Molekuldrni farmareni

David Honys

Ustav experimentdlni botaniky AV CR, v. v. i.

L

Molekularni farmareni ...

“Transgenic nonfood GM plant farming or
biopharming”

... metoda integrace cizorodych genl do

rostlinnych organismd

... termin pro nové pouzZiti transgennich rostlin
(nikoli Zivocicht) k produkci komeréné
zajimavych bilkovin (nesouvisejicich s obzivou)

... medicinské a ostatni (technické, nemedicinské)
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Molekulérni farmareni
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Jedlé vakeiny

Molecular Farming 3
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Farmaceuticky a promyslové vyuZzitelné bilkoviny

PRODUCT

Enzymy

' Ristovy hrmon
\ / / sematetropn
«~—— Molekuldarni farmareni o

’
a
Technické bilkoviny \
pavouéi vldkna

Hormony

inzulin

Candidate Antigen

Produkty pro vyzkum
GUS, avidin

Administer by Eating Immunogenicity Test Transgenic Plants

Krevni produkty Protilatky
antikoagulanty IgA

NEXGEN®

THE SCIENCE

HSA, hirudin
Vakeiny

hepatitis B, vzteklina
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Produkce avidinu
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Centrélni dogma molekulérni biologie
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Systémy pro produkci bilkovin

* Nebunééné (in vitro) systémy

* in vitro transkripce/translace
* Chemickd syntéza bilkovin
* Bunécné systémy

* Bunééné kultury
* Bakteridlni, kvasinkové, savéi, hmyzi, rostlinné

* Celé organismy

* Transgenni Zivolichové

* Transgenni rostliny
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Idedlni hostitelsky expresni systém - 222

*  Rychlost

* Provozni néklady

* Kapitdlové ndklady

* Biologickd aktivita produktd
*  Posttranslaéni modifikace

* Bezpeénost (GRAS status)

e Rozsifitelnost, mira/
flexibilita produkce

* Nebunééné (in vitro) systémy
* in vitro transkripce/translace

* Chemické syntéza bilkovin

Biologickd aktivita bilkovin: posttranslaéni modifikace
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Nevyhody in vitro systému

* Vysoké néklady

* Malé vytéZnost (ug-mg)

* Obtiznd syntéza velkych bilkovin

* Rada bilkovin postradd biologickou aktivitu
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Porovndni expresnich systémo - produkce lidskych bilkovin
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Systémy pro produkci bilkovin

* Bunécné systémy
* Bunééné kultury
* Bakteridlni, kvasinkové, savéi, hmyzi, rostlinné
* Celé organismy
* Transgenni Zivolichové

* Transgenni rostliny
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Porovnédni expresnich systémd - ¢asové ndroky

Microbial
systems

Plant systems

Animal systems

Cas [roky]
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Microbial Animal Transgenic  pjant cells Transient ~ Transgenic  Virus-infected
cells cells animals plants plants plants
. X —
Transformation 100 mg 10 g pure protein Pre-clinical studies GMP
to first protein pure protein { ysi Process d p ion/p

Twyman et al., 2003
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Prokcryotc Kvasinky (S. cerevisiae)
Neijlépe charakterizovany systém Posttranslaéni modifikace bilkovin
Rychld, vysoké produkce (100-1500 mg/I)

Neexistuje idedlni produkéni systém
§

Celkem vysoké produkce (100-200 mg/I)

Kvasinky (Pichia pastoris)
Posttranslaéni modifikace bilkovin

>40% produkce

v baktériich a kvasinkdach

Vysoka produkce (az 6.4 g/I)
| Minimalizace degradace produktu v médiu

Transgenni Zivo&ichové
Posttranslaéni modifikace bilkovin,
Standardni produkce

Savéi bunééné kultury
Posttranslaéni modifikace bilkovin, savéi glykosylace
Standardni produkce 1-3 g/I

1 rostlina tabdku
vyprodukuje vice
rekombinantnich
bilkovin nez 300|

fermentor E. coli
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Molekularni farmafeni - rostliny

Jak exprimovat geny v rostlindch?

Gen kédujici rekombinantni bilkovinu

/ N\

Transientni exprese Stabilni exprese

Y\

Virové Transformace Transformace
vektory jader plastidd
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“Nizsi” rostliny

- Bunééné kul
unecne kultur
Bioreaktory/ /

Olejniny _

Lusténiny
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Pro& zvolit jednodélozné rostliny - obilniny2

Targetting produktu

Semeno

Endosperm, embryo, aleuronové vrstva
Specifické skladovaci kompartmenty -

proteinové t&liska (protein bodies),

zasobni vakuoly (storage vacuoles)

GRAS status

“Generally regarded as safe”

Funguijici

infrastruktura
Produkce i zpracovéni

Skladovani

Stabilita produktd

Transformace
... celkem fungujici

Mira produkce

Vyjimeéné snadnd regulace

produkce

Vytéznost

Vysoké mira akumulace
rekombinantnich bilkovin
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Pro¢ zvolit dvoudélozné rostliny?

