Geny v biotechnologiich

Jak to vsechno zacalo?

Jan Smarda
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Zacalo to stvorenim

rekombinantni DNA

70. léta 20. stoleti

zapadni pobrezi USA:
Stanford, San Francisco
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Hlavni protagonisté

Paul Berg
(1926-2023)

Herbert Boyer
(*1936)

Stanley Cohen
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Virus jako dopravni
prostredek genu?

e Berg se v r. 1968 se vraci z rocniho pobytu na Salkové Ustavu
v La Jolla do Stanfordu

 ovlivnén virologem R. Dulbeccem se nove zaméruje na lidské
a zivocisné viry

Vize:
pomoci viru SV40 do lidské bunky , propasovat" cizi geny
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Proc SV40?

e modelovy virus eukaryotickych bunék po objevu kontaminovanych vakcin
proti detske obrne v 50. a 60. letech 20. stol.

 infikuje opici a lidské bunky a perzistuje v nich (latentni - spici infekce)

e dokaze mirumilovné koexistovat s infikovanou bunkou

-66



Cil: Specificka zména
genomu hostitelske bunky

Technické vyzvy:

e Jak otevrit kruznicovou DNA viru?

e Jak do ni zacClenit cizi gen?
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~DNA je jako traverza"

tvrdi ve své disertaci Peter Lobban, student Stanfordovy univerzity
e prisel z MIT a pracuje v laboratori sousedici s laboratori Berga

e podle jeho ,inzenyrskych" predstav Ize DNA libovolné opracovavat
a tvarovat jako ocelovou traverzu

o Griffith ji povaril a presto byla schopna transformovat bakterie
e jen je treba najit vhodné nastroje
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Kde najit nastroje
pro manipulaci s DNA?

e pro zacleneni genu do genomu viru SV40 je treba jeho DNA prerusit,
vlepit do ni cizi gen a zase spojit

e jako vhodné nastroje se jevi enzymy, ktere bakterie pfirozene
pouzivajl pro odstranovani cizorode DNA a udrzovani sve vlastni

e vSechny buriky maji ,sadu nastroju" pro opravovani poSkozené DNA:
nukleazy, DNA-polymerazy a DNA-ligazy
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Bakterie maji navic
cilené ,strihaci” enzymy

o restrikcni endonukleazy, protoze omezuji infekci virll — likviduji jejich
genetickou informaci

 rozeznavaji specifické sekvence nukleotidl v DNA, navazou se né€,
a prerusi chemické vazby, které udrzuji kostru DNA, takze se rozpadne
na kousky s urcitymi nukleotidy na koncich

e soucast restrikcne-modifikacniho systému bakterii, ktery slouzi jako
primitivni ,imunitni systém": likviduji DNA ,,nepratelskych“ patogenll

v
|

\
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Prinos Berga

e zkombinovani drivéjSich poznatk{ a jejich vzajemné propojeni
do logického sledu krokd:
— vystépeni genu restrikcni endonukleazou
— purifikace vzniklého fragmentu DNA

— spojeni s DNA viru ligazou

e nutnost opakované purifikace DNA na kolonach (pred i po plisobeni enzym()
— optimalizace reak¢nich podminek enzym(
— nepatrné vytézky
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Prinos Berga

. Bres technické potize se genom SV40 podari spojit s fragmentem DNA
akteriofaga lambda a tremi geny bakterie £. coli

e poprvé se v gedlne molekule DNA setkavaji geny z velmi evolucné vzdalenych
organizm{ (fag — virus — bakterie)

 vznika nova technologie s dalekosahlymi dlsledky: umoznuje geny
nove kombinovat, menit a prenaset mezi organismy!

e hybridni DNA Berg oznacuje jako , rekombinantni DNA"

DNA Fragment Vector Recombinant DNA
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Herbert Boyer

(*1936)

nastupuje jako asistent na UCSF v r. 1966

uz na stredni skole okouzlen moderni biologii
své siamské kocky pojmenovava Watson a Crick
zabyva se izolaci restrikénich enzym
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Seznameni s Cohenem

* Boyer se v listopadu 1972 na Havaji
ucastni konference zameérené
na genetiku bakterii

* vyslechne zde prednasku S. Cohena
(Stanford University) o nové objevenych
plazmidech v E. coli

e Stanley Cohen je odbornikem na praci
s plazmidy a jejich prenos do bakterii

* seznamuiji se

-58
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Spoluprace Boyer - Cohen

