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Cile

» pochopeni vyhod vyuzivani rostlin k tvorbé [éCivych
|Gtek

» 7ziskani prehledu nékolika zakladnich metod pro
produkci protildtek a sekunddrnich metabolitu v
rostlindch




Hlavni sméry biofarmingu

= produkce protilatek v rostlindch

» produkce peptidu, proteiny a enzymuU cennych pro
porumysl a farmacii

®» tfransgenni rostliny jako systém produkce vakcin

®» manipulace s metabolismem rostlin pro produkci novych
slouc¢enin a sekunddrnich metabolitt s medicindini
hodnotou




Rostliny jako tovarny na
syntézu lééebnych proteinu

» moznost GM plodin pro produkci
terapeutickych proteind

» ve srovndni s kulturami bakterii, Ci
zivocisnych bunék = péstovani GM rostlin
= levnéjsi produkce

» v soucasné dobé se rozviji jako ,,plant-
made pharmaceuticals (PMPs)* =
~farming*, molekularni farming nebo
biofarming




Protilatky

ANTIGENY

wr w » » Bjkoviny produkované imunitnim systémem obratlovcu
» specificky se vazou na antfigen, coz umoznuje aplikace v

w v

vazebne misto diagnoze, prevenci a leéCbé lidskych a zvifecich nemoci

(rakovina, infekCni nemoci, ,,odhojovani* (rejekce)
transplantaci...)

» Potfreba technik, které vykonné, ekonomicky vyhodné a@
bezpelné

PROTILATKA

» VetSinou v mikrobidlnich nebo savcich bioreaktorovych
systémech




Savci bunécne kultury

Rozdily mezi strukturou proftildtek z hlodavcU a lidi (vajecné bunky kiecku vs.
lidskeé jaterni bunécné kultury)

Vysoké pocatecnii udrzovaci ndklady
Limitované moznosti pro produkci velkého mnozstvi

6znda kontaminace lidskymi patogeny

Bakterialni fermentacni systémy: ekonomicky vyhodnéjsi, ale problemy se
spravnym skldddanim (folding) proteind

ALE: jsou dobre charakterizované a zavedené, proto vyhovuji narocnym
regulacim v biofarmaceutickém priomyslu




» Kvasinky a vidknité houby — vyhody bakterii, ale
nevyhovuijici protilatky

» Hmyzi bunky — stejny zpUsob kultivace jako savdi,
spravné struktury

» 7 mléka transgennich ZivocichU — obavy z prenosu
patogenU nebo onkogennich DNA sekvenci

os

Dalsi » 7e slepicich vaji¢ek — bohaté na proteiny, obsahuji
4 protilatky, ale zatim mdlo prozkoumdno
systemy

pro 'l'VOI'bU » Rostliny — nizké ndklady (vyuziti zemédélskych technik
prohquek bez nutne odb.o.mo,shlprgcovmlfu), ,moznos’r vysokg
produkce a minimalni rizika spojena s kontaminaci




Rostliny a tvorba protilatek

» Obecné zdaklady stavby a tvorby proteinu stejné ve
vSech eukaryotech

» Posttranslacni modifikace jsou velmi podobné

» Minimalni rozdily ve strukture (zbytky alpha-1,3-fucosy a
beta-1,2-xylosy), které mohou zpusobit imunologickou
odpoved v lidech, ale ne v mysich — ale uz umime
odstranit




Rostliny a
tvorba
protilatek




Key features of plant anitbodies in a nutshell
Renewable - light, water and soil
Easy — we know how to grow plants

Scalable — 1 plant — billions of plants
Cheap — growing plants is inexpensive

Global — we grow plants on the entire planet

Diverse — many different species, tissues, and products

Feasible — the knowledge and technology are available today

Rapid — from gene to product in a few weeks with transient systems

Intrinsically safe — animal and human pathogens do not infect plant cells

Edgue, G., Twyman, R. M., Beiss, V., Fischer, R. and Sack, M. (2017), Antibodies from plants for
bionanomaterials. WIREs Nanomed Nanobiotechnol, 9: n/a, e1462. doi:10.1002/wnan.1462




Produkce v listech

 velkd biomasa a moznd znemoznéni kveteni
(zabrdanéni sireni fransgenniho pylu)

* Problém se stabilitou ve vodnim prostredi

* Napr. tabdk (Nicotiana tabacum L.), vojtéska
(Medicago sativa L.)

