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" Sylabus prednasek

1. tyden

2. tyden
3. tyden

4. tyden

5. tyden
6. tyden

7. tyden
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9. tyden
10. tyden
11. tyden

12. tyden

13. tyden
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16.02.2022 Uvod do farmaceutické biotechnologie, postaveni, historické mezniky; Burika jako nastroj
biotechnologa, funkce endoplasmatického retikula, Golgiho aparat, posttranslacni procesy

23.02.2022 Zaklady genoveého inzenyrstvi | - principy, jak ziskat rekombinantni gen, vektory

02.03.2022 Zaklady genového inzenyrstvi |l - pfiprava genu pro klonovani, hostitelské buriky, transformace,
selekce a identifikace transformantd

09.03.2022 Pr¥iklady produktu klasické a rekombinantni biotechnologie ve farmacii, cytokiny jako nastroje v
boji proti infekcim a v terapii nadort, hormony, enzymy, protilatky a jejich derivaty

16.03.2022 Exprese rekombinantnich proteint v prokaryotickych burikach a kvasinkach

23.03.2022 Exprese rekombinantnich proteint v eukaryotickych bunkach - hmyzi buriky a baculoviry, sav€i
bunky a adenoviry

30.03.2022 Klasickeé biotechnologické postupy ve farmacii

06.04.2022 Biotechnologicky proces - definice pojmu, faze biotechnologického procesu, suroviny pro
biotechnologicky proces, fermentory a bioreaktory, metody purifikace produktu

13.04.2022 Priprava rekombinantnich vakcin

20.04.2022 Genove inZenyrstvi u vysSich rostlin - struktura rostlinného genomu, vektory, expresni kazety

27.04.2022 Biotechnologie rostlin - metody transformace a identifikace transgennich rostlin, molekularni
farmareni

04.05.2022 Aplikace genového inzenyrstvi a biotechnologie rostlin ve farmacii, mediciné a potravinarstvi,
problematika nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

11.05.2022 Genova a bunécna terapie, tkanoveé inzenyrstvi, genomika a proteomika ve farmacii

18.05.2022 Nové trendy ve vyvoji biofarmaceutickych produktu

Doc.

Doc.
Doc.

Doc.

Doc.
Doc.

Doc.
Doc.

Hosek

Hosek
Hosek

Hosek

Bartos
Hosek

Bartos
Bartos

Prof. Turanek

Doc.
Doc.

Doc.

Doc.
Doc.

Hosek
Hosek

Hosek

Hosek
Hosek



" Doporuéena literatura 4

» Biotechnologie a farmakogenetika pro farmaceuty — Bartos a kol., 2009
» Zaklady bunécné biologie — Alberts a kol., 1998

» Klonovani genti a analyza DNA — Brown, 2006, preklad 2007

> Metody molekularni biologie — Smarda a kol., 2005

» Pharmaceutical biotechnology — Crommelin et al. 2008

» Transgenoze rostlin - Ondrej a Drobnik, 2002

» Biotechnology Foundations, 2nd Edition — Jack O Grady, 2019
(https://legacy.cnx.org/content/col26095/1.5)



http://www.gate2biotech.cz/
https://www.osel.cz/

" Co je to BIOTECHNOLOGIE?

Procesy vyuzivajici zivé organismy
nebo jejich soucasti k vyrobe nebo
modifikaci produktu; Slechténi
zivoCichu, rostlin a mikroorganismu
pro specificka pouziti (komercni
aplikace a uzitek pro lidstvo).

Biotechnologie

poleiulaml Genetika Mikrobiologie | Biochemie

biologie

Bioinzenyrstvi

Enzymologie
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Povaha biotechnologie je ve své podstaté
spojena s aplikaci biologie, tedy
s prumyslem, a tedy i s komerci..

Proto je nutno ji provozovat tak, aby z jejich
vysledku méli lidé co nejvétsi uzitek, coz bez
komercniho vyusteni neni mozne.

Z toho duvodu by kvalita védecké prace v

biotechnologii méla byt mérena spise patenty
nez impakt faktorem publikaci.
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* Produkce potravin a napoju

* Produkce materialu a paliv

Produkce lécCiy)a medicinskych materialu
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Humulin jure 1.1 Some foods produced by microorganisms. Some of the products derived from the use of prokaryotes in
1y biotechnology include (a) cheese, (b) wine, (c) beer and bread, and (d) yogurt. (credit bread: modification of
rk by F. Rodrigo/Wikimedia Commons; credit wine: modification of work by Jon Sullivan; credit beer and bread:

BIODIESEL dification of work by Kris Miller; credit yogurt: modification of work by Jon Sullivan)
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Biofarmaceutikum 4

Biofarmaceutika jsou lécCiva nebo potencialni IéCiva ziskana |Inou, nez
klasickou cestou syntetické chemie, vcetné kombinatorni chemie,
pripadné leciv puvodné ziskanych izolaci z rostlinnéeho (biologickeho)
materialu. (Benes, 2007, Chem. Listy 101, 18-24)

« Tvorba pomoci genového inzenyrstvi a rekombinantni technologii

« Terapeuticke proteiny, DNA Ci RNA, protilatky, Casti nebo celé bunky,
konjugaty lecCiv s proteiny Ci prirodnimi polymery,...

