a velikost nez volné céstice a navic Ize
aptamery jednoduse fluorescencné znacit, coz separaci
jesté vice usnadnuje. Na zakladé tohoto principu byly
vytvotreny protokoly napf. pro separaci reverzni tran-
skriptasy HIV-1.

Zajimavé je pouZiti aptamer( v biosensorech.
Zde opét maji fadu vyhod na rozdil od protilatek. Jsou
stalejsi, po regeneraci znovu poutzitelné a diky moznos-
tem znaceni umoznuji pouziti jinych detekénich metod.
Ovsem uplatni se i pfi metodach bez znaceni, napf. pfi
detekci povrchovou plasmonovou resonanci. V soucas-
né dobé se biosensory s aptamery jako rozpoznavacim
¢inidlem pouzivaji pro detekci thrombinu, nebo pfi
multiplexni analyze proteinli souvisejicich s vyskytem
rakoviny'™.
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MODRE BIOTECHNOLOGIE

Radovan Pospisilik
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Mofské (neboli modré) biotechnologie zahrnuiji apli-
kace biotechnologickych nastrojii na moiské zdroje.
Modré biotechnologie se v soucasné dobé nachazi
na pocatku svého rozvoje, presto se ocekéava bouilivy
rozvoj novych objevl a nalezeni feSeni mnoha problé-
m{ v takovych odvétvich jako je vyziva, farmacie a tech-
nologie potravin. To je umoznéno piedevsim diky
skutecnosti, ze moiské zdroje byly zkouméany mnohem
méné nez suchozemské. Oceany a mote pokryvaji
70 % povrchu Zemé a zije v nich pfiblizné 80 %
vSech organism0. Dosud v3ak bylo popséno pouze 1 %
z nich. Proto jsou moznosti modrych biotechnologii
obrovské. Velké mnoistvi dosud neprozkoumanych
organism{ nabizi pfileZitosti k objeveni novych latek
a biochemickych procest, zvlasté protoze jsou tyto
formy Zivota pfizplsobené rozmanitym podminkam
jako je rdizna intenzita svétla, chlad, horko, vysoky tlak,
nedostatek kysliku, plsobeni rdznych toxickych latek
a rdznych vzajemnych vztah@ mezi organismy. Tyto
podminky vedou k vyvoji rGznorodych latek a bioche-
mickych proces. Ocedny a mote piitahly pozornost
lidstva poté, co se staly pfistupnéjsi diky technologické-
mu pokroku, ktery pfedstavuje vyvoj akvalungu, hlubo-
komofskych ponorek, sonard, satelitd, laserd, kamer
a technik molekularni biologie. Vétsina bézné pouziva-
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Zavér

Aptamery jsou molekuly oligonukleotidového ¢i pep-
tidového charakteru s vysokou afinitou k nejriznéjsim
ligand@im. Oproti protilatkdm maji fadu vyhod pifi
zachovéani velmi podobné specifity. Jsou stalejsi,
modifikovatelné a Ize je vyrabét ,na miru”. Nukleotido-
vé a peptidové aptamery se v pfipravé lisi. Peptidové
aptamery maji navic tu vlastnost, Ze mohou inhibovat
aktivitu proteinu, ktery slouzi jako ligand. V soucasné
dobé probihda mnoho vyzkumnych aktivit, jejichz
vysledkem by mohlo byt Sirsi vyuziti aptamert v medi-
ciné, a to pfedevsim jako terapeutik. Vazebné vlastnos-
ti aptamerG piimo vybizi k vyuziti téchto latek v analy-
ze a i zde se osvédcuji v mnohych pfipadech lépe,
nez doposud pouzivané protilatky.

7. Shukla D, Namperumalsamy P, et al: Indian J
Ophthalmol 55, 427 (2007).

8. http://www.sanquis.cz/clanek.php?id_clanek=413,
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nych definic fika, Ze biotechnologie je obor vyuZivajici
pfirodnich a inZenyrskych véd k aplikaci organism,
bunék, jejich casti a molekularnich analog k vyrobé
produktd a sluzeb a ziskavani znalosti. V pfipadé
moiskych biotechnologii se jednd o Zivé organismy
z moiskych zdrojd. Mofiska biotechnologie mize zahr-
novat techniky jako bioprocesing, isolaci produktd,
screening, remediace, pouzivani bioreaktord, akvakul-
turu, rybolov, genetické, proteinové a dalsi molekularni
techniky. Aplikace mohou zahrnovat péci o zdravi,
potraviny, kosmetiku, akvakulturu, zemédélstvi, rybolov,
vyrobu, népravu poskozeni Zivotniho prostredi, biofil-
my, biomateridly aj. Moiské biotechnologie mohou
obsahnout rozsahlou oblast velmi odlisnych aplikaci
ve vSech odvétvich. V porovnani s ,obvyklou” charakte-
rizaci biotechnologii jako je cervena (oblast péce
o zdravi), zelena (oblast zemédélstvi, potravin a Zivot-
niho prostiedi) a bila (prdmyslova oblast) midze byt
modra biotechnologie vyuZita ve vSech téchto ostatnich
biotechnologiich.
Komer¢ni vyuziti se zaméfuje na 5 hlavnich oblasti:

Bioprospecting

Slechténi a ochrana mofskych organismu

Produkce novych latek (krmivo, potraviny, Iéciva)

Diagnostika a biosenzory

Akvakultura



Bioprospecting

Jedna se o vysoce G¢inné hledani novych latek, zvlas-
té léciv, potravnich dopliikd, lepidel, barviv, kosmetiky,
latek pro remediace a vyzkum. Zahrnuje pouZiti bio-
technologii v celém procesu vyvoje 1€kl od screeningu
pies identifikaci, testovani Gc¢inku, bezpecnosti az po
vyrobu. Moiské prostiedi nabizi lepsi pfileZitosti k ziska-
ni vhodnych kandidat z hlediska obrovské biodiver-
zity a pfitomnosti extrémnich prostiedi. Pfikladem
komer¢niho uspéchu jsou latky Ara-A (protivirova latka
pulsobici na opary) a Ara-C (pro leukemii), které byly
objeveny v 50. letech minulého stoleti v mofskych
houbach. Jejich odhadovanéd ro¢ni hodnota je mezi
50 a 100 miliony dolard. DalSim dobrym piikladem je
Vent-DNA polymerasa, ktera se pouziva v PCR. Biopro-
specting je vyuZivan u vsech zivocisnych a rostlinnych
kmen Zijicich v mélkém i hlubokém mofi. VSeobecné
se mini, ze rychlost ziskavani novych druhd a latek
potencialné pouzitelnych ve farmakologii je vyssi
u moiskych a mikrobialnich organismd. Velmi atraktiv-
ni jsou organismy v Antarktidé, kde ma jiz 18 spole¢-
nosti své patenty. Celkové bylo podano pies
500 patentl vyuzivajicich bioprospecting, 10 sloucenin
je v preklinickych a 3 v klinickych zkouskach. Také
vSechny velké farmaceutické firmy maji oddéleni
moiské biologie.

