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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both
research and practice in our biotechnology.

The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

Petra Lipovova, PhD. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

Vazeni pratelé,

Jak jsme Vés jiz informovali, pokracuji pfipravy me-
zindrodniho biotechnologického symposia BIOTECH
2014 a 6. Cesko-3vycarského symposia, které se usku-
tecni pfisti rok, a to ve dnech 11. 6. — 14. 6. 2014 v N&-
rodni technické knihovné v Praze-Dejvicich. Tato sym-
posia pofadame se Svycarskymi partnery kazdé 3 roky.
V dnednim ¢isle Bioprospectu Vam pfinasime zakladni
informace, podrobné;jsi informace ziskate na webové
strance www.biotech2014.cz. Informace zde budou
prabéiné aktualizovény. Zajimavy védecky program
bude doplnén exposici biotechnologickych firem,
dodavatell pfistroji a pomicek pro biotechnologicky
vyzkum i vyrobu, jakoz i vystavou biochemické litera-
tury. Nebude chybét ani atraktivni socidlni program,
ktery jisté zaujme doméci i zahrani¢ni Gcastniky to-
hoto symposia. Na zminénych webovych strankach si
je mozno pfipomenout i pribéh pfedchoziho symposia
vr. 2011.

Co nejsrdec¢néji zveme vSechny zajemce o biotech-
nologie k aktivni i pasivni Ucasti, a dale k pfedsta-
veni svych aktivit formou vystavnich stankd, inzeratd,
reklamnich spotd i dalSich forem propagace Vasi ¢in-
nosti. Pofadatelé symposia jsou pfipraveni s Vdmi pro-
jednat zplsob propagace a domluvit se na podmin-
kadch spoluprace. Od vyrobnich podnik{, distributord
i dalSich organizaci bychom uvitali vypséani stipendii
pro ucast studentl (t. j. zaplaceni Gcastnického po-
platku).

Véfime, Ze ndm pomdizete predstavit ¢eské biotech-
nologie v tom nejlepsim svétle a prokazat, Ze v mno-
ha smérech mame co nabidnout jak ve vyzkumu,
tak v biotechnologické produkci. Ze 3Svycarské strany
se na piipravé symposia podileji kromé akademické
sféry (ZHAW, Wadenswil) dvé Svycarské biotechnolo-
gické asociace (Swiss Biotech Association a Biotech-
net). Symposium tedy nabizi moZnost navazani nej-
riznéjSich kontaktd, o které 3Svycarské biotechnolo-
gické organizace usiluji. Vytvofme tedy pro navédzani
této spoluprace co nejlepsi podminky. Tim je bezpo-
chyby piedevsim tcast na symposiu.

Zkusenym védeckym pracovnikiim nabizime moznost
publikace piehlednych ¢lankd z jejich oboru ve zvlast-
nim cisle prestizniho ¢asopisu Biotechnology Advances
(impakt faktor trvale kolem 10). V projednévani jsou
i moznosti publikace ptvodnich sdéleni.

Ve cturtek 24. 4. 2013 se uskutecnil velmi zajimavy
a bohaté navstévovany tradi¢ni seminaf ,Novinky v ob-
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lasti genetickych modifikaci”. Bohuzel se ndm letos
nepodafilo od pfednasejicich ziskat pisemnou formu
pfenasek. Pokud se podafi ziskat alespori souhrny,
otiskneme je v pfistim Cisle Bioprospectu.

Na 49. valné hromadé nasi zastieSujici organiza-
ce Ceského svazu védeckotechnickych spole¢nosti
byly zvoleny nové organy pro volebni obdobi 2013 -
2016. Nové zvolené organy jsou uvedeny na webovych
strdnkach Svazu (www.csvts.cz). Za nasi organizaci byl
zvolen do revizni komise RNDr. Toma$ Vanék, CSc.
Svaz rovnéz vytvéii pro feSeni jednotlivych probléma
(ekonomickych, investi¢nich, vzdélavani, vyzkum, vyvoj
a inovace, Gpravu dokumentd CSVTS a dalsi) odborné
komise. Pokud by mél nékdo z nasich ¢lent zéjem pra-
covat v nékteré komisi dle své odbornosti, prosime ho,
aby ném to dal co nejdfive védét. Samoziejmé mame
zdjem se na organizac¢nim zajisténi funkci Svazu aktivné
podilet.

Je nasi snahou Vas priibézné informovat i o aktivi-
tdch a vyznamnych vyrocich nasich partnerd. V tomto
Cisle Vas seznamujeme s ¢innosti Biotechnologického
Gstavu AV CR. Vyznamné vyro¢i (50 let ¢innosti) oslavil
letos dalsi ustav AV CR, a to Ustav Zivocisné fyziologie
a genetiky se svymi pracovisti v Libéchové, Praze a Brné.
Informaci o Ustavu piineseme v dalSim disle. V tom-
to Cisle Vas budeme rovnéz informovat o oficidlnim
otevieni Centra pro zemédélsky a biotechnologicky
vyzkum v Olomouci, které bylo vybudovano s pfispé-
nim Evropské unie, o Svétovém biotechnologickém
kongresu v Bostonu a symposiu ,Plant Biotechnology:
Green for Good II” v Olomouci.

Odborné ¢lanky v tomto cisle jsou vénovany pfipravé
rekombinantnich protilatek, biopesticidim, atlasu lid-
skych proteinG a pfipravé rGznych vini a ochucovadel
fermentacnimi postupy.

Zavérem tohoto uUvodniku bychom Vam radi po-
piéli pfijemné proziti léta, hezké dovolené a nacer-
pani novych sil pro spokojeny Zivot a uspéchy ve Vasi
praci ve zbyvajici casti roku. Velice ocenime, kdyz
v dobé odpocinku naleznete ¢as k sepsani pfispévku
pro nas bulletin.

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



BIOTECHNOLOGICKY USTAV AV CR, V. V. L.

Historie

Biotechnologicky ustav AV CR, v. v. i, se sidlem
v aredlu Akademie véd v Praze — Kr¢, je mladym Usta-
vem s pétiletou cCinnosti. Cilem ustavu je Spickovy
zékladni vyzkum v oblasti molekulédrné biologickych
véd a vyhledovy pievod biotechnologickych metod
a molekularnich nastroji k diagnostice a léc¢bé pato-
logického stavu buriky do humanni a veterinarni me-
diciny, pfipadné dalSich dulezitych oblasti lidské cin-
nosti.

Za pét let ustav dokazal, ze je velmi dynamickym
Gstavem. Jeho védecti pracovnici publikovali fadu od-
bornych ¢lankd v impaktovanych casopisech a jsou
schopni ziskat v kompetitivnich grantech finance
na svoji vyzkumnou praci. Tento trend maé jasné
vzestupnou tendenci a lIze jednozna¢né ocekavat,
7e se Biotechnologicky ustav zafadi mezi Spickova
pracovisté v oblasti zédkladniho vyzkumu s ddrazem
na transfer technologii do biomedicinské praxe.

Soucasnost

Ustav mé devét skupin, které jsou zaméfeny na za-
kladni vyzkum v oblasti nadorového onemocnéni,
neplodnosti, autoimmunnich nemoci a embryopatie
a vyvoj novych biotechnologickych metod a néstrojd
na urovni molekularni, genové, proteinového inzenyr-
stvi a strukturni biologie k moznému vyuZiti v diagnos-
tice a lé¢bé patologickych stav v klinické praxi.

Jednim ze dvou smérd zékladniho vyzkumu ustavu
je objasnéni pficin patologického stavu buriky, zjisté-
ni exprese vybranych gen(, detekce zmén v lokalizaci
a modifikaci vybranych protein(i a identifikace dalSich
molekul, které souvisi s indukci patologie. Vyzkum
vede k vytvoieni novych metod a néstrojd pro prevenci,
diagnostiku a terapii pfislusného patologického stavu.

