Definice genoveho inzenyrstvi

Genove inzenyrstvi se zabyva vytvarenim pozmeénénych ¢i novych
genl nebo pripravou novych (nepfirozenych) kombinaci genu a jejich
zavadénim do genomu organizmu s cilem rekonstruovat jejich
genetickou vybavu a vytvaret tak geneticky modifikované
(transgenni) organismy.

Metodickym zakladem genového inzenyrstvi jsou manipulace s DNA
in vitro (klonovani genu a jejich Gpravy).

Pozn.: cilené zmény genetickeé informace lze provadét také in vivo

Genové manipulace, moderni (molekularni) biotechnologie
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Vyuziti genového inzenyrstvi

Ve vyzkumu: studium struktury, funkce a exprese genu (genomd)
Prakticke vyuziti (moderni biotechnologie):
1. Priprava latek vyznamnych v Iékarstvi, zemédélstvi a priamyslu

 vnaseni cizorodych genu do nepfibuznych organizmu a ziskavani
produktl ve velkém mnozstvi — prekonani reprodukcénich barier

2. Priprava latek s novymi vlastnostmi pozménovanim stavajicich
genu nebo vytvarenim novych genu — enzymy, protilatky, vakciny aj.

3. Pozménovani a zlepSovani vlastnosti organizm - vytvareni geneticky
modifikovanych n. transgennich organismu (GMO)

pfiprava mikroorganizmu pro biotechnologie,

zvySovani vynosu kulturnich rostlin a uzitkovosti hosp. zvirat
(odolnost viéi chorobam, skadcum nebo zevnim viivam,
produkce cizich latek v telech rostlin a zvirat)

e genove terapie



Transformace rostlinnych pletiv Ti-plazmidem
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Prenos cizich gen u do rostlin pomoci Ti-plazmidu
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VYUZITI TRANSGENNICH ROSTLIN

1 Ovliviiovani agronomickych vilastnosti

e rezistence k patogetim (hmyzu, virim, plisnim apod)
e rezistence k herbicidim

e tolerance ke strefim (suchu, mrazu, zasoleni fd)

2. Modifikace uzitnych vlastnosti

prodlouzeni skladovatelnosti zpomalenim zrani

rezistence k skladkovym chorobam

vylepSovani nutriéni hodnoty a chuti

produkce sekundarnich metabolifi

produkce farmakologicky U¢innych latek (vitaminy, vakciny)

Technicke plodiny
e produkce modifikovanych oleja pro praumyslové vyuziti
e produkce biodegradovatelnych plasi
e produkce bionafty

3. VyLziti pro bioremediacedisteni prostedi’



Transgenni BT-kukurice
Obsahuje navic Fi geny:

1.Gen podmiiujici odolnost rostlin  proti hmyzim
Skudcum (bakterialni gen z Bacillus thuringiensis
zodpowdny za tvorbu deltatoxinu, ktery je jedovaty pro
nékteré skupiny hmyzu, ale zcela neskodny prsavce
clovéka)

N

.Gen pro odolnost vi¢i herbicidu Basta (jeden z novyc
herbicida, ktery ma kratkou zivotnost a je Setrny
k prostredi). Gen pochazi z bakterié&treptomyces

3.Gen pro odolnost k antibiotiku ampicilinu (selekéni
marker pouzity pro selekci transgennich rostlin (burgk)
pii jejich pripraveé). Gen pochazi z bakterie.



Rostliny rezistentnf k hmyzim $kiidcim
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Toxiny z r Giznych kmen G B. thuringiensis pusobi na r izné hmyzi druhy

B. thuringiensis (kmen) Protoxin (kDa) Cilovy hmyz (rod) iiriﬁhyp
berliner 130-140 Lepidoptera 1
kurstaki KTO, HD-1 130-140 Lepidoptera 3
entomocidus 6.01 130-140 Lepidoptera 6
aizawai 7.29 130-140 Lepidoptera 7
aizawai IC 1 135 Lepidoptera, Diptera 7
kurstaki HD-1 71 Lepidoptera, Diptera 3
tenebrionis (san diego) 66-73 Coleoptera 8
morrisoni PG14 125-145 Diptera 8
Israelensis 68 Diptera 14

BT-toxiny ~ Cry proteiny — parasporalni krystaly




Zavije¢ kukuriény je jednim z nejvyznamrgjSich Skadcua
kukuFice, ktery snizuje vynosy a kvalitu zrna, navic take
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Néktere transgenni rostliny obsahujici gen kddujici plas t'ovy protein
patogenniho viru, ktery zajiS tuje odolnost rostlin v t¢i virové infekci

Zdroj plas t'ového proteinu Transgenni rostlina
Alfalfa mosaic virus Alfalfa, tobacco, tomato
Arabis mosaic virus Tobacco

Beet necrotic yellow vein virus Sugar beet

Cucumber mosaic virus
Cymbidium ringspot virus

Grapevine chrome mosaic virus

Maize dwarf mosaic virus
Papaya ringspot virus
Plum pox virus

Potato aucuba mosaic virus
Potato leaf-roll virus

Potato virus S

Potato virus X

Potato virus Y

Rice stripe virus

Soybean mosaic virus
Tobacco etch virus

Tobacco mosaic virus
Tomato mosaic virus
Tomato rattle virus

Tomato streak virus
Tomato spotted wilt virus
Watermelon mosaic virus Il
Zucchini yellow mosaic virus

Cucumber, tobacco
Tobacco
Tobacco

Sweet corn
Papaya, tobacco
Tobacco
Tobacco

Potato

Potato

Potato, tobacco
Potato, tobacco
Rice

Tobacco
Tobacco
Tobacco, tomato
Tomato

Tobacco
Tobacco
Tobacco
Tobacco
Muskmelon, tobacco



Priklady terapeuticky vyuzitelnych latek pripravovanych v rostlinach

Protein

Human protein C
Human hirudin variant 2

Human granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor

Human erythropoietin

Human enkephalins

Human epidermal growth factor
Human o-interferon

Human serum albumin

Human hemoglobin

Human homotrimeric collagen I
Human al-antitrypsin

Human growth hormone
Human aprotinin
Angiotensin-1-converting enzyme
a-Tricosanthin
Glucocerebrosidase