GRAS status

“Generally regarded as safe”

Jedlé vakciny  Transplastomika
Plody, Transformace plastido
kofeny, listy

Mira produkce Transientni exprese
Regulace produkce Flexibilita, vytéZnost,
Vytéznost bezpeénost

Obrovskd variabilita
systémo Transformace
Velice dobfe zvlddnutd

vy 2

Rostliny, bun&éné kultury
Targetting produktu
Downstream aplikace na miru
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Pfiklady rekombinantnich bilkovin a produkénich systém(

Systém  Kompartment  Bilkovina Aplikace Hostitel Exprese Spoleénost
HBsAg hepatitida B brambor 0.007% TSP AltaGen
. .. CropTech, Medicago Inc.,
Cytosol kolagen tabdk 1 mg/g susiny e raeatti s
scfv, h‘;”"""d" hepatitida B ! 0.032% TSP PlantGenix
Vakuola slgA/G i logi leno d
Celd rostlina
scFy, kutinasa 1% TSP
ER i logi tabdk Novoplant
scFv, ABA 6.8% TSP
1gG1 1.3% ISP
Apoplast i logi tabdk Epicyte Pharmaceutical
19G1, Fab 13% ISP
avidin vyzkum, diagnostika kukufice 6% TSP ProdiGene

Semeno . )
hirudin antikoagulant fepka 1% FW Seml?hoSys, M?”s'em /
erapeutics

Specificky orgdn Hliza scFv, oxalozon imunologie brambor 2% TSP Meristem Therapeutics
Kofen IgM, RKN imunologie 0.003% TSP -
Plod RSV-F protein k hiolitid d !




Neékolik rekordy ...

Bilkovina Hostitel Rok KomentdaF
Lidské farmaceutické bilkoviny
& . tabdk, 1. lidské bilkovina exprimované v rostliné (fize s nos genem Agrobacteria),
Rl sluneénice 85,2000 pozdéiji 1. lidska bilkovina exprimovand v chloroplastu (7% TSP)

Lidsky sérovy albumin

1. velk lidské bilkovina exprimovand v rostling, nizkd jaderné exprese (0.1% TSP),

jebikabranbog 122052008 vysoké v chloroplastech (11% TSP)

o-interferon ryze, tufin 1994 1. lidské far icka bilk produk G v ryzi
erythropoietin tabak 1995 1. lidské bilkovina produk G v bunééné suspenzi tabdku
Lidské sekretované alkalicka . ) N . PP
fosfatasa (SEAP) tabdk 1999, 2000 | 1. bilkovina produkovand sekreci z kofend a listd
ol-antitrypsin ryze 1999 1. pouziti ryZové suspenzni kultury pro molekularni farmafeni

1. lidského polymeru strukturniho proteinu v rostling, spravnd modifikace diky

kolagen tabék 2000 kotransformaci a nésledné koexpresi modifikujictho enzymu
aprotinin kukufice 2002 1. lidské farmaceutické bilkovina produkovand v kukufici
Rekombinantni protilatky
1gG1 tabdk 1989 1. protildtka produkované v rostling, kfizeni linii exprimujicich tézky a lehky fetézec
19G (HSV) séja 1998 | 1. lidska far icka bilkovina produkované v séii
LSC (HSV) Chlamydomonas 2003 1. priklad molekulérniho farmareni v Faséch

Rekombinantni vakeiny

Plastovy protein viru hepatitidy B

tabak 1992 1. iaIni vakcina produk G v rostling, treti rostlinné vakcina v klinickych testech

Glykoprotein viru vztekliny

duk I

rajce 1995 . piklad jedlé vakeiny p: é v jedlém pletivu

Tepelné labilni enterotoxin z E. coli

tabék, brambor 1998 . rostlinné vakeina v klinickych testech

Diabetes autoantigen

. rostlinné vakeina proti autoimunitni chorob&

Cholera toxin, podj. B

tabdk, brambor 1997
1. ialni vakcina expri G v chl I h

tabék, brambor 2001 P P

VENTRULA BIOSCIENC

Ma 2003 S - :
Predndska B150P88: BAGIR, KFR PFF UK, David Honys

Expresni jednotka

Pfiklady rostlinnych druhd a je vyuZivaijicich firem
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DNA konstrukt -> design

Promotor

Terminétor

Kéduijici sekvence

Promotor
Rozpoznatelny hostitelskym systémem (CaMV 358)
Konstitutivni &i tkériové specificky
Silny promotor -> vysoké mira exprese

Kéduijici sekvence (ORF)
cDNA ¢& genomovd DNA
Optimalizace kodond

Terminator
Rozpoznatelny hostitelskym systémem
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DNA konstrukt

