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Abstrakt

Antimikrobidlne peptidy su latky, ktoré su sucastou prirodzenej imunity a sluzia ako
obrana organizmu proti infekciam, spdsobenych patogénnymi mikroorganizmami. Medzi
tieto latky patri aj l'udsky katelicidin LL-37, ktory uc¢inkuje ako proti gram-pozitivnym,
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Cielom tejto prace bola priprava konstruktov obsahujucich l'udsky katelicidin LL-37,
spolo¢ne s vybranymi proteinovymi znackami pre stabilizaciu a purifikdciu flzneho
proteinu. DNA inzerty boli najprv vklonované do binarneho vektora pMDC32 a nasledne
zatransformované do baktérie Agrobacterium tumefaciens, pre tranzientni expresiu v
listoch tabaku. Listy boli nasledne zhomogenizované a vyhodnocované pomocou metddy
Western blot.
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Ciele bakalarskej prace:

1) Vypracovanie literarnej reSerSe na tému antimikrobidlne peptidy a vyuzitie rastlin

ako produk¢nej platformy pre pripravu rekombinantnych proteinov.
2) Klonovanie konstruktov pre expresiu l'udského katelicidinu LL-37 v rastlinach.
3) Testovanie pripravenych konstruktov pomocou tranzientnej expresie v listoch tabaku.

4) Spracovanie vysledkov a spisanie experimentalnej Casti bakalarskej prace.



1 Uvod

Antimikrobialne peptidy su latky patriace k vrodenej imunite, ktora chrani viacbunkové
organizmy pred infekciami spdsobenymi patogénnymi mikroorganizmami. Zaroveil su
tieto peptidy schopné bojovat’ proti baktériam, ktor¢ si uz stihli vyvinat’ rezistenciu proti
tradicnym antibiotikam. Jednym z tychto peptidov je aj ludsky katelicidin LL-37.
Utinkuje proti gram-pozitivnym aj gram-negativnym baktériam a indukuja ho zapalové

a infekéné podnety.

Molekularne farmarcenie je metddou, v ktorej su cudzorodé gény integrované do
rastlinnych platforiem, ako je napriklad tabak alebo ja¢men. Tieto cudzorodé¢ gény
kéduju rekombinantné proteiny, ktoré modzeme nasledne extrahovat a pouzivat’ ich
v Cistej forme. Metéda molekularneho farmarcenia ma obrovsky vyznam hlavne pre
farmaceuticky priemysel, vdaka jej schopnosti vyprodukovat velké mnozstvo

farmaceutickych latok, ako su napriklad vakciny alebo protilatky.

V teoretickej Casti tejto bakalarskej prace popisujem antimikrobidlne peptidy a
molekularne farmaréenie zamerané hlavne na jaCmen a tabak, ako produkéné platformy
vhodné pre transformaciu pomocou Dbaktérie Agrobacterium tumefaciens.
V experimentalnej Casti sa zaoberam pripravou a testovanim dvoch typov stratégii
navrhnutych pre transformaciu jacmena. Najprv som dva konstrukty obsahujtice 'udsky
katelicidin LL-37 vklonovala do binarneho vektora pMDC32 pod kontrolou silného
konstitutivneho promotora 35S — tieto konStrukty boli urené pre tranzientnu expresiu
v listoch tabaku. Zaroven som pracovala so sekvenciou GFP predizenou o signalny
peptid leguminu B4, ktort som najprv vlozila do vektora pPENTR 2B a nasledne do
cielového vektora pMDC32. Takto pripravené konstrukty boli vlozené do baktérie
Agrobacterium tumefaciens, pomocou ktorej boli nasledne transformované listy
Nicotiana benthamiana. Listy boli na zaver zhomogenizované a expresia naSich
konstruktov overena v hrubych proteinovych extraktoch pomocou metody SDS-PAGE

a Western blotu.



2 Sucasny stav rieSenej problematiky

2.1 Antimikrobialne peptidy

Viacbunkové organizmy st trvalo vystavené tisicom potencidlnym patogénnym
mikroorganizmom. Prirodzend imunita patri medzi prva liniu obrany proti infekciam
tymito mikroorganizmami. Ddlezitou sucCastou vrodenej imunity je skupina peptidov

s antimikrobialnou aktivitou.

Vzhl'adom na rasticu odolnost” baktérii a hub na bezne pouzivané antibiotika, rastie
zaujem o peptidové antibiotikd, pohanany uvedomenim si potencialnych terapeutickych

aplikacii tychto peptidov alebo ich syntetickych analogov (Reddy et al., 2004).

Vsetky tieto peptidy disponuju Sirokym spektrom biologickych vlastnosti. Okrem
antifungalnych a antimikrobidlnych aktivit, mozu tiez vplyvat antivirusovymi
a protirakovinovymi vlastnostami. Niektoré tiez pdsobia na zapal, proliferaciu, hojenie
ran, uvolnovanie cytokinov, homeostdzu, chemotaxiu alebo udrzanie rovnovahy medzi

proteazami a ich inhibitormi (Bals, 2000).

Peptidové antibiotikd sa dost’ liSia v biochemickych vlastnostiach (v zloZeni
aminokyselin, dizke a sekundarnej §trukture). Vsetky ale zohravaju dolezita ulohu
Vv obrane proti neSpecifickému hostitelovi ato pomocou ich schopnosti rozpoznat
potencialne patogény a tak predchadzat’ infekcii, alebo ju asponn obmedzit' (De Smet
a Contreras, 2005).

Viacsina peptidov ma svoje ucinky zalozené na interakcii a destabilizécii
mikrobidlnej membrany, €o nasledne spdsobuje bunkovi smrt. Mala cast’ vSak
disponuje schopnost’ami ako je napriklad inhibicia syntézy Specifickych membranovych
proteinov (Engstrom et al., 1984, Axen et al., 1997), zastavenie syntézy DNA (Boman
et al.,, 1993), zlomenie jednovlaknového retazca DNA (Bateman et al., 1991),
interakcie s DNA (Park et al., 1998) a produkciou peroxidu vodika (Leem et al., 1996).
Tiez moézu spustat’ apoptdzu v eukaryotickych bunkach (Velasco et al., 1997; Yoo et
al., 1997) alebo autolyzu v bakterialnych bunkach (Chitnis et al., 1993).