Slechténi a ochrana mofiskych organismi

Nejslibnéji rozvijejicim se smérem v tomto oboru je
vyvoj a produkce léciv pro ryby, vyvoj rybich vakcin
a molekularni diagnostiky rybich chorob. Mezinarodni
obchod s rybimi vakcinami je ohodnocen na 60 milio-
nd dolard. DalSim cilem je vyvinout nové druhy ryb pro
akvakulturu, které budou mit lepsi odolnost proti cho-
robam, lepsi krmnou efektivitu a poskytovat kvalitnéjsi
produkty. K vyhledavani pozadovanych gent pro slech-
téni Ize vyuzit molekulérni a transgenni techniky.

Produkce novych latek

Nové potraviny, léky, potravni doplnky, kosmetika,
hnojiva a biomaterialy se ziskavaji sbérem nebo kulti-
vaci v bioreaktorech. 50 % prodavanych léku je extra-
hovano z pfirodnich zdrojd nebo syntetizovano podle
pfirodniho vzoru. Védci do roku 2004 isolovali pfibliz-
né 7000 pfirodnich latek z nich 25 % pochazi z fas,
33 % z moiskych hub, 18 % z kmene coelentrate
a 24 % ze zastupct kmene sumek, mékkysu, ostnokoz-
ci a mechovek. Rychlost hledani novych léciv roste
0 10 % ro¢né. Vyzkumnici se zaméfuji na pomalu se
pohybujici nebo citlivé kmeny bezobratlych, ktefi maji
mékka téla a chybi jim pevna schranka. U takovychto
organismd se piredpokldda mechanismus chemické
obrany a tedy pfitomnost potencialné ucinnych latek.
Jako casto uvadény pfiiklad Uspéchu je americky
.Sea Grant Programme”, ktery s malymi investicemi
vyvinul 5 1ékéi s obchodnim potencidlem 2 miliardy
dolard za rok. DalSim piikladem muze byt produkce
docosahexanové a arachidonové kyseliny mofskymi
fasami. Tyto mastné kyseliny, které plsobi na rozvoj
Sedé mozkové hmoty se také vyskytuji ve vysokych
koncentracich v matefském mléce. Jsou tedy ddleZitym
potravnim doplhkem kojencd.
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Jsou vyhledavany latky majici protinadorové, antifu-
gélni, antimikrobialni, antivirové, antiparazitarni, antitu-
berkulosni a analgetické Gcinky.

Akvakultura

Akvakulturou rozumime chov vodnich organismd
véetné ryb, mékkysd, korySG a péstovani vodnich
rostlin. To v sobé zahrnuje nékteré formy zasahl do
chovného procesu zaméiené na zvySeni produkce,
jako napf. pravidelné nasazovéni, krmeni a ochrana
pted dravci. Chov také zahrnuje individualni nebo kor-
porativni vlastnictvi chovanych Zivocichti a péstovanych
rostlin nebo prava k nim vyplyvajici z dohod. Vodni
organismy, které jsou vyloveny fyzickou nebo pravnic-
kou osobou, je7 je vlastnila po dobu jejich odchovu,
patii pro statistické ucely do akvakultury, zatimco vodni
organismy, které jsou jako zdroj ve spole¢ném
vlastnictvi vyuzivany verejnosti, at’ uz na zakladé licen-
ci nebo bez pfislusnych licenci, jsou vynosem v odvétvi
rybolovu.

Od roku 1950 doslo ve spotiebé rybich produktt
na hlavu ke 100 % narlstu. Je nadéje, Ze se svétova
populace stabilizuje na 10-11 miliardach okolo roku
2050. Bude tedy tieba do roku 2025 zdvojnasobit
produkci potravin a do roku 2050 ztrojnasobit. V pfipa-
dé ,vodnich” potravin bude tfeba sedminasobného
zvyseni produkce do roku 2020. UNFAO piedpovida,
ze v tomto stoleti vzroste spotieba proteinti z vodniho
prostfedi na 150-160 miliond tun a tradi¢ni rybolov
je schopen dodat maximalné 100 miliond tun. Proto je
dalezity rozvoj akvakultury. Mnoho zemi s ni ma velmi
dobré vysledky. Ocekava se, Ze se stane hlavni hybnou
silou pro zvy3eni svétové produkce potravin. Casto se
mluvi o modré revoluci, ktera je srovnavana se zemé-
délskou revoluci, kdy clovék piesel od sbéracstvi
k obdélavani pldy. Stejné tak se chovani moiskych
zivoCicht na farmach da srovnat s chovem hospodat-
skych zvifat a driibeze. S expanzi akvakultury se oviem
objevuji obavy z naro¢nosti na energii a plsobeni
znedisténi, poskozovani ekosystémd, hroziciho zavlece-
ni invazivnich druhd, chorob a moznosti genetického
oslabeni divokych druh.

V akvakultute se vyuziva chov asijskych kaprd, atlan-
tického lososa, barramundi, sumcd, lososl, tuna-
ka, tresek, garnatli, krevet, péstovani morskych fas
a chaluh a dalsich druhd. Akvakultura zahrnuje nékolik
slozek jako péci o zdravi ryb, optimalizaci vsadek, ziska-
vani cennych latek z vodnich organismi a bioremedia-
ce poskozeného ekosystému. Vyuzivaji se rizné mole-
kularni technologie jako exprese proteind, mikrosateli-
ty, RFLP a QTL analysy, genové mapovani, genomika,
DNA vakciny, DNA cipy, proteomika. Vyvijeji se trans-
genni chorobam odolné, chladuvzdorné a rychle
rostouci ryby, které dosahuji dfive jate¢ni hmotnosti
a mohou se chovat ve vyssich zemépisnych Sitkach.
Transgenni techniky vedou k manipulaci s pohlavim
a umélému vyvolani sterility, coz je velmi vyhodné
pfi farmafeni transgennich ryb. Tyto ryby se nemohou
kfizit s divokymi druhy.