LaboratoF reprodukcni biologie se dlouhodobé
zabyva charakterizaci procesti béhem oplodnéni vajicka
na molekularni drovni a vyviji nastroje (monoklonalni
protilatky) pro detekci muzské neplodnosti a pro de-
tekci vybranych faktort znedistujicich Zivotni prostiedi
majicich negativni dopad na reprodukci savct. Cinnost
Laboratoie imunopatologie a imunoterapie je za-
méfend na humoralni a genetické aspekty autoimu-
nitnich nemoci, na identifikaci cilovych molekul vyuzi-
telnych v diagnostice a terapii autoimunitnich chorob.
Laboratoi molekuldrni patogenetiky identifikuje
klicové molekuly v patogennim embryonalnim vyvo-
ji pomoci zvifecich modeld a umoznuje tak vypraco-
vat nové postupy pro prevenci a diagnozu diabetické
embryopatie. Laboratoi molekuldrni terapie se
zaméfuje na rakovinné kmenové buriky a na vyvoj
novych protirakovinnych latek, zejména analogl vita-
minu E, které efektivné a selektivné plsobi proti
maligné transformovanym burnkém tim, Ze navozuji
jejich buné¢nou smrt (apoptozu). Laboratoi nddo-
rové rezistence je nové ustavenou skupinou v Usta-
vu. Hlavnim tématem laboratofe je vyzkum nador ini-
ciujicich bunék jinak oznacovanych téz jako nado-
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rové kmenové buriky. Vyzkum Laboratoie genové
exprese je smérovan k rozvoji nastrojd pro profilovou
analyzu exprese genli pomoci vysokokapacitni poly-
merazové fetézové reakce s reverzni transkripci
(gQRT-PCR) na tkarové, jednobunécéné a sub-bunécné
trovni.

Druhym smérem vyzkumu je pfiprava novych
biotechnologicky, diagnosticky a lékaisky dulezitych
biomolekul, proteind a nukleovych kyselin, konstruova-
nych nejmoderné;jsimi technikami molekularni biologie
a proteinového inzenyrstvi. Objasnéni struktur studova-
nych biomolekul a jejich vzajemného plsobeni umoz-
ni jejich modifikaci a vyuziti pro diagnostiku nemoci,
jako léciva ¢i jiné pokrocilé materidly.

Laboratoi inZenyrstvi vazebnych proteini se
zabyva designem a zlepSovanim vlastnosti vysoce afi-
nitnich vazebnych proteinovych ligandd zejména pro
aplikace, ve kterych byly do soucasnosti netspésné
pouzivany monoklonalni protilatky. LaboratoF bio-
molekuldrniho rozpozndvdni studuje interakce bio-
molekul, proteind a nukleovych kyselin, biofyzikalnimi
a bioinformatickymi metodami. Vyzkum se zaméfuje
na ty aspekty interakci, které vedou k specifickému roz-
poznavéani biomolekul s potencialnim diagnostickym,
|é¢ebnym nebo biotechnologickym vyuzitim. Labora-
toF strukturni biologie sméfuje vyzkum do oblasti
vztahG mezi strukturou a funkci medicinsky relevant-
nich proteind. Vysledky vyzkumu jsou vyuzitelné pro
navrh a optimalizaci slou¢enin slouzicich k detekci pev-
nych nadord, zejména pak nadord rakoviny prostaty.

Ustav vlastni dva wunikdtni Spickové pristroje.
Vlysokokapacitni zafizeni BIOMARK (vyrobce Flui-
digm), umoziiujici soucasnou analyzu exprese az 96



gen( v rdmci jednoho experimentu. Sledovéani expre-
se fady gen( v jediné burice urychli objasfiovani regu-
la¢nich mechanism@ buriky, mechanismi diferenciace
¢i mechanism odpovédi bunky na farmaka nebo
na nejrliznéjsi stimuly, jako jsou napi. environmen-
talni vlivy. Druhym unikatnim pfistrojem je Vevo 770
(Visual Sonics), ktery slouzi k neinvazivnimu zobrazo-
vani a kvantitativnimu vyhodnocovéni model@ riiznych
onemocnéni, zejména nadorovych a kardiovaskular-
nich.

Ustav spolupracuje v ramci rtznych projekt a dohod
s ostatnimi akademickymi ustavy i univerzitnimi praco-
visti @ ma téz fadu mezinarodnich spolupraci, véetné
dvoustrannych dohod.
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Pedagogicka cinnost

Ddalezitym ukolem dstavu jsou odborna skoleni pra-
covnikd z rdznych instituci v biotechnologickych techni-
kach a vychova diplomantt a doktorandi biologickych,
biochemickych, medicinskych a zemédélskych obord.
Pracovnici téZz prednasi na vysokych skolach a pracuji
v Oborovych radéach rdznych fakult.

Aplikace vysledki do praxe

Vystupy cinnosti skupin jsou nejen odborné publi-
kace, ale také technologie zavedené do komer¢ni sfé-
ry. Firmé EXBIO Praha, a. s. byly pfedany hybridomy
k detekci proteini na spermiich dilezitych pro uspés-
né oplozeni, které jsou pouzivané v praxi v centrech
asistované reprodukce. S firmami VIDIA, spol. s r. o,
EXBIO Praha, a. s., r-Ecoli, spol. s . 0. byly pfipraveny kity
k detekci vybranych polutantd Zivotniho prostiedi.
Na zvifecim modelu se testuji nové protinddorové latky
a nové terapeutické postupy. Pro diagnostické monito-
rovani odpovédi pacienta na lé¢bu se vyviji nové meto-
dické postupy pro genetické profilovani na urovni jedné
buriky s cilem optimalizace individualizované terapie.

Budoucnost

Ve Vestci u Prahy bude realizovan projekt BIOCEV
v ramci Operacniho programu Vyzkum a vyvoj pro ino-
vace, na jehoz piipravé se Biotechnologicky ustav AV
CR, v. v. i. podili s dal3imi ustavy AV CR a Univerzitou
Karlovou. Za¢lenéni ustavu v projektu BIOCEV je mimo-
fadnou 3anci k jeho dal3imu rozvoji. Ustav je téZ aktiv-

nim ¢lenem sdruzeni BIOCEV z., s. p. 0. a CzechBio -
asociace biotechnologickych spole¢nosti CR, z., s. p. o.

Vice informaci (http://wwwv.ibt.cas.cz).

Kontakty

Biotechnologicky dstav AV CR, v. v. i., Videfiska 1083,
142 20 Praha 4

Tel.: 241 063 613

Fax: 244 471 707

e-mail: btu-office@img.cas.cz
http://www..ibt.cas.cz

Reditelka: doc. RNDr. Jana Pé&knicova, CSc.
Zastupce feditelky: Ing. Jan Skoda

Predseda dozor¢i rady: RNDr. Miroslav Flieger, CSc.
Predsedkyné rady instituce:

doc. RNDr. Jana Péknicova, CSc.



www.biotech2014.cz

20




Scope of the Conference

The highly successful series of tri-annual BioTech conferences, inaugurated in 1999, promotes network-
ing between academic and industrial sectors involved in biotechnology research and development. The
BioTech 2014 conference will highlight life science technologies while identifying synergies amongst their
different applications in human and animal health, nutrition, chemistry and sustainable energies from
microorganisms.

As a platform for personal, scientific, technical and commercial contacts, this highly interactive event
will foster new collaborations and provide opportunities for the fruitful continuation of long-term relation-
ships between Czech- and Swiss-based biotechnologists. The official conference language will be English.
BioTech 2014 also welcomes contributions from participants with complementary scientific interests and
from any other country.

Venue

The conference will take place in the National Technical Library, located centrally in the university cam-
pus in Prague 6. The famous city of Prague lies in the heart of Europe and, due to its abundance of cultural
attractions and rich historic architecture, is one of the most popular European tourist destinations.

The conference is organized under the patronage of:

Professor Karel Melzoch Professor Urs Hilber
(Rector of ICT Prague, Czech Republic) (Dean of the School of LSFM, ZHAW, Wadenswil, Switzerland)

The Swiss Ambassador
(Swiss Embassy in Prague, Czech Republic)

Scientific Program

BioTech 2014 will concentrate on microbial biotechnology, the key technology for bio-based econo-
mies. Microorganisms such as bacteria, yeast, and microalgae, and their enzymes, are used for manufac-
turing a wide range of products in sustainable, forward-looking bioprocesses. These products represent
high-performance chemicals or ingredients in demand for foodstuffs, animal feed, cosmetics and phar-
maceuticals. Lectures will therefore focus on:

¢ Bio-products for Pharma, Nutrition and Chemistry
o Bio-refineries for Food, Materials and Energy

Specialized workshops (SIG) and round-table discussions will be organised upon request to further
strengthen relationship between industry and academia. As long criteria of scientific and formal quality
are met, contributions to the poster session are open to any biotechnology research topic beyond the
main scope of the lectures.