Kéduijici sekvence

(a)N+O'—>O

DNA fragment

Vector Recombinant
vector
(®)
o+ — X
Recombinant n c§
vector E. coli 3
>3
@
+ +
Antibiotic Antibiotic

E. coli without
vectors dies

E. coli with
vectors proliferates

pDrive Cloning Vector
3.85kb

7 promotor
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Expresni klon, transformace rostlin

DNA konstrukt

Promotor Kéduijici sekvence Termindtor

Hinaif (1)
Saci (12793 | Apat(125)
p35S \ ] ol

Spel (11728) _Aser(32n)
a1 [ sium
Fori(12rg ) T Ecorian
ccdB . EgIpER
~Spel(t40)
anR2 Xbal (1407
Sacil (10008) T358
T358 Hindilf (1636)
sty @770) 1 RB
::::::rf' pKTWG2D, 1
T 12754 bp

Sacif (9619) 1}

Bindrni vektor

i (4590)
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Zvy3eni akumulace produktu - optimalizace exprese

Znaéeni transgennich rostlin

Selekéni markery
Selekce transformovanych rostlin

Viditelné markery
Rozpozndni rostlin nebo jejich &asti
exprimujicich transgen

sect (12799 anal (129
55 oo

Cerveny fluorescenéni protein (dsRed)

X Y74 ¥

- st
- -

133 L5T
kukuFice 2 f-‘

-
S

2
-

L " 4

8 20 &

12794 bp

viditelné svétlo fluorescence,
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Zesileni transkripce
Silny promotor,

Optimalizace transgenu
aktivni v pfislusném druhu a pletivu

Optimalizace genovych sekvenci

" ou

“codon usage”, “codon bias”

Stabilizace transkriptu
Polyadenylaéni signdl
Odstranéni destabilizaénich sekvenci (3UTR)
Pridéni stabilizaznich sekvenci (T35S)
Odstranéni/pfidani intrond

Suprese RNA silencingu
Koexprese supresoru PTGS s transgenem
(protein TBSV p19)

Zesileni translace
Uprava 5'UTR oblasti (Q-leader)

. . Optimalizace sekundérni struktury transkriptu
“Protein targetting”

Akumulace produktu v pFisluinych
kompartmentech
Posttranslaéni modifikace

Vybér vhodného hostitel

cnost, cenq, ...
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Lokalizace exprese transgenu - vybér promotoru

Konstitutivni exprese

Promotor Kédujici sekvence Terminétor

\

CaMyV 35S Ubi-1

Aktivita: Aktivita:

Ubiquitin-1, kukufice

“Intron-mediated enhancement”

dvoudélozné Optimalizace aktivity pFitomnosti

jednodélozné

v intrond z gend jednodé&loznych
x (Adh1, Sh1, Ubil, Actl)

jednodélozné

Zesileni translace: Aktivita:

transla&ni zesilovaé omega dvoudélozné > jednodélozné
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Lokalizace exprese transgenu - promotor
Promofor |  Specifické exprese
Aleuronové vrstva:

HvLTP2
(jeémen, aktivni v ryzi)

Endosperm:

W8 zein (kukuFice)
ADP-glukosa pyrofosforylasa,
mald podjednotka (ryze)
glutelin-1 (ryze) Embryo:

D hordein (jeémen) globulin-1 (kukufice)

hotl

-

endosperm —

ombryo

redicel
o Bomer solk
glume
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Kukufice (Zea mays)

Prvni a dlouho jedind komeréné vyuzZivané obilnina
Vysoky podil endospermu (82%)
Vysoky obsah bilkovin v obilkdch (10%)
Vysoky vynos zrn (8,3 tun / ha / rok)
Nejvyssi vynos rekombinantnich bilkovin na hektar

Vyfesend transformace

Vysoka stabilita aktivnich bilkovin (3 mésice v -29 az +10 °C)

GRAS status, absence toxickych latek - jedlé vakeiny, humanni i veterindrni

Vétrospraind plodina - problém se $ifenim transgend prostiednictvim pylu

Diagnostické bilkoviny - avidin a GUS
Farmaceutické, technické bilkoviny - protilatky, vakciny, enzymy .