Dalsim ddlezitym odvétvim je produkce mofiskych
fas, ktera nyni dosahuje 4 milionG tun. Rasy maji vétsi
ristovou rychlost nez suchozemské plodiny a nemusi



spliiovat pozadavky na potraviny, proto se mohou
vyuzit k vyrobé biopaliv. Zajimava je také moznost pro-
dukce vodiku fasami. Bylo zjisténo, Ze nékteré zelené
fasy v prostiedi chudém na Ziviny (nedostatek siry)
a nepiitomnosti kysliku pfepnou metabolismus na pro-
dukci vodiku. Produkce vodiku je zatim mala, pro pri-
myslové vyuziti je tfeba jeho stondsobné zvy3eni. Rasy
se také vyuzivaji pfi vyrobé alginatl, karageenant
a agaru.
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DEHYDROEPIANDROSTERON JAKO BIOLOGICKY MARKER
K DETEKCI ALZHEIMEROVY CHOROBY

Silvie Rimpelova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurode-
generativni onemocnéni mozku, pfi kterém dochazi
k postupné demenci. V souc¢asné dobé neni dostatek
informaci o pfic¢iné vzniku AD, z neuropatologickych
nalez( je vSsak znam pravdépodobny priibéh nemoci.
Toto onemocnéni je charakterizovano mozkovymi
plaky obsahujicimi beta-amyloidni peptidy a spletité
struktury neurond, ¢asto nazyvané spleti anebo také
kosicky, skladajici se z mikrotubuléarné asociovanych
tau-proteind. Je nezpochybnitelné, ze hlavnim iniciato-
rem vzniku plakd jsou beta-amyloidy. Hlavni usili pfi
vyvoji novych Iéka je tedy zaméfeno na prevenci tvorby
agregatl téchto proteinl. V soucasné dobé bohuzel
neexistuje zadny ucinny zplsob lécby AD.

V roce 1906 popsal némecky lékai Alois Alzheimer
urc¢itou formu progresivni stafecké demence, ktera
po ném byla o nékolik let pozdéji pojmenovéna. Objev
Alzheimerovy choroby napomohl poznani, ze postupna
ztrata paméti a schopnosti ucit se neni pfirozenou sou-
¢asti starnuti, ale Ze je zptsobena urcitymi patologicky-
mi procesy. Alois Alzheimer popsal dva charakteristické
patologické nalezy v mozku, které jsou dosud stéle
povazovany za urcujici pro diagnosu nemoci. Jsou jimi
extracelularni mozkové plaky a intracelulérni neurofib-
rilarni koSicky. Mozkové plaky jsou velmi husté a jejich
stfedy jsou tvofeny bilkovinami obsahujicimi beta-amy-
loidy (beta-A), ty jsou navic obklopeny poskozenymi
a odumfielymi neurony. Beta-A vznikaji Stépenim amy-
loidniho proteinového prekurzoru apolipoproteinu
(APP) enzymem beta-sekretasou (EC 3.4.23.46)'.
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Neurofibrilarni spleti vyskytujici se uvniti neurond
a neuronovych vybézkl jsou slozeny prevazné z vlakni-
té hyperfosforylované formy mikrotubularné asociova-
nych tau-proteint?>. Mezi dal$i makroskopicky patrné
zmény mozku patfi zGzeni mozkovych zavit(, protazeni
mozkovych komor, kortikalni i subkortikalni atrofie
nékterych mozkovych struktur, pfedevsim vsak tempo-
ralnich lalokd. Diky viibec prvnimu popisu této choroby
A. Alzheimerem vyvstaly dvé dilezité otazky a to,
zda jsou plaky a kosicky pouhymi znaky této choroby
anebo zda jsou prapfi¢inou jejiho vzniku. Z vysledku
dlouhodobé provadénych studii Ize usuzovat, ze ackoli
jsou beta-amyloidy i tau-proteiny nezbytné pro priibéh
choroby, tvorba plaki je pravdépodobné fidici silou
tvorby kosick(*. Pfesny mechanismus a pfi¢ina vzniku
plakl je predmétem mnoha studii.

Historie

Ackoli pGivod pojmu ,demence” pochézi jiz ze staro-
vékého Recka, teprve v roce 1901 byl némeckym léka-
fem Aloisem Alzheimerem identifikovan prvni pfipad
choroby dnes zndmé jako AD. Pacientkou byla padesa-
tileta Auguste D., jejiz zdravotni stav byl sledovan
az do roku 1906, kdy zemiela. V tomto roce také
A. Alzheimer poprvé publikoval svou studii o tomto pfi-
padu. V nasledujicich péti letech bylo zaznamenano
jedenact podobnych pfipadl této nemoci a to jiz pod
nazvem AD. Nicméné oficialni pouzivani pojmu Alzhei-
merova choroba je pfisuzovano Emilu Kraepelinovi,
ktery oznacil AD jako jeden z podtypl stafecké demen-
ce. Veskeré poznatky o této chorobé shrnul ve svém



psychiatrickém sborniku publikovaném v roce 1910.
VétSina poznatkd jez je znama o AD, byla zjisténa
teprve béhem poslednich patnacti let.

Obecna fakta

Ze viech forem demence, kterou trpi 24 miliént lidi
na svété (v Ceské republice 50 — 70 000 lidi), je
Alzheimerova choroba zastoupena v 60ti % pfipadd.
Ze statistik vyplyva, Ze AD je postizen kaidy dvacaty
&lovek starsi 65ti let a kazdy paty starsi 85ti lets. Ctvrti-
na lidi trpicich AD neni vibec diagnostikovana®.
Primérnd doba, po kterou je pacient schopen Zit
s touto chorobou je 7 — 10 let, existuji i vyjimky, kdy
pacient zemfel az po 21 letech anebo naopak uz
po 4 letech od zaznamenani prvnich symptom@ AD.
Pocet nemocnych rok od roku rapidné roste, v roce
2040 se ocekava narlst poctu pfipadli onemocnéni
Alzheimerovou chorobou a to cca na 80 miliénd. Proto
je ziejmé, ze je kladen stédle vétsi ddraz na vyzkum
zabyvajici se vyvojem efektivnéjsich zptsobl lécby,
oddaleni pocéatku choroby a nyni je dokonce snaha
o zavedeni prevence jeSté pied rozvojem AD. K tomu
vdemu je ale nezbytna v€asna diagnéza nemoci.