Rostlina

Tobacco
Tobacco, canola, Ethiopian mustard
Tobacco

Tobacco

Thale cress, canola
Tobacco

Rice, turnip
Potato, tobacco
Tobacco
Tobacco

Rice

Tobacco

Corn

Tobacco, tomato
Tobacco
Tobacco

Vyuziti
Anticoagulant

Anticoagulant
Neutropenia

Anemia

Antihyperanalgesic by opiate activity
Wound repair/control of cell proliferation
Hepatitis C and B

Liver cirrhosis

Blood substitute

Collagen synthesis

Cystic fibrosis, liver disease, hemorrhage
Dwarfism, wound healing

Trypsin inhibitor for transplantation surgery
Hypertension

HIV therapy

Gaucher disease



Normalni a zlata ryze obsahujici betakaroten



Transgenni ryze obsahujici zhruba 5x vySsi koncentracid-v endospermu
coz je Urovai pozadovana pro dostaténou vyzivu z hlediska zeleza.



Geneticky modifikovany tabak (vlevo) odolny wiéi suchu



Geneticky modifikovany husenéek Thaliav (Arabidopsis thaliana), ktery méni barvu
listi v pFitomnosti oxidu duskitého. Ten se uvaluje z nalozi v zakopanych
naslapovych minach a pronika do fidy. V geneticky modifikované rostlirg se

v pritomnosti tohoto plynu indukuje syntéza antokyat, jimiz se barvi jeji listy na
podzim. V geneticky modifikovaném huseriku tedy neni produkovana latka, ktera
by byla rostliné cizi a uz viibec se nemusime bat, ze by mohlo jit @&jaky toxin. Pokud
by bylo minové pole oseto geneticky modifikovanym reenitkem nebo jinou podobré
modifikovanou rostlinou, pak by trsy barevné pozménénych rostlin prozradily, kde se
miny skryvaji. Husenic¢ek by miny odhalil uz za i az Sest tydri od vyseti.



Cilené zm eny exprese mRNA

Modifikace biosyntetické drahy mastnych kyselin u kukufice
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Inhibice exprese mRNA:

Dodani pridatné kopie genu (kosuprese)
Vlozeni antisense-verze genu
Pouziti ribozymu se sekvenéné-specifickou endoribonukleazovou
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Terminatorova technologie pro p  Fipravu
sterilnich semen

Bez aplikace tetracyklinu Ize ziskavat kliiva

— Tetracycline (producer) semena a rostliny opakované péstovat
_r-, . —M— ey IR
tetO i ""

loxP  loxP
» pred prodejem prodejce aplikuje tetracyklin
+ Tetracycline (soak seeds before sale) na semena a proda je farmartim

Excision of block

Farmar vypéstuje ze semen
rostliny, ale semena téchto rostlin
jsou sterilni




Dosazeni sekrece protein u koreny rostlin

D ,Rhizosekrece" — Hydroponicka kultura

B secrcted transgenni rostliny sekretujici cizorody
ferelgy pratel protein do apoplastu bunék a nasledné
do prostredi

Normaln é sekretované: nizkomolekularni latky (aa + cukry) —
koFenové exudaty (vyziva bakterii)

Experimentalné dosazena exkrece
ruznych proteinu v kofenech rostlin

A, B. Signalni peptid proteinazového
7 R — inhibitoru tabaku

C. Signalni peptid lidské alkalickeé
o Sk fosfatazy

P masZ = mannopin-syntaza Listové exudaty (gutace)



Geneticky modifikované modre karafiaty Moondust zigkan
australskou firmou Florigen ve spolupraci s japonskou
spole&nosti Suntory



Transformace chloroplast U

» vlastni genom: dsDNA, 155 kb, 87.

e operonové usporadani chloroplastovych genu — moznost exprimovat
vice genul z jednoho transkriptu

« vysoce ploidni (vice kopii genomu) — tisice chloroplastu

» chloroplasty nejsou v pylu, transgen se nebude prenaset pri kfizeni

* inzerce DNA do chloroplastového genomu probiha homologni
rekombinaci v presném misté

« chloroplastoveé geny jsou transkribovany chloroplastové specifickymi
promotory

» selekéni marker (aadA) — rezistence k spektinomycinu

» selekéni marker Ize eliminovat pomoci cre-lox rekombinace.

* prenos DNA biolistickymi metodami

« vytvareni lidskych terapeutickych proteinu (lidsky somatotropin)
« rezistence k hmyzu (toxin B. thuringiensis) — neni v pylu!



Primary chloroplast
transformation

Cell (and chloroplast)

divisions under strong
selection

Further rounds
of regeneration
and selection

ekce homogenn é transgennich chloroplast

u

Kazda bunka obsahuje 50-100
chloroplast(, kazdy obsahuje 10-20
nukleoidl (nehistonovych proteinl s
omotanou DNA), z nich kazdy ma 5-10
genomu. Jedna bunka tak mize
obsahovat vice nez 10 000 plastidovych

genomu

Homoplasmicka burika




Transgenni rostliny

A. Rezistence k virim

zavedeni genu pro plast'ovy protein VITM do Ti-plazmidu, pF¥enos do
tabédku, rajcat

vakcina je multivalentni, pisobi na jiné virozy

B. Rezistence k pesticidim

Vneseni genu pro endotoxin z Bac. thuringiensis pisobiciho na hmyzi
S$kiidce (BT-rostliny: kukuFice, tabak, brambor, aj)

Nepfimy zpiisob - naklonovani genu pro tvorbu toxinu do baktérii
kolonizujicich rostliny (listy, kofeny) - napi. Pseudomonas fluorescens.

C. Rezistence k herbicidiim.

Napf¥. glyfozatu (nejpouZzivanéjsi neselektivni herbicid) inhibuje enzymy
tvorby esencidlnich aminokyselin.