Veterinérni farmaka - TGEV (ransmissble gastrosnteriis vins) Spike protein

Prednaska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Tabdk (Nicotiana tabacum)

Modelové rostling, historicky prvni
Vyfedend transformace, regenerace
Velké biomasa (100 tun listd / ha / rok)

Neni potravina

Vysoky obsah alkaloidd - prodrazuje purifikaci

Heterogenni glykosylace

Tabdk (Nicotiana benthamiana)

Transientni exprese
Podporuje systémovou replikaci Fady vird:
1) Transientni exprese virovych vektord (TMV, PVX)

2) Produkce protilétek proti rostlinnym virom

Prednéska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Vynosnost jednodéloz

°, 2 g/kg o
Promotor UbiT, targeting do sekrecni dréhy, ’

akumulace v mezibunééném prostoru

99 5 % snlzenl naklado

Seeea”
- . \' @ 5
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Jeémen (Hordeum vulgare)

RyZe (Oryza sativa)

Vysoky podil endospermu (90%)

Niz3i, ale stéle vysoky vynos zrn (6,6 tun / ha / rok) y Vysoky obsah bilkovin v obilkéch (13%)
AR ) Q 3 Nizké néklady

Nizsi, ale stéle vysoky obsah bilkovin v obilkéch (8%) i ,
i’/(gﬂ N4 LA L Slibné exprese transgent (celuldza - 1.5% TSP)

Vy$si vynosy na jednotku biomasy i nez tabak
Samospra$nd plodina - redukce probému $ifeni transgend prostrednictvim pylu
Osekvenovany genom, vyfedend transformace, GRAS status Samospras$né plodina - redukce problému Sifeni transgend prostiednictvim pylu

Farmaceutické bilkoviny - protilétky, a-interferon, o
laktoferrin, lysozym, cedrovy pylovy alergen

Enzymy: glukandza, xylandza, celuldza

Mirn& dra3 produkce Farmaka: laktoferrin, lysozym

Aktudlni problém - exprese transgenu (hGM-CSF)
aktivuje ubikvitin/26S proteasomovou drdhu

Slozit&jsi transformace

-
MALTAJELL GENQ@BF VENTRIA BIOSC
e —

Promotor
Vysoky obsah bilkovin v obilkéch (12%)
Nizké néklady

GUS, HSA

Rubisco
8xSSU (rbcS) + 8xLSU (rbcl)
30-50% bilkovin syntetizovanych

de novo v kligicich semenech Fepky

UspoFdadani reaktoru
10l reaktor - 400-800 g semen
Kligici médium - voda
Probublavani vzduchu
Kultivace 48-96 hodin,
tj. 90 dévek/rok

Slabé exprese transgenl

Niz3i vynos zrn (2,8 tun / ha / rok) Optimalizace podminek
Trvalé svétlo

Mirné zvyseni teploty (25-30°C)

Fytohormony - auxiny, cytokininy
o Snizeni endogenni exprese:

Vyfeznosf represe exprese chloroplastového genomu

(antibiotika)
max. 5% celkovych bilkovin Snizeni exprese Rubisca:
0.5-1.5 g/ 1 kg semen antisense rbcS mRNA,

Upscalling: 90 davek/rok

1000-2000I reaktor - 9 tun semen
405-1215 kg / reaktor / rok

Zésobni bilkoviny:
legumin

UniCrop (Helsinky)
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Repkq (BFGSSiCG nC’pUS) Rapeseed/Canola

Vysoky obsah bilkovin v semenech (25%)

Olejova téliska - targeting produktd, fize s oleosinem
Nizké néklady na purifikaci

Kli¢eni semen v bioreaktorech - UniCrop (Helsinky)

Produkty - hirudin z pijavic Hirudonmedicinalis (1%TSP), xylandza,

Pfednéska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Sekreéni drdha - akumulace v ER

Lokalizace v ER
Akumulace v ER N-terminélni signélni peptid
Interakce s mol. chaperonem BiP (15-30 hydrofébnich AA)
Zabaleni bl'lkoviny Kotranslaéni lokalizace, SRP

Posttranslaéni modifikace

Re9-2

=

3 s

Retence v ER
C-termindlni signdl (H/KDEL)

Dalsi 2-10 x zvy3eni akumulace

Sekrece produkiu do média

Sekrece produktu do apoplastu
Akumulace ve vakuole
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Protein targetting

endoplasmatické
retikulum

cytosol

oleosom

plastidy vakuola
Ovlivnéni stability,
biologické aktivity a vynosu

Spravné

——— posttranslaéni modifikace
Zdravi, preziti

sekreéni dréha > apoplast

35 2 m apoplast leaf
3 20 B ER leaf
s % %ER seed
§ 2
= 20
§ -
g 10 e
8 %
L é
01 0109 15 13 /
04— — V72 7 -

Rice Wheat Tobacco Pea

. , . Cj umulace profilatky scFv 784.66
S /yh kompartmentech
Glykosylace

Prednéska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

... = N-glykosylace ...