%

Dan Race/Stock.Adobe.com



Klasifikace biotechnologie
« Klasické mikrobialni technologie
* Enzymové technologie

* Vyuzivani zivocCisnych a rostlinnych bunek

« Genoveé technologie

Farmaceuticka biotechnologie
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Farmaceuticka biotechnologie

podle European Association of Pharma Biotechnology (EAPB)

veda, ktera prekryva vsechny technologie nezbytné
k vytvoreni, vyrobe a registraci biotechnologickych leCiv




Je to opravdu veda? Y‘L..:?

1) Existence predmetu badani

2) Ustfedni teorie

3) Existence metodickych pristupu
4) Institucionalizace

5) Vlastni Casopis



¥ Pradmét farmaceutické hio _
Predmet farmaceuticke biotechnologie ¢

 Predmetem studia farmaceuticke biotechnologie je |éCivo vytvorene
specifickym (biotechnologickym) postupem - s vyuzitim organismu,
zivych bunek nebo jejich soucasti.

* Vyzaduje specificky pristup ve vsech fazich produkce - vlastniho
navrhu, vyvoje a konecne vyroby.

» Leciva vytvorena postupy biotechnologickymi podiéhaji zvlastnimu
rezimu registrace, protoze se jedna o produkty geneticky
modifikovanych organismu.



Ustfedni teorie farmaceutické biotechnologie

» spole¢ny evolucni puvod organismu
» univerzalita genetickeho kddu napfi€ zivymi systemy
» podobnost transkripénich a translacnich aparatu

}

Latky, biologicky aktivhi v jednom organismu, mohou byt
produkovany v jakémkoli jiném organismu.

}

1) Rekombinantni produkt (ackoli nevznika ve svém
puvodnim organismu) je z hlediska funkce shodny nebo
alespon velmi podobny ,originalu®.

2) Biofarmaceuticky produkt muze byt biotechnologem
vhodne upraven tak, aby mel zvlastni vlastnosti, diky
kterym muze v cilovém organismu vykonavat specifickou
funkci.
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Metodicky pristup farmaceuticke biotechnologie |

Rozmanitost zdroju = siroké spektrum metod
* Vyvoj léCiva = molekularni biologie, genetika a genove inzenyrstvi
 Produkce IéCiva = klasicka mikrobiologie, genetika

« Purifikace a charakterizace produktu = biochemie, analyticka
chemie

Uprava légiva = biochemie, enzymové inZenyrstvi, organicka
chemie, farmaceuticka chemie, technologie IeCiv a farmakologie

 Registrace leCiva = aplikovana farmacie



y Specifikum metodickeho pristupu ‘;}‘ﬂ
KOMPLEXNOST

Priklad produkce rekombinantniho proteinu

Klonovani do Charakterizace
produkcnich bunek klonu

ey Administrativni Postklinicke
NS e . proces registrace Zkousky

|zolace genu




FSpecifické metodicke p

Genova terapie
 DNA/RNA vakciny
* Léky na bazi siRNA

a Unmodified, unpurified mRNA | b Nucleoside-modified, purified mRNA

Carrier
sensing?

Endosomal-
RNA sensing
* TLR3 -
* TLR7 ( B4 u U

* TLR8

Type | IFNs ;l@—l
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Cytosolic- vu SR &
RNA sensing MMM “WM i E
* PKR
* OAS

* MDA5 Natlve Ag
° RIG" express:on
* Others?

Peptide-MHC

.D(CZ l5\1880tul'at'0" presentation
* CD86
* MHC class | and Il

Nature Reviews | Drug Discovery

In vivo gene editing
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doi.org/10.1016/j.nan0.2020.102239

DOI: 10.1038/aps.2017.2
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Vedecke spolecnosti

Evropska asociace farmaceutické biotechnologie

(The European Association of Pharma Biotechnology, EAPB)

http://www.eapb.org/

The American Association of Pharmaceutical Scientists (AAPS)

https://www.aaps.org/home

@ aa ® American Association of
Pharmaceutical Scientists


https://www.eapb.org/

y
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Vyzkumne instituce
« Zahranicni:

— The North Carolina Central University, Biotechnology and
Pharmaceutical Law Institute
(https://www.nccu.edu/research/institutes-and-special-
facilities/bpli)

— Department of Pharmaceutical Technology and
Biopharmaceutics, Martin-Luther-University Halle,

Germany (https://www.pharmazie.uni-
halle.de/institutsbereiche/)