1.Vneseni genu pro tvorbu cilového enzymu

(vétsi mnozZstvi zajisti odolnost rostlin)

2. Vneseni gen pro tvorbu pozménéného (méné citlivého) enzymu

3. Vneseni genu pro tvorbu enzymu, ktery inaktivuje herbicid

D. Vylep3eni nutri¢nich hodnot plodi a semen nebo rostlinnych
produkti vyuZivanych primyslové

* rajée FlavrSavr fy Calgene - transgen: antisense mRNA genu pro
polygalakturonidasu - prodlouZena konzumni zralost

* ryZe - vhodna pro alergiky

* Fepka - olej ze semen obsahujici zvySeny podil kys. laurové (mydla a
detergenty),

* fepka - olej ze semen bohaty na myristit (kosmetika), nebo Kys. erukova
(mazadla a vyroba nylonu)

* Arabidopsis a fepka -Tvorba biodegradovatelnych polymert v
chloroplastech vyuZitelnych jako plasty (polyhydroxybutyrit, polymery
podobné polyesteru ve vlaknech baviniku)

E. Produkce vakcin rostlinami

Syrova zelenina obsahujici antigen (vakcinu), ktery indukuje tvorbu
imunoglobulini mukézniho imunitniho systému v zaZivacim traktu
* povrchovy antigen viru hepatitidy B

* podjednotka B toxinu cholery



Vytvareni transgennich mySi mikroinjekci
ciziho genu do oplozeného vajicka

~~ vajitka spermie
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Manipulace s embryonadlnimi kmenovymi bunkami

Izolace
blastocyst

l pFenos na

Petriho misku

darkyné
blastocysty

odebrani
kmenovych bunék

Vneseni geri
vysev kmenovych
bunék na Zivné médium

prenos kmenovych bunék
do blastocysty

diferenciace

bunék na ri’lzné/

typy
Terapeutické klonovani, o
nahrada tkani a organi o /

\ kosti

koZzni
bunky

neomezeny rist chimericka
mys



Priklady transgennich zivaichu

Zvirata (mysi, dnibez, hospodéska zviata, ryby) obsahujici gen
pro rastovy hormon — rychlejSi nist, zména vlastnosti produkti
Prezvykavci obsahujici ve seve GMO-mikroorganismy, které
redukuji toxicitu n ékterych rostlin (rozsSireni potencialu krmiv)
Drubez s poznénénymi travicimi schopnostmi (celuloza, lignin,
tuky)

Drubez se zvySenym obsahem Ilysozymu ve vejcich (@pu
v pramyslu a farmakologii)

Ovce s vylepSenou srsti

MySi s poznmeénénymi nebo inaktivovanymi geny

- studium lidskych genetickych poruch:

- neurodegerativni, imunitni, hormonalni choroby,

- vliv faktor u na organismus faktom (napr. I€ki, mutageni)
- studium poruch paméti

Zvirata jako darci organa pro transplantace kenotransplantaty)
— organy s poznénénymi antigenimi vlastnostmi vhodné pro
clovéka

Zvirata produkujici cizorodé latky v mléce, md@i, krvi nebo
tkanich (animal farming: zvirata jako bioreaktory)



Figure 11.18 Normal coho salmon (lelt) and genetically en- fish on the left is about 4 inches long. [Courtesy of R. H.

gineered coho salmon (right) containing a sockeye salmon Devlin. Reprinted by permission from Nature 371: 209,
growth-hormone gene driven by the regulatory region [rom R. H. Devlin, T. Y. Yesaki, C. A. Biagi, E. M. Donaldson,
a metallothionein gene. The transgenic salmon average 11 P. Swanson, and W. K. Chan. Copyright 1994 Macmillan
times the weight of the nontransgenic fish. The smallest Magazines Ltd.|

i

Vyuziti ryb ke sledovani mutagennich latek v prostedi: transgen: mutantni gen pro rezistentni k
antibiotikim nebo mutantni gen cll faga lambda



Zvirata jako Zivé tovarny (,,animal farming*“)

lidsky gen klonovany
Vv retrovirovém vektoru

) g mikroinjekce DNA do
‘projadra oplozeného vajicka

pfenos vajicka
do nahradni matky

transgenni potomstvo,
v jehoZ mlé¢né Zlaze se
tvori lidsky protein

mléko obsahujici
lidsky protein

izolace Cistého
proteinu



Priklady latek vytvarenych v transgennich zviatech

Zvire Latka Vyuziti

ovce Alfa-1-antitrypsin Lécba rozedmy plic

koza Tkanovy aktivator plazminogenu | Rozpous&ni krevnich
srazenin

ovce Faktor pro srazeni krve VIII, IX  |[Navozeni srazem krve

prase hemoglobin Nahrazka krve (i
transfuzi

koza Lidsky rustovy hormon Lé&tba nanismu

ovce, myS | Requlator CFTR Léba cysticke fibrozy

prase Lidsky protein C Antikoagulans krve




MeduzaAequorea victoria, zdroj genu kodujiciho
zeleny fluoreskujici protein (GFP)



Geneticky modifikované mysi obsahujici gen GFP



Fluoreskujici geneticky modifikovana akvarijni rybka zebri¢ka (Danio rerio)
,Night Pearl (No ¢ni perla) ma vnesen do édi¢né informace gen pro zeleny
fluoreskujici protein meduzy nebo jehoé¢ervenou modifikaci. Pivodné byly
tyto ryby tvoreny pro potreby vodarenstvi. Mély byt chovany v kontrolnich
nadrzich a gen v nich nél zacit fungovat pri kontaktu ryby s néjakou toxickou
latkou. Jakmile by tFeba réjaky terorista kontaminoval vodarnu arzénem,

ryby v prislusné nadrzi by se pod vlivem arzénu ,rozsvitily*



Priprava transgennich ptak u

germinalni disk

Blastoderm

Ozéarene recipientni
embryo (Cerstvé
nakladené vejce)