Mammals

BRARABAIISAS

-3 |

ARARE
ti¥

@pm.in © GikNAc @ Man @ NeuAc ©Br4aGal T pr2xy

™ a13fuc @ albtuc S.Lmisa B

Pfedndska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys



«(1,6)

galaktosa
kyselina sialové

“Humanisace” glykanové struktury

B(1.4)
B(1.4) B(1 4)
Protein
B(1.2) i of1,9)
| [] GleNAc & Gal © NeuAC O Man O Xyl /\ Fuc

... chybi . ,
\ . ... |€ navic

fucosa U rostlin a I
a(1,3)-fucosa

B(1,2)xylo

Pfednéska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

regular

moss N-glycan  antibody N-glycan ~ moss N-glycan

( )
DY DA “Humanisace” glykanové struktury
a(1,3)-fukosyltransterasa, B(1,2)-xylosyliransferasa
0 cenac ... inhibice/delece
F EEL% inseréni mutagenese (Arabidopsis)

RNAi (Lemna minor, Medicago sativa)

sy ey b g homologni rekombinace (Physcomitrella patens)

Problém: kyselina sialova
(kys. N-acetylneuraminovd, NANA)

B(1,4)-galaktosyltransferasa ... inserce
inseréni mutagenese (Arabidopsis)
homologni rekombinace (Physcomitrella patens)

GlycoWord|

Straled] UDP-GIcNAC

Protostomia Deuterostomia |
Vertebrata ManNAc UDP-GIcNAc2 epimerase/ManNAc kinase

Gram-negatire
Gram-positire
Cyanobactiria

Protochordats,
Arthoropoda
Nollusca ManNXe_6_p
SN (- PEaPn -6~
Loty \lNeuSAcS—Phospha(e synthase

Neu5Ac-9-P
Neu5Ac9-Phosphate phosphatase

plathelminthes.

coclenterata

§| NeuSAc
: cTp {CMP NeuSAc synthetase
£ -
rehae g cMP-Neusac CMPoNeuSAc hydroxylase cyp Neusce
Bacteria bacterial| protozoa Animal Plant || Fungi Sialytransferases Sialytransferases
Bacteria Archaea Eukarya NeuS5Ac-glycoconjugates Neu5Gc-glycoconjugates

Stav: simultanni exprese viech enzymi v jednom expresnim systému ...
GoldenBraid - CRISPR/Cas?

Prednaska B150P88: BAGIR, KFR PfF UK, David Honys

“Humanisace” glykanové struktury - zpUsoby

Prevence N-glykosylace
Mutace Asn ¢i Ser/Thr AA
ALE: Fada protilatek potiebuje
glykanovou slozku pro
spravnou aktivitu in vivo

Retence bilkovin v ER (H/KDEL)
syntéza (nekompletnich)
neimunogennich N-glykand
mannosového typu

Inhibice specificky rostlinnych
glykosyltransferas v Golgi
«(1,3)-fukosyltransferasa, B(1,2)-xylosyltransferasa
inseréni mutagenese (Arabidopsis)
RNAi (Lemna minor, Medicago sativa)
homologni rekombinace
(Physcomitrella patens)

“Humanisace” rostlinnych N-glykand
exprese savéich glykosyltransferas
v rostlinnych buikéch
ALE: targetting do Golgi cisteren

Pfednéska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Exprese protilatek

Protilétky - specifické problémy
Sérové protilatka: ——
Tetramer, 2x tézky + 2x lehky fetézec

Nutné spravné zabaleni
utnd glykosylace
N g y y mvm-ﬂ“ﬂ“m chain

Sekretovand protildtka: ————>

Sérova protilatka + dva polypeptidové fetézce

Derivéty profildtek ——— ﬁ g a' #
Protilatky vézici se k antigenu univalentné: Wby Daboy v ran S sspestoscry [
scFv, single variable domain O Heavycnan 0 Secreoy
Spontdnni dimery: Minibody, diabody 0 ugrcran 0 oo
Komplexni derivaty: Bispecific scFv, Fab 0 fison 2 osunce (L
partner bond
fragment, ScFv fusion Fabiogent  scivivson # v 2 e

mmikq B150P88: BAGIR, KFR PFF UK, David Honys




Uméla pavouéi vidkna

Zdvésné vldkno

Kokonové vldkno 1x10? > 200 1x10°
Kevlar 4 x 10° S 3 x 104
Guma 1x10° 600 8 x 104
Slacha 1x10° 5 5x 103
Nylon 4 x 107 200 6 x 104

I Pravidelné stfidani krystalickych a amorfnich oblasti

Syntetické geny
Pravidelné repetice zdkladnich motivd - celkem az 4 kb mRNA
Nékdy ve fizi s elastinem - zvy3eni elasticity

Konsensus sekvence

Vlakno PouZiti  Snovaci Zldzy Bilkovina

Zdvésné vldkno | Pavuéina Posteriorni Spidroin MaSpl |GGAGQGGYGGLGGQGAGRGGLGGQ(GA)2As