* optimalizace purifikace prislusnych enzymd, transformacnich
a selekcnich postupd

* Cohen objevuje moznost vyuziti plazmid{l nesoucich rezistencni geny
a antibiotik pro selekci transformovanych bakterii

e Berg jednotlivé kroky propoji a vznikne sled reakci: izolace plazmidu,
nastépeni plazmidu, smiseni s prislusnymi fragmenty DNA, jejich
spojeni ligaci, prenos do bakterii transformaci, selekce transformantd
rezistentnich na antibiotikum, jejich kultivace, ktera je zaroven
amplifikaci hybridni DNA

» zavedena technologie klonovani DNA - pouziva se dodnes
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Uspésny prenos gentl
mezi druhy

Proc. Nat. Acad. Sci. USA
Vol. 71, No. 5, pp. 1743-1747, May 1974

Replication and Transcription of Eukaryotic DNA in Escherichia coli
(restriction/plasmid/transformation/recombination/ribosomal DNA)

JOHN F. MORROW*tf, STANLEY N. COHENt, ANNIE C. Y. CHANGt, HERBERT W. BOYERS,

HOWARD M. GOODMANY, AND ROBERT B. HELLINGS§'

Departments of * Biochemistry and { Medicine, Stanford University School of Medicine, Stanford, California 94305; and
Departments of § Microbiology and Y Biochemistry and Biophysics, University of California, San Francisco, Calif. 94143

Communicated by Joshua Lederberg, January 4, 1974

* novinku zachycuji média a sdeluji ji laicke verejnosti

fppt.com



Vyznam?

* techniky klonovani DNA umoznuji experimentalne
manipulovat s geny a jejich prostrednictvim i s organismy

* spolecné s technikami sekvenovani prinasi klonovani DNA
prevrat v experimentalnich moznostech biologie




Genentech: zrozeni
biotechnologického primyslu

Koncem roku 1975 podnikatel Robert Swanson (28 let)
telefonuje Boyerovi a prosi o schlizku.

SYNTHETIC
r '.z: 'I'-! ;{
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Kdo je Robert Swanson?

e Ctenar popularné védeckych casopisti a milovnik sci-fi

 zacinajici podnikatel

* z médii se dovida o technologii rekombinantni DNA

* 0 biologii nevi skoro nic

 intuitivné citi, ze rekombinantni DNA ma komercni potencial

e potrebuje odbornika - spojence

* hleda kontakty

* nejprve vola Bergovi, ktery se s nim odmitne bavit

* pak Boyerovi, ten mu roztrzité prislibi 10 minut v patek odpoledne
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Schiizka Boyer - Swanson

- leden 1976 v laboratori Boyera mezi hromadami naptl zahnivajicich
bakterialnich misek a inkubatory v Medical Sciences Building, UCSF

- Boyer v dzinach a kozené vesticce, Swanson v obleku s kravatou
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Schiizka Boyer - Swanson

* Boyer Swansona nezna
* dozvida se, ze je to investor, ktery by rad zalozil spolecnhost zabyvajici
se rekombinantni DNA

* Boyer nevi, ze témér vsechny Swansonovy predchozi |nvest|ce
do start-upl byly neuspésné o T

e Swanson nema praci, bydli ve sdileném podnajmu,
jezdi v rozpadajicim se auté (Datsun)

* desetiminutova schiizka se natahuje na 3 hodiny
a pokracuje v nedalekém baru

 diskutuji o budoucnosti biologie a rekombinantni DNA
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Schiizka Boyer - Swanson

e Swanson navrhuje zrizeni spolecnosti, ktera by vyuzivala novych klonovacich
technik pro vyrobu lékd

* skepticky Boyer se nakonec se pro véc nadchne
* ma syna, kterému diagnostikovali potencialni ristovou poruchu
* moznost vyroby lidského rlistového hormonu by mu mohla pomoci

e po 3 pivech se dohodli: kazdy da 500 USD na pokryti naklad{ souvisejicich
se zrizenim nové spolecCnosti

e Swanson se obraci na svého byvalého zaméstnavatele — firmu Kleiner Perkins
s zadosti o 500 000 USD na investici do nové spolecnosti

* firma odsouhlasi 100 000 USD (investici povazuje za vysoce rizikovou,
ale presvédcuje ji Swansonovo nadseni)