« Ceske: PRO.MED.CS
— PRO.MED.CS Praha a.s. (https://www.promed.cz/) Hran s
— Biopharm — Vyzkumny uUstav biofarmacie a veterinarnich
léCiv, a.s., Jilové u Prahy, Ceska republika xI8l1lo|rP[H|A|R|M

(https://www.bri.cz/)
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Casopisy

* Podle WoS 166 éasopisu v kategorii BIOTECHNOLOGY &
APPLIED MICROBIOLOGY (leden 2022)

* Current Pharmaceutical Biotechnology

Current
(https://benthamscience.com/journals/current- Pharmaceutical

Biotechnology

pharmaceutical-biotechnology/)




s G - . - T i _ Q‘—" e RSEN—

FKrétké historie biotechnologie

» Pocatecni obdobi do roku 1850

« Era Pasteurova

* Obdobi prumyslové biotechnologie
- Era novych biotechnologii

 Transgenni organismy
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Biotechnologie v praveku...

* empirické vyuzivani divokych mikroorganismu
k pfipravé fermentovanych produktu

* v Mezopotamii Sumerove v 7. tisicileti pr.n.l. —
vyroba piva

« asi 4 000 let pr.n.l. vyuziti kvasinek pro fermentaci
chleboveho testa ve starovekem Egypte

« asi 4 000 let pr.n.l. konzervace miéka kvasenim ve

starovéké Ciné — vyroba syru, vina, octa
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Prapoéateky farmaceutické biotechnologie

* Objev vakcinace
— Edward Jenner 1796 — prvni vakcinace proti pravym neStovicim

Sarah Nelmes, a James Phipps is Phipps falls ill Scabs are Phipps is Phipps is

milkmaid infected inoculated with with a mild case collected from  Inoculated with  unaffected.

with cowpox. cowpox pus from of cowpox. a smallpox the scabs of Protection is
Nelmes. patient. smallpox. complete.

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Edward_Jenner-_Smallpox.svg
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Gillraye (1802)

5 At Vaceare Jociely.

et e di
H BN

iInace

Yide, _the Publwatirer of

,‘fl\("\f\(i..
AN

e e i
|

tky vakc

ca

b\ 7V C ow-Locic __ ov __ the Wonderfidl Zffects of the New fmmaiz.ﬂ/ :

N 7

Tezke po




N\ Erra  HEER Y Lo . S s o
Pasteurova doba

* Louise Pasteur (1822 — 1895) -
predpoklada, ze fermentace je zapricinéna
Zivymi mikroorganismy; objev tepelné
sterilizace — pasterizace; vyzkum vakcin
na bazi usmrcenych puvodcu onemocneéni
(antrax, vzteklina)

 Eduard Buchner (1860 — 1917) — prokazal
kvaseni pomoci kvasnicného
nebunééného extraktu — zaklady
enzymologie
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Obdobi prumyslové biotechnologie

« Chaim Weizmann (1874 — 1952) — prvni M |
prumyslova vyroba acetonu z kukuficného
skrobu pomoci cisté kultury Clostridium
acetobutylicum

* Alexander Fleming (1881 — 1955) — objev
plisne Penicilinum notatum a jeji |
antibakterialni aktivity (1928) OF THE 207H CENTURY WAS AMES BOND

BY IAN FLEMING
— Howard Florey, Ernst Boris Chain a Norman THAT'S PENICILLIN /
DISCOVERED BY ALEXANDER FLEMING!

Heatley (1940) — popis izolace Cisteho
penicilinu a jeho prumyslova vyroba — prvni
biotechnologicky produkt

Biotechnology — Panacea or new

J. Tramper, Y. Zhu, Modern
Pandora’s box?
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Era novych biotechnologii I. C

« 70. léta — objev restrikCni endonukleaz = tvorba rekombinantnich
DNA = zaklady genového inzenyrstvi (Paul Berg, Herbert W.
Boyer, Stanley N. Cohen)

« 1972/3 — prenos cizorodé DNA do bakterie = prvni transgenni
organismus

* rekombinantni technologie
— cilené pozménovani genetické informace

- GMO
— produkce proteint v modifikované
forme

https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/genetic-engineering
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Era novych blotechnolog 1 1l.
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» 1980 - Cohen a Boyer ziskavaji f Q f %ﬁ e
prvni patent na klonovania ...° j e j i e
tvorbu geneticky }

modifikovanych
mikroorganismu udéleny v USA Q Q

. 1982 - FDA schvalila prvni Iék o o

IIIIIIIIII

vyrobeny technikami 'ﬁﬂ cim

biotechnologie, jednalo se ; R

lidsky insulin, Humulin®, BT
Distificle ~ wwssessssesefZ] Combine th

prOdUKOVany geneticky bridge  Active insulin g}%%é@%ium
modifikovanymi bakteriemi s