Selection criteria for oral and poster presentations will be based on novelty, potential for practical ap-
plication and scientific merit. All abstracts will be published in a Book of Abstracts (with own ISBN). Ad-
ditionally, selected conference presentations will appear in a pre-booked special issue of Biotechnology
Advances (ISSN: 0734-9750, Elsevier, 5-year Impact Factor: 10.959). Further space for publishing is offered
in a special issue of Bioprospect, the peer-reviewed journal of the Czech Biotechnology Society (ISSN
1210-1737).
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Social Program

- Gala dinner in the Bfevnov monastery with a medieval brewing demonstration (€ 50)
- Guided tour of Prague (€ 20)
- Trip to Cesky Krumlov (UNESCO World Heritage site) with an excursion to an industrial plant (€ 50)

Exhibition

Booths for showcasing commercial products and laboratory equipment will be available in the main
conference area. During the event, biotechnological, pharmaceutical and food companies, equipment
or technology suppliers, and research institutions will have the opportunity to exhibit and promote their
products, their latest technologies and recent achievements.

Sponsorship Benefits

You can promote your company as a key player in the biotechnology sector, build connections with
clients and research partners, and participate in workshops and networking activities. The Organizing
Committee will be pleased to provide further information or address particular requirements.

Important Dates

January 15,2014 - Deadline for abstracts of oral presentations*
February 28, 2014 - Deadline for poster abstracts*

March 31,2014 - Early bird registration & payment deadline
April 30, 2014 - Notification of acceptance

May 16, 2014 - Registration & payment deadline

June 11-14, 2014 - Conference

* Abstract submission forms will be available online from July 2013.

Registration Fee

The conference fee should be paid by bank transfer using the account details below.
The payee is responsible for covering all wire transfer fees.

Ma,c:';:? 2014 Afterwards
Regular €300 p—
Student €200 €250
Accompanying person €150 €200

Name of Account: BIOTECHNOLOGICKA SPOLECNOST
KB Account Number: 107-4521440237/0100

IBAN: CZ04 0100 0001 0745 2144 0237

BIC (SWIFT): KOMBCZPPXXX

Recipient’s note: enter BioTech 2014 and name(s) of participant(s)
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ODBORNE PRISPEVKY

ATLAS LIDSKYCH PROTEINU

Barbora Jelinkova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, jelinkob@vscht.cz

Studiem proteind se zabyva proteomika, ktera je jed-
nou z disciplin komplexni molekuldrni biologie. Jejim
cilem je identifikace vSech protein kddovanych geno-
mem vcetné jejich posttranslac¢nich modifikaci. Snazi
se pochopit jejich vztah mezi funkci a strukturou, sta-
novit jejich exprese v riiznych burikach organismu a ur-
¢it subceluldrni lokalizaci jednotlivych bilkovin. Pojem
~proteom” jako kompletni sadu proteinti pouzil poprvé
Marc R. Wilkins v roce 1994, spojenim slov PROTEin
a genOM. Proteomika a genomika se vzajemné vyraz-
né doplruji, nebot funkci proteinu nelze zcela urcit
na zakladé sekvence DNA nebo mRNA, stejné tak nelze
popsat molekularni mechanismy pomoci studia samot-
ného genomu. Proteom je velmi dynamicky s nekonec¢-
nym poctem rdznych variaci, proto je oproti relativné
konstantnimu genomu jeho studium mnohem obtiz-
néjsi. V jedné savci burice mize byt najednou exprimo-
vano az 35 tisic gend a kazdy z téchto gent je schopny
generovat az stovky rdiznych protein(i prostfednictvim
posttransla¢nich modifikaci nebo alternativniho sestfi-
hu RNA."23

The Human Protein Atlas

V roce 2003 ve Svédsku na Royal Institute of Tech-
nology vznikl velmi zajimavy proteomicky projekt, ko-
ordinovany panem profesorem Mathiasem Uhlénem
a financovany nadaci Knut and Wallenberg, a to The
Human Protein Atlas. Cilem tohoto projektu je syste-
matické prozkoumani lidského proteomu pomoci pro-
teomiky zalozené na protilatkdch a vytvofeni vefejné
dostupné databéze s informacemi o expresi proteint
v 46 rliznych normalnich tkénich, ve 20 rdznych typt
rakoviny a 47 rGznych bunécnych liniich, které jsou do-
provazeny miliony snimky imunohistochemicky barve-
nych preparatd. Prvni online verze proteinového atlasu
byla zvefejnéna v roce 2005 a dodnes prosla 15 aktua-
lizacemi.** (Obr.1)

Hlavnimi centry jsou AlbaNova, ScilifeLab, Royal In-
stitute of Technology (KTH) ve Stockholmu, Rudbeck
Laboratory v Uppsale a Lab Surgpath v Bombaji. Kaz-
dé centrum ma své vlastni oblasti vyzkumu, které jsou
vSak vzdjemné propletené a navazuji na sebe. Ve Stock-

Obr. 2. Schéma produkce protilatky.
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holmu dochazi ke generaci vysoce kvalitni protilatky
a imunofluorescen¢ni analyzu, v Uppsale k profilovéni
bilkovin v tkanich a burikdch pomoci imunohistoche-
mie a v Bombaji jsou zodpovédni za anotaci k imuno-
histochemickym obrazktm.>

Obr.1. Proteinova online databédze. www.proteinatlas.org

Produkce protildtky

Proces zacina identifikaci protein-kédujici sekvence
(100 - 150 aminokyselinové sekvence). Tato oblast
se nazyva PrEST (Protein Epitope Signature Tag) a klo-
nuje se standardnimi molekularnimi metodami (cDNA
knihovna, ligace, RT-PCR, transformace) do bakterii,
které produkuji rekombinantni PrEST-protein. PrEST
se nasledné pouZije jako antigen pro imunizaci, ke kon-
strukci PrEST arrays, a pro afinitni purifikaci pfi tvorbé
monospecifické protilatky (msAb).>6

Po imunizaci dochazi k afinitni purifikaci polyklonalni-
ho antisera pomoci PrEST jako ,navnady”, aby byly eli-
minovany nezddouci a nespecifické protildtky. (Obr. 2.)
Protilatky vazané na PreST jsou ulozeny pro dalsi po-
uziti. Vzniklé monospecifické protilatky jsou testovany
na PrEST arrays, kde je aplikovano 384 rliznych PrEST,
specifita je detekovana pomoci korespondujicich PrEST.
Poté se vyuzivda metoda Western Blot a zku3ebni imu-
nohistochemické barveni tkéni. Schvélené protilatky
se pouzivaji k profilovéani bilkovin a k anotaci.”



Proteinové profilovdni

Schvélené protilatky jsou v sériich aplikovany na de-
vét rtznych tkanovych mikrocipt (TMAs) s imobilizova-
nymi vzorky ze 48 normalnich tkani, z 20 rGznych typa
rakoviny (12 rlznych pacientl na jeden typ rakoviny),
ze 47 rGznych buné¢nych linii a z 12 rdznych leukémii.
To dava celkem 708 vzork( pro kazdou protilatku, které
jsou pak skenovany v HD rozliseni.

Obrazky bunécnych linii jsou zpracovany pomoci ana-
lytického softwaru pro obrazky a ru¢né anotovany certi-
fikovanymi patology. Souc¢asné probiha konfokalni mi-
kroskopie, imunohistochemické a imunofluorescentni
analyzy ke zjisténi subcelularni lokalizace protilatky?
(Obr. 3.). Kazdé protilatce je jesté pfifazeno skore spo-
lehlivosti a kone¢né mohou byt vSechna zjisténa data,
obrazky a informace o protildtce vlozeny do databéze
proteind.’

Obr. 3. Schéma proteinového profilovani.

Obr. 4. Vykladovy slovnik.
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Webové stranky

Vsechna data jsou vefejné pfistupnd a dvakrat ro¢né
aktualizovana. Pro kazdou bilkovinu je vytvofena sou-
hrnna stranka, kterd poskytuje obecny a rozsahly pie-
hled o expresi. Z této stranky je mozné dostat se hlou-
béji ke specifi¢téjsim informacim, které jsou doprova-
zeny obrazky ve vysokém rozliSeni. Soucésti databaze je
i vykladovy slovnik pojm.*” (Obr. 4.)