-
Rostliny a

* Dlouhodobé skladovani

tvorba * Jednodussi zpracovdni (jednoduchy proteom,
'l'.l ,'l' k nepritomnost fenolickych Iatek)
pro nare  NiZsi vytézky (biomasa listd vs. biomasa semen)

* Problémy s legislativou (transport GMO semen je
regulovdan, musely by se nejdriv rozdrtit — ztrdci se
vyhoda dlouhodobého skladovani)

* Napr. kukurice, jeCmen, séja, brambory, rajcata




Rostliny a tvorba proftilatek

Transformace chloroplastového genomu

Vyhody:

*Velké mnozstvi chloroplastt vs. jedno jadro (vétsi mnozstvi prenesenych transgend v
bunce)

* Neni riziko epigenetickych problému
* Exprese vice proteinl z jediného transkriptu (diky pUvodu chloroplastd z bakterii)

* Chloroplasty nejsou obsazeny v pylu, takze se omezuje mozny prenos do daldich rostlin
kfizenim

Nevyhody:

» Obtiznéjsi transformace chloroplastd
» Chybi posttransiacni modifikace




Dalsi systémy tvorby protildtek v
rostlindch

» Kultivace jednotlivych orgdnu
» Suspenzni bunécné kultury

» Rhizosekrece, phyllosekrece
» Hairy roots

» Kultury jednobunécnych rostlin a vodnich rostlin — napr. rasy, mechy,
okrehek (Lemna spp.)




Transientni exprese
/ Transientni transfekce

» nevklddd se cizorody gen do celé rostliny,
jen do nereproduktivnich pletiv

Antibodies

» qgroinfiltrace, biolisticky
Vaccine products

(suschas Viras-Like particies) » chlejsi nez tvorba transgennich rostlin

produkt béhem nékolika dnU, jednoduché
prevedeni do vétsino méritka

» 2006 prvni vakcina z rostlin proti nemoci
dribeze (USA, ekonomicky neUspésné)

» firma Medicago (Kanada) — vakcina proti

COVID-19 v listech Nicotiana benthamiana
. - (tvorba virus-like particles), schvaleno v
Enzymes Kanadé brezen 2022

Other complex
proteins

|\




» 1., PAT Plant milking" - zisk&vani sekunddrnich metabolitd z kofenovych
exuddaty:

» Rostliny péstované aeroponicky

» 7vyseni tvorby sek. met. pomoci elicitord (Utok— obrana zvysenim tvorby
exuddatu)

» 078 cykld rocné
» Napr. Iatky pri léCbé osteopordzy, Alzheimera, proti-rakovinoveé
» 2., PAT Friday" — GMO rostliny se sekrety, napf. masozrave

= Do DNA rostlin vioZzena informace pro tvorbu terapeutického proteinu v
oy sekretu

WV = 7isk proteinu nedestruktivné
a = Napr. Nepenthes, Drosera

i




Produkce vakcin a proteinu

‘® transgenni rostliny === produkce antigent patogenu
mmm) PO pOZiti imunizace zivocCichu (resp. Clovéka)

® (spesne testovano na mysich i lidech

» plodiny vyuzitelneé jako jedlé vakciny =

ovoce a zelenina (pozivatelna bez tepelné upravy, cilem
jsou brambory, banany, rajCata)




Produkce vakcin a
proteinu

vakciny proti:

virovym a bakterialnim ptvodcim pridjmovych onemocnéni

atitida B 2015 - Americané zverejnili, ze zacinaji klinické
usky s GM bramborami navozujicimi u konzumentld odolnost
proti hepatitidé B

Iekarsky dulezité proteiny:
[= rastove hormony

» jnzulin
krevni nahrady

inhibitory trypsinu




Edgue, G., Twyman, R. M., Beiss, V., Fischer, R. and Sack, M. (2017), Antibodies from plants for
bionanomaterials. WIREs Nanomed Nanobiotechnol, 9: n/a, e1462. doi:10.1002/wnan.1462