Alzheimer a mozek

Stejné tak jako starnou ostatni casti naseho téla,
starne a méni se i na mozek. V dasledku toho mize
vétsina z nas zaznamenat pomalejsi mysleni a pfilezZi-
tostné problémy se zapominanim béznych véci. Nicmé-
né vazna ztrata paméti, zmatenost a dalsi zmény v tom,
jak pracuje nase mysl, nejsou pfirozenou soucasti
starnuti. Mohou byt znakem ochabujicich mozkovych
bunék. Mozek ma pfiblizné 100 miliard nervovych
bunék (neuron®). Kazda nervova buiika komunikuje
s obrovskym poctem dalich bunék, ¢imz tvofi nervo-
vou sit’, kterd je zodpovédna za mnoistvi duleZitych
Ukond jako napi.: mysleni, pamét’, schopnost ucit se,
atd. Pfi onemocnéni AD v3ak pfestanou neurony sprav-
né fungovat. Védci proto polemizuji, kdy nastavaji
prvotni problémy. Jak se poskozeni nervovych bunék
rozsifuje, ztraceji buiky ¢im dal vice schopnost plnit
své funkce, pfipadné dojde az k jejich zaniku.

Stadia a symptomy

Ackoli se symptomy nejcastéjsiho typu demence
mohou velmi liSit, prvotnim problémem, ktery byva
zaznamenan, je natolik zévaina porucha paméti,
ze dokaze zna¢nym zplsobem ovlivnit bézny Zzivot ¢lo-
véka trpiciho AD. S rozvojem choroby stéle vice pfibyva
novych a novych symptom( znesnadnujicich béiny
Zivot pacienta. Symptomy se stavaji neslucitelné se
zivotem a dochazi k amrti postizeného ¢lovéka. Pribéh
nemoci Ize rozdélit do péti stadii. Prvni se nazyva pro-
dromalni faze, ktera se vyznacuje predevsim vyraznou
zapomnétlivosti bohuzel tézko odliSitelnou od béiné
stafecké zapomnétlivosti; zménami v chovani vétsinou
nezaznamenanymi lidmi pohybujicimi se v okoli
nemocného, dale si mizeme povSimnout podrazdé-
nosti, mensi spontdnnosti a energi¢nosti pacienta.
Toto stadium maze byt téz nazyvano MCI (,minor cog-
nitive impairment”). Druha faze byva ¢asto oznac¢ovana
jako ¢asna a je charakteristickd zapominanim jmen
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¢lent rodiny, ddlezitych dat, nesoustiedénosti,
nespravnym zakladanim véci, neschopnosti rozhodovat
se, poruchou plynulosti fe¢i a anomii. Pacient je jesté
schopen se sdm o sebe postarat, ale potiebuje asisten-
ci pfi komplikovanéjsich tkonech, jako je napf. placeni
Gcta. Pri treti, neboli interdermalni, fazi dochazi k vyraz-
nym porucham osobnosti, ubytku orientace v misté
a Case, apraxii, afazii, zapominani tvafi znamych lidi.
Ta je nasledovana pozdni fazi s velmi vyraznou poru-
chou paméti, komunikace, chlize, hybnosti, reflex(;
epilepsii a tvorbou neologism0. Posledni faze byva
nazyvana jako terminalni a jejim nejcastéjSim znakem
je nesouvisla fe¢ nasledovana inkontinenci, upoutanim
na lGzko, nezbytnou péci okoli, neschopnosti jist,
pit a nakonec i polykat. Kone¢nym stadiem je koma
a smrt pacienta.

Diagnosa

Demence je a priori klinicky stav a tak muze byt s jis-
totou diagnostikovana az po dlkladném testovani.
Nicméné definitivni diagnéza Alzheimerovy choroby
jako jediné pfi¢iny demence musi byt potvrzena az
mikroskopickou analyzou mozkové tkané, ktera
zpravidla nastava az pfi pitvé anebo vyjime¢né pii pred-
smrtné biopsii mozku. A proto je AD obvykle klinicky
stanovovana pomoci neurologickych a neuropsycholo-
gickych znakd bez jakychkoliv dalSich zpdsobl dia-
gnostiky. Pro urceni AD se nejcastéji pouziva neuropsy-
chologicky screeningovy test, tzv. test kognitivnich funk-
ci (Mini-Mental State Examination, MMSE), pomoci
kterého se hodnoti pamét'ové dovednosti pacienta.
Alternativou je tzv. test nekognitivity (Disability
Assessment in Dementia, DAD). V tomto pfipadé se
hodnoti schopnosti provadét bézné aktivity kazdoden-
niho Zivota®. Dal$im zplsobem, kterym se da rozpoznat
AD je pozitronova emisni tomografie (PET), stejné jako
fotonova emisni tomografie (SPECT). Obé metody
vySetieni (PET i SPECT) maji stejnou vypovédni hodno-
tu jako MMSE. DalSim moznym vySetienim, avsak
ne tak ¢asto pouzivanym v ranych fazich AD, je analyza
mozkomisniho moku na pfitomnost beta-A a tau-pro-
teinli’. Za doprovodné se povazuji psychologické testy
prokazujici pfipadnou depresi a krevni testy indikujici
deficienci urcitych vitamind. Souhrnnymi vysetfenimi
Ize s jistotou potvrdit diagnozu AD, coz ale probiha az
po propuknuti a obvykle mohutném rozvoji nemoci.
Extrémné obtizné je stanoveni AD v nejranéjsSim stadiu
choroby.

Autotest

Na zékladé rozséhlych vyzkumd vznikl test, diky
némuz si mzZe kaidy clovék vyzkouset, zda netrpi
Alzheimerovou chorobou. Pokud ¢lovék odpovi na vice
nez Ctyfi nasledujici otazky: ,Ano.”, je velmi pravdépo-
dobné, Ze trpi AD®. V takovém piipadé je vhodna
navstéva odborného lékare. Jednotlivé dotazy zni: 1.
Déla vam v posledni dobé problémy vykonavat
i zakladni pracovni povinnosti? 2. Méte obtiZe s vykona-
vanim kazdodennich ¢innosti, které se vazi k béznému
rodinnému ,provozu“? 3. Nemuzete ¢asto najit vhodné
slovo? 4. Spatn& odhadujete vzdalenosti? 5. Stava se



vam nékdy, Ze najednou nevite, kde pravé jste? 6. Byva-
te casto dezorientovani v case? 7. Déla vam potize
piedstavit si néco abstraktniho? 8. Stava se vam, ze
ukladate pfedméty na nesmyslnd mista? 9. Méni se
vam nélada nékolikrat za den? 10. Nechce se vam nic
délat, jako kdybyste ztratili veSkerou iniciativu?