Zaveér

The Human Protein Atlas je UspéSny proteomicky
projekt, ktery se neustéle vyviji a sva data neustéle ak-
tualizuje. Kromé védeckého vyuziti proteinové databa-
ze je mozné ji diky vykladovému slovniku vyuZzit i jako
nastroj pro vzdélavani.
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Souhrn

Jelinkova B.: Atlas lidskych proteini

Proteomicky projekt The Human Protein Atlas vznikl v roce 2003 ve Stockholmu s cilem prostudovat lidsky proteom pomoci proteo-
mickych metod vyuZivajicich protildtky. Jednotlivé kroky zahrnuji generaci protilatky, imunizaci, afinitni purifikaci, imunohistochemickou
a imunofluorescen¢ni analyzu, tvorbu anotaci a obrazové ¢asti. Vznikla tak vefejné dostupna databaze, kterou vyuziva cela fada laboratofi
po celém svété.

Klicova slova: atlas lidskych protein(, proteomika, profilovani proteind.

Summary

Jelinkova B.: The Human Protein Atlas

Proteomic project The Human Protein Atlas was founded in 2003 in Stockholm to study the human proteome using antibody-based
proteomics. The process includes the generation of antibodies, immunization, affinity purification, immunohistochemical and immuno-
fluorescence analysis, annotation and image formation section. The result is the public database, which is used by many laboratories
around the world.

Keywords: atlas of human proteins, proteomics, protein profiling.

VONE A OCHUCOVADLA PRIPRAVOVANE FERMENTACIOU

Katarina Hlat-Glembova
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, katarina.hlat-glembova@vscht.cz

Uvod je ich mozna toxicita, ktord ich mdéze robit rizikovymi

Véne a ochucovadléd nachadzaji $iroké uplatnenie pre potzivanie v potravinarskom priemysle”. Prave to je
v potravinarskom, kozmetickom, chemickom a farma- ~ Jjeden z d6vodov rapidneho rozvoja pripravy vanilinu
ceutickom priemysle. Mnohé latky su ziskavané hlavne pomocou biotechnologickych metod, hlavne vyuzitim
pomocou chemickej syntézy alebo pomocou extrakcie. ”_‘,'kmb"?lo_g'Ck‘?l fermentacie. Na vyrobu sa da pou-
V poslednom obdobi ale dolo k rapidnemu rozvoju  Zt hned niekolko prekurzorov, najcastejsie pouzivana
pripravy latok pomocou biotechnologickych metdd. kyselina fer|°Vé Sa pomocou huby Aspergillus niger
Medzi tieto metody patri napriklad priprava pomocou transformuje na kyselinu vanilovd t4 je pomocou Pyc-
rastlinnych bunkovych kultur, priprava latok pomocou noporus cinnabarinus redukovana na vanilin. Podobna
reakcii katalyzovanych enzymami, izolovanymi alebo dvojkrokova konverzia kyseliny ferulovej na vanilin sa
pripravenymi rekombinantnymi metédami, a tiez pri- da docielit aj s pouzitim baktérii a to konkrétne Pseudo-
prava latok s pouzitim mikrobiologickych kultur takzva- monas putida a Streptomyces setonii. Medzi dal3ie pre-
nou mikrobiologickou fermentéciou. V tomto ¢lénku sa kurzory patri napriklad koniferylaldehyd a isorhapontin,
zameriame hlavne na vybrané latky pripravené pomo- z ktorych sa pouzitim kmeriov baktérii Arthrobacterium,
cou mikrobiologickej fermentacie’. Corynebacterium a Pseudomonas vyraba vanilin po-

L, . 3 mocou jednokrokovej konverzie3.
Vybrané latky pripravované pomocou

mikrobiologickej fermentacie Benzaldehyd
Vanilin Je vyuzivany hlavne kvoli svojej schopnosti imitovat
Je jednym z najeastejsie pouzivanych ochucovadiel, ovocné prichute, hlavne ceresiiovu _prichut’. Rocne je
hlavne v potravinarskom priemysle. Je pritomny v stru-  Spotrebovanych okolo 7 000 ton tejto latky. Prirodne
koch rastliny Vanilla planifolia, z ktorej sa prvotne izo- sa benzaldehyd extrahuje z ovocnych jadier. Pri tomto
loval. Tento sposob ziskavania sa ale javi ako velmi ~ spdsobe extrakcie ale hrozi vznik neZelanej kyseliny ky-
neefektivny s nizkym vytazkom a je tiez pomerne dost anovodikovej. Chemicky je mozné benzaldehyd pripra-
nakladny. Preto boli vyvinuté nové metddy ziskavania vit napriklad chloréciou a naslednou oxidaciou toluénu.
vanilinu. Chemické syntéza je dalsia z metod ziskava- Biotechnologicky sa pripravuje z fenylalaninu pomocou
nia vanilinu pouZitim guajakolu. Tato reakcia poskytuje baktérie Pseudomonas putida, alebo sa na jeho pro-
lepSie vytazky a ziskany vanilin je cenovo dostupnejsi dukciu pouzivaju huby Trametes suaveolens, Polypo-
ako vanilin izolovany extrakciou z rastlinného zdroja. rus tubraster, Bierkandera adusta a Phanerochaete
Nevyhodou latok pripravovanych chemickou syntézou chrysosporium?.
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4-(p-hydroxyfenyl)butan-2-on

Nazyvany trividlne aj malinovy ketén, je pritomny
hlavne v malinach a inom bobulovom ovoci z ktorého
sa tieZ extrahuje za Gcelom poutzitia v potravinarstve,
na imitaciu malinovej prichute. Tento spdsob extrakcie
v3ak poskytuje velmi malé vytazky. Z jedného kilogra-
mu ovocia je mozné ziskat priblizne asi len 35 mg ci-
elovej latky. Biotechnologicky sa pripravuje pomocou
prekursoru betulosidu ziskavaného z kory drevin ako
javor a breza. Na konverziu sa pouzivaju huby Asper-
gillus niger alebo Candida boidinii 2.

Methylketony

Patria medzi skupinu latok ktoré mézu vznikat aj pria-
mo pocas fermentacnych procesov v niektorych syroch,
ako napriklad Camembert, Roquefort alebo Stilton.
Tvoria zéklad syrovej prichute. Produkované su hlavne
hubou Penicillium roqueforti '*.

Diacetyl

Je neslavne zndmy hlavne pre jeho nezelany vyskyt
v pive. V potravinarskom priemysle je ale velmi casto
pouzivany ako imitacia maslovej prichute, pridavany
najma do pukancov a mlie¢nych vyrobkov. Produkova-
ny je hlavne kmernimi baktérii Lactobacillus a Lactoco-
ccus v médiach so skrobovym zékladom .

Alkoholy

Medzi najvyznamnejSie alkoholy vyuzivané hlavne
v parfumérstve a kozmetickom priemysle patri 2-feny-
lethanol. Vyznamny je pre svoju aromu pripominajticu
ruze, z ktorych je prave extrahovany, avsak tento spo-
sob je dost ndkladny. Chemicky sa vyrdba z toluénu,
benzénu a styrénu. Coraz va&si dopyt po prirodnom
2-fenylethanole spdsobil rozvoj pripravy tejto vonnej
latky biotechnologickou cestou a to fermentéciou 2-fe-
nylalaninu pomocou kvasiniek ako Sacharomyces cere-
visae a Kluyveromyces marxianus 2.

Terpény

Tvoria zékladné zlozky pre rozne véne napriklad cit-
ronellol a geraniol pripravované v pritomnosti hub Ce-
ratocystis variospora su vyuzivané pre ich ruzi podobné
aromy. Linalol pripravovany fermentaciou pomocou Klu-
yveromyces lactis je ceneny pre jeho citrusovu voriu °.

Laktony

Patria po chemickej stranke medzi cyklické estery
odvodené od primédrnych gama- a delta-hydroxykyse-
lin. Ich biotechnologickd syntéza je zndma uz od 60.
rokov minulého storocia. Vyznamné st hlavne v potra-
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vinarstve pre Siroku Skalu prichuti, ktoré mozu jednotli-
vé laktony imitovat. Su to r6zne ovocné prichute, dalej
kokosova, maslov4, krémova alebo orieskova prichut.
Niektoré mozu vznikat samovolne, napriklad pri zahrie-
vani mlieka, a su zodpovedné za charakteristickt aromu
horuceho mlieka. Jednym z vyznamnych zéstupcov lak-
tonov je 6-pentyl-2-pyron ceneny pre kokosovu arému.
Pripravovany je pouzitim hub Trichoderma viride alebo
Cladosporium suaveolens. Vznikajuci produkt posobi
inhibi¢ne na pouzité bunkové kultiry producentov. Je
preto nutné ho pocas biokonverzie priebezne odcer-
pavat .