Malecular Therapy and CEA,[56, 57] Human immunadeficiency virus,[ 58-60] Rabies virus,[61-63] Streprococcus
farming passive mutons ,[64, 85] Ebola virus,[66] HSV,[67] ferritin,[68] interleukins, [69] EGFR,[70] CD40,[71]
immMmunization anthrax toxin,[72] Salmonella enterica lipopolysaccharide, [73] and EpCAM[ 74, 75]
Artive B-cell lymphoma,[76, 77] and tetanus toxin[ 78]

IMmmunization

Diagnosis and Rhesus D antigen,[79] MAK33,[80, 81] and hCG[E2]
research

Bionanomaterials Antibody-ELP fusions,[83-85] and tandibodies[86]
Affinity sorbent Hepatitis B virus surface antigen[87, 88]

CEA, carcinoembryonic antigen; HSV, Herpes simplex virus; EGFR, epidermal growth factor recepror; EpCAM, Epithelial cell adhesion
molecule; MAK33, human creatine kinase-MM; hCG, human cherionic gonadotropin; ELP, elastin-like-peptide.




Sekundadrni metabolity
V In VItro




Vyuziti tkanovych a bunéénych kultur
pro produkci sekundarnich metabolitu

mnoZeni rostlin - nahrazuje Gbytek z pFirodnich lokalit

produkce sekundarnich metabolitl /n vitro

kalusy
bunécné suspenze
kultury orgdni

vyhody: 1. Fizené prostredi bez klimatickych vlivi

2. absence mikroorganismt a $kiidct

3. moznost selekce produktivnich linii

4. automatizace (bioreaktory) - definovand kvalita,
pokles vyrobni ceny, kontinudlni produkce




Obecna metodologie biotechnologickych postupi
pro produkci SM (ZENK 1978)

plané nebo péstované rostliny
vybér
vysoce produktivni rostliny
iniciace kultury

primarni kalus
selekce klond

stabilni produktivni klony Yy
optimalizace kultury

optimalni podminky
zvétseni objemu
masova kultura v bioreaktorech




Strategie
metabolického
inZenyrstvi
1. nadprodukce enzymi
nebo transportérd

2. eliminace kompetitivni
drdhy nebo anti-sense
technologie

priddni enzymt nové
drdhy

blokace akftivity
katabolickych enzymi
nebo presun metabolitd
do vakuoly

Dy %‘: o

Toul Bux mﬂlboih
Over-expression d
enzymes (or transporters)
Com petitive
pathway
Introducing
anti-semse geme

3 rdew pathway
. introduced
CH, n::'::l .'-M' o -\
LA ) Modification of
/ B preduct to C




JAnti-sense” inaktivace
Romer et al., 2002

metabolické inzenyrstvi = brambor bohaty na zeaxanthin

.antisense" inaktivace a kosuprese epoxidace karotenoidi

.sense" a ,antisense" konstrukty kédujici zeaxanthin epoxidasu

vloZené do genomu bramboru
inhibice konverze zeaxanthinu na violaxanthin
vyssi hladina zeaxanthinu

!

simultdnni zvyseni celkového obsahu karotenoidt (az 5.7x)




Elicitace

Thakur et al. 2019:
Improving production of
plant secondary
metabolites through
biotic and abiotic
elicitation

Flavonoids;

Polyphenols

Isoflavonoids

Vincristine

Cyanogenic
glucosides

Limonene o-Pinene

Secondary metabolites

Improve
production

Species interaction

Improve
production

Sources for

Pharmaceuticals

Flavoring

Fragrances
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Biokonverze

Kultury rostlinnych bunék obsahuji enzymy, které mohou
katalyzovat velky pocet reakci.
Vyhodou aplikace rostlinnych enzymi pri biosyntéze je, Ze jsou
tak produkovany Cisté stereochemické latky

a ne smési izomerld jako pri chemické syntéze).