Human Insulin: From Gene to Drug Human insulin chains are made by
recombinant DNA technology and then combined to produce the widely
used drug.
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Era novych biotechnologit lll.-. . , gy
Y

* 1975 — objev hybridomu (César Milstein a CF—
Georges J. F. Kohler) — bunky vzniklé fuzi
B-bunky a myeloidni bunky = masova
produkce monoklonalnich protilatek
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Transgenni organismy

* Rozvoj od 70. let 20. st. (1972 — viry, 1973 —
bakterie, 1974 — drapatka, 1974 — mys, 1983 —
tabak, 1985 — krava, 2000 - ryze)

. Zivodichové

— produkce lidskych proteinu (napf. antikoagulaéni
protein v kozim miléku)
— modely nemoci (knock-out a knock-in organismy)

* Rostliny
— odolnéjsi vuci herbicidum, imunni vaci Skodlivému
hmyzu; modifikovany vzhled (vetsi plody, kvéty)...
— vySsSi produkce biologicky aktivnich latek

napr. vitamin A v ryzi Pl T IR
( p y ) https://www.flickr.com/photos/ricephotos/5516789000/in/
set-72157626241604366

doi:10.1186/1471-2407-12-21




Novodobe milniky
« 1978 Poprvé je vyroben lidsky insulin
* 1980 Nejvyssi soud USA — patentova ochrana biotech produktu
« 1982 FDA schvalila prvni biotechnologicky pripraveny lék —
lidsky insulin
« 1983 Vytvorena technika PCR

« 1986 Rekombinantni vakcina pro lidi — hepatitis B
Prvni polni testy transgenni rostliny — tabaku

* 1997 Prvni zvire klonované z dospelé bunky — ovce Dolly

- 2004 FDA schvalila prvni antiangiogenni lék proti rakovine,
Avastin (bevacizumab)
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Prumyslove uplatneni biotechnologie =

Biotechnologie v prumyslu znamena

—  vhodné doplnéni chemické technologie
—  rozsireni palety vyrobitelnych latek

« Latky vyrobitelné jen chemickou syntézou

* Latky vyrobitelné jen pomoci
biotechnologie

* Latky vyrobitelné chemickou technologii i
biotechnologii




Vyhody a nevyhody biotechnologie

Prednosti
 Levna surovinova zakladna
* NizSi energeticka naroCnost

* VyssSi rychlost biochemickych
deju

Nevyhody

Vysoke naklady na vyzkum
a Vyvoj a na pocatecni
Investice

Mala efektivhost
Nizka koncentrace
zUcastnenych latek
Zatim nevyjasnena
rzika
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Hlediska v rozhodovani mezi syntezou

a biotechnologickou vyrobou

 technicka uskutecnitelnost biotechnologického procesu
 aktualni cena surovin

* snadnost izolace konecného produktu a jeho cCistota

* moznost ziskani uziteénych vedlejSich produkt

* uspéesnost z hlediska rychlosti komercializace atd.



" Hlavni oblasti pouziti biotechnologii ve

farmaceutickém prumyslu

* Prirodni metabolity
« Biosynteza; vSechny informace,
které jsou pro takovou vyrobu
zapotrebi, lze nalézt v genomu
bunky
* napr. ATB, vitaminy aj.
- Latky pripravené biokatalyzou
« Biokonverze (biotransformace)
* napr. steroidni latky
 Lidskeé proteiny a polypeptidy
« (Genove manipulace

preserved 3, 1 | 3 10 1= 100 1= 1000 1 => 10,000 1 = 100,000 litre

culture
Laboratory stages | Stirred vessel seed stages |I’roduc1ion stage

supply tanks of carbon & nitrogen
nutrients, acid/base pH control supplies
and phenylacetic acid .
e _‘ filtrate
L 1
freeze shake flask
dried culture @D“ holding
spores e
| ——4

+ tank

filter I
production to downstream

agar slant stirred vessel seed stages
culture fermenter mould purification
mycelium
out

21st Century Guidebook to Fungi, SECOND EDITION

2 m \ .
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Pregnenolone Dehydroepiandrosterone Progesterone Androstenedione Testosterone Nandrolone
1 2 3 4 5 6

Oy +NADH —. | CYP154CS5 from Nocardia farcinica,
1

H-0 + NAD' -~ | Pdx and PdR from Pseudomonas putida
e '

N O o ] 0 OH om
)t L4 sl N sl Jd

| ) ! | { N OH ’ oH ' N CH ' N0
s : o7 :, . . . g ; ! \-

. o e o e o
160-Hydroxy L6a-Hydroxy 160-Hydroxy 16a-Hydroxy 16a-Hydroxy 160ce-Hydroxy
pregnenolone dehydroeprandrosterone progesterone androstenedione testosterone nandrolone

7 8 9 10 1 12

DOI: 10.1186/1475-2859-12-95



" Pfiklady pouziti biotechnologii v mediciné a
farmaci

» Aminokyseliny, vitaminy (riboflavin B,, pyridoxin B, vitamin B,,, biotin
H, B-karoten, astaxanthin, aj.), polysacharidy (dextran, xanthany,
pululan, aj.)