Pyraziny

ZvySenie dopytu po latkach patriacich medzi pyrazi-
ny mozeme sledovat hlavne v spojeni so zavedenim
novych technolégii tepelnej Upravy potravin. Jednd sa
najmé o Upravu s pouzitim mikrovin, pri ktorej nedo-
chédza v potravinach k Maillardovej reakcii (alebo kara-
melizécii) pri ktorej reaguju neredukujtice cukry s pro-
teinmi sa vzniku hnedého zafarbenia a charakteristickej
vone peceného alebo smazeného jedla. Za tdto vériu
a prichut su zodpovedné prave pyraziny, ktoré je preto
nutné do tychto jedal pridavat dodato¢ne, pre zachova-
nie ich atraktivity. Jednym z ¢asto pouzivanych pyrazinov
je napriklad tetramethylpyrazin so Specifickou aromov
a prichutou pripominajicou pecené jedlo a oriesky '*.

Estery

Produkované hlavne kvéli ich ovocnym prichutiam.
Napriklad ethyl-2-methylbutyrat pouzivany ako jablko-
va prichut je produkovany kvasinkami Geotrichum kle-
bahnii. Isoamylacetat sa zase pouziva ako potravinar-
ske aditivum pre jeho bananovu prichut. Tvori produkt
fermentacie pomocou Pichia anomala .

Zaver

V poslednych rokoch doslo k rozvinutiu novych me-
tod ziskavania latok pouzivanych hlavne pre ich aroma-
tické a senzorické vlastnosti. St to hlavne rézne ochu-
covadld pouzivané v potravinarskom priemysle a vone
vyuzivané v kozmetickom priemysle a parfumérstve.
Latky pripravované pomocou biotechnologickych me-
tod v tomto pripade konkrétne mikrobiologickou fer-
mentdciou, su vhodné tiez pre pouzitie v potravinar-
skom priemysle. Na rozdiel od latok pripravovanych
pomocou chemickej syntézy, su tieto latky povazované
za prirodné, ¢im su spolu s latkami ziskavanymi izolaci-
ou s prirodnych zdrojov povazované za zdraviu neskod-
livé, a pozivatelné.
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Biochem. 27, 195 (1991).
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Suhrn

Hlat-Glembova K.: Vone a ochucovadla pripravované fermentaciou

Organické latky pouzivané ako vone a ochucovadlé je mozné ziskat izolaciou z prirodnych zdrojov alebo pomocou chemickej syntézy.
V poslednych rokoch vzrastla produkcia tychto ldtok pomocou biotechnologickych metéd. Jednou z tychto metdd je napriklad mikrobio-
logickéd fermentécia. Vone a ochucovadla pripravované pomocou biotechnologickych metéd st na rozdiel od latok ziskavanych extrakci-
ou z prirodnych zdrojov cenovo dostupnejsie. Na rozdiel od latok pripravovanych chemickou syntézou st povaZované za prirodné, preto
nasli Siroké uplatnenie nielen v parfumérstve, kozmetickom a hlavne v potravinarskom priemysle.

Klucové slova: vone, ochucovadla, fementacia

Summary

Hlat-Glembova K.: Fragrances and flavors prepared by fermentation

Organic compounds used as flavours and fragrances could be extracted from their natural source or prepared by chemical synthesis.
There is an increased production of these compounds by using biotechnology methods in last few years. One of these methods is
microbiological fermentation. Fragrances and flavours prepared by biotechnology methods are cheaper than substances obtained by
extraction from natural sources. In comparison to substances prepared by chemical synthesis, they are considered as natural products
and are widely used in parfumery, cosmetic and food industry.

Keywords: fragrances, flavors, fermentation

PRIPRAVA REKOMBINANTNICH PROTILATEK

Fojtikova Lucie
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, lucie.fojtikova@vscht.cz

Uvod izolovanych gen( a jejich exprese. Produkovany mo-
hou byt rdizné typy fragmentt imunoglobulinové mole-
kuly obsahujici vazebnou doménu pro antigen, jako je
napf. Fab fragment, scFv fragment nebo variabilni useky
V,+V fetézcl'?3,

Produkce rekombinantnich protilatek prochazi revo-
lu¢nim vyvojem, jenZ je Uzce spjat s rozmachem mo-
dernich molekularné-biologickych metod pro expresi
rekombinantni DNA. Rekombinantni protildtky a frag-

menty protilatek jsou viudypfitomné, hraji ddleZitou _Prvnim krokem pfi produkci rekombinantnich proti-
roli ve vyzkumu, vyuZivaji se jako detekéni ginidlav me-  latek je izolace mRNA z bunék produkujicich protilatky,
todéch jako je imunoblot, imunohistochemie, priito- ~ MtZe se jednat o lymfocyty pochazejici z krve imunizo-
kové cytometrie. Své uplatnéni nachézi v diagnostice ~ Vanych i neimunizovanych jedincti, hybridomove buriky
nékterych onemocnéni. V poslednich letech se hojné ~ Nebo buiiky slezinné. Podle templatu mRNA je reverzni
vyuzivaji k terapeutickym uceltim, zejména v oblasti on-  transkripci syntetizovan fetézec komplementarni DNA
kologie, autoimunitnich a infekénich chorob. (cDNA) a nésledné je pomoci polymerdzové fetézové

reakce (PCR) namnozen specificky gen pro vazebny
fragment protilatky. Dalsi postup spociva v klonovani
genu do vhodného vektoru a vneseni vektoru do vhod-
nych expresnich sytémd, mezi néz patfi zejména bak-
teridlni, kvasinkové, hmyzi a sav¢i expresni systémy'#5,

Rekombinantni protilatky

V souvislosti s protilatkami se mGzeme setkat s poj-
my polyklonalni, monoklonalni a rekombinantni. Po-
lyklonalni protilatky pfedstavuji smés molekul imuno-
globulind rdizné afinity a specifity. Vznikaji v organismu

po vniknuti cizorodého imunogenu. Monoklonalni pro- Exprese v bakteriich
tilatky Ize charakterizovat jako chemické individuum. Bakterie Escherichia coli se stala prototypem bunék
Véechny molekuly vznikajicich protilatek vykazuji pti ~ pro produkci protilatek, u nichZ neni vyzadovana post-
interakci s antigenem stejnou afinitu a specifitu. Pfipra-  translaéni modifikace. Pro klonovani do E. coli se jako
va t&chto protilatek vyZaduje imunizaci zvifete a nasled- ~ vektord uZiva fagemidd, plazmidi nebo fagd. Fagemid
nou selekci hybridoma. Hybridomy se pfipravuji in vitro neobsahuje na rozdil od fagové DNA informace k mno-
fazi slezinnych bunék imunizovaného zvitete s nado- zZeni fagu, proto musi byt buriky se zavedenym fagemi-
rovymi burikami. NamnoZenim hybridomovych bunék dem infikované tzv. pomocnym fagem, ktery zajistuje
vznika hybridomova linie, kterd neni omezena v poctu produkci fagovych castic, ve kterych je obsaiend DNA
déleni, je tudiz nesmrtelnd, a sou¢asné produkuje mo-  fagemidu. Klonovéni do fagovych vektord ma vyhodu
noklondlni protilatku s unikatni specifitou'2. v tom, Ze fagy obsahuji genetickou informaci k dal3i-
Jako rekombinantni protilatky oznacujeme protilatky mu mnozeni. Na zakladé této vlastnosti Ize vypraco-
pfipravené rekombinantni technologii. Pfi jejich pfi- vat ucinné selekéni systémy napodobujici pfirozenou
pravé Ize pomoci genovych manipulaci 1épe ovlivnit selekci protilatek v imunitnich systémech Zivocichd.
specifitu vznikajicich protildtek nez zménou struktury Protilatky jsou v bakteridlnich systémech exprimovény
imunogenu pfi tvorbé protilatek polyklonalnich nebo do cytozolu nebo ve formé inkluznich télisek. Hlavni-
selekci hybridomovych bunék pfi vyrobé protilatek mi pfednostmi bakterii je rdst v levném médiu, vysoka
monoklondlnich. Pfiprava rekombinantnich protilatek vytéZnost a ¢asovd nendro¢nost. Jistym omezenim je

vychézi z izolace genl kodujicich protilatky, klonovani absence eukaryotnich posttransla¢nich systému a mala
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molekulovd hmotnost exprimovaného proteinu, kterd
dosahuje jen cca 150 kDa, coz odpovida velikosti jedné
molekuly imunoglobulinu IgG'*>.

