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ABSTRAKT

Papillomaviry zptusobuji rizna onemocnéni od koznich bradavic az po 1éze vedouci ke vzniku
malignich nadorti. Mezi lidmi jsou velice rozsifeny. Proto se v souCasnosti vyviji metody
produkce levnych a uc¢innych vakcin jak pro jejich prevenci tak i terapii nadorti. V soucasnosti
jsou k produkci farmaceutik nejcastéji pouzivany zivo¢isné a mikrobialni expresni systémy,
které maji mnoho nevyhod a v budoucnu nemohou pokryt poptavku. Otevird se tak moznost
vyuziti rostlin jako potencidlné¢ velmi efektivnich producentii 1é¢iv. Rostlinné expresni
systémy se optimalizuji a dochazi ke zvySovani vytézkl, intenzivné se hledaji cesty jejich

24

Tato prace shrnuje a porovnava vyhody a nevyhody rtiznych zplsobt transformaci rostlin,
vedouci bud’ ke stabilni produkci pozadovaného proteinu v transgennich rostlinach, nebo
ptechodné expresi prostiednictvim rekombinantniho rostlinného viru infikujiciho
netransgenni rostliny. Dale hleda nejvhodné;jsi rostlinné druhy, poskytujici vysoké vytézky ve
spojeni s urcitou transformacni metodou a umoziujici snadny zplsob péstovani, popisuje
n¢kolik zakladnich zplsobli optimalizaci exprese a nastifiuje budoucnost rostlinnych
expresnich systému.

Klic¢ova slova: Papillomaviry, HPV vakciny, VLP, rostlinné viry, rostlinné expresni systémy,
transientni exprese, transformace rostlin, virové vektory

ABSTRACT

Papillomaviruses are causing various diseases from skin warts to the lesions leading to
malignant tumours and are widespread among people. For this reason, the current research is
trying to develop methods for the production of inexpensive and effective vaccines against
both Papillomaviruses and against all other infectious diseases. Currently animal and
microbial expression systems are most frequently used for the production of
biopharmaceuticals which have several drawbacks and their capacity is limited. This opens up
the doors for plants - potentially very efficient producers of biopharmaceuticals. Currently
there is rapid development towards the optimization and improvement of the results of plant
expression systems and establishing the best and safest methods of their use.

This paper summarizes and compares the advantages and disadvantages of different methods
of plant transformation, leading either to stable production of the protein of interest in
transgenic plants or to transient expression of recombinant virus infecting non-transgenic
plants. Furthermore it analyzes the most appropriate plant species, which provide high yields
combined with a transformation method and ease of cultivation, describes few basic ways of
optimizing expression levels and outlines the future of plant expression systems.

Key words: Papillomaviruses, HPV vaccines, VLP, plant virus, plant expression systems,
transient expression, plant transformation, viral vectors
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Seznam pouzitych zkratek

AIMV Alfalfa Mosaic Virus, virus mozaiky vojtésky

APC antigen-prezenting cell

BM bazalni membrana

CaMV Cauliflower Mosaic Virus, virus mozaiky kvétaku

CIN cervical intraepitelial neoplasia, intraepitelidlni neoplazie délozniho hrdla
CKI cyklin-dependent kinase inhibitor

CP coat protein, kapsidovy protein viru

dsDNA double strand (dvouvlaknova) DNA

GALT gut-associated lymphoid tissue, lymfoidni tkan asociovana se stfevem
GMO genetic modificated organism, geneticky modifikované organismy

GMP Good Manufacturing Practice

GSK firma GlaxoSmithKline

HBV Hepatitis B virus, virus zloutenky typu B

HIV Human Immunodeficiency Virus

HPV Human Papillomavirus, lidsky papillomavirus

HSPG, HS proteoglykan heparan sulfat

IARC International Agency for Research on Cancer, Mezindrodni agentura pro

vyzkum rakoviny

LCR long control region — nekddujici regulacni oblast genomu papillomavirt

ori replication origin, pocatek replikace

PCR Polymerase Chain Reaction

PVs papillomaviry

PVX Potato Virus X, bramborovy virus X

SSRNA single strand (jednovlaknova) RNA

TMV Tabacco Mosaic Virus, virus tabakové mozaiky

TSP total soluble protein, podil proteinu (v %) z celkového rozpustného proteinu
VLP virus-like particles, neinfekéni virové ¢astice



1 Uvod

Lidsky papillomavirus patii do ¢eledi Papillomaviridag ktera je tvofena malymi neobalenymi
dsDNA viry. Existuje asi 200 genotypu (sérotypi) HPV, z nichz zhruba 40 infikuje lidskou
anogenitalni oblast pfevazné zen, ale i muzd. HPV patii mezi nejcastéji sexualné pirenosné
choroby na svété. Kazdoro¢né je pii¢inou téméf pul milionu novych pfipadi karcinomu
délozniho ¢ipku a ptes 270 tisic imrti na toto onemocnéni, z ¢ehoz pies 80% pripadd na zemé
tiettho svéta z divodu témér nulovych preventivnich vySetfeni a celkové nedostacujici
zdravotni péce. Stava se tak ptivodcem druhé nejcastéjsi rakoviny u zen (Sankaranarayanan and
Ferlay 2006). Pfedpoklada se, Ze kdyby doslo ke globélni aplikaci vakcin proti HPV, kleslo by
riziko rakoviny u Zen minimaln€ o 15 % a kazdoro¢né by bylo zachranéno vice nez 200 000

zivotu (rev. zur Hausen 2002).

Soucasné profylaktické¢ vakciny maji bohuzel n€kolik nevyhod: jsou drahé, nechrani vuci
vsem typim HPV, musi se skladovat v chladu a podéavaji se prostfednictvim
intramuskularnich injekci, coz byva bolestivé a navic to mize byt v chudSich oblastech
potencionalni zdroj Sifeni dalSich infekénich agens, jako napiiklad HBV nebo HIV. Proto se
momentalni vyvoj ubird smérem k levnym, termostabilnim vakcindm, poskytujicim
dlouhodobou ochranu organismu (desetileti) proti vSem typim HPV, minimaln¢ se stejnou
ucinnosti jako vakciny soucasné a podavané nejlépe oralné. Doufejme, Ze se podaii vyvinout i

terapeutické vakciny, které by byly schopny Ié€it jiZ rozvinuté onemocnéni.

Zde se otevira prostor pro vyuziti rostlin, zejména v oblasti levnych oralné podavanych
vakcin, které by mély asi nejsnadnéjsi a nejrychlejsi aplikaci v zemich tfetiho svéta. Zvysila
by se tak dostupnost ockovani i1 pro ty nejchudsi a snizil by se pocet obéti karcinotvornych
typa HPV. Vyspélé zemé se ale také snazi zaméefovat vyvoj spiSe na lé€iva s neinvazivnim
zpiisobem aplikace - pro kazdého pacienta je totiz daleko piijemné;jsi pfijimat ockovani ¢i jiné

1éky prostiednictvim praska ¢i kapsli namisto bolestivych injekei.



2 Lidsky papillomavirus (Human Papillomavirus, HPV)

2.1. Epidemiologie a onemocnéni vyvolana HPV

Z dat (vyzkum IARC — Internacional Agency for Research on Cancer, 2002) uvedenych
vavodu vyplyva, Ze rakovinna onemocnéni zplsobend HPV nabyvaji pandemického
charakteru. V dnesni dob¢ se jiz minimalné 50 % vSech sexualné aktivnich Zen a muzt béhem
svého zivota setkalo stimto virem (http://www.cdc.gov/hpv/). Bohuzel, | pfes preventivni
ockovani a vySetieni, kazdoro¢n¢ narlista pacientt s karcinomy vyvolanymi HPV a to i ve

vyspéelych zemich (Sankaranarayanan and Ferlay 2006).
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Virus HPV se prendsi pfimym stykem epitelll, nejéastéji pti pohlavnim styku. Vyssi pocet
sexualnich partnera koreluje s vétsi pravdépodobnosti nakazy a pouziti kondomu béhem styku
nemd efekt na zabranéni HPV infekce, jelikoz externi oblasti genitdlu jsou stdle odhaleny
(Vaccarella et al. 2006). V boji proti infekci ma velky vyznam stav imunitniho systému jedince.
Je znama V&St incidence perzistentnich infekci a vyvoje HPV karcinomi u
imunosuprimovanych jedincl (Petry et al. 1994). Nékteré Zeny mohou mit dokonce genetické
predispozice a vétsi nachylnost k onemocnénim spojenym s HPV (Magnusson, Sparen and

Gyllensten 1999).

Nizkorizikové typy HPV mohou zpusobovat kozni bradavice (verrucag, bradavice
anogenitalni oblasti (Condyloma acuminatanejcastéji zpusobené HPV6 a 11), Laryngeal
papillomatosis a benigni nadory. Vysoce rizikové typy HPV zpisobuji intraepitelialni
neoplasii’ d&lozniho hrdla, pochvy, penisu a fitniho otvoru, coZ miZe vést k rozvoji
invazivnich malignich naddori. Mezi tyto vysoce rizikové perzistentni typy patii zejména

HPV16 a 18, dale HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 a 66 (shrnuto v Cutts et al. 2007).

V roce 2008 ziskal némecky virolog Harald zur Hausen Nobelovu cenu v oblasti mediciny a
fyziologie za objev plivodce rakoviny délozniho ¢ipku - HPV. Se svym tymem studoval a

poprvé izoloval rizné typy HPV zejména na pielomu 70. a 80. let 20. stoleti (nobelprize.org).

! aryngeal papillomatosis recidivujici respiraéni papillomatdza — vzacné onemocnéni, pii kterém vznikaji
v hrdle (larynx) a respira¢nim ustroji benigni tumory ¢&i papily, které mohou v krajnich pfipadech branit dychani.