« Léciva (antibiotika, steroidy, antifungalni latky, namelové alkaloidy...)
* Monoklonalni protilatky, vakciny

* Interferony, interleukiny

« Hormony - lidsky rustovy hormon, FSH, insulin

* Produkcni enzymy a Cisté enzymy pro bioanalyticke metody
(imunoanalyza)

« (Genove terapie
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" Terciarni struktura protein

Je pro vytvoreni funkcnich molekul rozhodujici —

termodynamicky optimalni konformace
CP ~—

Zahrnuje nasledujici procesy

» Vlastni vytvoreni 3D konformace
> Pripojeni kofaktoru

» Modifikace kinazami nebo jinymi
protein-modifikujicimi enzymy

https://doi.org/10.3389/fnins.2020.611285

Energy

\/

Disordered

molecular AR
chaperones Yv’“
j’ﬁ ( RNA binding

intermolecular :
interactions [Huiations
and

Partially

folded
Natively folded ~ Oligomers
Monomeric species %

modifications

membranes

chemical =

chaperones Q47 - N
phase

’ separation

conformation

N | Fibils

aggregated species
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Sily zodpovédné za 3D strukturu proteinu »

PredevsSim nekovalentni interakce

mustek

vodikovy S N\ > 2 -
:, f.",‘:' ‘. -
R C
O ,~ LA‘.‘ \

van der Waalsova sila
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4 Hydrofobni interakce

... je pro tvorbu 3D ta nejdulezitéjsi

polarni nepolarni
postranni retézec postranni retézce 3
|

T B '“"C??"TEF':“‘:‘ %4 - hydrOfObnl' -
W ¥ e !

w vnitiek vodikové miistky
polypeptidu se tvofi mezi
obsahuje polarnimi

nepolarni aminokvselinami
nesbaleny polypeptid sbaleny polypeptid ve vodé




! Prehled kroku pri tvorbé 3D proteinu

nascentni polypeptidovy
fetézec

>

Sbalovani a vazba ‘
kofaktoru

(nekovalentni interakce)

Glykosylace, fosforylace, acetylace
(kovalentni modifikace)

(c) Tertiary structure

(d) Quaternary structure Hemoglobin
obulal

L (' Vazba k dal$im
proteinovym podjednotkam

maturovany funkcni

protein

OpensStax College - Anatomy & Physiology, Connexions Web site.
http://cnx.org/content/col11496/1.6/



" Prog je znalost tvorby 3D struktur proteinu &
pro farmaceuta dulezita?

Pochopeni samotné struktury proteinu a procesu
jeji tvorby je dulezité pro design lécCiv, protoze
léCiva Casto pusobi na urovni vazebného nebo
alosterického mista enzymu.
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Kde studovat proteinove struktury?
Databaze sekvenci proteinu

Davtabéze SWISS-PROT zalozena na Univerzite
v Zeneve v roce 1986

Spravuje Svycarsky institut pro bioinformatiku (SIB)

WWW.exXpasy.org

Obsahuje automaticky dopliované preklady sekvenci genu z
EMBL (www.ebi.ac.uk)

Databaze PDB (The Protein Databank)

Archivuje a analyzuje proteinové struktury a komplexy informaénich
biomakromolekul



../Prednasky/05-Farmakogenomika a Internet/RCSB Protein Data Bank.mht
../Prednasky/05-Farmakogenomika a Internet/ExPASy Proteomics Server.mht

" Sbalovani protein(i

>

YV V V V

autonomni proces nevyzadujici zadné dodatecné
faktory ani prisun energie

Christian Anfinsen 1972 Nobelova cena
terciarni struktura po opusteni ribozomu in vivo
nativni konformace do okamziku degradace

chaperony napomahaji sbalovani proteint




Chaperony a chaperoniny
chaperony (monomery 70 — 100 kDa) jsou proteiny, které napomahaji

Kovalentnimu skladani nebo rozlozeni a sestaveni nebo demontazi
jinych makromolekularnich struktur (hlavneé Heat shock proteins —

— BT TR

C

sp)
naperoniny (oligomery 800 kDa) jsou tridou molekularnich

chaperonu, které poskytuji pfiznivé podminky pro spravné skladani

denaturovanych proteinu, takze zabranit agregaci (napf. GroEL, TRIC)
neposkytuji sterickou informaci

iInhibuji neproduktivni interakce

nachazeji se ve vSech kompartmentech

sbalovani proteinu

konformacni prestavby
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Chaperone-assisted protein folding

‘ Proteasome-mediated proteolysis of

Thioredoxin,
glutaredoxin and
peroxiredoxin

ubiquinated proteins

Genes coding for chaperones
and their regulators

[ The H3PT0 chaperone cycle _]

MNascent
polypeptide

Mascent
polypeptide

=

Client
proteins

Misfolded |
polypepti

polypeptide

--..___*.