Exprese v kvasinkdch

Kvasinky disponuji na rozdil od bakterii celou fadou
mechanismi pro posttranslacni Gpravy podobné tém
v burikédch vyssich eukaryot. Moznost péstovani kvasi-
nek v haploidnim i diploidnim stavu umoznuje jejich
kiizeni pro ziskani hybridniho potomstva s kombinaci
genetické vybavy rodi¢ovskych bunék. Nejpouzivanéj-
$imi a nejprostudovanéjsimi kvasinkami jsou Pichia
pastoris a mutanti Saccharomyces cerevisiae. Proti-
latky mohou byt v kvasinkach produkovény do cytozo-
lu nebo secernovany do rlstového media. Lokalizaci
Ize ovlivnit vybérem expresniho vektoru. Pfednosti je
mimo vhodné posttransla¢ni modifikace vznikajicich
protildtek schopnost produkce protein( vétsich nez 150
kDa a finan¢ni dostupnost. Doba pfipravy expresniho
systému je ve srovnani s Escherichia coli delsi. Pro oba
systémy je charakteristicky rapidni bunécny rast, fadové
desitky minut*>.

Hmyzi buiiky

Hmyzi buriky predstavuji vSestranny eukaryoticky sys-
tém pro expresi heterolognich proteinG. Nejrozsifenéj-
§im vektorem pro hmyzi burky je bakulovirovy vektor.
Posttransla¢ni modifikace, které jsou Casto identické
s procesy v sav€ich burikach, se odehravaji v bakuloviry
infikovanych burikéch jako je napi. Spodoptera frugi-
perda. Bakuloviry nejsou pro savce infek¢ni, proto neni
potieba Zddné zvlastni bezpecnostni opatieni. Vyho-
dou systému je rozpustnost produkovanych protilatek,
na rozdil od bakteridlnich expresnich systémd, kdy je
vétsina produkovanych protildtek ve formé nerozpust-
nych inkluznich télisek. Bakulovirovy systém je naro¢ny
na provedeni a je nevyhodny z hlediska financi. Tyto
nevyhody jsou vsak kompenzovény vysSimi vytézky
ve srovnani s ZivociSnymi expresnimi systémy>s.
Savci bunécné linie

Sav¢i bunécné linie, zejména HEK (linie lidskych em-
bryonélnich ledvinnych bunék), CHO (linie ovarialnich
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Fojtikova L.: Pfiprava rekombinantnich protilatek

bunék kiecka ¢inského) se vyuzivaji k produkci protila-
tek urcenych k terapeutickym ucelim. Pokud je mRNA
izolovana z hybridomové linie, jsou pomoci PCR ampli-
fikovany useky gend mysiho imunoglobulinu, ktery ko-
duje hypervariabilni domény CDR nebo i ¢asti konstant-
nich fetézcl. V pfipadé, kdy se hypervariabilnimi mySimi
useky nahradi CDR lidského imunoglobulinu, mluvime
o humanizované protilatce. Pokud dojde k nédhradé ne-
jen hypervariabilnich tsekd, ale také ¢asti konstantnich
fetézcl mysimi sekvencemi, mluvime o chimérickych
protilatkach. Moznosti je také pfiprava pIné humannich
protilatek pfipravenych technikami fagového nebo ribo-
zomalniho displeje. Geny kodujici chimerickou, huma-
nizovanou, nebo pIné lidskou monoklonalni protilatku
jsou pak vlozeny do vhodné sav¢i buriky, ve které jsou
syntetizovany. Takto pfipravené protilatky se staly nedil-
nou soucasti [é¢by onkologickych, autoimunitnich a in-
fekénich onemocnéni, napi. Rituximab, Alemtuzumab.
Rituximab je jednou z prvnich protildtek, které pronik-
ly do klinického uziti, vyuziva se k terapii folikularniho
lymfomu. Alemtuzumab je humanizovana protilatka
urcend k terapii chronické lymfatické leukemie s dele-
ci kratkého raménka 17. chromozomu. Sav¢i expresni
systémy jsou v produkci rekombinantnich protilatek
hojné rozsiteny, nebot zajistuji spravnou posttranslacni
modifikaci protildtek, vysokou kvalitu protildtek a niz-
ké riziko imunogenicity. Nedostatkem téchto systéma
je Casova naroc¢nost, nizky vytézek a finan¢né néaro¢na
kultivace>®”.
Zaver

V poslednich letech doslo k rozvoji rGznych expres-
nich systému pro produkci rekombinantnich protilatek,
avsak stale plati, ze sav¢i bunécné linie jsou jedinou
moznosti pro produkci protilatek urcenych k terapeu-
tickym uceldm. Dlvod je prosty, sprdvna posttranslac-
ni modifikace produkovanych protilatek. Pro ucely jiné
neZ terapeutické, kde spravna posttransla¢ni modifika-
ce neni nezbytné nutng, Ize vyuzit levnéjsi alternativu,
a to bakterialni, hmyzi nebo kvasinkové expresni sys-
témy.

4. http://www.springerprotocols.com.

5. Schirrmann T: Frontiers. Biosci. 4576 (2008).

6. Fusek M (2012): Biologickd Iéciva: teoretické zd-
klady a klinickd praxe. Grada, Praha, 219 ISBN
9788070808108.

7. Dibel S: App Microbiol. Biotechnol. 74(4), 723
(2007).

Rekombinantni protilatky jsou nejrychleji se rozvijejici tfidou terapeutickych proteind, mimo to hraji klicovou roli ve vyzkumu a dia-
gnostice. Z divodu rostouciho zdjmu o rekombinantni protilatky dochazi k rozvoji riznych produkénich systém( zahrnujicich bakterie,
kvasinky, hmyzi buriky a sav¢i buné¢né linie. V souc¢asné dobé jsou rekombinantni protilatky, které jsou uréené k terapeutickym tceltim,
produkovany vyhradné sav&imi bunéénymi liniemi z dlivodu minimalizace rizika imunogenicity, ktera je u ostatnich produké¢nich systémi
zplsobena nespravnou posttransla¢ni modifikaci, zejména glykosylaci. Nicméné pro ucely in vitro diagnostiky je ,spravna” posttransla¢ni
modifikace protildtek nepodstatna a tyto protilatky mohou byt produkovany v ostatnich expresnich systémech. V ¢lanku jsou popsény
rtizné expresni systémy pro produkci rekombinantnich protilatek s ohledem na jejich vyhody a omezeni.

Klicova slova: rekombinantni protilatky



Summary
Fojtikova L.: Preparation of recombinant antibodies

Recombinant antibodies are the fastest growing class of therapeutic proteins, besides that they play a key role in research and diagnos-
tics. Various production systems including bacteria, yeast, insect cells and mammalian cell lines are being developed due to a growing
interest in recombinant antibodies. Recombinant antibodies, which are intended for therapeutic purposes, are currently exclusively
produced in mammalian cell lines to ensure minimal risk of immunogenicity caused by non-human posttranslational modifications, in
particular glycosylation. However, the ,correct” posttranslational modification of antibodies is irrelevant for in vitro diagnostic purposes.
These antibodies can be produced in other expression systems. The article describes the different expression systems for production of
recombinant antibodies with respect to their advantages and limitations.

Keywords: recombinant antibodies

BIOPESTICIDY

Jan Andrejch

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze, jan.andrejch@vscht.cz

Biopesticid je vyraz vznikly ze spojeni ,biologicky pes-
ticid”. Jako biopesticidy jsou oznacovany latky pfirodni-
ho plvodu, mikroorganismy, pfipadné latky produko-
vané geneticky modifikovanymi rostlinami, které slouzi
k hubeni nebo kontrole populaci $kiidct rostlin. Hlavni
pfednosti biopesticidi je pfedevsim jejich velmi vysoka
specifita vac¢i konkrétnim Skidcim, takze nehrozi ne-
bezpeti otravy potravy, vody, zvifat nebo lidi. Ve vétsiné
pfipadll neovliviiuji negativné nebo vibec fotosyntézu,
rist nebo fyziologii osetfovanych rostlin.