Spidroin MaSpll | (GPGGYGPGQQ)2GPSGPGSAs

Lapaci vlékno |Baleni kofFisti Anteriorni Flag (GPGGX)43.63(GGX)12

M?@dndikc B150P88: BAGIR, KFR PFF UK, David Honys

Pokroky v purifikaci rekombinantnich bilkovin

Synteticky polypeptid (GVGVP)12:

“Inverse temperature transition”
25°C - rozpustny ve vodé

32°C - agregace za
vzniku koacervéto

FGzni protein: Inzulin:(GVGVP)40
Purifikace postupnym zvy3ovénim teploty
4°C » 42°C

Relaxovand B-spirdla
molekula

Prednaska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Produkce a vyuziti (umélych) pavouéich vldken

MAKING FINER FIBRES FROM SPIDER SILK

Hollow core allows total internal reflection of light, or allows fibre to be used as a silica nanotube Tran sgenn i Zivodichové
O~ ) ot T Bourec morusovy, koza
organicslicate
Nitkové Vyroba e

vts sl Silkthread from and shrinks the tube to
kiize optickych i e s rgial

vldken

diameter

UGHT RAY "R
T

Transgenni

brambory a tabdk
Promotor CaMV 35S
Akumulace v ER, az 2% TSP
Po fizi s elastinem az 4% TSP

Purifikace
“Inverse temperature transition”

Pfednaska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Svétlice barvitskd (Carthamus tinctorius)

Safflower

Vysoky obsah bilkovin v semenech
Olejova téliska - targeting produktd, fize s oleosinem
Nizké néklady na purifikaci

Bezpeény hostitel

Minimdlni dormance semen, v Kanadé Zadny blizky pfibuzny
Komeréni platforma - semena - SemBioSys (Calgary)

Produkty - insulin, Apo Al

sembre®sys

Mﬂd%ka B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys



oleosin

Ve

R view m
this level O..
[ 3.4

I Phospholipids | O..

Oleosin

oleosom/stratosom

Zésadni objev (de Cosa et al. 2001):
Akumulace bilkoviny Cry2Aa2 (Bacillus thuringiensis) v chloroplastech

46.1 % TSP

Proce

polyploidie plastidového genomu
(10-100 / chloroplast)

10-100 chloroplastd / buriku

Max. 10 000 transgens / buiiku

Grind Spin Wash P Spin 3
= u L—J Oilbodies ‘ j £ e |

> Lad > M > > .
@ O w | B
\V4

Bulk Seed

Pure
Discard Oilbodies
Aqueous & Solids

sembIr®sys

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Mg Lm Find an affordable
| [

sem mem Better Health & Well
. \. — | =
AL N
o P

i ‘ our technology solution for
‘ s — ‘ s unlocking the power of the emerging diabetes epidemic.
e Sy
-~ ‘ —
‘Milano " [ 1
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
| ‘GLA Rich Safflower Oil R — |
Hydresia ™ I
‘ L L 1  quate for S85 & evaictie hreugh the TSX enbre.
o
Research Clinical Trials B Commercialization

Vysoké mira exprese (do 47% TSP)
Maternélni dédi¢nost chloroplastové DNA

Homologni rekombinace
Mistné specifickd integrace transgent do spacerovych oblasti
Absence transkripéniho silencingu

Exprese operond &i multigenovych kazet
Cena - 5% produkce v savéich bunéénych kulturach

Posttranslaéni modifikace:
ANO: sbaleni bilkovin,
formovani disulfidickych mostks
NE: glykosylace

Drahé purifikace produktd




Uzavieny systém - bezpeénost

Polyhydroxyalkanodty (PAH)
e e s polyhydroxybutyrét (PHB)

polyhydroxybutyrate

Sekrece produkti do média

Rychlost produkce

Snadndé modifikace produkce

)ok — PH B RGS)’, meChy' okiehek Presnd kontrola kultivaénich podminek

H,C S-CoA

g Syntéza z acetyl-CoA (pfes acetoacetyl-CoA) optimalizace, reprodukovatelnost
J Sclotioiase 3 kli¢ové enzymy klonovany Vyssi rostliny
Chloroplastovy systém - az 40% TSP

o

o
H CJKC)J\S,C on  acetoacetyl-CoA
H,

Semena Bunééné kultury GlobalGre
’ SOLUTIONS
: |

acetoacetyl-CoA reductase W' DASGIP SimUnit #1 e

OH o

H,C C S-CoA 3-hydroxybutyryl-CoA
H2

l PHB synthase

cH, of oH, O CH, O
)\ )\ )\ )L polyhydroxybutyrate
0" ¢ o ¢ o7 ¢
H, H, o H,

Table 1 Proteins of medical relevance produced in plant cell culture

Comely Thnin Gungcss

Expressed protein Expression host Promoter Localization, yield Reference

. ’
Human serum albumin N. tabacum suspension culture initiated Modified CaMV 35S Secretion/apoplast targeting, 0.25 pg mg™* 3 F 1- k
from ansgeic pants petenin superatant armaceuricke
scFuantibody fragment  N. fabacum suspension culture initiated  CaMV 35S Secretion, up to 0.5 g I'! up 0 0.5% of TSP 79