? Intraepitelilni neoplasie — premaligni transformace a abnormalni riist (dysplasie) bungk, téZ nazyvané
prekarcen6zni 1éze; intraepitelialni neoplasie délozniho ¢ipku = cervical intraepitelial neoplasia (CIN).


http://www.cdc.gov/hpv/

2.2. Charakteristika a pfenos HPV

Virové kapsidy papillomavird o velikosti 50-55 nm, jsou slozeny ze 72 kapsomer - pentamerQ
L1 proteinu. Pod kapsomerami se nachazi minoritni L2 proteiny vazajici DNA, ktera spolu

S histony tvoii jakysi ,,minichromosom®. Symetrie kapsidy je ikosahedralni (Streeck 2002).

Velikost cirkularniho genomu je pfiblizné 6,8 - 8 kbp. Genom obsahuje nestrukturni regulac¢ni
proteiny E1, E2, E3, E4, E5, E6 a E7 (early genes) a strukturni L1 a L2 (late genes). Jako
prvni jsou exprimovany El a E2 proteiny, které maji navodit provirovy stav v buiice a
regulovat expresi virovych gentll. V bazalnich vrstvach epitelu je exprese onkogenti E6 a E7
brzdéna kratsi formou E2 (transkrip¢ni represor), diky ¢emuZz neni vyprovokovana dostatecna
protinadorova imunitni odpovéd’ a virus je schopen se zpocatku ,,skryvat“. Pfi normalni
infekci je virova DNA transkribovéana jako episom (plasmid) v jadie bunky, kde vyuziva
hostitelsky transkripéni aparat. V nékterych ptipadech infekci vysoce rizikovymi typy HPV se
muze stat, ze dojde k integraci do hostitelského genomu. Cirkuldrni genom se pii integraci
nejcastéji otevira ve ¢tecim ramci E2 genu, ktery je tim naruSen. Onkogeny E6 a E7 jsou poté
nekontrolovatelné¢ exprimovany a podporuji maligni bujeni. Pokrocilejsi stadia CIN a
karcinomy unikaji imunitnimu systému deregulaci antigen-prezentujiciho systému bun¢k.

Néadory se tedy mohou pomalu rozvijet (shrnuto v zur Hausen 2002, Woodman, Collins and Young

2007, Spataro, Norbury and Harris 1998). SRS g2 2 TATA P97
#4 #3 E1 SPI#2 #1

Obrazek 1.: Organizace genomu HPV16.

Znazornéna organizace genomu: cteci rdmce genu L1,
L2 aEl - E7, ¢asny (p97) a pozdni (p670) promotory,
LCR (long control region) — nekodujici oblast
obsahujici regula¢ni mista pro replikaci a transkripci;
znazornéna mista pro vazbu E2 proteinu (nepiimy
regulator fixujici E1 helikazu v ori) a TATA element
p97 promotoru.

Pozn.: VSechny virové geny jsou kddovany na jednom
vlakneé dsDNA genomu.

(pfevzato z rev. Doorbar 2006)




Papillomaviry (PVs) se od ostatnich virti 1i§i tim, Ze pro dokonceni svého ,,zivotniho* cyklu
jsou omezeny na vrstevnaty epitel, v kterém dochazi k postupné diferenci bunék bazalniho
epitelu v keratinocyty (z tohoto divodu je velmi obtizné poskytnout viru v bunécné kultute
podminky k vytvofenim infekénich virion - dokaze to jen nékolik specializovanych
laboratofi na svét€). PVs jsou schopny se vazat pouze na bazalni membrany (BM) kozniho
nebo slizni¢niho epitelu, které se odhaluji pii chemickém ¢i mechanickém poskozeni, ke

kterému dochazi naptiklad pii pohlavnim styku (shrnuto v Schiller, Day and Kines 2010).
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Obrazek 2.: Exprese virovych genii podle rozdilnych stadii diferenciace epitelialnich bunék (upraveno podle
rev. Doorbar 2006).

Tumor supresorovy p533 a retinoblastomovy protein pr4 reguluji bunéény cyklus a v ptipadé
poskozeni DNA vedou bunku k apoptéze. E6 se v asociaci s ubiquitin ligazou E6-AP (E6-
association protein) vaze na p53, ¢imz jej Castéji sméruje k degradaci v proteasomu. E6 navic
dalSimi mechanismy brani apoptéze a stimuluje bunécné déleni. E7 podobnym zpiisobem
deaktivuje pRb inhibujici transkripéni faktor E2F, tudiz i bunéény cyklus. E7 podporuje
déleni a rist bun€k stimulaci genti S-faze (cyklin A a cyklin E) a blokaci inhibitori cyklin-
dependentnich kinaz (CKI) p21 a p27, dale zptsobuje aneuploidii bunky, coz pfispiva k

tumorogenezi. U vysoce rizikovych typt HPV tak tyto dva virové proteiny nezavisle

% p53 je velice nestabilni DNA-vazebny protein, ktery se v normalni buiice rozpadne za cca 20 - 35 min. Pokud
dojde ke stresu ¢i poskozeni DNA, p53 je stabilizovan a vede bunku k apoptdze. p53 reguluje bunéény cyklus.

* pRb je v normalnich buiikéch za &asné G1 faze bunééného cyklu hypofosforylovan, vaZe se na transkrip&ni
faktor E2F a brani transkripci. Po stimulaci je pRb fosforylovan, uvolni E2F a buitka miize vstoupit do S faze.



interferuji se dvéma hlavnimi kontrolnimi body buné¢ného cyklu a zpiisobuji imortalizaci a
transformaci bunck. Pln¢ diferencované keratinocyty ve svrchnich vrstvach epitelu, které se
za normalnich okolnosti nemohou dé¢lit, se po této transformaci déli. Mize tak v nich
dochazet k replikaci virového genomu, expresi L1 a L2 gen, kompletaci infek¢nich virovych
¢astic a jejich uvolnovani z odlupujicich se keratinocyti. HPV tedy ma lyticky i lyzogenni
cyklus, lyticky se ale projevuje az v keratinocytech (shrnuto v zur Hausen 2002, Boulet et al. 2007,

Fehrmann and Laimins 2003).
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Obrazek 3.: Souhrnné schéma hlavnich bunéénych interakci E6 a E7 onkoproteini a jejich koordinace
drah vedoucich k imortalizaci buiiky (pfevzato z rev. Boulet et al. 2007).

L1 kapsidovy protein je rozhodujici pro iniciaci vazby na povrch bazalnich membran (BM).
Obsahuje vazebné misto pro proteoglykan heparan sulfat (HSPG, HS) v BM (HSPGs na
buiikach epitelu neobsahuji glykosylacni vzory, které by L1 vézal) (Giroglou et al. 2001, Kines et
al. 2009). Po vazbé na HS dojde ke konformacni zméné¢ L1 a odkryti doposud skrytého
N-konce L2, ktery pak miiZe byt St€pen furinem (proprotein konvertaza), coz je nezbytny krok
infektivity. Na L2 se tak vytvofi epitop pro interakce s imunitnim systémem a na L1 se odhali
misto pro vazbu se zatim neidentifikovanym sekundarnim receptorem na epitelidlni burce
(Richards et al. 2006). Keratinocyty putujici BM do mist poranéni mohou byt infikovany piimo.

Tento postup je vSak kontraproduktivni, jelikoz Casto zplsobuje rychlejsi a silngj$i imunitni

odpoveéd’ (shrnuto v Schiller et al. 2010).

Po internalizaci virion pomoci endocytozy (trvajici 2 - 4 h) je HPV schopen intracelularniho

transportu (Culp and Christensen 2004). Po 8 - 12 h jsou kapsidy zbavené L1 pentamerti schopny
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opustit pozdni endozom a pravdépodobné pomoci mikrotubulti putovat k jadru, do kterého se
nejsnadnéji dostanou béhem mitdézy, mén¢ cCasto pies karyopheriny. Pro penetraci
endosomalni membrany a vazbu na molekuldrni motor dynein je nutny L2 protein kapsidy
(Kamper et al. 2006, Florin et al. 2006). V jadfe virovy genom interaguje S NDI10 télisky, ¢imz

zapocne jeho transkripce (12 - 24h po vazbé¢ virionu na buniku) (Everett 2001).

2.3. Identifikace, diagnostika, klinické postupy

Pti infekci vysoce rizikovou perzistentni formou HPV je rozvoj infekce zpocatku
asymptomaticky. U 5 — 10 % zen se nékdy az po 20ti letech vyvine CIN vedouci k invazivnim
nadorim. Onemocnéni se poprvé projevuje nejcastéji u Zen mezi 30. — 50. rokem Zzivota.
Kazda Zena by proto méla pravidelné podstupovat preventivni vySetieni, kdy se na zaklade
kolposkopie a biopsie tkan¢ provedou histologicka vysetieni detekujici dysplazii bunék — tzv.
Papanicolaou (Pap) test. Pokud je nalez pozitivni, je uz vétSinou nutny chirurgicky zakrok,
ktery je Casto pficinou ztraty plodnosti. Dalsi testy se zamétuji na identifikaci proteinii E6 a
E7 nebo HPV DNA pomoci hybridizace a PCR — velice spolehlivé metody detekce, bohuzel
vSak drahé. Neustale se tedy hledaji markery HPV a jeho interakce s hostitelem, coz by mélo
sméfovat k vyvoji jednoduchych, spolehlivych a hlavné levnych testii a vakcin, kterych by

byly potieba zejména v chudych oblastech (shrnuto v Cutts et al. 2007, zur Hausen 2002).
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3 HPYV vakciny

3.1. Soucasné profylaktické (preventivni) vakciny

V soucasnosti jsou v klinické praxi 2 vakciny, obé vétSinou dobie snasené. Kvadrivalentni
(HPVG6, 11, 16 a 18) Gardasil, u nas dostupny pod nazvem Silgard, od americké firmy Merck
& Co. a pivodnd bivalentni (16 a 18) Cervarix ™ ° od britské GlaxoSmithKline (GSK).
Produkce téchto vakcin je momentdlné¢ zalozena na kvasinkovém (Silgard) a

baculomavirovém (Cervarix) expresnim systému.

o 4

2009 Evropska komise schvalila informaci o G¢innosti vakcin i u Zen mezi 24 — 45 lety.

Pravidelna preventivni vySetieni jsou nutna i po o€kovani (Moukova, Feranec and Chovanec 2010).