Antimikrobidlne peptidy maju ako jednu zo spolo¢nych fyzikalne — chemickych
vlastnosti schopnost’ tvorit’ kladny néboj a to vd’aka vysokému obsahu argininu a lyzinu

ako zésaditych aminokyselin. Vd’aka tomu st schopné rozlisit’ prokaryoticki bunkovt
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membranu od eukaryotickej, ked’Ze bakteridlne membrany obsahuji fosfolipidy ako
fosfatidylserin, fosfatidylglycerol alebo kardiolipin, ktoré st zaporne nabité. Na rozdiel
od bakteridlnych membran, eukaryotické su tvorené hlavne pomocou fosfatidylcholinu,
sfingomyelinu, cholesterolu a fosfatidyletanolaminu, ktoré su neutralne nabité.
Interakcia medzi prokaryotickymi membranami a antimikrobidlnymi peptidmi teda
spocCiva v elektrostatickom pritahovani, ¢o sposobuje rozruSenie membran a vyliatie
bunkového obsahu. Druhou moZznostou pdsobenia antimikrobialnych peptidov, ktora
vSak nieje spojend s poruSenim celistvosti membran, je ich translokacia cez membrany,
¢o spoOsobi zablokovanie doélezitych metabolickych drah (Brogden, 2005; Wimley,
2010).

2.1.1 Katelicidiny

Katelicidiny su antimikrobidlne peptidy, ktoré st zaradené do katidnovej amfipatickej
skupiny nachadzajtcej sa ako v cicavcoch (kraliky, hovéddzi dobytok, kone, oSipané,
potkany a kopytniky) tak aj uinych druhov (losos, sliepky) (Lehrer a Ganz, 2002;
Uzzell et al., 2003; Gennaro et al., 1989; Tomasinsig a Zanetti, 2005).

Katelicidiny zohravaji v l'udskom organizme vela rdznych funkcii, ktoré su

zobrazené na Obr. 1.

Podpora
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__
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Podpora / 3
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Obr. 1 Funkcie katelicidinovych peptidov LL-37 v 'udskom tele (Hilchie et al., 2013).
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U l'udi bol charakterizovany len jeden katelicidin — oznacuje sa ako LL-37 (leucin-
leucin 37) (Johansson, 1998). Tento peptid je odvodeny proteolyzou od C-terminalneho
konca Tudského proteinu CAP18 (hCAP18) (Gudmundsson et al., 1996) aje
exprimovany v leukocytoch, ako su neutrofily, monocyty, NK bunky, T bunky a B
bunky av epitelidlnych bunkach semenikov, koze, gastrointestindlnom a dychacom
trakte (Cowland et al. 1995; Gudmundsson et al., 1996; Frohm et al., 1997; Bals et al.,
1998; Agerberth et al. 2000). Preto pomahaju katelicidiny v prvej linii obrany a patria
medzi prvé obranné peptidy prichddzajuce do kontaktu s cudzimi patogénmi (Kurshid et

al., 2017).

LL-37 je indukovany zapalovymi a infekénymi podnetmi (Frohm et al., 1997) a ma
antimikrobidlnu aktivitu vo¢i gram-pozitivnym a gram-negativnym baktériam (Turner
et al.,, 1998). Peptid je zlozeny z 37 aminokyselinovych zvySkov a ma linearnu
Struktiru, pretoze neobsahuje cystein. V hydrofilnom prostredi nadobida nahodnt
konformaciu v tvare $piraly aV hydrofébnom a-helikalnu $truktaru (Turner et al.,
1998).

Katelicidiny a ich prekurzorové molekuly sa syntetizuju po proteolytickom Stiepeni
(Agier et al., 2015). Tieto peptidy st charakterizované na zaklade ich Struktury
a rozdielnej molekulovej hmotnosti a mozeme ich najst’ v roznych druhoch. Konkrétny
gén, ktory je zodpovedny za syntézu katelicidinov u cicavcov je zloZeny zo Styroch
exonov atroch intronov. Okrem neho existuju dalsie $tyri gény (CATHI1, CATH2,
CATH3 a CATH-B1), ktoré boli najdené u vtakov so Struktirou podobnou cicavéim
peptidom (Cheng et al., 2015).

Gén kodujuci LL-37 u l'udi mézeme najst na chromozome Cislo tri a je vytvarany
odstiepenim C-konca od hCAP18 (prekurzorovy protein ludského kationového
antimikrobialneho peptidu 18) (Kurshid et al., 2017). Aktivny produkt aj prekurzorovy
protein sa vyskytuji v mnozstve l'udskych buniek a telesnych tekutin (sliny, semenna
plazma, tekutina z l'udskych ran, plodovy maz, gingivalna tekutina, trachealny aspirat)
(Murakami et al., 2002; Mansour et al., 2014; Davidopoulou et al., 2013).

Reguldcia produkcie katelicidinov prebieha pomocou rastovych faktorov,
premenlivého poctu cytokinov a aktivovanym vitaminom D, ktoré vytvaraji endogénne

produkty (Vandamme et al., 2012).
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2.2 Molekularne farmarcenie

Molekularne farmarcenie predstavuje formu produkcie cenného rekombinantného
proteinu V rastlindch a ich bunkéch, kde je cielom produkt extrahovat a nasledne ho
pouzit’ v Cistej forme alebo len v ¢iastoéne spracovanom rastlinnom pletive (Schillberg
et al.,, 2003). V porovnani suz zavedenymi platformami, ktoré su zalozené na
mikroboch a eukaryotickych bunkach, rastliny poskytuji mnoho vyhod, pretoze su
nenakladné na rast, st dlhodobo Skalovatelné avela druhov je vSeobecne

povazovanych za bezpecné (G.R.A.S.) (Khan et al., 2012).

Na rozdiel od baktérii, rastliny neprodukuji endotoxiny a taktiez nepodporuju
replikaciu Tudskych virusov (na rozdiel od buniek cicavcov), ale vykonavaju

eukaryotické posttranslaéné modifikacie (Khan et al., 2012).

Vela rozli¢nych rastlinnych druhov je povaZzovanych za moznt produkénu platformu
(zelenina, ovocie, riasy, vodné rastliny, machy, olejniny, semend strukovin, listové

plodiny a semena obilnin) (Twyman et al., 2003).

Systémy, ktoré su zalozené na semenach zahfiaju cieleni expresiu rekombinantného
proteinu v semenach a st povazované za unikatne, vd’aka ich Specifickym aplikacidm
a vyhodam (Ramessar et al., 2008; Stoger et al., 2005a; Stoger et al., 2005b). Obzvlast’
semend obilnin pontkaju vyuZitie ako ,bioreaktory” na produkciu rekombinantnych
proteinov pre priemyselné a lekarske aplikacie (Boothe et al., 2010). Tieto semena st
totiz prirodzene prisposobené na uskladnovanie bielkovin v stabilnej a pristupnej forme,
¢o modze byt vyuZivané prave na akumuldciu rekombinantnych proteinov (Peters
a Stoger, 2011). Bolo dokazané, Ze u exprimovanych rekombinantnych proteinov
v dospelych semenach sa neprejavila ziadna detekovatel'na zmena v aktivite pri teplote
okolia ato aj v pripade skladovania po dobu nickol’kych rokov (Stoger et al., 2000,
Nochi et al., 2007) a bez $pecifického subcelularneho zacielenia proteinov (Boothe et
al., 2010).