{, KLEINER PERKINS
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Resi se nazev a prvni produkt

* prvni varianta nazvu ,,HerBob"
(z krestnich jmen Boyera a Swansona) zamitnuta

* prijat nazev Genentech (Genetic Engineering Technology)
* jako prvni produkt zvolen inzulin

* dosud se ziskava extrakci z vnitrnosti krav a prasat
(pul kila inzulinu z 3,5 tun slinivek)

 Slo by nahradit tuto zastaralou technologii genovymi manipulacemi?
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PFribéh slinivky bFisni

* nazev pancreas (pan=vse, kréas=maso) se objevuje uz ve spisech
Aristotelovych

* slavny staroveky Iékar Galén si vsima, Ze je tento organ je naplnén
sekretem a odhaduje, ze ma mechanickou zpevnovaci funkci polstare
— brani poskozeni vnitrnich organt pri ohybu téla, aby nedoslo k natlaceni
zaludku na krevni cévy proti pateri

* tuto funkci akceptuje i Vesalius o staleti pozdéji

* protestuje jen Gabriel Fallopius, biolog z Padovy (16. stol.):
“polstar za brichem nema smysl u zvirat chodicich po ctyrech nohach"
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Rozkryvani funkce slinivky

e 1642: Johan Wirsung (1589-1643), némecky patolog ptsobici v Padovée
provadi pitvu bricha obéseného zlocince

e pri pitvé mu pomaha i mlady asistent Moritz Hoffman
* Wirsung objevuje novinku: slinivkou probiha kanalek s vyvodem do streva

* funkce? Pancreas

Gallbladder ' ;
A " \

Bile duct

Pancreas

fppt.com 46



Vrazda
pri rozkryvani funkce slinivky

* rok po publikaci svého objevu, 22.8.1643,
je Wirsung pred svym domem v Padoveé zastrelen

* mozny motiv: Moritz Hoffman se dostal do ostrého
sporu se svym mentorem

e Hoffman tvrdi, Ze je to on, kdo Wirsungovi drive
ukazal vyvod slinivky u pokusného ptaka
a Wirsung pouzil Hoffman(v objev pro identifikaci
stejného kanalku u Cloveéka




Zkoumani pankreaticke
tekutiny

e 1848: francouzsky fyziolog Claude Bernard provadi zasadni experiment
e extrahuje tekutinu ze slinivky psa a pridava k ni kousek tuku
* objev: tekutina béhem 8 hodin tuk emulguje — rozlozi na malé Castice

e zaver: stavy vyluCovaneé slinivkou brisni rozkladaji tuky, ale také skroby
a bilkoviny — premenuji komplexni molekuly potravin na jednodussi,
stravitelné jednotky, tj. usnadnuji traveni
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Langerhansovy
ostrivky

Paul Langerhans studuje medicinu v Berliné

* jeho velkym vzorem je Rudolf Virchow,
se kterym se prateli jeho otec

* 1869: studuje slinivku mikroskopem
* nachazi bunky, které se lisi od ostatnich

Paul Langerhans

a vypadaji jako ostrlivky — funkce nejasna (1847-1888)
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Funkce
Langerhansovych ostruvku

* teSena o 20 let pozdeji (1889)
e chirurgové Oskar Minkowski a Josef von Mering

B ° odstranuji slinivku pokusnemu psovi

fppt.com -42



Vysledek?

* pes trpi silnou zizni a vymoci se na podlahu
* neni jasné, co to znamena

* po par dnech si asistent vSimne, ze v laboratori je plno much,
které se hemzi kolem psi moci seschlé do podoby lepivého sirupu

* vychazi najevo, ze mocC i krev tohoto psa jsou preplnéné cukrem
e diagnoza: silna cukrovka

-
Vi

ve slinivce musi byt obsazeny néjaky faktor,
ktery zodpovida za regulaci hladiny cukru v krvi

Dnes vime, ze

- Zizen je priznakem cukrovky

- pricinou je nedostatek inzulinu — vyssi hladina glukdzy v krvi — vice
glukodzy v moci — vyssi mira vylucovani vody moci — Castéjsi moceni



Objev inzulinu

e pozdeji objeveno, ze timto faktorem je hormon — protein,
ktery do krve sekretuji bunky Langerhansovych ostrivkd

e oznacuje se nejprve jako ,isletin®(/s/land protein) a pozdéji inzulin
e vr. 1921 extrahuji par miligramd isletinu American
Frederick Banting a Kanadan Charles Best