Zdrojem biopesticidl jsou rdzné produkty metabo-
lismu mikroorganism® nebo nékterych druhl rostlin,
které slouzi pro dany druh jako obranné mechanis-
my nebo jsou pfic¢inou jejich toxicity a patogenity vici
Skddctm. Principem poutziti biopesticidi je pfenést tyto
latky mimo oblast jejich normalniho vyskytu a vyuzit je
k ochrané cilovych rostlin, at jiz formou postfiku, pomo-
ci osidleni rostliny ¢i jejiho Zivotniho prostiedi danym
mikroorganismem nebo genetickou modifikaci, diky niz
rostlina produkuje biopesticid sama.

Biopesticidy se déli do tfech hlavnich skupin: mikro-
bialni, biochemické a biopesticidy zaclenéné do rostlin.
Toto rozdéleni vSak nema ostré hranice a nékteré latky
mohou spadat do vice kategorii'. Mnoho prdmyslové
produkovanych biopesticidi obsahuje kombinaci riiz-
nych Gcinnych latek a mikroorganismd.

Druhou moznosti je biopesticidy délit podle cilového
organismu na bioinsekticidy, biorodenticidy, bioherbi-
cidy a dalsi.

Mikrobialni biopesticidy

Mezi mikrobialni biopesticidy se fadi bakterie, plisné
a viry napadajici skdidce. Podle nékterych déleni do této
kategorie patfi také metabolické produkty bakterii ¢i
plisni, jindy fazené mezi biochemické pesticidy, a ¢asto
se do ni fadi entomopatogenni hlistice, pfestoze se jed-
nd o mnohobuné¢né organismy.

Nejznaméjsim a nejvyuzivanéjsim mikrobidlnim bio-
pesticidem je Bt toxin izolovany z bakterie Bacillus thu-
ringiensis. Jeji spory byly od roku 1938 produkovany
pramyslové jako insekticid, pozdéji byl identifikovan Bt
toxin jako slozka pusobici toxicky proti hmyzu?. Bt toxi-
ny patii do skupiny tzv. Cry proteind, které plsobi toxic-
ky po proteolytickém rozstépeni v travicim traktu hmy-
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zu. Jejich geny jsou ve vétSiné kmen0 B. thuringiensis
pfitomny na plasmidech?, coz umoziiuje jejich v¢lené-
ni do genomu rostlin produkujicich pak Cry proteiny
a tedy odolnych vici Siroké skale Skidcd. Bt toxiny jsou
specifické vici rdznym druhdm motyld (a jejich hou-
senkam), hmyzu, dvoukfidlym, blanokfidlym, brouktim
a hlisticim, a bez potvrzeného toxického efektu viici li-
dem, zvifatim nebo opylovac¢iim rostlin®.

Hlistice Ize rozdélit na Skidce, ktefi napadaji rostli-
ny a slouzi jako pfenaseci dalSich rostlinnych patoge-
nd, a na potenciadlné prospésné hlistice, které napadaji
housenky riznych druhi motylG a dalsi skiidce pacha-
jici vyznamné Skody na urodé. Jako piiklad lze uvést
bézné vyuzivanou hlistici Steinernema feltiae napada-
jici housenky rdznych motylG®> a Phasmarhabditis her-
maphrodita napadajici slimaky®.

DalSim casto vyuzivanym mikrobidlnim bioinsekti-
cidem jsou nékteré druhy entomopatogennich plisni,
jejichz spdry se uchycuji na kutikule hmyzu a po case
proristaji do télni dutiny, coz vede k jeho usmrceni.
Jednou z takto vyuzivanych plisni je napfiklad Metarhi-
zium acridum, kterd napada kobylky. Je béiné vyuzi-
vana ke kontrole populaci saranc¢e pustinné v Africe,
kde plsobi velké skody na urodé. Nevyhodou vyuziti
M. acridum, a mykoinsekticidd obecné, je dlouhd doba,
po které dojde k usmrceni napadenych jedinct. Nicmé-
né, na rozdil od tradi¢nich insekticidd, nedochazi k na-
slednym otravam ptaka a dal3ich pfirozenych predatord
sarancat’.

Nékteré plisné se vyuzivaji i pfi obrané proti choro-
bam rostlin, obvykle diky jejich vzdjemné konkurenci,
antibiose, hyperparasitismu nebo indukci rostlinné re-
sistence. VétSina pouzivanych preparatl je odvozena
od Trichoderma sp., ptedevsim T. harzianum, endofy-
tické symbiotické plisné, indukujici u rostlin odolnost
vlci fadé patogent®. Plisefit Ampelomyces quisqalis je
bézné vyuzivanym hyperparasitem, zpomalujicim nebo
inhibujicim rdst plisni napadajicich fadu rostlin a zpQ-
sobujicich onemocnéni zvané padli.®

Populace nékterych hmyzich skidct Ize kontrolovat
i pomoci vysoce specifickych virQ. Jako pfiklad Ize uvést
virus CpGV (Cydia pomonella granulosis virus), granu-
lovirus napadajici housenky obalece jable¢ného, béz-
né pouzivany v zemédélstvi'®, ¢i vir AGDNV (Anopheles



gambiae densonucleosis virus), napadajici komary pie-
nasejici malarii, jehoz vyuziti je pfedmétem intenzivni-
ho vyzkumu''.

Pomoci mikrobidlnich biopesticidli je moiné kont-
rolovat i populace zZivocisnych skidct, jako jsou mysi,
sysli a hrabosi, nejcastéji s vyuzitim bakterii rodu Sal-
monella. Biologické rodenticidy nicméné casto trpi
nespecifitou a pfi jejich pouziti mlze hrozit poskozeni
zdravi lidi nebo domécich a hospodaiskych zvifat'2'314,

Existuje i nemalé mnoistvi bioherbicidi vyuZivaji-
cich bakterie a plisné specificky patogenni pro nékteré
druhy trav a dalSich plevell, vyuzivany jsou napf. rody
Pseudomonas a Xanthomonas'>'® a mnoho druh plis-
ni'”'8, Bioherbicidy nanestésti nékdy trpi nespecifitou,
jak dokazuje pfipad plisné Fusarium oxysporum, jejiz
uziti se zvazovalo v boji proti produkci kokainu, proto-
e je znama jako pfirozeny patogen koky, nicméné né-
které kmeny napadaji i hospodaiské plodiny a presné
mechanismy urcujici specifitu kmend nejsou znamy'™.

Biochemické pesticidy

Do této kategorie se fadi pfirozené se vyskytujici lat-
ky, toxické pro skidce, jako jsou alkaloidy, terpenoidy,
fenolické latky a metabolity mikroorganism(. Zaroveri
do této kategorie patfi i pfirodni latky, které ovliviiuji
hmyzi populace netoxickym zptsobem, jako napfiklad
feromony.

Mnoho extraktd z rostlin je znamo pro své pesticidni
ucinky, jejich Gc¢inné latky byly ¢asto charakterizovany
teprve nedavno. Jako pfiklady Ize uvést napf. alkaloidy
z jerlinu Zlutavého pUsobici proti Sirokému spektru plis-
ni, bakterii a hlistic>, nebo naditce jehnédokvétého
omezujici plisiiové infekce rostlin?'. Za terpenoidy lze
uvést linalool (3,7-dimethyl-1,6-oktadien-3-ol), ktery
se vyskytuje napf. v citrusech a je toxicky pro klistata
a v8i.22 Fenolické latky maji obecné pesticidni ucinky
proti hmyzu a vyvijené preparaty se zaméfuji na jejich
uc¢inek proti m3icim. Druhou moznosti jsou latky zvySu-
jici produkci fenolickych latek v rostlinach, a tak zvySu-
ji pfirozenou resistenci rostlin?>?425, Pro své pesticidni
ucinky jsou vyuzivany i piipravky z fepky?® a ¢esneku?”.

V zemédélstvi je pfi ochrané obilnych zrn pfi sklado-
vani vyuzivan pfipravek Spinosad, obsahujici Spinosyn
A a D, izolovany z bakterie Saccharopolyspora spinosa,
ktery je pfi kontaktu i poZiti toxicky pro fadu hmyzich
Skadche.