Nova strategie pfi diagnostice AD

Védci vynalezli jednoduchy krevni test, pomoci které-
ho jsou schopni piedvidat, zda jsou mirné vypadky
paméti brzkymi pfiznaky onemocnéni Alzheimerovou
chorobou. V krvi testovanych lidi bylo identifikovano
18 proteind, které slouzi k pfenosu signali do ¢asti
mozku zodpovédné za pamét’. Pomoci téchto protein(
Ize s 90% presnosti urcit, zda se u daného jedince AD
rozvine ¢i ne®. Tato nova metoda, publikovana v r. 2007,
je zaloZena predevsim na vyuZiti stanoveni koncentra-
ce endogenniho hormonu dehydroepiandrosteronu
(DHEA), pftipadné jeho sulfonylovaného derivatu
(DHEA-S). Tyto hormony hraji pii diagnoze AD klicovou
ulohu, jejich nizké hladina v krvi totiz mdze slouzit jako
biologicky marker k detekci AD™. Nové vyvinuty test je
zalozeny na chemiluminiscen¢ni enzymové imunolo-
gické analyze, pomoci jiz by mohlo byt Iékaiim umoz-
néno s jistotou diagnostikovat stav pacienta, pfedpové-
dét ucinnost soucasné lécby, potvrdit ranou diagnézu
a usnadnit lécbu ztraty paméti. Tato rychla a pomérné
jednoducha metoda ma vsak znacna uskali. Nizka
koncentrace DHEA (popfipadé DHEA-S) v krvi totiz
mize byt zplsobena fadou dalSich chorob, coz by
mohlo mit za nasledek zna¢né zkresleni vysledkd pfi
diagnodze AD.

Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Tento 19ti uhlikaty steroidni hormon (Obr. 1) a t¢in-
ny inhibitor glukosa-6-fosfat-dehydrogenasy se vysky-
tuje v plazmé bud’ ve volné formé anebo jako konjugat
s kyselinou sirovou''. DHEA vznikd pfedevsim v ke
nadledvinek, ale i v gonadach, placenté a také v mozku.
Vlychozi latkou je cholesterol, ze kterého vznika pregne-
nolon a nasledné DHEA, jez je prekursorem dalSich
hormon(: androgen( a estrogend. Hladina DHEA-S je
v plazmé i v moc¢i 300x vyssi nez DHEA. MnoZstvi DHEA
(DHEA-S) v krvi se také lisi podle pohlavi (u muzi jsou
hodnoty vy$si nez u Zen), etniky, zplisobu Zivotniho
stylu (piti alkoholu, koufeni, uzivani 1ékd, druh stra-
vy...) a piedevsim podle véku dané osoby. S pfibyvaji-
cim vékem hladina DHEA v krvi pozvolna klesa. Lidé

DHEA

HO

Obr. 1. Strukturni vzorec dehydroepiandrosteronu (DHEA)
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starSi 80ti let maji jiZ jen 5-15 % plvodniho mnoZstvi
tohoto steroidu'. Nizsi, deficitni bazalni hladiny DHEA
mohou byt zapfi¢inény chorobami jako napf.: AD, syn-
drom ziskaného selhani imunity (AIDS), rizné formy
rakoviny, diabetes mellitus, sklerdza, astma, chronicky
Gnavovy syndrom, revmatoidni artritida, osteopordza,
erektilni dysfunkce a dal3i'>. O tom, jakymi mechanis-
my DHEA pfi téchto nemocech plsobi, je toho znamo
velmi malo.

DHEA jako lék?

Dehydroepiandrosteron se dostdvéa v poslednich
letech do popiedi zajmu. Je zkouman hlavné jeho
mozny lécivy ucinek suplementaci DHEA u osob trpi-
cich vySe zminénymi chorobami. Zjistilo se, ze umélym
dodavanim DHEA oralni cestou se zvySuje hladina
testosteronu a androsteronu v krvi a byl tak pozorovén
jeho pozitivni vliv pfi 1é¢bé Addisonovy choroby,
erektilni dysfunkce, systematického lupusu a depresi.
Mirné zlepseni zdravotniho stavu bylo sledovano i u lidi
s AIDS, osteoporézou, chronickym Gnavovym syndro-
mem a AD'. U vétsiny testovanych osob byly zjistény
positivni vedlejsi efekty jako napf.. podpora funkce
imunitniho systému (DHEA tlumi tvorbu interleukinu
6), zlepseni smysl(, stavu kosti a kiize (vétsi hydratace,
tloust'ka, pigmentace, produkce mazu) a nardst libida.
Negativnimi vedlejSimi ucinky ovsem byla vyrazna ztra-
ta télesné hmotnosti u muzd, enormné zvysené riziko
srdecnich pfihod, menstruacni nepravidelnost a rakovi-
na prsu u Zen, u obou pohlavi dale pak srde¢ni arytmie,
vetsi potivost, rast chlupl na licich, zna¢né zmény
nalady a nesnesitelné bolesti hlavy'>'s. Vliv DHEA
na lé¢bu AD je v soucasné dobé nadale intenzivné
studovan.

Prevence, rizika a ptivod AD

Existuje nékolik teorii, jez vysvétluji, ¢im je zapfic¢inén
vznik Alzheimerovy choroby. Jednou z nich je moznost,
zZe zde pravdépodobné hraji roli dédi¢né faktory a to
mutace alespon jednoho z chromozomui 14, 19 a 21.
U lidi s Downovym syndromem (trisomie 21. chromo-
somu) je 98% pravdépodobnost vzniku AD po 20. roku
véku)'”. Mnoho védcl tvrdi, ze ,prapficinou” vzniku
Alzheimerovy choroby je nadmérné mnoizstvi hliniku
akumulovaného v organismu anebo naopak deficience
zinku'®. Za dalSiho mozného plvodce tohoto onemoc-
néni jsou povazovany priony, avsak tato teorie je velmi
diskutabilni. Rizikovymi faktory pro rozvoj AD jsou
napf.: pokrocily vék, trazy hlavy, vysoky pfijem hliniku
(pravdépodobné z aditiv v potravinach)'8, nizké vzdéla-
ni, deprese, vysoka hladina LDL cholesterolu, hyperten-
ze a rlizna onemocnéni. Pfedchazet vzniku AD (pokud
neméame genetické predispozice k této chorobé) lze
zivotnim stylem (zdravou stravou a pravidelnou
fyzickou aktivitou), castou intelektudlni stimulaci
(napf.: hranim 3ach(, lusténim kfizovek a feSenim
sudoku), ¢astou komunikaci s okolim, pravidelnou
konzumaci kari kofeni a tak podobné. Velmi pozitivni
efekt pfi prevenci AD méa vitamin E v kombinaci s vita-
minem C a dale také napf. statiny, oboje bohuzel rapid-
né zvysuje riziko srde¢nich pfihod™.