LN\ -
WD-repeat @ Tubulin and
proteins .

Organization of chaperone Loy
pathways in the cytosol '%
. Chaperones bind directly to ribosomes (pink) to act on nascent
polypeptide polypeptides (blue). the heat shock protein (Hsp)70/40-based systems
Zun/ 557/ 5sb and localize to ribosomes. Members of the Hsp70/40
and Hsp60/10 chaperone families act downstream of ribosome-
associated chaperones on a subset of newly synthesized profeins that
require further folding assistance such as the 5sa-5is1 and the
chaperonin TCP1 ring complex.

Mative

polypeptide

T e
_ L

—
Small
chaperone
Ribosome Chaperonin Folded state
(b) Unfolded Small
state chaperone 2

L
ixY

A

|
~

Folded state

iRl

=>

Ribosome E Cha|:)eru:)n|nHll

= =
Unfolded

state
Small

chaperone 1

Current Biology

https://doi.org/10.1016/S0960-9822(99)80082-7



Chemicke chaperony L

Mutation

« Malé molekuly, které se vazi k nespravne sbalenym M

proteinUm a stabilizuji je nebo zajiStuji jejich spravné A Fglsggrg;;d ﬁ PN
Sbale N |’ Misfolding and m

misassembly

« Stabilizuji Spatné sbalené proteiny, redukuji agregaci, \ a?o gl
zabranuji neproduktivni interakci s dalSimi proteiny >

* Napf. glycerol, trimethylamin N-oxid

« Re-agregace inkluznich telisek pri expresi
rekombinantnich proteinu

Endoplasmlc -

s, reticulum N\
D

VCIASY

J

..........

)

:2

roteasomal
egradation .~

Q.

Golgi

Slouzi napriklad k lécbé apparams{,:,
» Transthyretin amyloidosy (Tafamidis) S
. - . : // “*‘,{\ %
» Cysticke fibrosy € )
» a dalsich onemocnéni spojenych se sbalovanim
Cytoplasm

proteinu
https://doi.org/10.1203/00006450-200212000-00004



y Vysledek sbalovani = vytvoreni aktivni
konformace

unfolded protein

1 FOLDING

binding site

b

folded protein

Alberts et al 2008: Figure 3-37a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Tvorba disulfidickych mustku v bunce

v - - S ¥ ——

-~

Soucast procesu sbalovani proteinu

* Probiha v periplasmatickem prostoru
prokaryot a v mitochondriich a ER

eukaryot

J. Riemer et al.,

A { Disulfide  De novo Electron
N ‘\'L"i'-ﬁ-ﬁ shuffling  disulfide sink
SH generat 1on
HS Lag 1’3_/ + 4H*
sHHS 2x2e”
Substrate
Mia40 -
4x1e
S-S Ervi O, +4H"
FAD Cytc
Heme COX L/zHZO
Mitochondria Cu*Heme
e Disulfide bonds
Electrons )
B De novo Electron
SH disulfide sink
HS generation
sHHS s
Substrate 2x2e’ 20, +4H"
s-s pols N o~
S-S Ero1 2H202
FAD
ER

HS

Synthesis

Bacteria

Periplasm

Oxidoreductase
thiol-disulfide exchange

v

Sulfhydryl oxidase
de novo disulfide generation

v

Science 324, 1284 -1287 (2009) « S

b@ﬂ*&
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Posttranslacni modifikace proteinu

Modifikace meni strukturu a biologickou
aktivitu proteinu

Nektere procesy jsou kotranslacni, jiné opravdu
posttranslacni

Nejbéznéjsi je glykosylace

MSTVKHGNNSTTLNITNNSSINITNATNASVL



-~ . - . r - -

— Y e SN Ty TTERSNmm— T

TSy SERR——

DaIS| posttranslaéni modifikace proteinu

Diversity of post-translational modifications

More than 300 PTMs are
currently known, including

» NejCastéji glykosylace

nebo fosforylace

» Celkem bylo popsano vice
nez 300 typu kovalentnich
modifikaci
polypeptidovych rfetézcu

Mo,
& 9’6“ (7/,)0
N )
1. @O deamidation
& & hydroxylation
S y yle i :

eliminylation
phosphorylation \ /
\ -

acetylation

methylation

target
protein

AMPylation //'(

he ubiquitylation
ADP- \
ribosylation UBL-

@ r 3
% glycosylation protein p

% conjugation 5

2 iIsoprenylation Q
OO/) ) -
2
/@* \6
Ola

t.

addition of chemical groups,
such as phosphate or
acetate.