Ve .
from transgenic plants b I k ’ .
Human erythropoietin N. tabacum cv BY-2 suspension culture CaMV 35S Secreted, 1 pggt FW 43,80 I OV I n y PI'O b Ie my

Mouse monoclonal N. tabacum cv NT-1 suspension culture__ CaMV 35S Native heay <hainseretion sigal a. 104g 1161 , . Ag regace bunék
heavy-chain y extracellular without, 350 g I* with PVP. r o d U k o a n e Transgenic plant . . . Product
Mouse 1§00 N. tabacum cv Petite Havana SR-1 Enhanced CaMV 355 15 g g FW, -0.3% of TSP B p Vi = Somaklonélni variabilita
Heavy chain mAb N. tabacum cv NT-1 suspension culture__ CaMV 355 Secreted up to 10 pg I\, with stabilization upto 52 . R ,
- vv s |

350ug1 b h Umlcovani gent
Bryodin 1 N. tabacum cv NT-1 suspension culture __ CaMV 355 Secreted up 1 30 mg I 57 \'4 unecn )’C SOOI
Human interleukin2 N. tabacum cv NT-1 suspension culture_ CaMV 355 Secreted (native signal peptides), 8-180pg I 81 Nizsi vynosy
and interleukin-4 of culture broth 4 h Jh o AR

ricin N. spension culture CaMV 355 25-37.5pg 1! 82 kU ItU rG C NeSfObIIIfO produkfu \4 medlu

scFv antibody fragment Oryza sativa cv Bengal (rice) callus culture  Maize ubiquitin ‘Apoplast targeting (optimized Ig leader peptides) 37

and ER-retention, up to 3.8 ug g! callus FW

ultu Establish
Full size 1g6-2b/% N. tabacum cv Petite Havana SR-1 Enhanced CaMV 355 0.3% of TSP or 15 iglg wet weight B " et Cilkre, z média pre
Human a,-antitrypsin 0. sativa cv Taipei 309 RAmy3D ‘Secreted, 85 mg I\ in shake flask, 25 mg 1 36 z fransgennich " e
suspension culture in bioreactor rostlin omogenizaci

biscFv antibody fragment N, tabacum cv BY-2 suspension culture_ Enhanced CaMV 355 Cylosolic (at detection fimit), 54

apoplast-targeted (up to 0.0064% of TSP),
ER-retained (up t0 0.064% of TSP)

Human granulocyte- N. tabacum cv NT-1 suspension culture CaMV 355 Secreted/targeted to the apoplast 62
macrophage colony- ~250 g I! extracellular, ~150 pg I-!
stimulating factor (hGM-CSF) intracellular (based on culture volume)
scFv antibody fragment N. tabacum suspension culture generated  CaMV 355 Apoplast targeting (sporamin secretion signal) 83

from transgenic plants 1 mg I'! extracellular, 5 mg I"! intracellular
Hi 1-ant 0. culture RAmy3D Up t0 200 mg 1! (calli suspended to 40% (volivol)) 39

cell density in induction medium

Hepatitis B surface Glycine max cv Williams 82 (soybean) and (ocs);mas Intracellular up to 22 mg I} in soybean 40 bun&zné ki
antigen (HBsAg) N. tabacum NT-1 suspension cultures ~2mg I in tobacco unecne
hGM-CSF N. tabacum CaMV 35S 1.6 10 6.6 pg mi-* upon homogenizing the 84

entire culture broth

Human lysozyme 0. sativa cv Taipei 309 RAmy3D Intracellular (although RAmy3D signal peptide 38 Waste
suspension culture was used), up to 3%-4% of TSP managemenl

12 N. tabacum cv Havana suspension culture  Enhanced CaMV 35S  Secreted, up to 800 g I'! of supernatant 9

hGM-CSF ang 35S Secreted, up to 45 ug I"! of supernatant 26 N -
(tomato) suspension culture ~

HBsAg N. tabacum NT-1 suspension culture A. thaliana ubq3 Secreted, up to 10 ug I"! of particulate HBsAg 41 BY-2 cell culture

mAD against HBsAg N. tabacum cv BY-2 suspension culture CaMv 3558 Secreted, ~50/50 between supernatant and He”wig 2004

cells, total max ~15 mg I'! 58 -
TSP, total soluble protein; ER, endoplasmic reticulum; PVP, polyvinylpyrrolidone; FW fresh weight. Hellwig 2004



Kultivaéni podmink
Bezpeénd produkce

y Posttranslaéni modifikace
Funkéni produkt

Osekvenovany genom
Homologni rekombinace
Céste&n& humanizované glykosylaéni dréha
Produkty - monoklondlni protilatky