Lécba

V soucasné dobé neexistuje zadny lék, pomoci které-
ho by bylo mozné zpomalit postup Alzheimerovy cho-
roby anebo ji dokonce vylécit tplné. VSechny dostupné
a pouzivané léky pouze zmiriiuji symptomy a zpfijem-
nuji Zivotni podminky pacienta. Nejcastéji aplikovanymi
léky jsou inhibitory acetylcholinesterasy, diky nimz
dochazi ke zvyseni koncentrace acetylcholinu. Mezi tfi
nejprodavanéjsi latky patfi donepezil (s obchodnim
nazvem Aricept®), galantamin (Reminylin®a Nivalin®)
a rivastigmin (Exelon®). VSechny tyto léky jsou pomér-
né drahé a maji fadu nepfiznivych vedlejSich efektd.
Starsi variantou téchto léku je tacrin (Cognex®). Podob-
né funguje i fada prekursort acetylcholinu a to sojovy
lecitin, muskarin a pravdépodobné i agonisté nikotinu.
Druhou skupinou latek jsou antagonisté ionotropnich
glutamatovych receptort (receptory N-methyl-D-aspar-
tatu, NMDAR) a to napi.: memantin (Namenda®, Aka-
nitol®, Auxura®, Exiba®), bohuzel i v tomto pfipadé
dochézi pouze k mirnému potlaceni symptoma AD.
Dale jsou pacientim podavany latky blokujici vapenaté
ionty (Ca?* ve stéfi destabilizuji neurony) a tim uméle
prodluzuji Zivotaschopnost neurond. Velmi G¢inna je
stimulace pacientd socioterapiemi, kognitivnimi psy-
choterapiemi a pfedeviim spoluprace s rodinou.
Vyznamnou skupinou jsou tzv. nootropika, kterd zlep-
Suji vyuzitelnost glukosy a kysliku v centrélni nervové
soustavé (CNS), zlepsuji vlastnosti erytrocytd a usnad-
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nuji tak jejich prichodnost kapilarami. Za zminku stoji
i pfirodni lé¢iva. Jsou to pfedevsim antioxidanty vitamin
E v kombinaci s vitaminem C (vhodné i jako prevence);
vitamin B1, koenzym Q, L-karnitin, kari kofeni, atd. Ve
tieti fazi klinickych studii je extrakt z Gingko bilobae
(jinanu dvoulalo¢ného), studie by mély byt dokonceny
v roce 2008. Symptomy AD mohou byt zna¢né potlace-
ny statiny (podle epidemiologickych studii je vyskyt
Alzheimerovy choroby u pacientl lécenych statiny
0 70 % nizsi nez v kontrolni skupiné)?°, bohuzel kvdli
fadé vedlejSich ucinkd se tyto latky zdravym jedinctim
jako prevence AD nedoporucuji.

Zavér

Zavérem je nutné dodat, Ze jelikoz pocet pfipadu
onemocnéni Alzheimerovou chorobou neustéle roste,
bylo by potieba co nejdiive odhalit mechanismus
plsobeni AD a nalézt zptsob, kterym by bylo mozno
tuto nemoc diagnostikovat dfive, nez dojde k propuk-
nuti jejich zavainych pfiznakd. Velmi slibné se jevila
nova metoda stanoveni koncentrace DHEA v krvi,
bohuzel je zde mozna interference nizké hladiny DHEA
s jinymi chorobami. Pfedpoklada se, ze touto (AD) tieti
Lnejdrazsi” nemoci (na lécbu pacientl v USA je potie-
ba 100 miliard dolar( ro¢né) bude v roce 2040 trpét
80 miliond lidi a proto je vyvoj novych, ucinnéjsich léku
absolutné nezbytnou zaleZitosti.
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BIOFARMACEUTIKA - CESTA K CILENEMU PUSOBENI LECIV

Ji‘r’i Blazek }
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha

Uvod

Mohutny rozvoj novych biotechnologii, ktery postup-
né zpfistupiuje jejich produkty stéle SirSimu primyslo-
vému vyuZiti, se postupné promita i do odvétvi farma-
ceutickych vyrob. Podil tzv. bioléciv — biofarmaceutik se
rok od roku zvySuje. Zatimco roku 1982 byla na trhu
pfistupna pouze ctyii biofarmaceutika, roku 2004 se
jejich pocet jiz blizil ke ¢tyfem desitkam'. Jesté vice je
tento trend patrny ve vyvoji svétového biofarmaceutic-
kého trhu, kde rist obratu v mld. USD mé& exponenci-
alni charakter. Jen v samotnych USA zazname-
nava biofarmaceuticky pramysl nardst okolo 19 %, se
souc¢asnym ro¢nim rlstem pfijmu zhruba o 21,4 %
(cit.").

Biofarmaceutika maji navic oproti tradi¢nim [é¢ivim
mnohé vyhody, jako jsou jejich mensi toxické vedlejsi
ucinky, velmi specificky zaméfené plisobeni nebo moz-
nost individualniho ,nastaveni” Gc¢inné slozky na potie-
by pacienta®. Nevyhodami pak i nadale zlstava jejich
vysokd cena, kterd je dana nakladnosti technologii
a vyzkumu®.

Pravé specifického cileni nékterych biofarmak, jez je
zaloZeno na strukturni komplementarité ligandu a jeho
receptoru, pfipadné protilatky a antigenu, Ize vyuZzit
ve spojeni s ,tradi¢nimi” farmaceutickymi vyrobami
pro vyvoj nové generace lékd, specificky cilenych
k misté svého ucinku — bunce, tkani nebo organu®.
Toto ,cileni” léCiv (angl. drug targeting) by mohlo vést
ke vzniku uzce specialisovanych léciv, jejichz vyhody by
mohly byt napf. jejich mensi toxicita, snizeni vedlejSich
Gcinka a lokalni ptsobeni v misté potieby, bez zatézo-
vani zdravych soucasti organismu.

Biofarmaceutika

Jako biofarmaceutika se oznacuji Iéciva, nebo latky,
které by se jimi mohly stat, jez byla ziskana jinak,
neZ klasickou cestou synthetické chemie, pficemz se
do téchto klasickych postupl zahrnuji metody kombi-
natorni chemie a isolace léc¢iv z rostlinného materialu’.
Vedle této definice je mozno biofarmaceutika také cha-
pat jako léciva ziskana biotechnologickymi metodami,
pficemz zde mame na mysli pfistupy rekombinantnich
technologii®.