Komer¢ni vakcina je zaloZena na neinfekénich, viru podobnym ¢asticim (virus-like particle,
VLP), obsahujicich L1 kapsidovy protein. Ve vyzkumu se ale pracuje i s L1/L2 VLPs. VLPs
jsou produkovany pomoci rekombinantnich metod a poddvany v pfitomnosti adjuvans.
Vyhodou je schopnost L1 proteinti se samostatné uspotadat do virionil bez pfitomnosti virové
DNA. Oba typy komerénich vakcin jsou podavany ve tiech davkach a vyvolavaji silnou
protilatkovou imunitni odpoveéd’, kterd je az 100 x vyssi nez pfi pfirozené imunizaci (Villa et al.
2006), navic pouhych 50 - 60 % Zen je po pfirozené nakaze schopno vytvaret neutralizacni
protilatky (Carter et al. 2000). L1 protein je bohuzZel strukturné velmi heterogenni - podle
genotypu PV (napf. HPV31 nevyzaduje pro vazbu HSPG). Navic existuje vice vzoru
glykosylace HSPG. Oproti tomu L2 se zda byt strukturné homogenni, teoreticky by tedy mély
byt vakciny zaloZeny hlavné na L2 kapsidovych proteinech, ty jsou ale bohuzel jen velmi
malo imunogenni. L1 VLPs jsou mnohem efektivné;si, jelikoz u L1/L2 VLP je epitop na L2
odhalen az po vazbé na HSPG a furinovém S$tépeni — L2 epitop je ve slozené kapsidé
subdominantni. Nicméné vyzkum vakcin zahrnujicich L2 protein stale pokracuje. Skryva se
vV ném potencial relativné levné polyvalentni ochrany vuci v§em koznim i slizni¢nim typim
papillomavirG (Pastrana et al. 2005). Snahy jsou sméfovany zejména ke zvySeni jejich

imunogenicity vyvojem vhodnych adjuvans (rev. Schiller and Lowy 20086, Cuitts et al. 2007).

® Firma GlaxoSmithKline prohla3uje, Ze byla prokazana zkiizen4 ochrana i proti HPV31, 45 a 52
(http://www.gsk.cz/pro-novinare/zpravy/vakcina-cervarix.html).
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V Ceské republice byla poprvé pouzita vakcina Silgard 5. 12. 2006 v Brné. Dalo by se tedy
fict, ze se u nas ockuje od roku 2007. Uginnost vakciny je prokazana po dobu 5,5 let (Silgard)
a 6,4 let (Cervarix) (Moukova et al. 2010). AvSak zasadni data se objevi aZ v budoucnu, jelikoz

ve sveéte probihd rozsahlejsi oCkovani zhruba pouhych 10 let.

V soucasnosti je asi nejveétsi problém cena vakcin, ktera brani rozsahlejSimu ptreockovani
populace. V Ceské republice se cena pohybuje okolo 3 200 — 3700 K¢ za jednu davku.
Jednotlivé pojistovny piistupuji k thradé odkovani riznymi zpiasoby. V CR v soudasnosti

neni zadnd zdravotni pojistovna, kterd by ockovani plné hradila.
3.2. Terapeutické vakciny

Vyse zminované vakciny jsou bohuzel pouze preventivni. Nedokdzi tedy zastavit jiz
propuknuté onemocnéni zac¢inajici tvorbou 1€zi ani casny pribéh po infekci. Proti HPV 16 a
18 jsou schopny chranit s vice nez 90% ucinnosti, avsak tyto sérotypy jsou zodpovédné jen za
asi 70 % piipadu karcinomu délozniho ¢ipku. Proto je v soucasné dob& pozornost zamétena
na vyvoj terapeutickych vakcin, které by podpofily antigen-specifickou T-bunécnou imunitni
odpovéd do takové miry, Ze by byla schopna eliminovat napadené buniky. Vhodnymi
cilovymi antigeny pro terapeutické vakciny jsou virové E6 a E7, produkované stabilné po

celou dobu infekce. Tyto vakciny se v soucasnosti vyviji (shrnuto v Hung et al. 2007, Boulet et al.
2007).

Kli¢ovou roli pfi interakci viru s hostitelem hraji dendritické bunky, jejichZz prostfednictvim
zapocina antigen-Specifickd antivirova humoralni a na T-lymfocytech zaloZena protinadorova
imunitni odpovéd’. Béhem ptirozené infekce HPV doslova kli¢kuje pred imunitnim systémem.
Virové castice piijdou jen malo do styku s lymfatickymi uzlinami, kde je imunitni odpovéd’
iniciovana. Virus totiz staci bunky infikovat jesté pred svym rozeznanim a v konecné fazi viru
jsou uvolnéné viriony z keratinocytd rychle eliminovany ze slizni¢niho povrchu. Navic
Langerhansovy buflky6 a makrofagy nedokazi rozeznat pocatecni stadia po infekci, jelikoz
virus neni pro buiiky bazalni epidermis cytolyticky a imunocyty tak nejsou pfildkany
zanétlivymi chemoatraktanty (Fausch, Da Silva and Kast 2003). Pokud ale inokulujeme VLPs
intramuskularné, dojde ve vysoké mite k jejich kontaktu s lymfatickymi uzlinami a APCs

(antigen-prezentujici buiiky) mohou aktivovat antigen-specifickou imunitu. Zejména CD4"

® Langerhansovy buiiky — dendritické buiiky patiici mezi antigen-prezentujici buiiky (APC), které pohlcuji
mikrobialni antigeny a poté je pfedkladaji naivnim T-lymfocytim. Nalézajici se hlavné v epidermis.
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Th2’ lymfocyty, které pak podporuji naivni B-lymfocyty v jejich diferenciaci v plasmatické
buiiky, produkujici velkd mnozstvi protilatek, a v pamétové B-bunky. Terapeutické vakciny
by na rozdil od VLPs m¢ly dostatecné stimulovat bunécnou Thl zanétlivou odpovéd, tedy
makrofagy a cytotoxické CD8" T-lymfocyty, které jsou schopny zlikvidovat buiiky pozitivni
na expresi E6 ¢i E7 DNA. K této stimulaci ve velké mife piispivaji adjuvans piidana do
vakcin obsahujici cytokiny a kostimula¢ni molekuly. Zde je nutno zminit, Ze vyvoj vhodnych
adjuvans ke stimulaci a rozvoji spravné imunitni odpovédi bude pro budoucnost HPV vakcin
rozhodujici. Pouze dokonalé porozuméni mechanismi jejich ptisobeni dovoli jejich spravné
pouziti v profylaktickych, terapeutickych ¢i oralné podavanych vakcinach stimulujicich

imunitu sliznic (shrnuto v Stanley, Gissmann and Nardelli-Haefliger 2008).

Vysledky nékolika studii ukdzaly, ze potencialni terapeutické HPV vakciny jsou schopny
zlikvidovat nadory Vv mysich modelech (He et al. 2000). Terapeutika ve form¢ E6 a E7
onkoproteini bohuzel méla terapeutické G¢inky pouze u Casnych stadii karcinomu a u zen
s pokrocilou rakovinou byla 1é¢ba netspésna (Adams et al. 2001). Vysledky pokusi s indikacemi
terapeutickych vakcin jsou bohuzel doposud limitovany tim, Ze napadené builkky na svém
povrchu prezentuji virové antigeny jen velmi slabé a navic, jak uz bylo feceno, nedochazi
k prilakani efektorovych T-bunék bez zanétlivého podnétu. Je ziejmé, Ze pro zvyseni
imunogenicity je dulezity vyvoj vhodnych adjuvans podporujicich transport efektorovych
bun¢k do epitell (Gerard et al. 2001). Pfekonani téchto bariér je nutnou podminkou pro Gspésnou

[é¢bu HPV karcinomu.

HPV16 E7 protein jiz byl transientné exprimovan v Nicotiana benthamiangomoci PVX
(potato virus X) vektorit — rostlinny extrakt poté indukoval vyraznou buné&cnou i humoralni
anti-E7 imunitni odpovéd u ockovanych mysi a chranil je pfed rozvojem tumort. Asi
nejdulezitjsi je ale to, Ze rostlinné extrakty spolu s adjuvans mély u mysi signifikantné vyssi
profylakticky i terapeuticky efekt nez E7 vakciny s adjuvans z Escherichia coliexpresniho
systému. Tyto rostlinné vakciny preventivné chranily zvitata pied nddory se 100% ucinnosti a
piekvapivé z 80 % bez adjuvans. Oproti tomu bakterialni vakciny mély jen 60% a 80%
ucinnost a bez adjuvans pouze 20%. To vypovida o vysoké imunogenicité a potencialu rostlin,

co se ty¢e profylaktickych i terapeutickych vakcin (Massa et al. 2007).

" Th2 imunitni odpovéd’ stimuluje B-buiiky, Th1 stimuluje makrofagy. CD4 receptory imunocytil interaguji
s MHC 11, CD8 receptory s MHC | molekulami vystavujicimi antigeny na povrchu bunék.
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3.3. Budouci generace vakcin proti HPV — ,,druha generace*

Soucasny vyvoj se ubird smérem neinvazivni imunizace, tedy bez pouziti injekci. Princip je
zalozen na styku antigenu s povrchem sliznic — idealné traviciho traktu, dale dychacich cest ¢i
rekta. Takové vakciny by se pak podavaly ve formé¢ kapsli, aerosolu ¢i gelu, ptresné
davkované na urcitou koncentraci antigenu. Hlavni vyhody spocivaji v jednoduchosti pouziti,
cené, moznosti proc¢kovat daleko vétsi pocet lidi a ve snazs§im uskladnéni bez nutnosti nizkych
teplot jako u injekénich vakcin. Velky vyznam by mély pro chudé oblasti svéta, kde se pii
podavani farmaceutik prostiednictvim jehel roznasi dal$i infekéni nemoci, nejcastéji kviili
opakovanému pouzivani jehel. V téchto oblastech jsou levnd a oraln€ podavana

biofarmaceutika umoznujici rozsahlé o¢kovani velmi zadana.