Faktory ovplyviiujuce stabilitu a expresiu proteinov v semenach zahtiaji zygozitu,
pocet kopii transgénu, vyber genotypu, dizajn konstruktu a cielenie proteinov do miesta

urcenia, ¢i uz v bunke alebo mimo nej (Stoger et al., 2000; Nochi et al., 2007).

Pre molekularne farmarcenie je vyhodnéa hlavne Struktira osiva, vd’aka jeho malej

a homogénnej velkosti, ¢im sa koncentruji proteiny aje ulahcené ich samotné
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spracovanie (Ramessar et al., 2008). Zaroven bolo preskimanych alebo vyvinutych
vela r6znych druhov semien ako produkénych platforiem a to napriklad pSenica (Stoger
et al., 2000), jatmen (Erlendsson et al., 2010), ryza (Takaiwa et al., 2007), Arabidopsis
(Downing et al., 2006), s6ja (Cunha et al., 2011) a hrach (Zimmermann et al., 2009).

2.2.1 Semena a ich skladovacie pletiva

Semeno sa vyvija z vajicka po oplodneni a je zlozené z troch hlavnych casti: z embrya,
endospermu a semenného plasta. Plast’ poskytuje mechanicka ochranu celému semenu,
vratane embrya, ktoré predstavuje nasledujlicu generdciu rastlin a je uzavreté

v endosperme, ktoré mu dodava potrebné Ziviny.

Rézne druhy semien skladuju rozdielne druhy zasobnych latok. Semend olejnin
skladuji lipidy vo forme triacylglycerolov v sférickych subcelularnych olejovych
telieskach, zatial ¢o semend obilnin obsahuju hlavne Skrobové zrnd a proteinové

telieska (Borisjuk et al., 2004).

Podla Struktury by sme semenda mohli rozdelit do troch kategoérii ato na
jednokli¢nolistové (obilniny), endospermické dvojkli¢nolistové (tabak)
a neendospermické dvojklicnolistové (fazul'a). U endospermickych dvojkli¢nolistovych
semien je embryo obklopené niekol’kymi vrstvami endospermu, pricom endospermové
bunky spolu s bunkami kli¢nych listov maju spolo¢nu skladovaciu tlohu. Na rozdiel od
endospermickych, neendospermické dvojklicnolistové semena majii endosperm tUplne
reabsorbovany uz v ¢ase, kedy je vyvoj semena dokon¢eny a skladovaciu funkciu plnia

len bunky kli¢nych listov, ktoré ukladaji latky potrebné pre klicenie (Olsen, 2007).

Obilniny, patriace k jednokli¢nolistovym rastlinAm maji semena obalené tenkou
vrstvou plasta a pod nou sa nachadza niekol’ko vrstiev aleurénovych buniek, kde ich
mnozstvo zavisi od druhu rastliny (Olsen, 2007). Endosperm ¢asto zabera vacSinu
priestoru semena, zatial o embryo je vtomto pripade malé. Preto je endosperm
dolezitou potravovou zlozkou vicSiny obilnin. Obsahuje 70% Skrobu v suSine,
pozostavajuceho z a-glukdnovych polymérov amylézy aamylopektinu, ktoré su

zabalené do semikrystalickych granulatov v amyloplastoch (James et al., 2003).
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2.2.2 Smerovanie proteinov do skladovacich organel
Pre rekombinantné proteiny je vel'mi dolezita subcelularna lokalizacia a to nielen preto,
ze silno ovplyviiuje ich stabilitu, akumulaciu a vynos, ale hraje klucova rolu

Vv posttranslaénych modifikaciach (Conrad a Fiedler, 1998).

Medzi najpodstatnejsie posttranslaéné modifikacie pre molekuldrne farmarcenie patri
hlavne glykozylacia, pretoze prave glykanové retazce mézu ovplyviiovat’ bielkovinova
Struktaru, imunogenicitu a biologickli funkciu. Prikladom moézu byt konkrétne
sacharidové Struktary, kde sacharidové Struktury pridané v endoplazmatickom retikulu
d’alej prechadzaju do Golgiho aparatu atam dochadza kich findlnemu spracovaniu

(Twyman et al., 2005; Stoger et al., 2005a).

Ak by sme sa vSak zamerali konkrétne na semena rastlin, ich skladovacie pletiva su
vysoko Specializované a maju zlozitejsi a vacsi endomembranovy systém, na rozdiel od
vegetativnych buniek, ktorymi proteiny iba prechadzaji, kym nedosiahnu svoje cielové
destinacie. Tento systém obsahuje proteinové telieska odvodené od endoplazmatického
retikula, roézne typy vakuol avelké endoplazmatické retikulum, ktoré pripomina
sekre¢né bunky zvierat. Vd’aka tomu v semenach mozeme ndjst’ viacero alternativnych
subcelularnych destindcii vhodnych pre rekombinantné proteiny ato vratane
proteinovych teliesok, Skrobovych grantl, vakuol skladujucich proteiny a povrchu
olejovych teliesok (Khan et al., 2012).

Nanest'astie, neexistuje ziaden idealny spdsob lokalizacie rekombinantnych
proteinov do konkrétnych organel, pretoze maji rozmanité Struktary a vlastnosti

(Conrad a Fiedler, 1998).

2.2.3 Proteinové telieska a vakuoly skladujuce proteiny u obilnin

Endosperm obilnin obsahuje dva druhy organel, do ktorych ukladd proteiny ato
proteinové telieska (PB) a vakuoly skladujuce proteiny (PSV) (Shewry a Halford, 2002;
Jiang et al., 2001; Herman a Larkins, 1999). Kym proteinové telieska si odvodené od
endoplazmatického retikula, vakuoly skladujuce proteiny sa tvoria v bunke ako nové
organely. Kazda z tychto organel skladuje inu triedu proteinov. PSV sluzia ako cielové
organely pre akumulédciu globulinov a albuminov, zatial co PB skladuju prolaminy

vyskytujuce sa hlavne u obilnin (Shewry a Halford, 2002; Shewry et al., 1995).
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Proteinové telieska sa tvoria priamo v hrubom endoplazmatickom retikulu a pri
dosiahnuti dostatoc¢nej vel'kosti sa od neho odstiepia ako samostatné organely, ktoré
bud’ ostanu v cytosole alebo mézu byt pohltené vakuolou skladujicou proteiny

pomocou autofagie (Levanony et al., 1992; Herman a Larkins, 1999).

Samotna cesta prirodzenych proteinov cez endomembranu do proteinovych teliesok
alebo vakuol, niekedy prechadzajuc cez Golgiho aparat aVvinych pripadoch ho
obchadzajuc, je vel'mi spletita a liSi sa medzi rastlinnymi druhmi atypmi proteinov
(Obr. 2) aje relevantnd pre molekularne farmarCenie, pretoze nasmerovanie
rekombinantnych proteinov do konkrétnych organel moze byt vel'mi zlozité a tazko
ovladate'né (Shewry a Halford, 2002; Jiang et al., 2001; Levanony et al., 1992; Ibl a
Stoger, 2012).