Biofarmaceutika jsou tak pdvodu rekombinantné -
technologického, genetického, pfipadné se jedna
o fragmenty bunék a membran, které jsou pouzivany
pfi vyrobé vakcin. Jako biofarmaceutika vdak mizeme
oznadit i klasicka léciva, ktera byla na vySe zminénymi
postupy pfipravena biofarmaceutika navézéna a vyuzi-
vaji je tedy pro aktivni transport do cilového mista
Gcinku'.

Stejné problematické jako biofarmaceutika definovat
je i biofarmaceutika smyslupIné klasifikovat. Asi nej-
snadnéjsi by jisté bylo déleni podle jejich molekulové
hmotnosti, které vsak postrdda vztah k funkénimu
plsobeni téchto latek. Stejné tak by bylo mozné biofar-
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maceutika rozdélit i podle zplsobu jejich pfipravy
a typu molekuly. Obvykle se vsak setkdvame s nasledu-
jicim rozdélenim':

— Monoklonalni protilatky

— Vakciny

— Proteiny, v¢etné peptidickych hormont

— Kombinace biofarmaceutik s klasickymi lécivy

— Jina biofarmaceutika

Je viak moiné se setkat i s délenim podrobné;jSim,
které do zminéného vyctu pfidava dodatec¢nés:
— Krevni faktory (VIII, 1X)
— Thrombolyticka agens
— Hematopoetické riistové faktory
— Interferony
— Interleukiny

Pro vyrobu biofarmaceutik ve velkém méfitku byla
optimalisovéna fada technologii, vyuzivajicich pro pro-
dukci velkoobjemové fermentory. Bioléciva je tak
mozné ziskavat napf. kultivaci geneticky modifikova-
nych bakterii, jako je E. coli, kterd byla vyuZita pro
synthesu rekombinantniho insulinu. Dale je vyuzivano
sav¢ich bunécnych linii, jez jsou zakladem pro produk-
ci viralnich vakcin, imunoglobuling, interleukind, lymfo-
kind, protinadorovych agens a erythropoetinu®. Vedle
savCich bunéénych kultur je pak mozné vyuzivat i kul-
tury rostlinného ptvodu, které byly uspésné aplikovany
pro vyrobu imunoglobulinG, Ab fetézcli, podjednotek
vakcin, ¢i proteinovych antibiotik?.

Nasledujici pfehled pak ilustruje nékteré pfiklady

uZiti biofarmaceutik®:

— Erythropoetin — anemie

— Interferon a — leukemie

— Interferon b - roztrousena sklerosa

— Monoklonalni protilatky — revmatoidni artritida,
karcinomy

— Glukocerebrosidasa — Gaucherova nemoc

Monoklonalni protilatky - lécivo i nosic

Monoklonalni protilatky tvofi relativné dobfe konsti-
tuovanou skupinu léciv'. Jejich vyhodou je jasné defi-
novana interakce s antigenem, ktera spociva v komple-
mentarité proménlivych Usekl Ig a povrchovych struk-
tur antigenu. Této specifické interakce je mozno vyuzit
nejen pii pouziti samotnych protilatek, ale i pfi jejich
fusi s klasickymi 1écivy, ktera pak jsou cilena k zddanym
strukturam. Monoklonalni protilatky tak mohou slouzit
nejen jako lécivo, ale soucasné i jako nosi¢, zarucujici
transport léciva k mistu Gcinku'>.

Do klinické praxe se monoklonalni protilatky dostaly
jiz pred del3i dobou a je mozné se s nimi setkat pod
rozliénymi nézvy, které mohou sice pasobit krkolomné,
ale presto podléhaji normovanému nazvoslovi, jehoz
konstantni soucasti je koncovka —mab, znacici monok-



lonalni protilatky, nebo jejich fragmenty. DalSi soucasti
jejich nazvu se vztahuiji k:

a) puvodu protilatky:
o mys
a potkan
e kiecek
i primati
u humanni
xi chimerni
b) mistu zasahu:
vir viralni
bac bakterialni
lim imunitni
les infek¢ni lese
cir kardiovaskularni.
V piipadé, ze jsou protilatky pouzité pro lé¢ebni nado-
r, je nadale upfesnéno i misto jejich zasahu:
col kolon
mel melanom
mar prsni mlé¢na zlaza
got testes
gov ovaria
pr(o) prostata
tum rézné.

Monoklonalni protilatky jsou pouzivané hlavné proti
nadorovym onemocnénim, kde byla potvrzena jejich
schopnost zastavovat rlst a v nékterych pfipadech
i vyvolat apoptosu néadorovych bunéks. K dalSim
onemocnénim, které je mozno takto lécit patfi revma-
toidni artritida a sklerosa multiplex. Velky vybér kon-
krétnich piikladGi ctendf maze najit napi. v ¢lanku
Benede'.

Vyzkum v oblasti monoklonalnich protilatek se viak
nezaméfuje jen na pfipravu protilatek, specifickych
k novym cilim. Mnoho Usili bylo vénovano i pfipravé
modifikovanych protilatek, jez by zarucovaly lepsi odez-
vu imunitniho systému. Byl tak napf. zkouman vliv
zmén aminokyselinového slozeni a glykosyla¢niho
motivu v Fc regionu imunoglobulind. Pfi tomto byl pro-
kazan patrny vliv in vivo u zvifecich model nadorovych
onemocnéni®.

Jinym smérem se ubiral vyzkum koktejlovych prepa-
ratd monoklonalnich protilatek. Ten byl povzbuzen zna-
mym faktem, Ze polyklonalni protilatky mohou pUsobit
jako lécivo. Pro Gspésnou iniciaci apoptosy bunék je
navic tfeba dosazeni urcité koncentrace vazanych pro-
tilitek na povrchu bunky, coz Iépe zarucuji pravé polyk-
lonalni protilatky obsahujici imunoglobuliny specifické
k rGznym epitoptim na povrchu bunék. Koktejl monok-
lonélnich protilatek pak mél fesit nékteré problémy
vyskytujici se pfi uZiti polyklonalnich protilatek — jejich
imunogenitu, nizky titr Zadanych protilatek a fluktuace
kvality v zavislosti na vyrobni SarZi. Byly vypracovany
vyrobni postupy, které mély fesit problém cenové
narocnosti a stability vyroby. Jako mozné cesty tak byly
vybrany produkce protildtek v transgennich zvifatech
a pomoci monoklonalnich a polyklonalnich buné¢nych
linii*.