Pfi oralnim podavani jsou vSak nutné vyssi (pfiblizné 100 x) davky antigenu pro vzbuzeni
dostate¢né imunitni odpovédi. Diky rostlinnym expresnim systémtim téchto vyssich davek
muzeme levné a relativné rychle dosahnout. Nejvétsi potencial a Sanci na rychlé prosazeni
maji vzemich tfetiho svéta. Ale ve vyspélych zemich sméfuje vyvoj vakcin také spiSe
k neinvazivnim formam aplikace. Uz jen proto, ze pro pacienta je samoziejmé daleko
pfijemnéjs$i moZnost piijimat ockovani ordlné€ namisto bolestivych injekci. Cena a jednoducha
forma podavani by navic mohly pomoci pii zavedeni komplexnich o¢kovacich programi proti

HPV (rev. Stanley et al. 2008, Schiller and Nardelli-Haefliger 2006).

Bylo prokazano, Ze spolu s vhodnymi adjuvans oralné¢ podavané VLP vakciny dokazi byt
dostatecné imunogenni (Gerber et al. 2001, Rose et al. 1999). Vyhodou ockovani prostfednictvim
sliznic je, ze krom¢ sérovych IgG a IgA dochazi i1 k tvorbé sekterorickych slizni¢nich IgA
(slgA) na povrchu vsech sliznic v¢etné genitalu, coz by mélo zvysit ¢innost vakcin (zejména
v dob¢ ovulace, kdy v Zenském téle klesa mnozstvi IgG). Avsak uplnou ochranu vici HPV

samotné sIgA neposkytuji (Nardelli-Haefliger et al. 2003).

V gastrointestinalnim traktu je vétSina antigenli imunitnim systémem piehliZzena. Ve stfevnim
epitelu se vSak nachéazeji specializované enterocyty - M-buﬁkys. M-buiiky selektivné vybiraji
antigeny, jako naptiklad virové Castice, a pomoci transcytézy je transportuji do folikuld
(Peyerovy platy) k dalsimu ptedlozeni APCs (Neutra, Pringault and Kraehenbuhl 1996). Na této

,vybiravosti“ M-bungk je tak zalozena uspéSnost VLP vakcin pfi oralnim uzivani. V buiikdch

& M-buiiky — epitelové buiiky na vnitini strané stieva, soutasti GALT — gut-associated lymphoid tissue
(lymfoidni tkan asociovana se stievem)
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transgennich rostlin se VLP dokézi samovoln¢ slozit stejné tak jako v buiikach zivocisnych.
Robustni celulézova sténa rostlinné buniky navic chrani VLPs pted nizkym pH Zaludku, takze
se mohou bez poskozeni dostat az do stieva. Bylo dokonce zjisténo, ze samy VLPs jsou
relativné odolné vici prostfedi gastrointestinalniho traktu (Rose et al. 1999). Oralni oCkovani
proti HPV pomoci vakciny produkované v rostlinach je tedy principielné mozné, nicméné je

zapotiebi jesté dal§iho vyzkumu.

4 Rostlinné expresni systémy, jejich vyhody a nevyhody

Rostliny pro své péstovani nepotiebuji slozité a na adrzbu drahé fermentory jako bakterie,
které jsou v soucasnosti nejcastéji pouzivanymi expresnimi systémy pro produkci
farmaceutik. Rostliny maji pouze zakladni poZzadavky na dostatek svétla, vody a Zivin.
Rostliny jsou jednoduse transformovatelné a technologie je jiz schopna vytvofit plodiny pro
rozsahlou agrikulturni produkci biofarmaceutik. Rostlinné buriky jsou eukaryotické stejné tak
jako zivo€isné, coz ma mnoho vyhod oproti prokaryotickym expresnim systémum.
Exprimované proteiny opatiuji eukaryotickymi post-translacnimi modifikacemi a je zde
moznost vyuziti subcelularniho cileni proteini do uréitych organel pro zvyseni hladiny
rekombinantniho proteinu. Cileni exprese do zasobnich organti (semena, hlizy, apod.) také
zarucuje velmi vysokou a koncentrovanou produkci proteinu zajmu (Conrad et al. 1998).
Endosperm semen navic umoziuje pfirozené a stabilni skladovani proteinu, ktery tak mutze

vydrZet v nezménéné a aktivni formé& i nékolik let.

Naproti tomu pii produkci rekombinantnich proteinii v prokaryotech je nutno nakladné
odstranit 1 stopova mnozstvi endotoxini pochédzejici z bunénych stén zejména
gramnegativnich bakterii. Endotoxiny totiz mohou zptsobovat nebezpecné zanétlivé reakce.
Mnoho eukrayotickych proteintt je v bakteriich produkovano v denaturované formé v
inkluznich téliscich. To vSe velmi sniZzuje vynosy a vyzaduje dal$i nakladné zpracovani (Chen
et al. 2001, Lai and Middelberg 2002). Dalsi vyhodou rostlin oproti prokaryotim je to, Ze jsou
schopny exprimovat a spravné prostorové skladdat multimerni proteiny jako napiiklad
imunoglobuliny (Hiatt, Cafferkey and Bowdish 1989). U rostlin je téméf nulové riziko kontaminace
zivocisnymi patogeny (viry a priony) a onkogennimi DNA sekvencemi. Asi finan¢né
nejnakladnéj$im krokem je purifikace, ta se ale mize bud’ ¢aste¢né, nebo Uplné obejit oralnim

podavanim (tzv. jedlé vakciny), pokud je transformovana rostlina jedla. VSechny tyto vyhody
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podstatné snizuji naklady na produkci rekombinantnich proteinti v rostlindch — a pravé cena
omezuje dostupnost 1éCiv pro vétSinu lidské populace (shrnuto v Daniell, Streatfield and Wycoff

2001b).

Velmi dulezitd je otazka bezpeCnosti transgennich neboli geneticky modifikovanych
organismi (GMO), na kterych je produkce biofarmaceutik zavisla. Jeden z dulezitych aspekta
vyzkumu vyuziti rostlin pro produkci farmaceutickych proteinii je snaha minimalizovat
mozné uniknuti transgenti do volné piirody a ptipadnou akumulaci jejich produkti v zivych
organismech — toto nebezpeci hrozi zejména U virovych vektord. Transgenni rostliny také
predstavuji mozné riziko, zejména v piipad¢ zkiizeni s ptibuznymi rostlinami prostfednictvim
transgenniho pylu ¢i uniknuti semen do volné pfirody. Pokud nebudou otdzky tniku
transgenu mimo zamyslenou biomasu vyfeSeny, nelze pocitat s podporou vefejnosti pro tento
zpusob vyuziti transgeneze. Vyzkum je v soucasné dobé zaméten pravé na metody kontroly
vyuziti: apomixie®, nekompatibilnich genomi, kontroly dormance a klieni semen,
sebevrazedné geny, bariéry zapricinujici neplodnost, sam¢i sterilita, maternalni dédi¢nost a
dalsi. Mezi velmi vyhodny a pfirozeny pfistup patii transformovat jen autogamicky (pomoci
samoopyleni) se rozmnozujici rostliny (Stoger et al. 2002) nebo zvolit chloroplastovou
transformaci, jelikoZ plastom se normalné dédi maternalné. Existuje ale nékolik vyjimek, kdy
se plastidy pfenaseji na potomstvo prostiednictvim pylu (napt. Pinug (Daniell et al. 1998). Tyto
metody tak velice pfirozen¢ fesi otazku nebezpecnosti GMO z hlediska jejich Siteni do okoli.
Dalsi potencialné kontroverzni soucasti vétSiny transgennich rostlin je pfitomnost
antibiotickych selek¢énich markert. Jiz dnes vSak existuji metodiky pro transformaci jak
jaderného (Puchta 2000), tak chloroplastového (Daniell, Muthukumar and Lee 2001a) genomu bez
pouziti antibiotické selekce. Dal§i moznou bariérou proti uniku transgenii je uzaviené

pestovani ve sklenicich za pfisné kontrolovanych podminek (shrnuto v Daniell et al. 2001b).

Pozadavky na mnoZstvi vyprodukovanych farmaceutik se neustale zvysuji. Soucasné systémy
tuto poptavku nemohou v budoucnu pokryt. Potencial se tedy skryva v rostlinnych expresnich
systémech, které dokazi produkovat velkd mnozstvi rekombinantnich protein za relativné
kratkou dobu. Cena produkce rekombinantnich proteinti v rostlindch se odhaduje na 10 %

ceny bakteridlni produkce a 0,1 % ceny sav€ich bunéénych kultur, podle zvoleného systému.

® Apomixie — zptisob nepohlavniho rozmnoZovéni, kdy sice vznikaji pohlavni organy, nedochazi v nich viak
k oplozeni. Vznikla semena jsou tedy identicka s matefskou rostlinou.
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Vytézky farmaceutickych proteinti v rostlindch se dnes pohybuji v fadech jednotek % TSP,
Naklady na purifikaci proteinti jsou vsech tfi expresnich systémi podobné (rev. Hood, Woodard

and Horn 2002).

V piipad¢ rostlinnych systémtl zaloZenych na infekci rekombinantnimi viry, existuje moznost
vyrazn¢ urychlit produkci rekombinantnich proteinti v rostlinach. Cely proces od navrhu
vhodného rekombinantniho konstruktu, pies samotnou transformaci a produkci ve stfednim
nebo velkém méfitku, az po izolaci proteinu v relevantnim mnozstvi lze stihnout v prib¢hu

n¢kolika malo mésicti (rev. Gleba, Klimyuk and Marillonnet 2007).

5 Zpusoby modifikaci rostlin

Transformace rostlin mizeme rozdélit na dva zakladni typy. Prvni typ vytvéii stabilni
transformanty — transgenni rostliny. Cizi gen je stabiln¢ inkorporovan do rostlinného genomu
a na potomky je pfendSen dle Mendelovych zdkonid dédi¢nosti. Stabilnich transformanti se
dociluje vlozenim optimalizovaného vektoru do genomu jadra ¢i organel, napiiklad do
genomu chloroplasti. Rekombinantni DNA vektoru se integruje do jaderného ¢i plastidového
genomu. Po selekci se zjedné takto transformované rostlinné buniky pomoci technik

tkanovych kultur vypéstuje cela fertilni rostlina.