Charles Best  Frederick Banting

(1899-1978) (1891-1941)




Pribéh Bantinga

1920: Frederick Banting pracuje jako soukromy chirurg v Torontu,
jeho praxe je mala a nevydélecna

kvili svym dluh@m pfijima nabidku pracovni pozice demonstratora
— asistenta hlavniho lektora - na University of Toronto

v Fijnu 1920 si precte veédecky cClanek o cukrovce pozorované
u pacientl s onemocnénim slinivky brisni

autor zminuje, ze v pripadé degenerace Langerhansovych ostrlivkl
se objevuje cukrovka

Bantinga to zaujme: funkce ostriivkii nebyla znama,
je zde hypotéza, ze by mohla souviset s cukrovkou
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Rodi se
experimentalni koncept

* produkuje-li slinivka bunkami ostrlivkt do krve jiné latky nez kanalkem
do streva, je treba obé funkce oddélit

e podvazat slinivkové kanalky pst
* udrzet psy pri zivoté dokud bunky produkuijici latky do streva nezdegeneruji
e ostrivky by mély zlstat funkéni

* 7 nich izolovat produkované latky

otestovat, zda jsou schopny snizovat obsah cukru v moci
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Reakce séfa

e Banting jde za nadrizenym
- velmi respektovanym profesorem
v oblasti metabolismu cukrli Johnem Macleodem

* ten nejistému mladému chirurgovi bez zkusenosti ve védé moc neveri

* nakonec souhlasi, ze Bantingovi umozni provedeni experimentu
na nékolika psech v jeho laboratori a povéri jednoho ze svych dvou studentd,
aby mu pomohl: hodi si minci, vyhrava Charles Best




Experiment

e princip jednoduchy
e provedeni velice obtizné

léeto 2021: nedostateCné vybavena laborator ve vrchnim patre LF
pod dehtovou stfechou (vedro, obtizné zajiStovani sterility zakrok()

1. skupina psi: chirurgické sesiti vyvodt slinivky, aby odumrely buriky
produkujici tekutiny do strev a nikoliv bunky ostrivkd

2. skupina psii: odstranéni celych slinivek: eliminace veskerych stav
produkovanych slinivkou, aby po preneseni stav z ostrlivkd z prvni skupiny
. Mohli definovat jejich funkci
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Vysledek

* prvni pokusy neuspésné

* prvni pes nepreziva prilis vysokou davku anestetika
e druhy pes vykrvaci
* treti pojde na infekci

 trvalo nékolik pokusl nez Banting a Best dokazali psa udrzet pri zivoté
dostatecné dlouho, aby mohla byt dokoncena prvni faze experimentu
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Vysledek

* konec léta: pokusny pes s odstranénou celou slinivkou

e podle ocekavani se u néj objevuje mirna cukrovka s hladinami cukru
v krvi na cca dvojnasobku hladiny normalni

* homogenizace slinivky psa s neporusenymi ostrtivky
» extrahovana tekutina aplikovana psovi s cukrovkou

* 0 hodinu pozdéji se jeho hladina cukru normalizuje

* pokus nékolikrat opakuiji: zacinaji si byt jisti, ze ostriivkové buriky
vylucuji néco, co zplsobuje pokles krevniho cukru

tuto hypotetickou latku oznacuiji isletin

.34
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Isletin je nestabilni

* Macleod zacina vérit, ze B+B objevili naco podstatného a na jejich projekt
pridéluje dalsiho védce: Jamese Collipa — biochemika — specialistu
na extrakce latek

* jeho ukolem je zajistit UcCinnou purifikaci aktivni latky
z extraktl slinivky

e Collip pracuje z litry rozemletého pankreatického
kalu a snazi se najit a zakoncentrovat latku,
zodpovédnou za snizovani krevniho cukru

» kritické je otestovani jeji ucinnosti
na Cloveku s cukrovkou
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Prvni klinické pouZiti inzulinu

e v lednu 1922 v Torontské nemocnici na cukrovku pomalu umira 14-ti lety

Leonard Thompson
* v té dobé jde o nemoc, na kterou neexistuje lek
e pacient ma tézkou cukrovku
e jeho moc pretéka cukrem
* télo je poznamenané kachexii
* upada do komatu a zase se z n€j probouzi