Isolate blastoderm cells

) Inject transfected
Irradiated blastoderm cells into
blastoderm subgerminal space

l Subgerminal

space

Transgen se stal

bunék

soucasti zarodeénych

Transgenic
founder

Pluripotentni bunky (blastodermalni
a primordialni) péstovaneé in vitro

Cile transgenoze u drlibeze

Odolnost proti virovym a
bakterialnim chorobam, proti
kokcididze

NizZSi obsah tuku a cholesterolu ve
vejcich, vyssi kvalita masa

Priprava rekombinantnich protein(:
monoklonalni protilatky, rlstovy
hormon, inzulin, HSA, interferon,
lysozym
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Aplikace genového inzenyrstvi — p  Fiprava farma-
kologicky nebo pr umyslov é vyznamnych latek

 Hormony,

» Rustové faktory

« Vakciny,

* DNA-vakciny

* Protilatky,

 Abzymy,

e Imunotoxiny

« DalSi biologicky aktivni latky (interferon, krevni srazeci faktory aj)



Geneticky modifikované mikroorganismy

bakterie produkujici pr amyslové vyznamneé latky:
antibiotika,

vitaminy

mastnée kyseliny

sekundarni metabolity

pozménéneé enzymy

bakterie produkujici cizorode latky (lidske proteiny, farmaka aj)

bakterie rozkladajici kontaminanty prostiredi (ropné produkty,
pramyslove organicke latky aj.)

kvasinky s poznénénym metabolismem (vyroba potravin a
napoju s vylepsenymi vlastnostmi)



Priprava lidskeho inzulinu v bakterialnich
bunkach

B-gel B-gal

Bakterialni @ retézec A ( /)“ retézec B
RO Transformace
E. coli

G@? O
| x

Kultura bunék

) Purifikace I Aminotermalni ¢ast
fetézcl A aB zralého retézce B

B‘SQL-M
—
?/ EPhe
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Pusobenl
. yelelennleE l CNBr Stépi peptidovou vazbu
Beta-galaktozidaza NIz ; nasledujici za metioninem
\’:o" ;’:r,; .f' i

«~ am PUrifikace fuznlho ’
retézec A \protemu B-gal-inzulin J ~ retezec B

T— N Y —

Aktivni inzulin NH, wogoo
NH A disulfidova vazba




Priklady latek p Fipravovanych
v druzich r. Bacillus

B. amyloliquefaciens - 90% prumyslové vyrabénych enzymu

alfa-amylaza, celulaza

dextranaza, maltaza, pektatlyaza

esteraza, alkalicka fosfataza
proteazy (subtilizin)

lysozym

pektinaza

Cizorode latky

interferon (mysi, lidsky)
proinzulin

B. thuringiensis: &-toxin




Klonovani klastr u genu v pozadovaném po fadi

— GGCCNNNNNGGCC ———— ypq g5 recognition sequence
e CCGGNNNNNCCGG = "
OO(\
L9
7y
(‘/‘
(\C\
o(“
e
! Genea
_______ 3 2 s
l Amplification
GGCCAACTCGGCC = s, GGCCAGTTCGGCC
CCGGTTGAGCCGG e Al CCGGTCAAGCCGG
l S$fil cleavage
cccccl e 3)2—‘"mii»"’:’ii-aGGCCAﬂT
TGAGCCGG fas e PR CCGGT

Rozpoznavaci sekvence Sfil —
vnitfni ¢ast (NNNN) je variabilni

Amplifikace genu A pomoci PCR
S primery nesoucimi v extenzich
mista Sfil

PCR produkt s extenzemi Sfil

PCR produkt po Stépeni Sfil

ACT

Klonovaci vektor




Klonovani klastr U genu v poZzadovaném

poradi — pokra €.

Formation of multimers
on ligation

\] __ Vzajemné spojeni

genu vybavenych Sfil
misty a jejich
zacClenéni do vektoru

G i
aleclol [RNSET «[=[c]o]-

@‘1
e

Circularization of monomer
after transformation

%ﬁ%ﬁ @worggg

B. subtilis )

Priklad: priprava kmene B.
subtilis pro tvorbu hydrokortizonu
postupnym spojenim 8 gei



Cizorodé proteiny p

Protein

Bacteria

Bacillus licheniformis a-amylase

Bacillus stearothermophilus p-alanine carboxypeptidase
Borderella pertussis pertussis pertactin (P69)

Clostridium botulinum neurotoxin (BoNT) serotype A and B
Clostridium botulinum neurotoxin heavy chain fragment, serotvpe B
Clostridium botulinum neurotoxin serotype A binding domain

Clostridium tetani tetanus toxin fragment C
Escherichia coli acid phosphatase/phytase (appA2)
Escherichia coli B-galactosidase

Escherichia coli B-lactamase

Leishmania major cathepsin B-like protease
Staphylococcus aureus staphylokinase

Streptococcus equisimilis streptokinase

Streptomyces subtilisin inhibitor

Streptomyces viridosporus TTA pero'ndase endog[ucanase
Toxoplasma gondii SAG1 antigen

Vibrio cholerae accessory cholera enterotoxin (Acc)
Fungi ~

Alternaria Alt | allergen

Aspergillus awamori glucoamylase

Aspergillus awamori glucoamylase catalytic domam
Aspergillus fumigatus catalase L

Aspergillus fumigatus dipeptidyl peptidase [V (DPP [V)
Aspergillus fumigatus dipeptidyl peptidase V (DPP V)
Aspergillus giganteus w-sarcin ribotoxin

Aspergillus niger phytase (phyA)

Candida guilliermondii xylese reductase gene (xyll)
Candida rugosa lipase I (CRL)

Fusarium solani pectate lyase (pelC)

Fusarium solani pectate lyase (pelD)

Geotricum cuandidum lipase isoenzymes

Phytophthoru cryptogea B-cryptogein

Rhizopus oryzce lipase

.S‘acdmrom‘. ces cerevisiae invertase

Saccharomyces cerevisiae Kurlp :
Saccharomyces cerevisiae (a-1,2-mannosyltransferase)

Schizophyllum commune vitamin B2-aldehyde-forming enzyme

Trametes versicolor (white rot fungus) laccase (lecl)
Trichodetma harzianum [-(1-6)-glucanase

Comments: mode, amount,
signal sequence

§,25g1°, suC2

S, 100 mg I}, native
LL3gl!

I, 78 mg 1!