Souc¢asné s vyvojem imunoglobulinG probiha
i vyzkum léciv zalozenych na jejich fusi s monoklonalni
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protilatkou. | kdyz se ukazuje, Ze hlavni nevyhodou
bude cena kone¢ného preparatu?, bylo by mozné timto
zplsobem pfipravit perspektivni uc¢inné latky. Imunog-
lobuliny Ize totiz poutzit jako nosice pro Sirokou paletu
latek — léciva, toxiny, enzymy, radioisotopy a adenovi-
ralni vektory>. Vyhoda téchto konjugat nespociva jen
v cileném pusobeni, ale i ve snizeni toxicity nékterych
|é¢iv nebo nahrazeni MHC struktur u nadorq, které cile-
né potlacuji jejich expresi. To by mohlo vést k novym
cestam v jejich terapii®. V literatuie je jako pfiklad zmi-
novanych konjugéatd uvadén Mycograb®, coz je kombi-
nace monoklonadlni protilatky s docetaxelem, jehoz
vyuZiti je pfedpokladéno pro léceni metastazujicich
a vracejicich se nadord prsu'. Imunoglobuliny je dale
mozné navazat i na liposomy, coz vedle cileného piso-
beni ma za nasledek i kontrolované uvoliiovani léciva
a prodlouzeni jeho ucinku®.

#Viralni biofarmaceutika”

Ve stadiu vyzkumu a Gvah se nyni nachazi vyuziti viro-
vych proteint pro modulaci chemokinového systému
lymfocytd. Tento systém hraje dalezitou roli v chemota-
xi lymfocytd a zplsobu imunitni odpovédi organismu.
Jeho specifické ovliviiovani by tak mohlo otevfit cesty
k novym terapiim.

Bylo napfiklad zjisténo, ze lidsky herpesvirus 8
(HHV8) produkuje latky, které plsobi jako antagonisté
i agonisté chemokinovych receptori lymfocytd. Mezi
tyto latky se fadi protein vMIP-II, jenz specificky bloku-
je Sest z 18-ti chemokinovych receptort lymfocytd Th1,
které jsou odpovédné pravé za imunitni odpovéd’ proti
virdm. Na druhou stranu tento virus uvolnuje i proteiny
VvMIP-I a 111, které plsobi jako agonisté chemokinovych
receptori lymfocytli Th2, odpovédnych za humoralni
imunitu, a tim je aktivuji. To mé& za nasledek zménu
charakteru imunitni odpovédi a inhibici lymfocytd Th1
(lymfocyty Th2 dodate¢né vylucuji latky, které témto
lymfocytdm dale bréni v rdstu).

Podobnost tohoto procesu s jinymi, probihajicimi pfi
raznych patofysiologickych stavech, by mohla podpofit
vyvoj terapeutik modulujicich imunitni odpovéd’ jejich
cilenym, lokalnim plsobenim a navic Setrnym k orga-
nismu. Vyuziti lé¢iv na tomto principu je myslitelné
napf. pfi transplantacich, revmatoidni artritidé a sklero-
se multiplex.

Jinou strategii pouziva poxvirus Molluscum contagio-
sum, jenz svym proteinem MC148 vyjimecné specificky
blokuje chemokinovy receptor CCR8. Pro¢ pravé pouze
tento receptor neni jasné, ale podobny pfistup je pla-
novan pro studium a vyvoj novych lékl proti astmatu.

Posledni skupinu latek virového ptdvodu (poxviry), jez
by mohly slouzit jako modulatory chemokinovych
receptord, tvofi tzv. chemokiny vézajici proteiny (CBP),
které pusobi vazbou a maskovanim pfirozenych ligan-
dd chemokinovych receptort a byvaji tak nazyvany
neutralizujici chemokiny.

Je mozné rozlisit tfi typy:

a) CBP-l, které se vaii na glykosaminglykan (GAG)
vazajici epitop chemokinl. To je zajimavé pro dalsi
vyzkum, nebot’ pravé vazbou chemokind na GAG se
tvofi v tkdnich chemokinovy gradient.



b) CBP-Il interaguji s receptor vazajicim epitopem vét-
siny chemokind

c) CBP-lll, jejichz mechanismus ucinku je prozatim
neznamy a vyskytujici se u g-herpesvirus 68.

Bez ohledu na mechanismus vazby CBP na chemokin
je ucinek stejny — zhrouceni chemokinového gradientu
a poruseni chemotaxe lymfocytd.

Zavér

Biofarmaceutika jsou dynamicky se rozvijejici skupi-
nou léciv, kdy strmy nardst jejich poc¢tu je podminén
novymi objevy v ramci rekombinantnich technologii,
vyuziti bunéénych kultur pro velkoobjemové vyroby,
biologie, biochemie a molekularni genetiky. Vedle
jejich poutziti jako samostatnych léciv, kde plsobi jako
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vlastni ucinna latka, je mozné s jejich pomoci pfipravit
i fazni léciva, kde jejich role spociva hlavné v pfesném
cileni léciva k postizené tkani. Pro tento Ucel se vybor-
né hodi monoklonalni protilatky, kdy konjugat klasické-
ho lé¢iva s imunoglobulinem zajist’uje cilené pouziti
s mensimi vedlejSimi ucinky. Hlavnim nedostatkem
téchto léciv zlistava jejich cena. Soucasné byly predsta-
veny i jiné sméry vyzkumu, namifené napf. na zlepso-
vani vlastnosti monoklonalnich protilatek, nebo pouziti
jejich smési. Nové se uvaiuje i o vyuZiti virovych
proteint pro cilené pouZziti k modulaci imunitni odpo-
védi pomoci ovlivnéni chemokinového systému. Zda se
tyto latky daji vyuzit i pro cileni [é¢iv bude v nasleduji-
cich letech pfedmétem dalSiho vyzkumu.
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aby byla technicka Uprava naseho casopisu co nejlepsi a s minimalnim mnozstvim chyb, uvitali bychom dodrzovani nékterych

dale uvedenych zasad.

1. Texty zasilejte elektronickou formou jako “attachment” spolu s tisténou verzi, aby bylo mozno opravit chyby zptsobené
pfenosem.

2. Texty piste v editoru WORD (formét .doc), pismo Arial, velikost 11. Zarovnani do bloku, styl NORMALNI, neéislovat stranky.

Nerozdélujte slova na konci fadka. V textu Ize pouzivat zvyraznéni nékterych terminG tu¢nym pismem ¢i kurzivou, a také
horni a dolni index. Radkovéni jednoduché. Odsazeni odstavcd a mezery mezi nimi nepouzivejte (nastaveni = 0).

. Nepouzivejte automatické cislovani, tabulatory, ani ,tvrdé” definice stranek.

. Obrézky zasilejte zasadné zvlast’ v nékterém z béznych formata (jpg, .tif).

5. Piipojte vidy svoji e-mailovou adresu ¢i ¢islo telefonu, aby piipadné problémy bylo mozno rychle fesit.
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