Druhym typem je tzv. transientni (pfechodnd) exprese genu v rostliné. V tomto piipad¢ jsou
netransgenni  rostliny infikovany rekombinantnimi viry. Dochazi k mnohonasobné
transformaci celého rostlinného pletiva (nejcastéji listu). Vysledna exprese transgenu probiha
piimo v transformovaném pletivu, aniz by byla nutna selekce celé homogenni transgenni

rostliny.
5.1. Stabilni jaderna transformace

Stabilni transformace byva nejcastéji dosazeno pomoci Agrobacterium tumefaciendato
bakterie je pfirozeny patogen rostlin. Obsahuje Ti-plasmid (tumour inducing), jehoz cast
(T-DNA, transffered) je béhem infekce bunky zabudovana do hostitelského genomu.

Onemocnéni zpusobené Agrobacteriemse projevuje rastem tumord z pletiv stonku rostlin.

10 TSP = total soluble protein, tj. procentudlni mnoZstvi pozadovaného proteinu na celkovém rozpustném
proteinu
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Tumory jsou tvoieny infikovanymi buinikami, ve kterych v pfitomnost T-DNA doslo
k hormonalni deregulaci. Nadbytek rostlinnych hormont auxind (stimuluji prodluzovani
bunék) a cytokinint (stimuluji déleni), tak podporuje rist tumort.. T-DNA je na obou stranach
ohrani¢ena repetitivnimi sekvencemi, pomoci nichz se integruje do genomu, dale obsahuje
geny pro opiny, které jsou nasledné specificky metabolizovany bakterii (shrnuto v Zupan et al.
2000). Tato ptirozena cesta je vyuzita pro transformace rostlinnych bun¢k. Nejprve se vytvori
modifikované bakterie, do jejichz T-DNA se vlozi pozadovany gen, a jimi se ndsledné infikuji
rostliny. Po infekci témito bakteriemi se T-DNA zabuduje prostfednictvim nehomologni
rekombinace do ndhodného mista rostlinného genomu. Zkazdé jednotlivé Uspésné
transformované buniky se pomoci sterilnich technik in vitro vypéstuje cela rostlina. Vznika tak

mnoho variabilnich linii s rozlicnym stupném exprese.

Transformace pomoci Agrobactera je vsak u nékterych rostlin, jako jsou jednod€lozné
rostliny nebo dfeviny obtizna. Druhou mozZnosti je pouzit biolistickou metodu
(mikroprojectile bombardement). Obvykle se pouzivaji zlat¢é nebo wolframové Eastice 0
velikosti nékolika malo mikrometrti, obalené purifikovanou DNA. Tyto ¢astice jsou poté
nastfeleny do rostlinnych bunék pomoci stlateného helia. Po tomto procesu je provadéna
selekce usp&$né transformovanych bunék, které se dale kultivuji bud’ v podobé bunécnych

suspenzi nebo rostlin (Maenpaa et al. 1999).

Vyhodou transformace prostfednictvim Agrobacteriaje, Zze vétsina transformantd ma jednu
nebo nizky pocet kopii transgenu v genomu, snizuje se tak riziko umlceni transgenu po
nékolika generacich. Pfi biolistické metodé casto dochazi k mnohonasobnému zabudovani
DNA do genomu (Hobbs, Warkentin and Delong 1993). To miize za ur¢itych okolnosti vést
k vysoké mife exprese, ale také je to Casto spojeno s umlcenim genu (gene silencing)
(Vaucheret et al. 1998). Alternativou, jak dosdhnout v transgenni rostliné vysSich vytézki, je
stabiln¢ vlozit do genomu virovy replikon pod kontrolou silného promotoru a fizeny
inducibilnim promotorem. V soucasné dobé& pracuje mnoho skupin na vyvinuti riiznych verzi

takovychto virové-inducibilnich systémil (Dohi et al. 2006).

Ackoliv je jaderna transformace u nékterych rostlinnych druhti dnes jiz rutinni zaleZitosti, ma
nevyhodu délky trvani celého procesu transformace, kterd je del$i nez u transientni exprese a
mohla by byt nevyhodou v ptipad¢ nutnosti rychlé produkce farmaceutik. Takové transgenni
rostliny jsou vyhodné spise pro produkci rekombinantnich proteinti se stabilni dlouhodobou

poptavkou (protilatky, enzymy atd).
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5.2. Stabilni chloroplastova transformace

Pro vneseni DNA do plastomu se také vyuziva biolistickd metoda (Svab and Maliga 1993).
V kazd¢ rostlinné buiice se naléza velké mnozstvi (az nékolik tisic) chloroplasti. Po tspésné
transformaci plastomu a namnozeni chloroplastu, tak muze dojit k daleko silngjsi expresi.
Uroveii exprese u transplastomickych rostlin je vy$§i neZ u jaderné transformovanych rostlin.
Jedna se o desitky procent a naptiklad u transformace rajcete bylo v chromoplastech ploda
dosazeno vice nez 40 % TSP (Ruf et al. 2001). Béhem inkorporace cizi DNA do plastomu
dochézi k homologni rekombinaci pomoci dvou piilehlych sekvenci do ptesn¢ definovaného
mista. Tim je zaru€ena stejna exprese genu u vSech transformantil a zabranéno ,,pozi¢nimu
efektu®, ktery ovlivituje expresi vlozenych genti — coz je Casty jev u jaderné transformace.
Chloroplasty maji oproti jadru mnoho dalSich vyhod: dosud v nich nebyl pozorovan gene
silencing, moznost exprese vice genli po jediné transformaci (De Cosa et al. 2001),
rekombinantni proteiny se akumuluji v chloroplastech - v pfipadé jejich toxicity tedy neskodi
hostitelské rostlin€ a pfenos transgenu je omezen maternalni dédi¢nosti plastomu, ptiroda je
tedy pied transgeny piirozené chranéna. Diky chaperonim pfitomnym v chloroplastech, je
umoznéno spravné sbaleni eukaryotickych a prokaryotickych proteinii i1 jejich spravné
opatfeni disulfidickymi mistky (Kim and Mayfield 1997). Neni tedy nutna draha chemicka in
vitro uprava produktu. Tento zpusob transformace ma ale i sva omezeni - Vv plastidech
nedochdzi k eukaryotickym modifikacim proteinii. Z tohoto divodu jsou chloroplasty zatim
nevhodné pro produkci proteint vyzadujicich tyto modifikace (shrnuto v Daniell et al. 2001b,

Daniell, Khan and Allison 2002).

Dosahnout stabilni chloroplastové transgenni rostliny je velmi obtizné a neni to Gplné rutinni
zélezitost, jelikoz je nutna ndro¢néd selekce homoplasmickych buné€k, obsahujicich pouze
transformované chloroplasty. V heteroplasmick}'/ch11 bunkach se totiz nalézaji, kromé
transformovanych, také wild-type chloroplasty, které nejsou geneticky zatizeny a dé€li se
rychleji. V explantatové kultute z této buiky poté dochazi pii déleni k postupnému nafedéni

poctu transformovanych chloroplastl a ¢asem ke ztraté schopnosti exprese transgenu.

Po prvni stabilni chloroplastové transformaci Chlamydomonas reindhardtiBoynton et al. 1988)

byl v roce 1990 transformovan také tabak (Nicotiana tabacum (Daniell et al. 1990, Svab,

! Heteroplazmie — p¥itomnost vice nez jednoho typu organelovych genomii v jedné butice & jedinci. V buiice
tak mtze byt naptiklad nékolik genotypové odlisnych chloroplastii ¢i mitochondrii. V pfirodé dochazi
k heteroplazmii pfirozené pomoci mutaci.
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Hajdukiewicz and Maliga 1990). Od té doby u né¢j technologie pokrocila nejdale a byl nejcasteji
vyuzivan k produkci rekombinantnich proteini. Je ale znamo mnoho dalich stabilnich
chloroplastovych transformaci vyssich rostlin jako je naptiklad raj¢e (Ruf et al. 2001), husenicek
(Arabidopsis thaliang (Sikdar et al. 1998), fepka olejka (Hou et al. 2003), ryze (Lee et al. 2006),
brambora (Sidorov et al. 1999), soja (Dufourmantel et al. 2004), bavina (Kumar, Dhingra and Daniell
2004b), Lesquerella fendler{Brassicacea)p(Skarjinskaia, Svab and Maliga 2003), salat (Lelivelt et al.
2005) a mrkev (Kumar, Dhingra and Daniell 2004a). Skala rostlin vyuzitych k tomuto zptisobu

transformace se neustale rozsifuje, zejména diky metodam somatické embryogeneze.

Jiz byla vyzkouSena 1 stabilni transplastomickd produkce HPV16 L1 proteinu v tabdku.
V chloroplastech rostlin se L1 proteiny byly schopny samy skladat do kapsomer a mnozstvi
TSP v rostlinach ptekracovalo 1,5 %. Pii ¢emz byla potvrzena sterilita pylu (Waheed et al. 2011).

Tento velmi vyhodny transformacni systém se tak nové rozviji i v oblasti HPV vakcin.
5.3. Transientni (prechodna) transformace

Transientni transformace rostlin ma vyznam zejména ve vyzkumu, naptiklad pfi ovétovani
konstruktii ¢i pro biochemickou analyzu malych mnozstvi rekombinantnich proteinti (Stoger et
al. 2002). Transientni exprese mize byt dosdhnuto mnoha zptsoby. Jednim z nich je vakuova
infiltrace (agroinfiltrace) listi Agrobacteriemkteré zptsobi vysoky stupen exprese transgenu
ve velkém mnoZstvi bunék po kratkou dobu. Metoda bohuZzel neni pfili§ vhodna pro komeréni
pouziti, jelikoz k gene silencingu dochazi jiz po nékolika dnech (Vaquero et al. 2002). Byla ale
vyvinuta metoda, pfi které je ko-exprimovan néktery ze supresorl silencingu - napiiklad
protein p19*? zpiisobujici narist doby a exprese proteinu v agroinfiltrovanych listech vice nez

padesatkrat (Voinnet et al. 2003).