Endoplazmatické
retikulum

\

@ @ Proteinové telieska

o
Golgiho aparat Q0

[ ]
TGS Sekreéné vacky

Denzné telieska®

.

Neskory MVT
endozom

Vakuola skladujuca proteiny

Cytoplazmaticka membrana

Obr. 2 Schematicky prehl'ad moznych drah proteinov do skladujucich organel v semenach.
Hlavnymi cielovymi organelami pre akumulaciu endogénnych a rekombinantnych proteinov
v bunke su proteinové telieska a vakuoly skladujuce proteiny, ktoré mozu byt dosiahnuté
rozdielnymi drahami v pletive embrya alebo endosperme réznych rastlinnych druhov. TGS
trans-Golgiho siet, MVT multivezikularne telieska, VAP vezikuly akumulujice proteiny (Khan
etal., 2012).
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Globuliny obilnin sa dostavaji do PSV cez Golgiho aparat, kym prolaminy mézu
byt akumulované v PB dvoma sposobmi. V jednom sa hromadia a tvoria agregaty,
ktoré sa odstepujii od endoplazmatického retikula, no neskér su autofagiou pohltené
vakuolou skladujucou proteiny a neprechadzaju cez Golgiho aparat (Levanony et al.,
1992; Galili et al., 1993). Druhy sposob spociva vich akumulacii v proteinovych
telieskach nachadzajicich sa v dutine drsného endoplazmatického retikula, kde su
chranené pred vysuSenim a degraddciou, kym niest potrebné pri kliceni (Muntz a
Shutov, 2002). To je podstatné pre akumulaciu rekombinantnych proteinov, ktoré su
touto formou v PB chranené, ak st nachylné pri vyluovani z endoplazmatického
retikula na proteolyzu azaroven ich zadrziavanie vnutri cCastic oddelenych od
endoplazmatického retikula eliminuje potencidl komplexnej koncovej glykolyzacie

(Torrent et al., 2009a).

2.2.4 Jacmen ako produk¢na platforma

Ja¢men je velmi atraktivnou produkénou platformou na produkciu rekombinantnych
proteinov, pretoze je relativne 'ahko transformovatelnym diploidnym druhom plodiny,
Vv ktorej mozu byt jednoducho vytvarané dvojité haploidy. Vel'ké mnozstvo proteinov je
prirodzene akumulované v zrnach, ale optimalne endospermovo-Specifické promotory

eSte musia byt zdokonalené (Hensel et al., 2015).

Medzi S$pecifické vyhody jeho zfn patri ich prostredie, Vv ktorom su proteiny
dlhodobo stabilné a to dokonca bez potreby chladenia alebo aseptickych podmienok.
Zaroven je jaémen schopny tolerovat’ Siroku Skalu podmienok okolitého prostredia.
Dalsou vyhodou je napriklad jeho prevazne autogamny rezim reprodukcie, jeho
G.R.A.S. (vSeobecne uznavany ako bezpeCny) status, dobre zavedena agrondémia a

jednoducha geneticka transformacia (Hensel et al., 2015).

Vela konvencnych programov na §lachtenie ja¢mena vyuziva technoldgiu dvojitého
haploidu na riadenie homozygozity v elitnom zarodku (Kumlehn, 2014) avd’aka
kombinacii tejto metodiky s genetickou transformaciou, poskytuje velmi vhodné

prostriedky pre fixaciu transgénu (Floss et al., 2009).

Hlavné skladovacie proteiny V zrnach jaCmenia st hordeiny, ktoré su najprv
dopravené do endoplazmatického retikula a nakoniec su ulozené do PSV. V ja¢meni je

az 50% skladovacich proteinov tvorenych hordeinmi. Preto sa gény, kdédujlce tieto
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proteiny stali primarnymi cielmi pre charakterizaciu promotorov Specifickych pre

endosperm (Vickers et al., 2006).

2.2.5 Tabak ako produkéna platforma
Tabak je vSeobecne povazovany za jednu z najvhodnejSich produkénych platforiem,
pretoze ma vela unikatnych vyhod oproti inym druhom rastlin pri vyrobe farmaceuticky

vyznamnych proteinov (Abiri et al., 2015).

Medzi jeho hlavné vyhody patri schopnost’ produkovat’ biomasu az do 100 ton/ha a
dobre zavedeny systém pre transforméciu tabaku, ktory vyustuje v existenciu vysokej
irovne rozpustnosti proteinu. Dal§imi vyhodami si moZnosti vyuZitia roznych stratégii
pre expresiu rekombinantného proteinu v stabilnom alebo prechodnom stave atiez
pouzitie metdd zalozenych na genome chloroplastov  sprostredkovanymi
prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens alebo virusovej indukcie (Karg a Kallio,
2009). Okrem toho modze tabak produkovat Sirokti S$kalu terapeutickych
imunomodulatorov ako st vakciny, cytokiny a protilatky (Tremblay et al., 2010).

Nevyhodou tejto rastliny pre molekularne farmaréenie je vysoka koncentracia
alkaloidov a nikotinu v niektorych druhoch a taktiez nestabilita jej produktov, ktora
moze byt alternativne rieSend okamzitym spracovanim na farmach, alebo vysusenim
a zmrazenim listov pred ich transportom do zariadeni, kde st dalej spracovavané

(Kamenarova et al., 2005).

Tabak, ako jedna z transplastomickych rastlin je novou alternativou k jadrovym
transgénnym rastlindm, ktoré su vytvorené zavedenim rekombinantnej DNA do gendému
chloroplastov, namiesto ich zavddzania do jadrového gendému pomocou génoveho dela.
Avsak, ked’ze v plastidoch neprebieha glykozylacia, nemdze byt chloroplast pouZzity na
vyrobu l'udskych glykoproteinov. Prikladom niektorych najddlezitejSich dostupnych
produktov, ktoré boli vyrobené v chloroplaste tabaku je fragment toxinu tetanu, sérovy

albumin a l'udsky rastovy horméon (Ma et al., 2003).

Dalsou vyhodou tejto modelovej rastliny je dostupnost rdznych expresnych
systémov. Vhodna metoda pre dosiahnutie dlhodobej produkcie glykoproteinov, ako st
napriklad protilatky, je jadrova transformacia. Na vyrobu velkych mnoZstiev bielkovin,
ktoré vyzaduju urcité druhy posttranslacného spracovania, sit vhodné expresné systémy

na baze chloroplastov. U produktu, ktory vyzaduje rychlu modifikaciu sa vyuziva

18



tranzientnd modifikacia, pretoZze pri nej mozeme ocakavat, ze dosiahneme spravne

mnozstvo pozadovaného proteinu za kratky ¢as (Tremblay et al., 2010).