Transientni expresni systém

Genetické inzenyrstvi

Vysoké exprese
Protein targetting

Model - fotosyntéza, regulace genové exprese svétlem

Lev

né médium, rychld transformace

Y
“Scalability” - desitky ml az 500 000 |

Rychly rost, rychlé produkce

zdvojnésobeni biomasy za 8 hodin

Jaderny i chloroplastovy expresni systém

Simulténni

Chloroplast: 200 kb genom, 80 kopii

rodukce vice rekombinantnich bilkovin
monoklonalni protilatky

néklady na produkci polnich plodin

Absence glykosylace
v chloroplastech

Optimalizace

genovych sekvenci

(codon bias)

() Archegonia Antheridia

!

Diploid
sporophyte
(2n)

Hapioid aduit
moss plant

) Vegetativni kultury odvozené od protonematu

g ‘Q

Protonema

Jednoduché médium
Nizké ndroky na svétlo
Rychlé transformace

Genetickd stabilita transformantd

|

o, s N e,
3 W/ W <
higmydomanas retfnhardi]

\

OF MOLECULAR PLANT PHYSIOLOGY

MAX PLANCK INSTITU Produkce ukc.l':;ro | bu'ZrD$: L\ p§4

\ X . >/
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iy S Casové Uspora

Vyssi mira exprese transgenu

Flexibilita pfi vybéru systému

Snadnd modifikace produktu
“Scaling”

Levné médium
Variabilni systém, “scalability”

Rychly rost

zdvojndsobeni biomasy za 24 - 48 hodin

Snadnd transformace - Agrobacterium, biolistika,
Césteéné humanizované glykosylace

’ v ’ . . .
Vysoky obsah bilkovin (30% susiny) Féze s plasfovymi proteiny viru

¢i jejich nahrazeni

Produkty - ristovy hormon, interferon-c,
Tobacco mosaic virus (TMV)

Potato virus X (PVX)
Zucchini yellow mosaic virus
Plum pox virus
Cowpea mosaic virus
Alfalfa mosaic virus (AlM e
Tomato bushySiunt Virus

monoklondlni protildtky, enzymy

sLEMNA

d O _\/..
Cisténi odpadnich vod __ B]L/\.

I HERAPEUTICS

Casova Uspora Jed|é vakciny Protilatky pro pasivni imunizaci
Vy§§I' mira exprese ’rrcmsgenu Problém: davkovani Pasty - zevni aplikace, minimdlni purifikace
Flexibilita pfi vybéru systému
Snadné modifikace produktu
“Scaling”

Technické a zemédélské enzymy
Exprese v cilovych rostlindch
(endoglukandza - brambor, fytdza - vojtéska, séja)

Fioze s plasfovymi proteiny viru
¢i jejich nahrazeni

Tobacco mosaic virus (TMV) L D -
Potato virus X (PVX) akumulace
Zucchini yellow mosaic virus /
Plum pox virus
Cowpea mosaic virus
Alfalfa mosaic virus (AIM Y
Tomato_bushry” oAt virus

tagging




| Product Application Plant host(s) Status * Company or academic

Plant-made pharmaceuticals and vaccines - human use

Molekularni farmareni

Tobacco Phase Il clinical trials

B subunit of heat labile Oral vaccine against traveller's Potato, maize Phase | completed (potato: 1998)  *
Escherichiacoli  toxin LT-8 iarthoea
Potato Phase | completed (2000) *

PRO PROTI

volny prostor

* Produkéni ndklady *  Produkce funkénich bilkovin - Hepatkit ancind Ol vaoche agsescapark

postiranslaéni modifikace

sklenik
* Regulace mnozstvi produkce
e Zpracovéni, purifikace

*  Vynosy rekombinantnich bilkovin
zcela uzaviend
L s e h . . - kee
. ¢ PFijimdni vefejnosti, politika produ
Dostupnost pro spotfebitele i | , P (bunséné kultury,
bioreaktory)
* Bezpecnost * Bezpecnost Plant made pharmaceuricas applied s utraceuticals

Prednaska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Pfednéska B150P88: BAGIR, KFR PiF UK, David Honys

Souhrn polnich pokusu s transgennimi rostlinami

nesoucimi geny pro rekombinantni bilkoviny

Rok anada Evropa Argenti
1990 0 0 0 0
1991 1 0 0 0
1992 1 0 0 0
1993 0 0 0
1994 4 1 0 0
1995 18 2 0 0
1996 19 n 1 0
1997 7 5 0 0
1998 22 2 1 1
1999 20 8 2 0
2000 32 [} 0 1
2001 35 3 3 0
2002 12 [} 1 0
2003 2 16 1 0 m—
Celkem 175 60 9 2

Prednaska B150P88: BAGIR, KFR PfF UK, David Honys