. addition of complex

molecules, such as
carbohydrates or lipids

. the covalent linkage of

small proteins, such as
ubiquitin and ubiquitin-like
proteins (UBLs)

. cleavage

. modification of side chain

residues of specific amino

acids.
3

D. Ribet, P. Cossart / FEBS Letters 584 (2010) 2748-2758
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Modifikace u terapeutlckych proteinu e

7 solubilitu, ovlivauje biologicky poloCas nebo
biologickou aktivitu

Dulezita pro vazbu nékterych krevnich proteinu k
Ca2+

Glykosylace
Karboxylace

Hydroxylace Dulezita pro strukturalni usporadani

Ovliviiuje biologickou aktivitu neuropeptidu a

SUliEEeE proteolytické upravy polypeptidu

Amidace Ovlivnuje biologickou aktivitu a stabilitu



Glykosylace
» pripojeni cukerného zbytku k polypeptidovemu retezci

> vyskytuje se hlavné u extracelularnich proteinu a proteinu vyskytujicich se na
povrchu bunek

Glykosylaci vznikaji glykoproteiny

» U nékterych proteinu deglykosylace nema vliv na biologickou aktivitu

» Deglykosylované formy lze pfipravit u€inkem inhibitoru glykosylace, napf.
antibiotikem tunicamycinem v rustovém médiu nebo enzymatickou degradaci

glycidické Casti preformovaného glykoproteinu glykosidazou.
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Uginky glycidické &asti glykoproteint

» Sbalovani proteinu

» Transport/zacileni proteinu

» Rozpoznani/vazba ligandu

» Biologicka aktivita

> Stabilita

» Reguluje biologicky poloCas proteinu
» Imunogenicita
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Lidsky gonadotropni hormon

»Vysoce glykosidovany

» Odstraneni glycidické casti ma
za nasledek ztratu biologicke
aktivity, ackoli se hormon stale
vaze na svuj receptor, nékdy
dokonce s vyssi afinitou




Bunka — nastroj farmaceutickéeho
biotechnologa

".(




Bunka ; ﬂ = r‘., ; Ly

mala, membranou ohranicena jednotka naplnéna koncentrovanym
vodnym roztokem chemickych sloucenin a vybavena

mimoradnou schopnosti vytvaret kopie sebe samych rustem a
delenim
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Vyznam bunky

« Bunka slouzi jako zdroj vychozich surovin, protoze jen bunka je schopna
tvorit nove slouceniny, které jsou pouzitelné jako lecCivo.

 Bunka je az na zcela vyjimecCné situace, kdy pouzivame jen nékterych jejich
casti pro tzv. translaci in vitro, onou tovarnou, kde vSechny biotechnologické
procesy probihaiji.
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Prokaryota vs. eukaryota

Mitochondria

Prokaryotic Cell Structure Microfilaments

Lysosome Rough

Endoplasmic
Reticulum

Peroxisome

Centrioles \,"

< . Nuclear
Pores

. = ——Plasma

Capsule - '

Membrane
Cell Wall
y [Microtubules _
Cytoplasmic Nucleolus
Membrane
. BIG & _ Smooth : Nuclear
S E y AL S v . Endoplasmic -~ Envelope
Ribosomes — { D\ = 1 Reticulum
Golgi” B, RS AENEAEY T N Chromatin
Apparatus
Flagella Rough
Endoplasmic
Reticulum

Smooth B e A
Endoplasmic Ribosomes

Reticulum




Ty TR BT

Co Z bunky zajlma blotechnologa

* VSe co ma vztah k tvorbé a lokalizaci proteinu

Genofor
* Endoplasmaticke retikulum
Golgiho aparat
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Endoplasmaticke retikulum

Je vicekrat sto€Ceny membranovy list,

ktery Vytvé‘ﬁ uzav‘feny vak, drsné endoplazmatickeé retikulum jgc\:lro .
endoplasmatické lumen
* Drsne ER

— je posazeno ribozémy
— je mistem tvorby proteinu

- Hladke ER

— Otevirajici se vacky, které nesou nove
vytvofené molekuly proteinu a lipidu
pro intracelularni transport

— Tvofi sit tenkych kanalku navazuijici
primo na drsne plasmatické retikulum

— Na jeho membrany jsou navazany
enzymy katalyzujici preménu lipidu;

ribozomy
(.\hladké endoplazmatické retikulum
N&OV&CI’ vacek
ve specializovanych bunkach téz

: , lyzozom
. , 0 T er s Golgiho aparat
steroidnich hormonu, vznikajicich z Jneap

cholesterolu &;,cytoplazmatické

membrana

“ \ jaderna blana
jaderny por

Al
-
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Funkce endoplasmatickeho retikula |
> ustredni role v syntéze lipidu, proteint, steroidu