2.2.5.1 Tranzientny typ transformacie tabaku

Tranzientna transformacia je vhodna metdda k dosiahnutiu rychlej vyroby prirodnych
proteinov v tabaku. Vd’aka tejto metdde mdzeme dosiahnut’ pomocou infekcie obrovské
mnozstvo rekombinantného proteinu uz za menej ako pat dni. Tato metdda je vhodna
hlavne pre vyrobu farmaceutickych materidlov za pouzitia baktérie Agrobacterium
tumefaciens, pretoze ponuka najvys$Siu troven expresSie za pouzitia najnizSej investicie

(Gleba et al., 2005).

Agro-infiltratna metoda (Dillen et al., 1997) je technikou spadajicou pod prechodnu
expresiu. Zahriiuje infiltraciu suspenzie rekombinantného Agrobacterium tumefaciens
do pletiv tabakovych listov, ktord ul'ahcuje prenos T-DNA do vel'kého percenta buniek.
Tento druh metédy pozitivne ovplyviiuje intenzitu prechodnej expresie v transgénnych
plodinach (Pogue et al., 2010; Vézina et al., 2009).

Vseobecne ma prechodny typ expresie dve hlavné nevyhody. Prvou st vysoké
technické poziadavky na indukciu a vysoké riziko nahodného $irenia infekcie na vol'ne
zijuce druhy. Okrem toho je tato metéda obmedzena na kontrolované podmienky, ako
st napriklad laboratoria alebo skleniky, ¢o ale eliminuje riziko vzajomného oplodnenia,
ak by transgénne rastliny boli pestované na otvorenych poliach. V si¢asnej dobe je ale
skimané meradlo pre maximalizaciu vytazku proteinu, zatial’ ¢o budu znizené vstupné
naklady, vytstujuc v odhadovant cenu 1 USD/kg surového proteinu alebo 50 USD/kg
¢istého proteinu (Abiri et al., 2015).

2.2.6 Transformacia rastlin pomocou Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je vyznamny rastlinny patogén, ktory spdsobuje bakterialnu
nadorovitost’ korenov na viacerych pol'nohospodarsky vyznamnych druhoch, vratane
vini¢a hroznorodého, orechovych stromov a kostkovic a taktieZ je Siroko pouZivany na
geneticku transformaciu rastlin (Obr. 3), vd’aka svojej prirodzenej schopnosti prenasat’
cudziu DNA do genému hostitel'skej rastliny (DeCleene a DelLey, 1976). Okrem toho,
je tato baktéria prinajmensom za laboratornych podmienok schopné transformovat’ iné

eukaryotické druhy, ato od kvasiniek, cez huby, az po l'udské bunky, co ma velky
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prisl'ub pre budicnost’ biotechnologii zameranych na iné druhy ako rastlinné (Lacroix et
al., 2006).

V prirode nesie transferovd DNA (T-DNA) sadu onkogénov a génov pre syntézu
opinov (Gaudin et al., 1994), ktorych expresia v rastlinnych bunkach vedie
k neoplastickému rastu transformovanych pletiv a produkcii opinov, aminokyselinovych
derivatov vyuzivanych baktériami takmer vyluéne ako zdroj dusika (Draper et al.,
1988).

Potom, ako tato baktéria infikuje hostitel'sk rastlinu, prenesie do jej bunky niekol’ko
proteinov virulencie (Vir) a segment DNA (nazyvany prenosova DNA alebo T-DNA)
z jeho Ti (tumor indukujuceho) plazmidu. Za pomoci proteinov Vir sa T-DNA dostane
do jadra hostitel'skej bunky aintegruje sa do hostitel'ského genomu, kde vyvola
nadorovitost korefiov, pretoze onkogény pritomné vo vnutri T-DNA riadia

nekontrolovatel'nt proliferaciu buniek (Gelvin, 2003).

Pri samotnej transformécii musime brat’ ohl'ad na faktory, ktoré ovplyvituji ucinnost’
tejto metddy. Medzi hlavné faktory by sme mohli zaradit’ indukciu génu vir, genotyp,
kmene a vektory Agrobacterium tumefaciens, aktivne rozdelenie buniek v cielovych
pletivach, pridanie acetosyringénu, zlozenie média a podmienky pri kultivacii, ako

napriklad kultiva¢na teplota (Cheng et al., 2004).
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Obr. 3 Proces transformdcie rastliny prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens (Ivanovié¢ et
al., 2016).
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2.3 Navrh konStruktov pre heterolognu proteinovu expresiu v

rastlinach

2.3.1 Prométory

Ako popredné prvky génov, promoétory hraji vyznamnu rolu v génovej expresii.
Obsahuju totiz miesta s jadrovymi sekvenciami, na ktoré sa viazu RNA polymeraza
a transkripcné faktory. Hoci konstitutivne prométory, ako je virus mozaiky karfiolu 35S
(CaMV35S) a kukuri¢ny ubiquitin-1 prométor, boli pouzité v dvojkli¢nolistovych
a jednokli¢nolistovych rastlinach, jednotlivé tkanivovo Specifické a indukovatelné
promotory poskytuju lepSiu kontrolu génovej expresie (Ko et al., 2005; Nguyen et al.,
2004). Indukovatené promoétory modzu byt nabadané k indukcii génovej expresie
vramei vybranych miest a Gasov prostrednictvom pridania vhodnych chemikalii. Udajne
moze pridanie tychto latok zabranit’ vyskytu neziaducich G¢inkov génovej expresie na
rozne faze rastlinného rastu alebo vyvoja (Stoger et al., 2000). Dalsi velky pokrok v
oblasti rastlinnej genetickej transformacie bola identifikacia pletivovo Specifickych
promoétorov. Tieto promotory riadia génovu expresiu pomocou jeho obmedzenia do
niektorych pletiv, ¢o znizuje rozsah rozmanitych G¢inkov transformdcie na rast a vyvoj

hostitel'skej rastliny (Stahl et al., 2002).

Legumin B4 pochadza z génov kodujticich globuliny 11S z Vicia faba a obsahuje
promotor 0 ktorom je zname, ze riadi semenovo Specificki génova expresiu (Zakharov
et al., 2004). Tento gén je najprv exprimovany v skorej vonkajsej obalovej vrstve, po
ktorej postupne nasleduje embryo, suspenzor a nakoniec endosperm (Panitz et al.,
1997). Okrem toho signalny peptid LeB4 umoziuje translokaciu fazneho proteinu do
endoplazmatického retikula (Lin et al., 2006).

2.3.2 HDEL/KDEL ako signalne sekvencie

Proteiny sa kotransla¢ne presunti do endoplazmatického retikula (ER) a potom su bud’
zadrziavané alebo prepravované do roznych intracelularnych alebo extracelularnych
priestorov. Signaly HDEL a KDEL, ktoré sa bezne pouzivaju na zadrziavanie bielkovin
v ER kvasiniek a zvierat, boli tiez popisané na C-terminalnom konci rozpustnych,

upravujucich enzymov ER v rastlinach (Gomord et al., 1997).