* 11.1.1922 je chlapci injekcné aplikovan extrakt
isletinu pripraveny Bantingem (29 let)
a Bestem (23 let)

jen velmi mirna, témér nezjistitelna reakce

LEONARD THOMPSON
First patient to receive msulin in
Toronio
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Prvni klinické pouziti inzulinu™
e B+B jsou zklamani

* Collip vsak postupuje vpred a dari se mu ziskavat stale Cistéjsi extrakty

e 23.1.1922 Thomson dostava dalsi injekci, tentokrat vysoce precistenym
extraktem

* UCinek je okamzity

e cukr v krvi dramaticky klesa, mizi i z moci

* pacient se probouzi v mnohem lepSim stavu (umira o 13 let pozdé€ji
na tuberkulozu)
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Spory misto spoluprace

e Banting potfebuje pro lIé¢bu dalSich pacientll vétSi mnozstvi extraktu
e Collip ale odmita poskytnout purifikacni protokol!

* nervozni Banting chyta Collipa pod krkem a vyhrozuje, ze ho zabije
* zasahuje Best a odtrhne je od sebe

* dosazeno krehké priméri: univerzita ziskava licenci na purifikovanou
latku a zfizuje laborator na jeji pripravu pro dalsi pacienty

* rozsahla klinicka studie potvrzuje uUspéch: hladina cukru u pacientl
s cukrovkou aplikaci této latky dramaticky klesa!
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Pribéeh Bantinga

vyléceni cukrovky nalezité oslavovano v médiich

fppt.com



Pribéh Bantinga

John Macleod
(1876-1935)

* nadrizeny Bantinga, prof. Macleod, referuje o objevu B+B
v |été 1922 na konferenci ve Washingtonu

e poprvé zde uziva termin inzulin a dostava se mu ovaci ve stoje

e 1923: Banting a Macleod ziskavaji Nobelovu cenu za fyziologii
a medicinu

* Banting je zklaman z toho, ze Nobelovu cenu neziskal kolega Best

* dle Bantinga byl Macleod(lv prispévek relativné maly
(poskytl sponzorstvi, laboratorni prostor, pokusné psy a dva asistenty)

* uvazuje o neprijeti ceny
* nakonec ji prijima a rozdéluje si financni odmeénu 40 000 $ s Bestem
Macleod zase polovinu odmeény veénuje Collipovi
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Pribéh Bantinga

vyrobni postup pro ziskavani inzulinu poskytuje zdarma,
takze se jiz v r. 1925 vyrabi v 17 zemich svéta

world diabetes day

-

ﬁ “INSULIN DOES NOT

. BELONG TO ME.
IT BELONGS TO

F? THE WORLD."

‘ Bl B

Celebrating the Birthday of Sir Fredrick Banting
Discoverer of Insulin
Gift of Life to People with Diabetes since 1921

fppt.com



Pribéh Bantinga

v r. 1924 se zeni s laborantkou Marion Robertsonovou
* rozvod v r. 1932 se silné probira tiskem
* umira pri letecké havarii v r. 1941

fppt.com



Funguje to, ale...!

e zacatek 20. let: po injekci purifikovaného inzulinu se pacientfim s cukrovkou
rychle upravuje hladina krevniho cukru (mizi ziznivost, potfeba moceni)

e s hormonem se ale pracuje tézko: je nerozpustny, citlivy na teplotu,
nestabilni, obtizné ziskatelny

e jsou potreba vagény zmrazenych pankreatl: 3500 kg z 24 000 ks prasat
a hovéziho dobytka na 0,5 kg inzulinu

e vyrobce Eli Lilly na rocni produkci pro pokryti narokl trhu v USA
potrebuje slinivky z 56 miliond ks zvirat
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Struktura inzulinu

* Fred Sanger, University of Cambridge, 1953:
popisuje aminokyselinovou strukturu inzulinu

* tvori jej jeden vétsi a jeden mensi retézec,
které jsou spojené chemickymi vazbami

e (G
== Chain B
qa‘lf 30 amino acids g
‘€ys' i
3 > )
) . {

# Chain A
f;lj 21 amino acids "+

Gin




Boyertv plan syntéezy inzuli

fppt.com

gen kddujici inzulin neni k dispozici " GE NETlC Cth
Z aminokyselinove struktury proteinu oS
Ize odvodit strukturu genu

inzulinovy gen ma byt uméle
nasyntetizovan - jeden nukleotid
za druhym

kdyz se nasyntetizované geny

pro maly a velky retézec prenesou
do bakterii, mély by se exprimovat
a vytvorit proteiny

pak staci oba proteiny z bakterii
purifikovat a chemicky spojit

W v GENI CHAIN GEF
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Drobny odklad