1, 390 pg g™

I, 2.4 mg total

L12gl!

S, 28.9 U mg™!

1,20x10° U mg™!

I

S, a-MF

S, 50 mg I"!, a-MF

I 77mg ™! -

S

5,247 g1 ' wtal protein, a-MF
S, 12 mg 1!, a-MF ‘
S, 7mg 1™, a-\.‘[F

S, a-MF _

S, 400 mg I, “native

S, 400 mg 1”1, PHOI

S, 2.3 g 17!, PHOI

S, PHOI

S, 0.15 mg I"!, PHOI

S, 1 mg 1~!, synthetic native, PHOI

§, 65 U ml™!, a-MF

I,0.65Umg™': 8, 018 Umg™', a-MF
S, 150 U mI™!, a-MF :

S, | mg 17!, PHOI

S, native

S, 60 mg 17!, a-MF
S, 45 mg 17!, PHO1
S, 60 mg I™!, a-MF
S, 2.5 g 1!, native
S, 400 mg 17!; PHOI
S, 40 mg 17!, PHOL
S, 120 mg I, a-MF
S, native and a-MF
$,9.3 mg I”!

Reference

(51,60}
(61)
[62]
(63
{64]
(65)
{66]
(67]
(7
[20]
(68]

(69]

(703
[7)
(72]
(73]
(74)

(73]

(76]
[77]
(78]
791
(43]
(3q]
(31]
[42]
(32]
(83]
{84
(83]
[36]
{30]
(87]
(87
(88]
(89]
[90]

Fipravené v kvasince P. pastoris

| = intracelularni,
S = sekretovany




Déleni ockovacich latek podle mechanizmu &nku

Zivé vakciny: tyto vakciny obsahuji viastni inféki agens v oslabené (atenuované) férktera
nemize akovaneho jedince ohrozit propuknutim infekce. Jagiklad o vakciny proti
né¢kterym virovym chorobam (spalfky, priusnice, zarénky).

Inaktivované vakciny: tyto vakciny obsahuji vlastni inféki agens v usmrcené podolPati sem
napiklad vakciny proti Bkterym virézam (ckipka, klig'ova encefalitid&i vzteklina).

Subjednotkové vakciny tyto vakciny obsahuji pouzedité slozky patogenu, proti kterym se ma
now vznikajici imunita organizmu zaffit. Tyto typy vakcin se pouzivaji ndklad proti
opouzdenym bakteriim, jako jsod. influenzae ¢i meningokoky; ve vakcinach jsou vyuzity
jednotlivé slozky jejich polysacharidoveho pouzdra.

Rekombinantni vakciny: vakciny pripravované metodami genoveho inzenyrstvi. Specifické
proteinové antigeny urcitého patogenu (typicky nagriklad viru Hepatitidy B) jsou uméle
syntetizovany v kvasinkach a nasledé&tvori zakladni sowast rekombinantni vakciny.

Toxoidy (anatoxiny): predstavuji specificky typ vakcin, kdy hlavnim cilemunitni reakce neni
samotny patogen, ale jeho toxin. Same@zg i tento toxin musi byt inaktivovany, aby jeho
aplikace nezfisobila klinické projevy dané toxikozy. Typicky jsogtd vakciny pouzivany
k prevenci tetandi zaskrtu.

DNA vakciny: ac¢koliv se prozatim v praxi priliS neuplatnily, piredstavuji DNA vakciny nackjny
piislib do budoucna. Jejich princip je do jisté miry ddobny jako u rekombinantnich
vakcin, ovSem vektor s pislusSnou DNA sekvenci je podan§imo otkovanému jedinci,
ktery nasledné sam vytvai imunogenni antigeny ve sveméle. Pretrvavajici stimulace
navic mize zajistit skutetné dlouhodobou imunitu



Priprava podjednotkové vakciny viru HBV
v kvasinkach

Izolace sekvence
kodujici HBsAg

Plastovy protein S ([ ) y
\ /) Kvasinkovy
— o S =2’ expresni vektor
Infekéni 3 Klonovana DNA viru HBV Ligace
castice HBV Kvasinkovy Kvasinkovy
Vnit fni protein promotor terminator
@ Hashg transkripce " transkripce
_Pocatek >  pocatek
E 'Amp?
repllkkace.p[(o replikace pro
vasinky ] bakterie
S " Transformace kvasinkovych
) e b : &
Vyhody: Qﬁé @% pun ek

1. Presrg definovany antigen
o i Selekce bun ék, které
Kultura bun ék

3. Nevyvolava vedlejsi dinky ve fermentoru

Nevyhody
Shromazd éni bun ék

centrigaci

2. 0Odlisna konformace proteinu > @L}_ Rozbiti kvasinkovych bun &k

1. Draha purifikace

0000 | ‘

Purifikace ¢astic HBsAg @ @



Priklady rekombinantnich vakcin

Produkt

Recombinant vaccines

Hepatitis B

Ambirix (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in $. cerevisiae as one component)

Pediarix (combination vaccine containing rHBsAg produced in
S. cerevisiae as one component)

HBYAXPRO (r HBsAg produced in 5. cerevisiae)

Twinrix (adult & pediatric forms in EU. Combination vaccine
containing rHBsAg produced in §. cerevisiae as one
component)

Infanrix-Hexa (combination vaccine, containing r
HBsAg produced in §. cerevisiae as one component)

Infanrix - Penta (combination vaccine, containing
rHBsAg produced in S. cerevisiae as one component)

Hepacare (r S, pre-S & pre-52 HBsAgs produced in a
mammalian {(murine) cell line)

Hexavac (combination vaccine, containing rHBsAG produced
in S. cerevisiae as one component)

Procomvax (combination vaccine, containing r HBsAg as one
component)

Primavax (combination vaccine, containing r HBsAg produced
in 5. cerevisioe as one component)

Infanrix Hep B (combination vaccine containing rHBsAg
produced in S. cerevisiae as one component)

Twinrix (adult and pediatric forms; combination (pediatric)
vaccine containing r HBsAg produced in S. cerevisiae as one
component)

Comvax (combination vaccine, containing HbsAg produced in
§. cerevisiae, as one component)