Vécsina luminalnych, rezidentnych proteinov je v ER zachovana vd’aka pritomnosti

Specifického C-termindlneho signalu, konkrétne HDEL, KDEL alebo pribuznych
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sekvencii. Tieto proteiny st spidtne vychytavané skrz interakciu HDEL/KDEL
s receptorom ERD2 a dopravené pomocou COPI vackov naspét’ do endoplazmatického
retikula. Avsak, pre niekolko rezidentnych proteinov je zachovavanie nezavislé na
signale. To je pripad niektorych obilnych prolaminovych zasobnych proteinov, ktoré sa
priamo akumuluji v lumene ER, kde su zostavené do proteinovych teliesok (Galili et

al., 1998).

2.3.3 Zein ako stabiliza¢na zna¢ka

Zein je polymér na baze bielkovin, nachadzajici sa v semenach kukurice, ktory sa
pouziva ako nosi¢, vd’aka jeho priaznivym vlastnostiam ako st biokompatibilita,
nerozpustnost’ a nizka spotreba vody, chemicka a mechanicka stabilita a jeho sklon
vytvarat’ povlaky a mikrocastice (Liu et al., 2005; Lai a Guo, 2011; Wang et al., 2011,
Lau et al., 2013). Zarovenn je povazovany za bezpetny (G.R.A.S.) pri pouziti
V potravinarskom priemysle aodolava traveniu, ¢o ho robi zvlast vhodnym ako
zapuzdrovaci polymér pre oralne podavané lieky (Hurtado-Lopez a Murdan, 2006b;
Gong et al., 2011; Lau et al., 2013; Zou a Gu, 2013; Ahmed et al., 2015). Okrem toho,
mozu mikrocastice na baze zeinu poskytovat’ adjuvantné ucinky, ak su pouzité ako

nosi¢e vakcin (Hurtado-Lopez a Murdan, 2006a).

Metody in vitro napuStania cCastic na baze zeinu spolu s lieCivami zahfiiaju
lyofilizaciu alebo disperzné metddy typu kvapalina — kvapalina. Avsak tieto technické
procesy su drahé a mézu ovplyvilovat’ ¢innost’ zapuzdreného Cinidla, napriklad vysokeé
teploty nutné na suSenie rozpraSovanim su nezlucitelné s mnohymi farmaceutickymi
proteinmi (Zhong a Jin, 2009; Podaralla a Perumal, 2010; Podaralla et al., 2012; Zou a
Gu, 2013). Preto je lakavé vyuzivat rastliny na dosiahnutie mikrozapuzdrovania in vivo
pomocou priameho zaclenovania rekombinantnych proteinov do prirodzene sa
vyskytujtcich organel skladujucich proteinov, ako su zeinové telieska (Hofbauer a
Stoger, 2013).

V produkénych platformach zameranych na semend obilnin je rekombinantny protein
Casto nasmerovany do skladovacich organel obsahujucich prolaminy, ktoré mu
poskytuju bezpecné zivotné prostredie a dokonca ho Ciasto¢ne dokézu chranit’ pred

proteolytickym Stiepenim v simulovanych zalido¢nych stavach (Takaiwa et al., 2015).

Namiesto pouzitia prirodnych prolaminovych teliesok, ktoré sa vytvaraju v ryzi,
kukurici, pSenici a endosperme jaCmena, je mozné, aby sa rekombinantny protein spojil
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so sekvenciami, ktoré indukuji tvorbu podobnych Struktar v pletivach ako st listy,
ktorym zvycCajne chybaju organely skladujiice proteiny. Tato technologia vynecha
dlh§iu generaéni dobu potrebni k produkcii obilninovych semien a zaroven stale
pontka vyhody prirodnej bioenkapsulacie (Floss et al., 2008; Conley et al., 2009;
Torrent et al., 2009b; Gutierrez et al., 2013; Shigemitsu et al., 2013).

2.3.4 DAMP4 ako purifikacna znacka

Prvym neprirodzene sa vyskytujicim navrhnutym proteinovym surfaktantom je
DAMPA4. Obsahuje opakujicu sa sekvenciu Styroch AM1 peptidovych modulov a moze
byt pouzity bud’ ako samotny biosurfaktant (Middelberg and Dwyer, 2011) alebo mdze
byt stiepeny kyselinou na jednotlivé peptidy (Dwyer et al., 2013).

DAMP4 ma helikalnu sekundarnu Struktiru, pozostavajucu zo Styroch a-helixov
zlozenych do zvizku. Takéto Struktiry st zndme svojou dobrou stabilitou po expresii
(Akiva et al., 2008; Hecht et al., 1990) a vd’aka tomu bol DAMP4 tspe$ne exprimovany
aj bez pouzitia fizneho partnera (Middelberg a Dwyer, 2011). Tento protein formuje
monovrstvu na rozhrani vzduch - voda o hriibke asi 10-14 A (Dwyer et al., 2013), ¢o je
v sulade s monovrstvou a-helixov (Middelberg et al., 2008). To naznacuje, Ze zvizok
Styroch helixov sa rozklada na rozhrani vzduch — voda, aby sformoval monovrstvu
(Obr. 4). Toto rozvinutie je pohanané amfipatickou povahou a-helixov, ktoré maja

hydrofobnu cCast’ orientovani smerom k jadru zvdzku a hydrofilni Cast’ orientovanu

/ Rozloieny DAMP4
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k vodnému roztoku (Middelberg a Dwyer, 2011).
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Obr. 4 Znazornenie rozlozeného DAMP4 na rozhrani vzduch — voda, kde sa jeho konformacia
meni zo 4 - helixového zvizku na o — helixovii monovrstvu (Dwyer et al., 2014).
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Bolo dokadzané, Ze Struktira zvézku helixu zostadva stabilnd arozpustnd za
podmienok vysokej teploty a vysokej koncentracie soli, ktoré narusuju bunky a zrazaja
bunkové proteiny. Toto zistenie otvara sled procesov, ktoré zahfnaja zahrievanie buniek
vo fermentatnom médiu na vysoku teplotu (napriklad 95°C), ¢o vedie Kk uvolneniu
rozpustnej biologickej povrchovo aktivnej latky, za si¢asného zrazania kontaminantov.
Tento proces umoziiuje regeneraciu Cisteného biosurfaktantu pomocou jednoduchého
tepelného spracovania, po ktorom nasleduje oddelenie pevnych latok a kvapaliny

pomocou centrifugacie alebo filtracie (Dwyer et al., 2014).

2.3.5 Odstranenie afinitnych znaciek z rekombinantného produktu

Afinitné znacky sa stali zdkladnymi nastrojmi na produkciu rekombinantnych proteinov
v Sirokej Skdle moznosti od zékladného vyskumu, po vysoko vykonnu Struktirnu
bioldgiu. Nielen, ze ulah¢uji detekciu a purifikdciu svojich fiznych partnerov, ako to
bolo pdévodne zamyslané, ale moézu mat tiez priaznivy vplyv na vytazok
rekombinantnych proteinov a v niektorych pripadoch zvySuju ich rozpustnost a

dokonca podporuju ich spravne skladanie. (Waugh, 2005; Arnau et al., 2006).