- Boyer si netroufa novou metodou pustit rovnou do pripravy inzulinu

« pro otestovani postupu zvolen mensi a jednodussi hormon — somatostatin
(14 AA)

« maly komercni potencial
- Swanson tento plan kritizuje, prosazuje primou syntézu inzulinu

Somatostatin
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Syntéza somatostatinu

e 1977: gen uspesne syntetizovan Genentechem v pronajatych prostorach
UCSF dvéma najatymi chemiky z nemocnice City of Hope (Los Angeles)

* nasyntetizovany gen pro somatostatin zaclenén do plazmidu

* plazmid prenesen do bakterii transformaci
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Syntéza somatostatinu

e v cervnu 1977 se Boyer a Swanson setkavaji, aby byli spolecneé svedky
oCekavaného zjeveni somatostatinu v bakteriich

e zklamani, pritomnost somatostatinu neprokazana!

* Swanson kolabuje a konci na pohotovosti s akutnimi Zalude¢nimi
problémy

* Boyer a ostatni se zotavuiji kavou a hledaji pri¢iny neuspéchu:
mozna somatostatin podléha degradaci bakterialnimi enzymy?
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Uprava postupu

* spojeni genu pro lidsky somatostatin s jinym bakterialnim genem

e prenos vzniklého fuzovaného genu do bakterii, aby jeho expresi vznikla
proteinova chiméra

* po purifikaci této chiméry by se somatostatin uméle odstépil
od svého nosice

* srpen 1977: uspésné ziskani somatostatinu!

e okamzité se prechazi na inzulin
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Uspéch Genentechu

e v kvétnu 1978 Uspésné dokoncena syntéza dvou inzulinovych retézct

* prenos do bakterii, aby je exprimovaly *'““ - e ﬁ
\v4 . = - (V4 l\\\\-»,_ //
* v cervenci jejich produkty z bakteri A
purifikovany P l R i N
| ) L S

e zacCatkem srpna oddéleni
od pomocnych bakteridlnich nosici

21.8.1978 vecer jsou inzulinové retézce
Uspesne spojeny
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Zrozeni
rekombinantniho inzulinu

* v zari 1978 si Genentech patentuje zplsob pripravy inzulinu
zalozeny na rekombinantni DNA a produkci rekombinantniho
produktu v mikroorganismu

* jeden z nejlukrativnéjsich -
patentt v historii technologii

fppt.com B — 1 -16



Do povedomi verejnosti
novou technologii privadi AIDS

duben 1982: Ken Horne, baletni tanecnik v San Francisku navstévuje
dermatologa a stézuje si na zvlastni potize (slabost, kasel, prljem,
hubnuti a divny pocit ve svalech, modrofialové skvrny na kdzi)

lymfatické uzliny oteklé & ciry S T WP

FOR THOSE WHO HAVE DiED FROM AIDS

mezi kvétnem a srpnem 1982 se v USA objevuiji
dalsi pripady

MONDAY

™ FUNE
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Do povédomi vefejnosti @00
novou technologii privadi AIDS

- Ufad pro kontrolu nemoci v Atlanté zaznamenava neobvykle vysokou
poptavku po pentamidinu, ktery se pouziva pro lécbu zapalu plic
vyvolaného bakterii Pneumocystis

- takova infekce je velmi vzacna a tyka se obvykle pacientt s rakovinou
— s oslabenym imunitnim systémem

- tito novi pacienti jsou ale mladi a az dosud zdravi

e U Hornea mezitim diagnostikovan Kaposiho sarkom,
pomalu rostouci kozni nador, pripominajici materské znaménko