Spole énost

GlaxoSmithKline

SmithKline Beecham

Aventis Pharma

SmithKline Beecham
(EU); GlaxoSmithKline
(Us)

SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Medeva Pharma

Aventis Pasteur

Aventis Pasteur
Aventis Pasteur

SmithKline Beecham

SmithKline Beecham

Merck

Terapeutické pouziti

Immunization against hepatitis
Aand B

Immunization of children against
various conditions inducing
hepatitis B

Immunization of children &
adolescents against hepatitis B

Immunization against hepatitis
AandB

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis,

Haemophilus influenzae type b,
hepatitis B and polio
Immunization against
diphtheria, tetanus, pertussis,
polio and hepatitis B

Immunization against hepatitis B

Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis, hepatitis B,
polio and H. influenzae type B

Immunization against H.
influenzae type B and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, and hepatitis B
Immunization against diphtheria,
tetanus, pertussis and hepatitis B

Immunization against hepatitis
AandB

Vaccination of infants against H.
influenzae type B and hepatitis B

2002 (EV)

2002 (US)

2001 (EU)

1996 (EU) (adult),
1997 (EU) (pediatric),
2001 (US)

2000 (EU)

2000 (EU)

2000 (EU)

2000 (EV)

1999 (EU)
1998 (EU)
1997 (EU)

1996 (EU) (adult),
1997 (EU)

1996 (US)



Strategie pro vytvo fFeni delece €asti peptidu Al choleratoxinu —
pFiprava kandidatniho vakcina €niho kmene

- P;ep?di Vystépeni éasti sekvence kodujici peptid Al (klonované
=~~~ DNA sequence v plazmidovém vektoru) — vysStépi se ~ 90% aminokyselin)
Clal  Xbal
Clal
l"b‘“ Cirkularizace vektoru (pfipojeni
Xbal-linkeru, Stépeni Xbal-ligace)

i Chromosomal DNA V. cholerae

Fﬁ’aémkﬁ:gase of V. cholerae

Deleted A; peptide
DNA sequence

Struktura choleratoxinu

B subunit A2 peptide A1 peptide

Vazba na receptory
mukozy

Conjugation é;;}
—_—

Tetracycline resistance
gene insert

Ambmaton

Chromosomal
DNA

Chromosomal

Prenos vektoru do kmene, v némz
je uvniti genu pro Al zaclenén gen
pro tetracyklin (Al je inaktivovan,
bunky jsou TetR) — potencialni
reverze Al vy¢lenénim tetR — proto
neni vhodny jako vakcina

Vektor se po nékolika
generacich spontanné vyredi

DNA

Deleted A; peptide
DNA sequence

Selekce bunék TetS, obsahujicich
deletovanou formu Al — tyto bufky tvofi
slozku A2 a B, a jsou proto imunogenni

— reverze neni mozna




Priprava podjednotkové vakciny proti HSV
v bu nkach CHO (chinese hamster ovary)

Cloned viral gD gene Transfected CHO cell

Secreted gD protein

Transfect

Purify and
concentrate

Glykoprotein D (gD)
Imunogenni slozka HSV

Infect

Infect

Not protected Protected

HSV — onkogenni virus, sexual® pienosna onemocéni, encefalitida, infekce oka



Vyuziti patogenniho druhu
k prenosu DNA pro genetickou imunizaci do sav

Shigella flexneri jako zivého vektoru

¢ich epitelialnich bun ék

, Deletni Mutant s vlozenym
Standardni
kmen — \UtANt  — plazmidem
%; asd asd asd 5
. 80 o
B-semialdehyd — Plazmidova DNA s
dehydrogenaza Peroralni genem pro antigen
odani
Epithelial Epithelial P Epithelial
cells cells cells
Y Y Y
Patogenni ~ nepatogenni Bakterie neni
bakterie — bakterie patogenni, nemnozi se,
nelze pouzit k plazmid prechazi do
~vneseni Buriky invaduji do cytoplazmy
Imunizacni epitelidlnich bunék, ale l
DNA nemnozi se — vhodny
vektor pro pfenos DNA Exprese klonovaného genu

v cytoplazmé, tvorba produktu




DNA vakciny - genetickd imunizace

Princip: Gen kodujici antigen je vnesen do bun  ék zvifete, v nichz je pak tento
antigen produkovan a zvi Fe vytva Fi protilatky

Prenos DNA:

* biolistickd metoda: rekombinantni plazmid (E. coli) nesouci gen pro antigen
pod kontrolou virového promotoru je vnesen (nastfelen) napf. do boltce mysSi

» injekce velkych mnozstvi DNA (100 mg rek. plazmidu) pfimo do svall zvifat —
ucinnost prenosu az 70%
e Elektroporace: vneseni genu pomoci elektrického impulzu

Vyhody:

e antigen je spravné posttranslaéné upraven a neni tfeba jej purifikovat

e najednom plazmidu mohou byt v jednom kroku preneseny geny pro vice antigend
Nevyhoda:

* neznalost osudu prenesené DNA v bunkach, za¢lenéni do genomu hostitele a
prerusSeni genll — proto je vyhodnéjsi transientni exprese (extrachromozomalni stav)

PFiklady virovych antigen G: ch fipka, HIV, bovinni HV, vzteklina, HBV,
rotavirus, slintavka a kulhavka, a;.

Bakterialni antigeny: Clostridium tetani, Mycobacteri um tuberculosis,



Jedno retézcoveé protilatky: scFv - single chain antibody
variable region fragments (SCA)

(glycin,serin),

Linker je nutny

C) S
pro vytvoreni
konformace
schopné vazat

antigen

Disulfidické mustky

scFv — terapeutické agents — nové vazebneé schopnosti, nizsi
imunogenicita v disledku chybéni Fc domény, snadnéjSi penetrace
do cilového mista (pevné nadory atp).