NejcCastéji se pro transientni expresi pouzivaji rekombinantni rostlinné viry. Témeét vyhradné
se jednd o viry infikujici vyssi rostliny s +SSRNA genomem. Pti bézné infekcei se virovd RNA
neinkorporuje do genomu, ale zlstava v cytoplasmé hostitelské bunky, kde je amplifikovana
virovou replikazou. Virus vétSinou nedokaze napadat semena, virové infekce tak nejsou
zpravidla vertikalné pfenosné na potomstvo. Virus v rostlingé zpusobi systémovou infekci
vétSiny pletiv rostliny a ovladne transkripéni a translani apardt. Je pfitom zpravidla
dosahovano vyssi expresi pozadovaného genu v porovndni se stabilni transformaci. V jedné

rostliné mize byt dokonce pouzit vice nez jeden vektor a mohou tak byt sestavovany i

121019 — supresor post-transkripéniho uml&ovani gentl pochdzejici z viru rajcat (tomato bushy stunt virus)
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multimerni proteiny (Verch, Yusibov and Koprowski 1998). Hlavni vyhody pouziti rostlinného viru
tkvi v kratké dobé¢ virového cyklu, produkce proteinu je tedy pomérné rychld a kvantitativni.
Dalsi vyhodou muze byt Siroka skala hostitell umoziujici expresi genu v riznych rostlinnych
druzich s pouzitim stejného vektorového konstruktu. Mezi nevyhody patii to, ze musi byt
kazda rostlina jednotlivé inokulovana, coz vyzaduje vice mechanické prace (McCormick et al.

2003). Nicmén¢ se tato metoda neustale vyviji (shrnuto v Giddings et al. 2000, Koprowski and Yusibov
2001).

Prvni generace virovych vektord (tzv. full-virus strategy) je zaloZena na pouziti funkéniho
viru, ktery kromé svych vlastnich gen exprimuje navic vloZzeny usek RNA. Transgen je
exprimovan bud’ pod kontrolou silného promotoru (nejcastéji subgenomovy promotor
kapsidového proteinu) nebo jako fizni protein. V piipadé fuzniho proteinu je vloZzena kratka
sekvence peptidu do sekvence virového kapsidového proteinu (CP) tak, aby byla zachovana
jeho schopnost tvorby virovych partikuli a pfitom na svém povrchu vystavovat pozadovany
epitop. Samotna infekce rostlin se nejcastéji provadi prostifednictvim rekombinantnich viriona
¢i infekénich fetézclh RNA smichanymi s karbidem kiemiku, ktery se jinak pouziva i jako
brusny material. Tato smés se nanasi na listy rostlin a lehce mechanicky se rozetie — prasek
vytvoii v bunécnych sténach odérky, kterymi se miize virus dostat do bunék. Podle schopnosti
infektivity virového vektoru trva 2 — 3 tydny nez je dosazeno infekce vétsiny bungk rostliny.
Nikdy vSak neni infikovdna celd rostlina a exprese transgenu je v rlznych bunkach
asynchronni, coz snizuje vynosy. Jako prvni a nejcastéji vyuzivany virus pro rekombinaci a
naslednou infekci hostitele je pouzivan virus tabakové mozaiky (TMV, Tobacco Mosaic
Virus) (Usha et al. 1993, Fitchen, Beachy and Hein 1995, Palmer et al. 2006). Velkym omezenim
rostlinnych virt je, ze po vlozeni inzertu vétsiho nez 1 kbp mize dochazet ke ztraté ¢asti nebo
celého transgenu (Avesani et al. 2007). To se prokdzalo i u pokusl s transientni expresi L1
HPV16 proteinu (1,5 kbp), kdy bylo dosazeno vysledkd nizSich nez u transgennich rostlin
(Varsani et al. 2006). Kvuli tomuto omezeni bude obtizné pouziti této metody pro produkci
nekterych vétSich rekombinantnich proteinli. Podobné omezeni existuje i pro fuzi epitopu
S virovym obalovym proteinem proto, Ze po piekroCeni urcité velikosti nemusi dojit ke
spravnému formovani virovych ¢astic a prezentaci epitopu. Naptiklad u TMV by nemél byt
vlozeny peptid vétsi nez 20 - 25 AKs, existuji ale i viry schopné pojmout vétsi inzert, a

dokonce i vice epitopti, jako je napiiklad virus mozaiky vojtésky (AIMV) (Yusibov et al. 1997).
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Obrazek 4.: Schematicky popis infekce a Sifeni replikont zaloZenych na (A) prvni generaci a (B) druhé
generaci virovych vektori (pievzato a upraveno podle rev. Gleba et al. 2007).

Pro prvni generaci vektort je velkym omezenim maximalni mozna velikost inzertu a nizka
schopnost systémového Siteni, kdy samotny virus neni prostiednictvim svého CP schopen
infikovat vSechny builky rostliny a vytézky tak klesaji. Druhd generace virovych vektort se
snazi tyto nedostatky ptekonat a spociva v prestavbé virového genomu. Zviru jsou tak
odstranény nékteré piivodni geny a ty jsou nahrazeny pozadovanym konstruktem. Chybéjici
funkce jsou potom bud’ komplementovany in trans pomoci transgenni rostliny, pomocnym
virem nebo nejsou doplnény vibec. Tento piistup kombinuje vyhody tii biologickych
systému: vysokou transfekéni uc¢innost Agrobacteria rychlost a vysoky stupeni exprese viru a
post-transla¢ni modifikace spolu s nizkou cenou rostlin. Do Agrobacteriase vlozi virovy
vektor, ktery ma silné exprimovanou sekvenci CP nahrazenu sekvenci pro pozadovany
protein. Bakteriemi se poté infikuji rostliny. Mnozstvi efektivné transformovanych bunék lze

jesté zvysit vloZzenim rostlinného intronu do sekvence viru. Po inzerci virové cDNA do
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genomu rostliny se totiz neni virovd RNA casto schopna dostat zjadra do cytosolu.
Cytosolické RNA rostlinné viry totiz normélné nikdy nevstupuji do jadra a nemaji svou RNA
nijak pfizptisobenou jadernému prostiedi, velmi Casto tak dochazi k sestfihu virové RNA na
mistech kryptickych introni a tim k nefunkcénosti celého replikonu. Rekombinantni
Agrobacteriumnesouci tyto modifikované virové vektory v T-DNA je pak schopno Gspé$né
infikovat rostliny a rychle transfekovat vice nez 93 % vSech bunék v listu. Navic, kdyZ virovy
vektor neobsahuje CP sekvenci, 1ze do néj vlozit i vétsi inzert (pfes 2,3 kbp, tj. asi 80 kDa
proteinu). Tento postup transientni produkce heterolognich proteint v rostlinach se nazyva
magnifekce a pro jeho komeréni vyuziti existuje obecny protokol, kdy se infekce rostlin
Agrobacterienobsahujicim provirus provadi prostiednictvim vakuové infiltrace: celé vzrostlé
rostliny ¢i oddé€lené listy jsou ponofeny do velmi zfedéné suspenze bakterie za soucasného
podtlaku (cca — 0,8 — 0,9 bar) po dobu 10 — 30 s. Amplifikace vektoru v jednotlivych bunikach
a nasledné Sifeni do dalSich bunék se d&je prostfednictvim replikonti. Podle pouzitého
vektoru, hostitelského organismu a hustoty bakterie v suspenzi proces trva 4 — 10 dni a dle
produkovaného proteinu mohou byt vytézky i ptes 50 % TSP. Tato velmi rychla a vykonna
metoda produkce proteinli mize byt velmi dobie aplikovana a jiZ bylo takto exprimovano vice
nez 50 riznych typt farmaceutik. Je ale dulezité podotknout, Ze u vSech transientnich metod,
vyuzivajicich Zivé rekombinantni Agrobacteriumako vektor, neni mozné komeréni péstovani
na volném poli kviili velmi pravdépodobné kontaminaci prostiedi GMO, potencial mé proto
zatim jen v uzavienych sklenicich, coZ je o néco financn€ nékladnéjsi (Marillonnet et al. 2005,
Gleba, Klimyuk and Marillonnet 2005). Podobny postup, ale s vyuZitim PVX jiz byl také popsan

(Komarova et al. 2006).
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Obrazek 5.: Obecné schéma produkce rekombinantnich proteini v rostlinach pomoci magnifekce.
Faze (a), (e) a (f) jsou standardni primyslové procesy, faze (b), (c) a (d) jsou nové, dosud prumysloveé
nezab&hnuté procesy (ptevzato z rev. Gleba et al. 2007).

Dalsi metody vyuzivaji virové partikule tobamovirti jako jakasi leSeni vhodna pro ovéSeni
antigeny. Tobamoviry byly vybrany pro jejich jednoduchou biopolymerni strukturu, velmi
vysokou akumulaci v infikovanych pletivech (10 g/kg) a jednoduchou purifikaci. Nejznamé;si
a nejprostudovanéjsi tobamovirus je TMV s 6,4 kbp ssRNA geonomem kodujicim Ctyfi
proteiny. Kapsidy TMV jsou slozeny z 2100 monomertit CP obalujicich genomovou RNA.
Tyto vlastnosti tobamovirt davaji ptilezitost k jejich aplikaci v nanobiotechnologiich. Asi
nejjednodussi metoda je zaloZena na vytvoreni reaktivniho lysinu na externé lokalizovaném
N-konci CP TMV, ktery umoziuje snadnou chemickou modifikaci kapsid — v tomto ptipadé
biotinylaci*®. Na &astice se poté prostfednictvim chemické vazby mezi biotinem a
strepavidinem navaze fuzni antigen (obvykle pochdzejici z transgennich rostlin). Takto
mohou byt virové ¢astice ,,vyzbrojovany* riznymi antigeny a slouzit jako vakciny, které maji
mnohem vyssi schopnost imunogenicity nez samotné antigeny. Byla popsdna ispéSna exprese
né€kolika riznych epitopti na povrchu TMV a jejich imunogenni G¢innost byla potvrzena na

zvitecich modelech (Werner et al. 2006). Na TMV ¢astici lze dokonce ptipojit i velky protein

B3 Biotinylace — proces kovalentniho navézani biotinu k proteinu & nukleové kyseling. Biotin méa vysokou afinitu
k strepavidinu a avidinu, ¢ehoz se vyuziva k izolacim a spojovani molekul, tak jako ve vySe popsaném piipadé.
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jako naptiklad L2 protein oralniho PV pst. Tyto chimerické ¢astice vyvolaly u inokulovanych
mys$i podstatné vyssi protilaitkovou odpoveéd’ (Smith et al. 2006, McCormick et al. 2006) nez
samostatny L2 protein. Timto zplsobem by se tedy mohly vyrdbét jednoduse a rychle

multiepitopové komplexy slouzici jako vakciny.