Napriek tymto dolezitym vyhoddm, hlavnou nevyhodou stratégie afinitnych znaciek
stale zostava ich odstrafiovanie. Zatial' co mnohé znacené proteiny si zachovévaja svoju
biologicku aktivitu a Struktirnu integritu, iné jasne dokazuju, Ze to u nich tak nieje.
Preto vzdy ked’ je to mozné, je rozumné tieto znacky z rekombinantnych proteinov
odstranit’. Na Stiepenie fuznych proteinov v navrhnutych miestach maju najlepSiu
Specifickost’ spomedzi chemickych aenzymatickych metéd hlavne proteolytické

enzymy (Waugh, 2011).

Prikladom beZne pouZivanych proteolytickych enzymov pouZivanych v laboratornej
praxi su napriklad serinové proteazy ako je aktivovany faktor koagulacie X (faktor Xa),
enterokinaza (d’alej oznacovana ako jej vhodnejSia prezyvka enteropeptiddza) a
a-trombin (Waugh, 2011). Vzhladom ktomu, ze cena tychto komerénych
rekombinantne produkovanych enzymov je pomerne vysokd, moze byt pre priemyselné
aplikdcie vhodné nahradit’ proteolytické enzymy inymi, menej ndkladnymi spdsobmi
Stiepenia produkovanych rekombinantnych proteinov. Prikladom, pouzitym v tejto
bakalarskej praci, méze byt napriklad sekvencia Ni-site, ktora je zalozena na principe

pouzitia peptidovych afinitnych znaciek, ktoré su fuzované s pozadovanym proteinom
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a pouzivaju sa na urychlenie purifikdcie proteinov pomocou afinitnej chromatografie
(Bornhorst a Falke, 2000).

Siroko pouZzivana metoda vyuziva afinitni chromatografiu s imobilizovanym kovom
(IMAC) na cistenie rekombinantnych proteinov obsahujacich kratku afinitni kotvu
pozostavajucu z polyhistidinovych zvyskov. IMAC je zalozeny na interakcidch medzi
ionom prechodného kovu (Co2 +, Ni2 +, Cu2 +, Zn2 +) imobilizovanym na matrici a
Specifickych postrannych retazcoch aminokyselin. Histidin je aminokyselina, ktora
vykazuje najsilnejSiu interakciu s imobilizovanymi kovovymi iénovymi matricami,
pretoze skupiny donorov elektronov na imidazolovom kruhu histidinu lahko tvoria
koordinacné vézby s imobilizovanym prechodnym kovom. Peptidy obsahujuce
sekvencie po sebe iducich histidinovych zvySkov si G¢inne zachované na matrici
kolony IMAC. Po premyti matricového materidlu sa mézu peptidy obsahujuce
polyhistidinové sekvencie l'ahko eluovat bud upravou pH kolonového tlmivého
roztoku, alebo pridanim vol'ného imidazolu do kolonového tlmivého roztoku (Bornhorst
a Falke, 2000).
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3 Experimentalna ¢ast’
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina (MES), (Duchefa, Holandsko)
6x Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA)
acetosyringon (Sigma-Aldrich, USA)

agar (HiMedia, India)

agardza (Amesco, USA)

akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

amidocern 10 B (Merck, Nemecko)

Antarctic Phosphatase + pufr (NEB, USA)
B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

dNTPs (Fermentas, Kanada)

dodecylsiran sodny (SDS), (Penta, CR)

etanol (Penta, CR)

ethidium bromid (NeoLab, Nemecko)

gentamicin sulfat (Sigma-Aldrich, USA)

GoTaq G2 Flexi Polymerase + pufor (Promega, USA)
hydroxid sodny (Penta, CR)

chlorid hore¢naty (Promega, USA)

kanamycin monosulfat (Duchefa, Holandsko)

LB Broth (Sigma-Aldrich, USA)

MiliQ voda (destilovana, demineralizovana)

N, N’'-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
NuPage 4-12 % Bis-Tris precast gél (Thermo Fisher Scientific, USA)
persiran amonny (APS), (Sigma-Aldrich, USA)

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, USA)
RNase free voda (Qiagen, Nemecko)

susené mlieko Laktino (Protein Mléko Laktoza, CR)
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T4 DNA ligaza + pufor (NEB, USA)
tetramethylendiamin (TEMED), (Sigma-Aldrich, USA)
Tween 20 (NeoLab, Nemecko)

Na imunodetekciu boli pouzité Specifické protilatky pre LL-37 S8 a 9 (monoklonalna anti-
LL37 myS$acia, zriedena 1:500) apre GFP-ctrl a GFP-LeB4 (polyklonalna anti-GFP
kralicia, zriedena 1:1000).

3.1.2 DNA plazmidy

Vektor pMDC32 (Marks Gateway ™ Vectors site,
http://www.botinst.uzh.ch/en/research/development/grossnik/vectors/MarkdGatewayVe
ctors.html)

Vektor pENTR 2B Dual (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.3 Biologicky material

Elektrokompetentné Escherichia coli TOP 10 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Chemokompetentné Escherichia coli TOP 10 (NEB, USA)
Elektrokompetentné MEGA X DH10B+1 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Elektrokompetentné Agrobacterium tumefaciens GV 3101 (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Rastlina Nicotiana benthamiana

Rastliny boli pestované vo fytotrone pri laboratornej teplote s 16/8 hodinovym deii/noc
cyklom.

3.1.4 Primery

Obdrzané lyofilizované primery boli vzdy zriedené vo vode na pracovni koncentraciu

5umol-1™.

Tab.1 Zoznam vsetkych pouzitych primerov

Primer Sekvencia 5°- 37

GWATTL1FW TTG TAC AAA AAA GCA GGC

GWATTL2RE TTT GTA CAA GAAAGC TGG G

GFPSall_FW01 TTA GTC GAC TGA TGG TGA GCA AGG GCG AGG AG
GFPSall_FW02 TTAGTC GACTGATGT CCAAACCTTTTCTATCTTTGCTTT

CACTTTCCTTGCTTCTCT TTA CAA GCA CAT GTT TAG CAA
TGG TGA GCA AGG GCG AGG AGC

GFPXhol_REO1 ATA AAT CTC GAG TGT TAC TTG TAC AGC TCG TCC ATG
CCG

PENTR_FW GCG AGA GTA GGG AAC TGC

PENTR_RE AAC ATC AGA GAT TTT GAG ACA C
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3.1.5 KonStrukty

V tejto praci sme pracovali so sekvenciami GFP-ctrl, ktora obsahovala kompletnu
kédujucu sekvenciu GFP aso sekvenciou oznacenou ako GFP-LeB4, ktord taktiez
obsahovala sekvenciu GFP prediZent o propeptid z leguminu B4, obsahujicu signalnu

sekvenciu zaciel'ujucu proteiny do endoplazmatického retikula.