Terapeutické protilatky

Aktivace plazminogenu na
plazmin, degradace fibrinu

Plasminogen
. _—- 2 . t
Plasminogen Plasmin Plasminogen ———————m . Adivalor Plasmm '
Antifibrin
antibody
Fibrinogen ———— Fibrin
Blood clot / /
AT Degradation Degradation
Bk . products products

Struktura imunoterapeutické trombolytickeé protilatky:
antifibrinova monoklonalni protilatka se specificky vaze
na fibrin krevni srazeniny a aktivator plazminogenu (PA),
ktery je jeji soucasti, aktivuje plazmid, ktery pak
rozpousti krevni srazeninu



Imunotoxin: terapeuticka protilatka specificky
rozpoznava nap F. nadorové bu nkynebi bu nky patogen u

Linker peptide Disulfide bridge

- exotoxin A Pseudomonas Zameéna peptidového linkeru za disulfidicky
- diftericky toxin mustek nékolikanasobné zvysSuje stabilitu
- ricin scFv a tim zlepSuje jeho terapeutické vyuziti
Protinadorové plisobeni (vazba Napf. fuzni protein
na receptory a povrchové proteiny HER2-Ig + exotoxin Pseudomonas
nadorovych bunék) human epidermal growth factor receptor 2
Pbs21 (plasmodium) + Shiva-1




Priklady terapeutickych monoklonalnich protilatek schv alenych pro
pouziti u €lovéka v USA nebo v evropskych zemich

Datum
schvaleni

1986
1994
1997
1997
1998
1998
1998
1998
1998
2000
2001

Typ
protilatky
Mouse
Chimeric
Chimeric
Humanized
Chimeric
Chimeric
Humanized
Humanized
Chimeric
Humanized
Humanized

2001 pending Humanized

Spole¢nost

Ortho Biotech

Centocor

Genentech, Idec Pharmaceuticals
Protein Design Labs, Hoffmann-La Roche
Centocor, Schering-Plough

Novartis

Genentech

Medimmune

Hoffmann-La Roche

American Home Products, Celltech
Millennium Pharmaceuticals, Schering
Genentech, Novartis, Tanox

Terapeutické pouziti

Prevention of acute kidney transplant rejection
Prevention of blood clots

Non-Hodgkin lymphoma

Prevention of acute kidney transplant rejection
Crohn disease and rheumatoid arthritis
Prevention of acute kidney transplant rejection
HER2-positive breast cancers

Respiratory syncytial virus infection in children
Non-Hodgkin lymphoma

Relapsed acute myeloid leukemia

Chronic lymphocytic leukemia
Asthma

In addition to the antibodies listed here, 11 have been approved for diagnostic purposes,

Imunotoxin = MAB s navazanym toxinem (ricin, difteri cky toxin aj)




GENOVE TERAPIE

LECBA GENETICKYCH CHOROB

- EDICNYCH
o NADOROVYCH

> PODLE TYPU BUNEK, DO NIQHZ JSOU GENY VNASENY:
a. GENOVA TERAPIE ZARODE CNYCH BUNEK
b. GENOVA TERAPIE SOMATICKYCH BUN EK

> PODLE ZPUSOBU PRENOSU GENU
A. GENOVA TERAPIE IN VITRO (EX VIVO)
B. GENOVA TERAPIE IN VIVO



Prehled schvalenych protokol u genové terapie

(A) Protocols by disease (B) Protocols by vector

B Cancer (n=403) 63.4%

Monogenic diseases (n=78) 12.3%
| Infectious diseases (n=41) 6.4%

[ ] Vascular diseases (n=51) 8.0%
B Other diseases (n=12) 1.9%

[ ] Gene marking (n=49) 7.7%

=] Healthy volunteers (n=2) 0.3%

Retrovirus (n=217) 34.1%
Adenovirus (n=171) 26.9%
Lipofection (n=77) 12.1%
Naked/plasmid DNA (n=70) 11.0%
Pox virus (n=39) 6.1%
Adeno-associated virus (n=15) 2.4%
RNA transfer (n=6) 0.9%

Herpes simplex virus (n=5) 0.8%
Others (n=11) 1.7%

N/C (n=25) 3.9%




Genova terapie in vitro ex Vivo

klonovini funkéniho genu
v retrovirovém vektoru
> odebrani &sti poskozenych bundk
” Kostni dfené z téla pacienta a jejich
kultivace in vitro

=== funkéni gen

-~
y

NS4

® Jr A/
e BT
o/

O
(@ ® @ .
o ) , retrovirovy vektor s
®e S oz
> funkénim genem
7
infekce bunék rekombinantnim
ozareni pacienta, . retrovirem
usmrceni / .? i
¥ p - 0aPe @
poskozenych bunék ' @ )

kostni direné

pomnoZeni bunék s vnesenym

funk¢énim genem
vriceni opravenych bunék e
do téla pacienta (f” ‘\\




Priklady lidskych chorob podmin

Nemoc

Deficience adenozin-
deaminazy (ADA)

Fenylketonurie

Hemofilie A + B
Familiarni
hypercholesterolemie

Deficience na
a,-antitrypsin

Cysticka fibréza, CF
Gaucherova choroba

Duchennova svalova
dystrofie

Leschiv-Nyhan(v
syndrom

Hlavni symptomy

Defektni T-lymfocyty, porucha v tvorbé
protilatek, naruseni imunitniho systému.

Fyzicka a psychicka retardace.

Porucha v srazlivosti krve, krvacivost.

Pred¢asné arteriosklerotické zmény cév.
Plicni emfyzém, (rozedma plic).

Porucha v transportu Na-, zahlenéni
dychacich cest, embolie.

Nadory sleziny, zvétSeni jater, Zluté zbarveni
(pigmentace) kuze.

Svalova ochablost.

Usazovani kyseliny moc¢ové v kloubech a
ledvinach, poruchy CNS.