Dalsi zptsob, jak vyuzit schopnost rostlin produkovat spravné slozené heterooligomerni
proteiny (napf. protilatky) transientni metodou, je infekce rostliny dvéma virovymi vektory
soucasné, z nichz kazdy exprimuje Cast proteinu. Vektory jsou odvozeny ze dvou riiznych
nekompetitivnich vird (napt. TMV a PVX), které jsou schopny, na rozdil od vektori
odvozenych ze stejného viru, uspésné ko-exprimovat rizné podjednotky proteinu v jedné
butice (Giritch et al. 2006). Tento zptusob ma vysoké vytézky (ptes 0,5 g/kg) plné funkénich
proteinti a prvni gramy materidlu mazou byt sklizeny za méné nez dva tydny (Hiatt and Pauly
2006). Oproti tomu exprese dvou raznych polypeptidi ve dvou replikonech odvozenych
Z jednoho viru ve stejné burice byva nizsi a asto nedochazi k sestaveni funkéniho multimeru

vibec (Verch et al. 1998).

Zpisoby transientnich modifikaci jsou shrnuty v review od Gleba a spolupracovnikll z roku

2007.

Systém

Vyhody Nevyhody

Doba produkce, nejistoty
ohledn¢ regulace GMO

Vysoké vytézky, snadné zvyseni
produkce, ustanovené permanentni
linie

Transgenni rostliny:
akumulace v rostliné

Omezena skala rostlin, nizké
vytézky, cena zafizeni

Transgenni rostliny:
sekrece z kofent ¢i

Uzaviené pestovani, nizké riziko
uniku do prostiedi, purifikace

listd
Transplastomické Vysoké vytézky, mnohonasobna Absence glykosylace,
rostliny genova exprese, nizka toxicita nékteré piipady

proteinu pro rostlinu, omezeni
Sifeni transgenu do volné piirody

horizontalniho genového
pienosu

Virem infikované
rostliny

Vysoké vytézky, kratkd doba
produkce, moznost vice vektor —
smésna infekce

Nebezpeci tiniku do
prostiedi, omezeni velikosti
konstruktu

Agroinfiltrace

Kratkéa doba produkce

Vysoké cena

Bunécéné a tkanové
kultury

Kratka doba produkce, uzaviené
pestovani, sekrece do média
(purifikace), snadné dosazeni
souladu s pravnimi piedpisy

Vysoka cena

Tabulka 1.: Srovnani riznych produkénich systémi zaloZenych na rostlinach (pfevzato a upraveno podle

rev. Fischer et al. 2004)
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6 Optimalizace rostlinnych expresnich systémi

Transformacni rostlinné technologie jsou pomérné mladé (pocatek 80. letech 20. stoleti) a
neustdle se vyviji. Obecné vyzkum sméiuje k zesileni exprese, zvysSeni stability proteini
Vytézky rekombinantnich proteini v transgennich rostlindch jsou sice jiz dnes
konkurenceschopné s dal§imi expresnimi systémy, ale stale existuje potencial na jejich fadové
zvyseni, ¢imz by se zjednodusila purifikace a zlepsila ekonomie jejich pouziti. Pii fadovém
zvyseni produkce a akumulace pozadovaného proteinu V rostlinach by bylo mozné vyhodné

produkovat biofarmaceutika v uzavienych sklenicich.

Stupent exprese transgenli se mize zvySovat pouzitim vhodnych leader sekvenci,
polyadenylacnich signaly (Richter et al. 2000) a modifikacemi kodontd v transgenech tak, aby
vyhovovaly rostlinnym expresnim systémim (rev. Streatfield et al. 2001). Nicméné na poli
rostlinné exprese je jeSt¢ mnoho nejasného. V posledni dobé se stale Castéji k fizeni exprese
transgenu vyuZivaji namisto silnych konstitutivnich promotorti (nejastéji CaMV'* 35S
promotor) inducibilni regulovatelné promotory, které jsou po stimulaci vnéjSimi chemickymi
a fyzikalnimi podnéty (UV zafeni, poranéni) mnohem aktivngj$i (asi 30 X) (Kim et al. 2003).
DalSim velmi slibnym vyvojem je pouziti promotorti specifickych pro urcité pletivo.
Piikladem je promotor z fazolu (Phaseolus vulgas) sexpresi v semenech - ten byl u
Arabidopsis thalianapouzit pro produkci protilatek namisto klasického CaMV 35S
promotoru a mnozstvi produkované protilatky v homozygotnich semenech vzrostlo z 1 % na
36 % (De Jaeger et al. 2002). Dal$imi piiklady jsou promotory umoznujici sekreci
rekombinantnich proteinii z kotfenovych vlaskli péstovanych v hydroponickém kultivacnim

médiu ¢i sekreci do listové gutacni tekutiny tabaku (Drake et al. 2003).

V piipadé cilené exprese proteinu do bunécnych kompartmentil, jako je endoplazmatické
retikulum (ER), ¢i do apoplastu, dochazi k akumulaci a nardastu TSP v rostliné o nékolik
jednotek procent (Ma 1995). ER poskytuje oxidativni prostiedi, dostatek molekularnich
chaperonti a naopak je zde malo protedz, proto pravé zde probiha sbalovani proteini do
nativniho stavu, sklddani do multimernich celkli a post-translacni modifikace. Po opatieni
proteinu signalnim piivéskem (tag) KDEL, ktery jej zadrzuje v ER, je jeho stupen akumulace

2 — 10 x vyssi (rev. Schillberg, Fischer and Emans 2003). Pfi absenci cilové sekvence na transgenu je

4 caMV - cauliflower mosaic virus
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protein sekretorickou drahou dopravovan do apoplastu. V zavislosti na velikosti, mize protein
bud’ zustat v apoplastu ¢i byt sekretovan do média, coz mize byt vyuzito pro bunétné
suspenze. Zde je ale stabilita proteinu o poznani mensi nez v ER. Cileni je téz velmi dilezité

V pfipad¢ toxicity proteinu pro hostitelskou rostlinu (Murray et al. 2002, shrnuto v Fischer et al. 2004).

Jak jiz bylo zminéno vySe, nejsou post-translacni modifikace proteind (glykosylace,
fosforylace, aj.) rostlin Gplné identické s zivociSnymi. To mize vést ke Spatnému sbaleni
proteinu ¢i ptimo k degradaci a nasledné nizkym vytézkiim. Rozdilna N-glykosylace rostlin
nesyntetizuje nékteré zivocisné cukry (B-1,4-galaktéza, kyselina sialovd) a naopak ptidava
cukry pro rostliny specifické (xyloza, a-1,3-fukoza), které mohou byt pro ¢loveéka imunogenni
(rev. Gleba et al. 2007). Rozdily Vv glykosylaci u nékterych biofarmaceutik nejsou problémem
(Vaquero et al. 1999), pokud ale ano, da se pfistoupit k pouziti transgennich rostlin s upravenym
metabolismem poskytujicim cilenou glykosylaci proteinu. Tyto transgenni rostliny by se daly
vyuzit k bezpecné jak stabilni, tak pfechodné produkci biofarmaceutik (Daskalova et al. 2010, Cox
et al. 2006, Bakker et al. 2006). Alternativou na tkor ceny je samoziejm¢ chemickd uprava po

izolaci.

7 Které rostlinné druhy by byly potencionalné nejefektivnéjsi?

Neexistuje obecna shoda na tom, ktera rostlina ¢i rostlinné pletivo by bylo pro primyslovou
produkci biofarmaceutik nejlepsi. Pfi hledani idedlniho expresniho systému je kladen diraz
ale také velice dilezité, jako jsou tfeba vynosy, podminky skladovéani, nutné investice pro
vyvoj a zavedeni novych biofarmaceutik, mnozZstvi nutného casu a usili pro samotnou
transformaci, strategie purifikace, geograficky areal pro péstovani rostlin a blizkost mista

zpracovani a patenty jedincti a firem omezujici konkuren¢ni technologie (Stoger et al. 2002).

Mnoho rekombinantnich proteini bylo exprimovano v tabaku (rod Nicotiang. Tento model
ma mnoho vyhod, ale i mnoho nevyhod. Tabdk je lehce geneticky manipulovatelny a ve
vyzkumu je to jiz dobfe zabehnuty expresni model. Mnozstvi biomasy, schopnost mnozZeni a
rychlost rlstu je pomémé vysoka a produkuje obrovskd mnoZstvi semen. Produkt je
obsazenym toxickym alkaloidim, mezi které patii 1 nikotin (kultivary s nizkym obsahem

nikotinu uZ jsou ale k dispozici).