Biokonverze - postup, pri kterém se pouzivaji bunécné kultury,
kterym se prida prekurzor a v pribéhu kultivace dojde k jeho
preméné na zddany sekundarni metabolit.
= levnéjSi nez biosyntéza SM od pocatku




Nevyhody tkanovych a bunécnych kultur
pro produkci sekundarnich metabolitu

1. nizka produkce SM x vysoké ndklady

2. absence SM v bunécnych kulturdch (narozdil od
materskych rostlin nebyly SM u mnoha kalusovych a
bunéénych kultur zjiStény. Produkce SM zacind az
pri tvorbé korenl nebo pryti i prfi embryogenezi =
nutnost diferenciace pletiv

l

produkce SM neni zatim (aZ na vyjimky)
komercné dspésna




Duvody absence SM v bunéénych kulturach

= presun prekurzori do primarniho metabolismu

= suprese nebo redukce exprese klicovych enzymii biosyntézy

» absence diferenciace = nedostatek vhodnych skladovacich
mist, jako jsou sekrecni buriky, dutiny nebo vacky, latexova
pletiva nebo Zlaznaté trichomy - vyskytujici se pouze

v diferencovanych pletivech




Sibirsky Zen-Sen - mikropropagace pomoci SE
Eleutherococcus senticosus




Vinca rosea, barvinek z Madagaskaru

vincristin a vinblastin

kalusové linie Vinca rosea
antikancerogeny variabilita mezi liniemi




Development of efficient catharanthus roseus

regeneration and transformation system using
agrobacterium tumefaciens and hypocotyls as
explants — Wang et al. 2012

To develop a genetic transformation method for C. roseus, Agrobacterium tumefaciens strain
binary vector pPCAMBIA2301 containing a report B-glucuronidase (GUS) gene and a selectable
marker neomycin phosphotransferase Il gene (NTPII). The influential factors were investigated
systematically and the optimal transformation condition was achieved using hypocotyls as
explants, including the sonication treatment of 10 min with 80 W, A. tumefaciensinfection of
30 min and co-cultivation of 2 d in 1/2 MS medium containing 100 uM acetosyringone. With a
ies of selection in callus, shoot and root inducing kanamycin-containing resistance media, we

uccessfully obtained stable transgenic regeneration plants. The expression of GUS gene
was confirmed by histochemistry, polymerase chain reaction, and genomic southern blot
analysis. To prove the efficiency of the established genetic transformation system, the rate-
limiting gene in TIAs biosynthetic pathway, DAT, which encodes deacetylvindoline-4-O-
acetyltransferase, was transferred into C. roseus using this established system and 9
independent transgenic plants were obtained. The results of metabolite analysis using high
performance liquid chromatography (HPLC) showed that overexpression of DAT increased the
yield of vindoline in transgenic plants.




SM produkované bunécnymi nebo orgdnovymi kulturami

alkaloid ~ ajmalicin ~ antihypertensivum Catharanthus roseus
zlepseni cirkulace v mozku

alkaloid  berberin antimikrobidlni Coptis japonica

seskviterpen artemisinin  antimalarikum Artemisia annua

diterpen  taxol cytostatikum Taxus brevifolia

alkaloid  codeine, Papaver somniferum
morphine

alkaloid  atropin Atropa bella- donna
scopolamine

glykosid  digoxin kardiotonikum Digitalis lanata

digitoxin




Vyuziti transgenoze pro tvorbu SM

pri produkci SM v korenech rostlin
indukce tvorby korinkl pomoci Agrobacterium rhizogenes

Nicotiana rustica, Datura stramonium

pro zvyseni produkce prytl - vndseni genu /pt nebo pro auxiny
z Agrobacterium tumefaciens

Mentha




A. rhizogenes

s
Indukce kultur J |
kOF'ena a JeJICh l l [ Explants steriizaton | l

aplikace f\ —

A. rhizogenes

J

i

Direct infection
(for about 72 h)

Treatment with antibiotic
for bacteria elimination

| Cell lines isolation

)~ O-@—()




ajmalicin Rauvolfia antihypertenzivum | Sudha et al. 2003
micrantha
artemisinin Artemisia annua | antimalarikum Weathers et al.
2005
betalainy Beta vulgaris antioxidant, barvivo | Pavlov and Bley
/ 2006
camptothecin Camptotheca antitumor Lorence eft al.
acuminata 2004
rutin, hispidulina | Saussurea protizanétlivy, Fu et al. 2006
syringin involucrata

fungicidni

scopolamin a Datura innoxia anticholinergni Dechaux and
hyoscyamin Boitel-Conti 2005
taxol Taxus brevifolia | antikancer Huang et al. 1997
6-methoxy- Linum album; antikancer Wink et al. 2005

podophyllotoxin

Linum persicum
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- Produkce proteinC v frichomech list tabdku
- Vyvoj pesticidU z proteinu z povrchu list0
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