Produkt defektniho
genu

adenozinde-
aminaza

fenylalaninhy-
droxylaza

faktor VIII, faktor IX
LDL-receptor

a,-antitrypsin

transmembra-novy
regulator CF

glukocerebro-
zidaza
dystrofin
hypoxantingua-

ninfosforibozyl-
transferaza

énych monogenn é a pfipadajicich v ivahu pro
genovou terapii v sou €asnosti

Cetnost

1/108

1/12 000

1/108 muzu

1/500

1/3 500

1/2 500

1/3 000
muzu
1/106



Dosud jediny p riklad usp ésne |é €by chorob
genovou terapii

X-SCID — tézka kombinovana imunodeficience vazana na X chromozom:
mutace genu kodujiciho y c-fetézec receptoru pro interleukin 2, ktera
zabranuje normalnimu vyvoji T-lymfocytl a ,killer* bufkam
(nachylnost k infekcim, bez transplantace kostni dfené smrt do 1 roku
Zivota)

N . . Kultivace bunék in vitro, infekce
Odber kostni drene retrovirovym vektorem s genem g c,
pomnozeni bunék

Vraceni bunék do téla pacienta

10 pacientu vyléceno 2 pacienti onemocnéli leukémii
v dusledku aktivace onkogenu
retrovirem




Dosud jediny p riklad usp ésne |é €by chorob
genovou terapii

X-SCID — tézka kombinovana imunodeficience vazana na X chromozom:
mutace genu kodujiciho y c-fetézec receptoru pro interleukin 2, ktera
zabranuje normalnimu vyvoji T-lymfocytl a ,killer* bufkam
(nachylnost k infekcim, bez transplantace kostni dfené smrt do 1 roku
Zivota)

N . . Kultivace bunék in vitro, infekce
Odber kostni drene |=»| retrovirovym vektorem s genem g c,
pomnozeni bunék

v

Vraceni bunék do téla pacienta

e v

10 pacientu vyléceno 2 pacienti onemocnéli leukémii
v dusledku aktivace onkogenu
retrovirem




Priklady Ié¢by nadorl pomoci genové terapie

Typ nadoru

Vajeénik

Vajecnik

Maligni
melanom

RUzné
nadory

Prostata

Maligni
gliom
(mozek)

Zménéné buriky

Nadorové bunky

Nadorove bunky

Tumor-infiltrujici
lymfocyty (TILS)

Nadorové bunky

Dendritické
bunky

Nadorové bunky

Pouzita strategie genove terapie

Intraperitonealni injekce retrovirl nebo adenovirl
s genem p53 nebo BRCAL — obnova kontroly
bunécného cyklu.

Injekce adenoviru s scFv protilatkou proti onkoproteinu
ErbB2. Snaha o inaktivaci ristového signalu.

Extrakce TILs z tumoru a jejich pomnozeni. Infekce
TILs retrovirem s genem pro nekroticky faktor, ktery
pak pusobi na okolni burky v nadoru.

Transfekce nadorovych bunék retrovirem exprimujicim
povrchovy antigen (HLA-B7) nebo cytokin (IL-12), coz
by mélo zvySit imunogenicitu tumoru, takze jej imunitni
systém snaze znici.

Na autologni dendritické buriky se plsobi tumorovym
antigenem nebo cDNA exprimujici antigen aby zahdjily
imunitni odpovéd vici tumoru.

Injekce retroviru s TK do tumoru. Jsou infikovany jen
rostouci bunky. Je pfidan gancyklovir, ktery
TK-pozitivni buriky (tj. tumorove) méni na toxin a jsou
tak samy selektivné usmrcovany



Genova terapie nador u

dodani genu: obnova funkce nadorovych supresorovych genu
inaktivace genu: zabrana exprese aktivovaneého onkogenu
geneticka manipulace: vyvolani apoptozy nadorovych bunék
modifikace nadoroveé bunky tak, aby byla vice antigenni a byla
zni¢ena imunitnim systémem

modifikace dendritickych bunék ke zvySeni nadorové-specifické
imunitni odpovédi

6. pouziti geneticky upravenych onkolytickych viru selektivné
usmrcujicich nadorové bunky

7. geneticka modifikace nadorovych bunék zajistujici konverzi
netoxického prekurzoru na toxicky produkt
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Typ nadoru

Vajeénik

Vajecnik

Maligni
melanom

RUzné
nadory

Prostata

Maligni
gliom
(mozek)

Priklady |é ¢by nador u pomoci genové terapie

Zmeénéné bu nky

Nadorové bunky

Nadorove bunky

Tumor-infiltrujici
lymfocyty (TILS)

Nadorové bunky

Dendritické
bunky

Nadorové bunky

Pouzita strategie genove terapie

Intraperitonealni injekce retrovirl nebo adenovirl
s genem p53 nebo BRCAL — obnova kontroly
bunécného cyklu.

Injekce adenoviru s scFv protilatkou proti onkoproteinu
ErbB2. Snaha o inaktivaci ristového signalu.

Extrakce TILs z tumoru a jejich pomnozeni. Infekce
TILs retrovirem s genem pro nekroticky faktor, ktery
pak pusobi na okolni burky v nadoru.

Transfekce nadorovych bunék retrovirem exprimujicim
povrchovy antigen (HLA-B7) nebo cytokin (IL-12), coz
by mélo zvySit imunogenicitu tumoru, takze jej imunitni
systém snaze znici.

Na autologni dendritické buriky se plsobi tumorovym
antigenem nebo cDNA exprimujici antigen aby zahdjily
imunitni odpovéd vici tumoru.

Injekce retroviru s TK do tumoru. Jsou infikovany jen
rostouci bunky. Je pfidan gancyklovir, ktery
TK-pozitivni buriky (tj. tumorove) méni na toxin a jsou
tak samy selektivné usmrcovany



Genova terapie In vivo

Do nadoru jsou injikovany buriky, do nichz
byl in vitro vnesen retrovirovy vektor, ktery
obsahuje gen pro tymidinkinazu (TK).
Vektor se uvolfiuje a infikuje okolni
nadorové bunky, v nichz se pak vytvari TK
(retrovirus je schopen infikovat jen délici se
bunky!). Do téla pacienta je intravendzné
podana netoxicka latka gancyklovir (gcv),
ktera je TK konvertovana na toxicky gcv-
trifosfat usmrcujici bunky.

MRI-guided stereotactic implantation
of vector producer cells (VPC) into
CNS tumors in situ

(B)

<

Retroviruses infect tumor cells
but not normal cells

(D)

Gancyclovir kills the infected cells