27



Mezi dalsi potencialné vyuzitelné transgenni rostliny, u kterych by byla produkce
biofarmaceutik cilena do sklizené listové biomasy, patii naptiklad salat (Lactuca sativa
(Kapusta et al. 1999) nebo vojtéska (Medicago sativ@ (Khoudi et al. 1999). Vojtéska je picnina
produkujici velkd mnoZstvi biomasy, navic je to trvala bylina se schopnosti fixace vzdusného
dusiku diky symbiotickym bakteriim rodu Rhizobium Neni ji tedy nutno piihnojovat
dusikatymi hnojivy. Zpracovani a purifikace vojtésky je vSak stejné¢ jako u tabaku ztizena
vysokym obsahem kyseliny §tavelové. U vSech téchto rostlin, se zaméfenim na listovou
biomasu, je velkou nevyhodou vysoky podil obsazené vody. Kviili tomu je nutno rychlé
zpracovani okamzité¢ po sklizni. Navic je zvySena proteolyza proteinli béhem purifikace a

nasledn¢ i cena (shrnuto v Fischer et al. 2004).

v

Asi nejatraktivnéj$i jsou rostliny exprimujici transgen v semenech. Endosperm obsahuje
mnoho TSP, pfirozené¢ chrani proteiny pied proteolytickou degradaci, a ty tak mohou byt
dlouhodobé skladovéany v chladu po dobu alesponi tii let bez ztraty aktivity (Larrick and Thomas
2001). Za pokojové teploty si proteiny v semenech uchovévaji svou aktivitu rizné dlouho
podle druhu rostliny. Pro tento typ produkce biofarmaceutik je vhodné pouzit kulturni
plodiny, u kterych existuji elitni kultivary a vypracovana agrotechnika. Mezi takové rostliny
patii napiiklad pSenice (Triticum), je¢men (Hordeum), kukufice (Zed (Stoger et al. 2000), ryze
(Torres et al. 1999), soja (Glycine may fepka olejka (Brassica napusa dalsi, které jiz byly

uspésné transformovany.

Brambor (Solanum tuberosunbyl jako jeden z prvnich vyuzit k produkci rekombinantnich
protilatek. Navic béhem 18 ti mésict skladovani hliz v chladu dochézi ke ztraté aktivity u
pouhych 50 % proteind, coZ je vyborny vysledek (Artsaenko et al. 1998). Brambory jiz byly
vyzkouSeny pro produkci lidskych protilatek (Schunmann, Coia and Waterhouse 2002), lidského
sérového albuminu (Farran et al. 2002), TNF-a (Tumour Necrosis Factor o) (Ohya et al. 2002) i pro
produkci na VLP L1 zalozenych vakcin proti HPV16 (Biemelt et al. 2003). Pokud ale brambory
posoudime z pohledu vyuziti jako ,,jedlé vakciny*, je zde nevyhoda nutnosti tepelné tpravy
pfed konzumaci. To by mohl byt problém v pfipadé¢ rekombinantnich proteint, které za

vysokého tepla ztraci svoji biologickou aktivitu (Stoger et al. 2002, rev. Daniell et al. 2001b).

Mezi dalsi rostliny, které byly transformovany k expresi transgend patii rajcata (Solanum
lycopersicum (McGarvey et al. 1995), mrkev (Daucus carot® Arabidopsis thalianaa dalsi.
V posledni dobé se velmi vyviji metody transformace jednobunétné zelené Ttasy

Chlamydomonas rendhardtiioz je velmi vykonny systém pro chloroplastovou transformaci
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(Mayfield, Franklin and Lerner 2003), vodni rostliny okiehku (Lemng (Cox et al. 2006) a mechu
Physcomitrella patendlistou dobu byla také prosazovana myslenka transformovat banany
(Musa kvuli jejich rozsiteni témét ve vSech tropickych oblastech svéta, ve kterych jsou
pievazné chudé zemé suzované Sirokou Skdlou infekénich onemocnéni. Vakcinace pomoci
jedlych transgennich banant podavanych v podobé pyré by tak mohla byt pro tyto zemé
ur¢itym vychodiskem.

Druh rostliny

Vyhody

Nevyhody

Arabidopsis thaliana

Ptistupnost mnoha mutanti, lehky pro
transformaci, znalost genomové sekvence

Nizka produkce biomasy
—nevhodny pro komer¢ni
vyuziti.

Physcomitrella patensg
Chlamydomonas
reinhardtiia Lemna

Klonalni propagace, sekrece do média, snadna
regulovatelnost, homologni rekombinace u
Physcomitrelly

Obtizné zvysSovani
objemu produkce, cena

Vysoka produkce biomasy, zabéhnuté
transformacni a expresni technologie, neni

Nizka stabilita proteinti

Tabak potravina — GMO tedy potencionalné ve sklizene blomgsec,
L d Ly ptitomnost alkaloida.
nekontaminuje potraviny, snadna rozsifitelnost
Vysoka produkce biomasy, vyuziti pro zvifeci leka.stab’l ht.a proteinu
. , 1 , ve sklizené biomase,
Vojtéska vakeiny, klonalni propagace, homogenni N- o )
lykany pritomnost kyseliny
g Stavelové.
. , w1y R . Nizka stabilita proteint
Salat Jedly, vyuzitelny pro lidské vakciny. ve sklizend biomase.
Kukufice a ry7e Stabilita proteinti béhem skladovani, vysoka

produkce biomasy.

Je¢men a pSenice

Stabilita proteinti béhem skladovani

Nizky podil rozpustného
proteinu v semeni,
obtizna transformace

Séja

Stabilita proteinti béhem skladovani,
Ekonomicka, vysoka produkce biomasy

Obtizna transformace

Brambor a mrkev

Jedlg, stabilita proteinti béhem skladovani

Nutnost tepelné upravy u
brambor

Rajcata

Jedla, pestovani ve sklenicich — zabranéni uniku
do prostiedi.

Drahé péstovani, nutnost
chlazeni po sklizni

Repka olejka a Ini¢ka
seta (Camelina sativa

Systém fluze proteinu s oleosinem- snadna
purifikace

Nizké vynosy, riziko
uniku transgenu

Tabulka 2.: Vyhody a nevyhody vybranych rostlinnych druhi jako expresnich systému (pifevzato a
upraveno podle rev. Fischer et al. 2004).
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Nesmime ale opomenout rostlinné bunééné kultury, které jsou vyhodné zejména pro produkci
malych molekul. Produkce proteini pod naprostou kontrolou a snadnou regulovatelnosti tak
muze byt velmi vyhodnou variantou pii schvalovani celého procesu produkce v rezimu GMP
(Good manufacturing practice). V bunéénych kulturach byla popsana produkce vice nez 20
farmaceutickych proteind, vytézky jsou ale stile malé a optimalizace jsou nutné. Nejcastéji

vyuzivané jsou suspenze tabakovych bunék (shrnuto v Fischer et al. 2004, Giddings et al. 2000).

8 Soucasny vyvoj a budoucnost rostlinnych expresnich systémii

Pouziti rostlin se do budoucna jevi jako velmi slibné vychodisko pro produkci farmaceutik ve
velkych mnozstvich. Na tomto poli plisobi nejenom mnoho akademickych tyma zékladniho
vyzkumu ale i fada firem, které usiluji o komer¢ni Gspéch mnoha riznych rekombinatnich
proteini a vakcin. V soucasnosti se né€kolik rekombinatnich proteini produkovanych
v rostlinach jiz dostalo na trh, zatim ale pouze jako ¢isté standardy pro in vitro pouziti
(naptiklad lidsky sérovy albumin z nabidky Sigma-Aldrich). Biotechnologické spolecnosti se
vétSinou snazi vyvinout svou vlastni unikdtni technologii zaloZenou na urcité metode
transformace a cCasto tuto technologii rozviji jen na ur¢itém rostlinném druhu. Firma Planet
Biotechnology Inc.”®> Zvolila GMO tabék jako vychozi platformu zejména pro produkci
monoklonalnich protilatek a dalSich biofarmaceutik. Protilatky proti Streptococcus mutan
ktery zpusobuje zubni kaz, jsou ve II. fazi klinickych testi a protilatky proti ptivodcim rymy
a nachlazeni (Rhinovirim) jsou ve vyvoji. Dalsi firmou, ktera vyviji postupy produkce
biofarmaceutik v tabaku je Meristem Therapeutics. Vojtéska byla zvolena kanadskou firmou
Medicago Inc.', okiehek spole¢nosti Biolex Inc.'’, Physcomitrellapatens Greenovation
Inc™®, ryze Ventria BioScience™ a na je€men je zamétena islandska firma ORF Genetics
Ltd. %, ktera tak produkuje rustové faktory a cytokiny ve sklenicich vyhfivanych termalnimi

prameny.

Spolecnost Icon Genetics™ (Bayer AG) rozviji jak jadernou a plastidovou stabilni

transformaci, tak i1 provirové transfekce. Metodou chloroplastové transformace si zvolila

5 http://www.planetbiotechnology.com
1 http://www.medicago.com

7 http://www.biolex.com

18 http://www.greenovation.com

19 http://www.ventria.com

2 http://www.orfgenetics.com

2! http://www.icongenetics.com
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firma Chlorogen. Pé&stovanim rostlin v hydroponickém kultivatnim médiu a vyuziti
promotortt umoziujicich sekreci proteinu z kotenovych vlaski do média (Drake et al. 2003) se
zabyva Phytomedics Inc.?2. Olejniny, jako napiiklad fepka olejka (Brassica napusnebo
svétlice (Carthamus tinctorius) poskytuji moznost zjednoduSeni procesu izolace
rekombinantnich proteinii ze semen. Kanadska firma SemBioSys Genetics Inc.?® vyviji
postupy izolace na zakladé fiize proteinu s oleosinem. Fazni protein tak mize byt snadno
oddélen z olejovych télisek pomoci jednoduché extrakce a nésledné odstépen od oleosinu
endoprotedzou. V soucasnosti vyuziva hlavné svétlici, napiiklad k produkci inzulinu ¢i

hirudinu.

9 Zavér

Oblasti rostlinnych expresnich systémi se v soucasnosti boufliveé rozviji a jeste neni zdaleka
jasné, jaky systém je nejvhodnéjsi pro tu kterou aplikaci. Ale jiz dnes jsou prvni rostlinna
rekombinantni farmaceutika Vv pokrocilych fazich klinickych testii a mnoho dalSich je ve
vyvoji. Pokud dojde k masovému rozsifeni této technologie, bude to mit velky vyznam
zejména pro chudé oblasti svéta. Jejimu vétsimu pouziti vSak zatim brani mnoho riznych
faktori jako naptiklad odpor vefejnosti ke GMO, nejasnd legislativni Uprava tykajici se
procesu vyroby rekombinantnich proteint v rostlinach, vysoké pocatecni investice a podobné.
Nasledujici roky ukézi, zda bude bouflivy vyvoj na tomto poli korunovan uspéchem, tj.

rekombinantnimi proteiny, které budou pouZivany pro 1écbu lidskych pacientt.

22 http:// www.phytomedics.com
2 http://www.sembisys.com
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