Vyznamnym biochemickym pesticidem je polysacha-
rid chitosan, ziskdvany deacylaci chitinu ze schranek ko-
rysd. Kromé jiného je vyuzivan i v zemédélstvi pro své
podptrné ucinky. Zvysuje rychlost rdstu rostlin a pfijmu
Zivin a zlepsuje pfirozenou resistenci rostlin vici skad-
cim a chorobdm?.

Netoxickym zplisobem kontroly populaci hmyzu je
vyuziti feromond. PouZziti feromon( je vysoce druhové

Literatura:

1. http://www.agroenvi.cz/default.asp?ch=135
& typ=1 & val=34720 & ids=0, stazeno 11. listopadu
2012.

2. Lambert B, Peferoen M: BioScience 42, 112 (1992).
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specifické a je vyuzivano v tzv. ,feromonovych pastech”,
které mohou slouzit k odchytu hmyzu, ale také detekci
pfitomnosti daného druhu v oblasti, nebo naopak jeho
odpuzovani. Casté je také vyuziti feromond k naruseni
sexualniho chovéni jedincG daného hmyzu, nejcasté-
ji rozprasenim feromonu v dané oblasti. Hmyzi samci
jsou pak pfitahovéni k rozprésenému feromonu pfi-
tomnému ve vysoké koncentraci a nikoliv k samicim,
diky ¢emuz dochazi k pafeni jen v omezené mife®.

Specifické biochemické herbicidy uZivané ve vétsim
méfitku prakticky neexistuji.

Latky zaclenéné do rostlin

Létky v této kategorii jsou nékdy nazyvany ,PIP” z an-
glického ,Plant Incorporated Pesticides”. Jedna se o lat-
ky produkované piimo rostlinou diky zaclenéni ciziho
genu do jejiho genomu. Jako zdrojové jsou pouzivany
¢asto geny plvodni pro druhy zmiriované v sekci mi-
krobidlnich biopesticid& zodpovédné za jejich toxické
ucinky nebo geny zlepsuijici pfirozenou resistenci rostlin
vGci skGidcim a patogentm. Poutziti PIP je prozatim vel-
mi omezené, pfedevsim kvili legislativnim problémdm
a Spatnému pfijeti vefejnosti. V soucasnosti jsou pou-
zivany téméf vyhradné geneticky modifikované rostliny
obsahujici geny pro jiz zmiriované Cry proteiny z Ba-
cillus thuringiensis®'2,

Pro ochranu pied plevely se obvykle vyuzivé genetic-
kych modifikaci, které ale nespadaji do kategorie bio-
pesticidli. Do rostliny je vloZen gen pro resistenci k tra-
di¢nimu herbicidu (napf. glyfosat), kterym je nésledné
pole osetieno a diky resistenci dochézi k thynu pouze
pleveld. Tento piistup vsak vede ke stale se zvysujici-
mu mnozstvi plevell resistentnich k tradi¢nim herbici-
ddm?.

Zaver

Produkce biopesticidil v poslednich nékolika deseti-
letich neustale nar(ista a obzvlasté v posledni dobé je
jejich vyzkumu a vyvoji vénovano velké usili. Biopesti-
cidy predstavuji velmi ldkavou alternativu k tradi¢nim
chemickym pesticidim, predevsim kvdli své vysoké
specifité vici Skidcdim. U mnoha druh@ skddcd se na-
vic stéle castéji objevuje resistence na tradi¢ni pestici-
dy a je nezbytny vyvoj novych a ucinnéjsich prostredkd
ke kontrole jejich populaci. Biopesticidy proto poskytuji
velmi lakavou alternativu. Na trhu se jiz nyni vyskytuje
fada biopesticidi a pocet povolenych pfipravk i v Ev-
ropé stéle narlista. Je ovsem naprosto nezbytné pied
zahdjenim masového pouziti biopesticidti dikladné
zvazit jejich pfipadny dopad na ekosystém a ovéfit je-
jich specifitu vaci Skidctim, aby nedochazelo k nevrat-
nym Skoddm na Zivotnim prostiedi.
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Souhrn

Andrejch J.: Biopesticidy

Biopesticidy pfedstavuji pesticidy zaloZzené na mikroorganismech, jejich produktech nebo genetickych modifikacich rostlin. Oproti tradi¢nim che-
mickym pesticidlim se vyznacuji vysokou specifitou a nizkou nebo Zadnou toxicitou vici necilovym druhlim a zpravidla jsou zalozeny na toxickém
¢i patogennim pusobeni biopesticidd vaci skidcm. Nejvyznamnéjsimi biopesticidy jsou rGizné druhy plisni vyuzivané k likvidaci Siroké skaly
druhd hmyzu a Bt toxin, produkovany bakterii Bacillus thuringiensis likvidujici housenky a réizné druhy hmyzu.

Summary

Andrejch J.: Biopesticides

Biopesticides are group of pesticides based on microorganisms, their products or genetic modifications of plants. They are characterized by their
great specificity and very low or no toxicity for non-target species. Usually they are based on toxic or pathogenic effects of biopesticides on pests.
Most important biopesticides are various fungi species used to eradicate vast spectrum of insects, and Bt toxin, produced by Bacillus thuringiensis
bacteria andkilling caterpillars and insects.
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BIOCHEMICKA OSMISMERKA

Osmismérka je zabavna hadanka (slovni hlavolam). Jedna se zpravidla o obdélnik, ze kterého lustitel vyskrtava slova,
ktera byvaji vypsana vedle. Biochemicka osmismérka byla vytvofena pro Vase potéseni v dobé dovolené. Pii hledani
vhodného ekvivalentu uvedenych 16 pojmid doporucujeme konzultovat knihu M. Kodicka ,Biochemické pojmy”,
vydanou vydavatelstvim VSCHT Praha 2007. Kniha je v elektronické podobé volné pfistupna na adrese
http://vydavatelstvi.vscht.cz/katalog/uid_isbn-80-7080-551-X/anotace/

M|{T|I| R|IT|A|L|DIO|S|A|A|C|S|P
GIH|I|S|T|ION|GIB|I|O|T|I|N|G
KDY Y M|O/H/R|E|J|P|Y|L|P|T
Ol L|T|IK|A|/R|Q|EIN|A|G|T|J|Z
D|IK|F/E|E|ICIH/N|W|T|E|L|IT|Y|D
OX|O|F|P|S|K|B|I|P|]I1I|T|D|J|O
N/ I |K|/L|T/E|T|D/R|T|O|N|I|J]|F
TINID/N|IA|E|K|O|E|E|H|T|O|K|E
KIH|X|O|J|G|T|D|SIN|R|IT|T]|L|A
R{1|Z|D|Z|E|E|A|]Y|T|I|G|IN|P|X
D B|/R|Z|A|H|D|/N|IA|O|E|E|R|U|E
R{1|B|S|Z|E|K|E|N|O|I|R|IN|R|T
SIT|IA|OIN|I |C|R|Z|U|R|C|O|Y|U
Q(o|J|I|S|U|/A|R|B|B|F|T|V|N|D
X/R{NJUIU|I |Z|C|E|L|U|L|O|S|A
1. dusikata béaze purinového typu
2. monosacharid obsahujici aldehydovou skupinu
3. vitamin H, prosthetickd skupina zajistujici karboxylaci rdiznych substratd
4. polysacharid, hlavni stavebni material vy33ich rostlin
5. protein pracujici jako molekularni motor
6. konkrétni oblast antigenu, na kterou se vazi protilatky
7. véda zabyvajici se dédi¢nosti
8. bazicky protein, ktery se podili na vystavbé chromatinu
9. latka zpomalujici enzymovou reakci
10. oznaceni tfi za sebou jdoucich bazi v mRNA
11. smés dvou bilkovin, gliadinu a gluteninu, které se nachazeji spolec¢né se skrobem v endospermu semen nékterych obilnin,
piedevsim pSenice, Zita a jemene
12. alfa-aminokyselina, ktera neni pfirozenou soucasti bilkovin, nicméné je pfitomna v télech Zivych organismi
13. enzym, ktery Stépi peptidové vazby v bilkovinach
14. vitamin A
15. muzsky pohlavni hormon
16. extracelularni, ve vodé nerozpustnd bilkovina, ktera je zakladni stavebni hmotou pojivovych tkani
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