- v tomto a dalSich pripadech —
ale $lo o rychle rostouci agresivni nadory |

Casty vyskyt u homosexuall

14




GRID/AIDS

« gay-related immune deficiency (GRID)
novinari novou nemoc oznacuji mor homosexualt
- pozdéji prejmenovana na AIDS
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AIDS a hemofilie

v zafi 1982 se nemoc objevuje u pacientt s hemofilii A — geneticky
podminénou poruchou srazlivosti krve

plvodcem hemofilie je mutace v genu kddujicim faktor VIII pro srazeni krve

hemofilici po staleti zili v obavé z krvaceni

od poloviny 70. let 20. stoleti se k |écbé pouzival faktor V
- zakoncentrovany z tisict litrQ lidské krve tisic darct

nasledné se u nich Casto objevi kolaps imunitniho systému jako u AIDS

podezreni, ze prenos AIDS na hemofiliky je dlsledkem kontaminace
krve/faktoru VIII neznamym virem
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AIDS a Genentech

- 1983: navrh pripravit faktor VIII stejnym zplsobem jako inzulin
a tim se vyhnout riziku kontaminace virem

- velikosti proteind:
» somatostatin -14 AK
* inzulin - 51 AK
 faktor VIII — 2350 AK

« gen pro faktor VIII nelze chemicky syntetizovat — je prilis velky

- nutna Uprava technologie — gen musi byt izolovan z lidskych bunék
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Problem prerusovanych ge

- lidské geny jsou bézné prerusovany nekodujicimi Useky (introny)
- jsou tak velké, Ze je nelze klonovat v plazmidech

Structure of a Gane

Ewon | Exon 2 Exan 3 Exon 4
Promaoter | I intron 1 1 Enfron 2 1 Intron 3
“Wh A _ﬂﬂh
Gena (ONA)
l Transcription
Primary transcript (RNA)

Matwre transcript (mRNA) D —
‘ Protemn synthess
Protein AFFIIFFD
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Jak se zbavit intronu?

Tom Maniatis: prepsat sestrizenou mRNA zpét
do DNA reverzni transkripci

Tom Maniatis
(*1943)

Transcription Translation
Replication DNA » RNA p Protein

REVERSE TRANSCRIPTION
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Klonovani faktoru VIII

léto 1983: Genentech purifikuje gen pro faktor VIII
prosinec 1983: gen Uspesné vlozen do plazmidu

rekombinantni plazmid prenesen do bunék odvozenych z vajecnik{l krecka
(schopnych syntetizovat velka mnozstvi protein()

leden 1984: v kultivacnim médiu téchto bunék se poprveé objevuje faktor VIII

duben 1984: faktor VIII Uspésné purifikovan (ve zkumavce, bez kontaminace
krvi)



Prvni klinicky pokus

brezen 1987: hematolog Gilbert White poprvé Uspésné aplikuje rekombinantni

faktor VIII izolovany z krecCich bunék v Center for Thrombosis v Severni Karoliné
pacientovi s hemofilii

fppt.com



Prvni klinicky pokus

pro hemofiliky je novy lék skveélou ochranou pred AIDS
a rychle se mezi nimi Siri

mezi dubnem 1984 a breznem 1985, kdy se zavedl u krve urcené
k transfuzi prvni test na virovou kontaminaci, neméli hemofilici
moc moznosti: bud’ riziko vykrvaceni nebo riziko infekce HIV

postup klonovani gendl v bakteriich a produkce proteinl v kreccich burikach
se ukazal byt velmi bezpecnym pro pouziti u lidi




Nova technologie pripravy léka

- prudky rozvoj, revoluce ve farmaceutickém priimyslu, ohromné zisky
« 1982: Genentech zacina s vyrobou rlstového hormonu
- 1986: klonovani interferonu alfa pro léCbu onemocnéni krve

- 1987: Genentech vyrabi rekombinantni protein TPA, ktery rozpousti srazeniny
v krvi souvisejici s infarkty a mrtvicemi

- 1990: priprava vakciny proti hepatitidé B

 prosinec 1990: vetSinu akcii Genentechu kupuje Roche Pharmaceuticals
za $ 2,1 miliardy, Swanson rezignuje na séfa exekutivy

« 1991: Boyer rezignuje na pozici viceprezidenta




STEVE RORTHLP ."Ell...ﬁf I ATAR
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Genentech dnes

2001: Genentech se rozrdsta a tvori
nejvetsi biotechnologicky komplex na svete

fppt.com ) - L -3






Epilog
« odhaleni sochy pripominajici prvni setkani s Boyerem
se Robert Swanson nedozil

« 6.12. 1999 umira ve svém domé par kilometrt od kampusu
Genentechu na nador mozku glioblastoma multiforme