» ushadnuje vytvoreni spravneé terciarni nebo kvartérni struktury
proteinu

> transportni systém — distribuce proteinti do cytoplasmy nebo
organel

> udrzovani osmotického tlaku



Funkce endoplasmatickeho retikula li

- - — N

» chemicka modifikace proteint

tvori se disulfidové mustky oxidaci cysteinovych pari postrannich
retézcu

tvorba glykoproteinu kovalentnim napojenim kratkého
oligosacharidového postranniho retézce — dokoncuje se v GA

prekurzor oligosacharidu je napojovan O- nebo N-vazbou na molekulu
proteinu

vystup proteinu je kontrolovan = nespravne sbhaleny protein je zadrzen
chaperonem nebo degradovan



| Schématické znazornéni funkci ER

slozky lipid

n synteza
orientace
\ e s
h ‘ y '
B “ %
toxin - lipid etoxmkacnl
cholesterol )

transport do GA

ﬁtermdnl toxin - voda tne sbaleny
ormony
a2 rozpustny
protein
0 NH,
I lumen ER I
Glykosylace ransmembranovy
/ F% S-S mustky protein

ILJ chaperony

I ER membrana I SRP ' Sec61 translokator, SRP receptor
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NUCLEUS

Gene
Expression

CHOP

synthesis

Folded

¢ QP rotein

% Oxidative folding

ENDOPLASMIC RETICULUM

PERK

ATF4 elF2a

XBP1s NFkB ERK

Unfolded Protein Response

GOLGI APPARATUS
o)

Ribosome b o Traffic

- - — Misfolded
| Quality :
. Control *
‘ Homeostasis
» / xl)isturbances

0 Vesicular

P

Protein Proteasoe .“.0

ER-Associated
Degradation

Synthetases

MITOCHONDRIA
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Golgiho aparat

Golgi Apparatus 25 Sk

Endoplasmic
reticulum

Incoming
transport
vesicle

Lumen
(containing
matrix)

cis or forming
face

Cisternae

dial

Forming
golgian
vacuole

N
L/
Coated = {
vesicle

Secretory / trans or

vesicle maturing face

Newly
forming
vesicle

Tubules

https://www.sciencefacts.net/golgi-apparatus.html

* Uprava a tridéni proteinu a lipidu
pro sekreci nebo k predani jiné

organele

Popsan v roce 1898 italskym
cytologem Camillo Golgim v
nervovych bunkach



'Struktura Golgiho aparatu

« Komplex tzv. dyktiozému, shluku cisteren a vacku
(vezikult) (3 az 10 vacku)

 Nachazeji se pobliz jadra a ER, u rostlin rozptylené po celé
cytoplasme (dispersni GA)

» Sakuly - zplostéelé vacky rozsirujici se
€ - vezikula od centralni ¢asti smérem k okraji

cis-strana

sakuly » Vezikuly — méchyrky obsahujici
proteiny vyprodukované v drsném ER,
obsah odevzdavaji cis-strané GA se
kterou splyvaji

» Kondenzujici vakuoly — vezikuly obsahujici
zpracované proteiny a odskrcujici se z trans-strany
x GA odkud putuji k plasmatické membrané kde
| o 0 exocytoézou vylucuji svlj obsah do extracelularniho
prostredi



" Funkce Golgiho aparatu

* DiktiozOmy jsou navzajem propojene a zpravidla na strane privracene
K jadru neustale prijimaji vacky odstepene od ER a intenzivne
odstépuji vacky naplnéné ruznymi bunecnymi sekrety.

» Transport a prechovavani latek
Posttranslacni upravy proteint
Syntéza polysacharidi a imunoglobulint

Tvorba vacku (sekrec¢nich granul) vyuzivanych pri
exocytoze

Vznika zde material pro tvorbu bunecné steny
Tvorba a diferenciace lysozémti

Reparace bunéénych povrchu

Tvorba vakuol

YV V V

YV V V V



rGen ofory

« Jaderne chromosomy

« Mitochondrialni a chloroplastova DNA
« Bakterialni nukleoid

* Plasmidy

Pro farmaceutického
biotechnologa jsou to zdroje
genetické informace a nastroje
genovych manipulaci
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% Metabolicky d&j
jadro biosyntéza DNA, biosyntéza a modifikace RNA
cytoplazma glykolysa, pentosovy cyklus, biosyntéza sacharidi a mastnych kyselin

mitochondrie

dychaci retézec a oxidativni fosforylace, citratovy cyklus, odbouravani MK,
metabolismus AK

ribozémy biosyntéza bilkovin

syntéza, modifikace a transport nékterych bilkovin, syntéza cholesterolu,
EPR o . o .

fosfolipida a triacylglyceroll, detoxikace

Golgiho e v yx s . i . . .

modifikace, tridéni, transport a vyluéovani nékterych bilkovin
komplex
lysozomy odbouravani opotrebenych biomakromolekul a cizorodych struktur

peroxizémy

oxidace za vzniku peroxidu vodiku, fotorespirace

chloroplasty

fotosyntéza, syntéza MK

glyoxizémy

glyoxylatovy cyklus