Zaroven sme pracovali s dvoma navrhnutymi stratégiami, ktoré sme pomenovali
Stratégia 8 (LL-37 S8) a Stratégia 9 (LL-37 S9), priCom obe obsahovali katelicidinova
sekvenciu (F'udsky katelicidin LL-37), no lisili sa purifikatnymi zna¢kami (Obr. 5 a 6).
Konstrukty boli dodané firmou Thermo Fisher Scientific ako plazmidovda DNA
zaklonovana do plazmidu pMK-RQ.

Obr. 5 Schéma Stratégie 8 (synteticky konStrukt, GeneArt Gene Synthesis, Thermo Fisher
Scientific).

y-zein ([ Enferckinga LL-37 : Faktor Xa DAMP4

Obr. 6 Schéma Stratégie 9 (synteticky konsStrukt, GeneArt Gene Synthesis, Thermo Fisher
Scientific).

[ leB4 ] DAMP4 | ' LL-37 HDEL

Enterokindza a Faktor Xa st proteazy, ktoré sa vyuZzivajii na enzymatické Stiepenie
afinitnych znaciek, ktoré by mohli ovplyvilovat’ vlastnosti rekombinantného proteinu.
Ni-site bola pridané do sekvencie ako samostiepne miesto po pridani idbnov niklu. LL-37
je skratka Tudského peptidu Kkatelicidinu. DAMP4 oznacuje sekvenciu tohto
surfaktantného proteinu, ktory je uréeny pre purifikaciu fizneho proteinu. y-zein je
zapuzdrovaci polymér, ktory chrani rekombinantny protein pred degradaciu a zaroven
sluzi ako nosi¢ pre farmaceutické latky. LeB4 je skratka pre propeptid leguminu B4
obsahujuci signdlnu sekvenciu, ktord zaciel'uje proteiny do endoplazmatického retikula.
Sekvencia HDEL sa pouziva spolu s LeB4, pretoZe je to sekvencia urcend pre spitné

vychytévanie fizneho proteinu na membrane ER.

Obdrzané lyofilizované DNA plazmidy LL-37 S8 a S9 obsahovali 5 pg plazmidovej
DNA, ktora bola rozpustena v 50ul vody.
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3.1.6 Restrikéné endonukleazy

Boli pouzité tieto restrickné endonukleazy — Sall-HF, Xhol, Bsiwl, BamHI-HF, Bglll,
Pvul (vSetky NEB, USA).

3.1.7 Rastové média
Luria-Bertani (LB) médium: 1,55% (w/v) LB Broth; 0,95% (w/v) NaCl; pH 7,2
LB médium + 1,5% agar

SOC médium: 2% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) extrakt z kvasnic; 0,05% (w/v) NaCl; 0,01
mol- It MgCl,; 0,01 mol-1* MgS04; 0,0025 mol-1* KCI; 0,02 mol-1* glukéza

3.1.8 Komer¢né sustavy a kity

Clarity Western ECL Substrate (BioRad, USA)

Gateway LR Clonase Enzyme Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Nemecko)
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Holandsko)

3.1.9 Pristroje

analytické vahy 5034/120 (Nahita, Spanielsko)

automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)

centrifuga 5427R (Eppendorf, Nemecko)

elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

elektromagneticka miesacka (Boeco, Nemecko)

elektroforeticka komorka pre horizontalnu elektroforézu (Labnet, USA)
Gel Doc EZ image (BioRad, USA)

inkubator 28°C (Lovibond, Nemecko)

inkubator 37°C (Medline Scientific, Nemecko)

inkubator Cool-Hotter Dry (Alex Red, lzrael)

termocycler T-gradient (Biometra, Nemecko)

termomixér (Eppendorf, Nemecko)

vortex (Labnet, USA)

UV/VIS spektrofotometer Agilent 8453 (Agilent, USA)
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3.2 Metédy

3.2.1 Klonovanie

Jednotlivé kroky vsetkych postupov su popisané podrobne v podkapitolach nizsie.

Dva DNA plazmidy (nazvané LL-37 S8 a S9) obsahujuce katelicidinovu sekvenciu
spolu s purifikaénymi znackami boli obdrzané od firmy Thermo Fisher Scientific. Tieto
plazmidy boli metodou heatshock zatransformované do chemokompetentnych buniek
E.coli TOP 10. Transforma¢na zmes bola natreta na platne s LB agarom obsahujucim
antibiotikum kanamycin a po inkubacii na 37°C boli vypichnuté pozitivne kolonie do
tekutétho LB média. Nasledovala izolacia plazmidovej DNA pomocou kitu QIAprep
Spin Miniprep Kit akontrolna restrikéna analyza pre overenie pritomnosti inzertu
Vv plazmide pomocou enzymov BamHI-HF a Xhol, ktora bola vyhodnotena pomocou
gélovej elektroforézy. Pre uskutocnenie LR reakcie bolo d’alej nutné tieto plazmidy
nastiepit’ enzymom BglIl v mieste génu rezistencie na kanamycin, pretoze zvoleny
cielovy vektor obsahoval zhodny gén rezistencie. Nastiepend DNA bola purifikovana
na koloénke pomocou kitu Nucleospin Gel and PCR Clean-up. Pripravené vstupné klony
boli podrobené LR rekombina¢nej reakcii s cielovym vektorom pMDC32. Zmes bola
pripravena zmieSanim 150ng DNA LL-37 S8 alebo LL-37 S9 so 150 ng vektora
pMDC32 za pritomnosti 1ul pufru TE a 2ul enzymu LR Clonase Mix Il. LR reak¢éna
zmes bola inkubovand cez noc na 25°C ana druhy den -elektroporacne
zatransformovana do elektrokompetentnych E.coli TOP 10, ktoré boli kultivované cez
noc a po vypichnuti pozitivnych kolénii do LB média nasledovala izolacia plazmidov.
Plazmidy boli nastiepené pomocou restrikéného enzymu BsiWI a vyhodnotené gélovou
elektroforézou. Vybrané pozitivne klony boli poslané na kontrolni sekvendciu. Po
overeni sekvencie pomocou sekvenénych reakcii boli pripravené konStrukty
elektroporac¢ne zatransformované do baktérie Agrobacterium tumefaciens GV 3101
a transformacnd zmes bola natretd na misky s LB agarom obsahujlicim antibiotika
kanamycin a gentamicin. Nasledovala kontrolna colony PCR reakcia pomocou
Specifickych primerov, ktora bola vyhodnotend gélovou elektroforézou. Po potvrdeni
pritomnosti nasho inzertu v plazmide, boli pozitivne kolonie preockované do tekutého
média, inkubované na 28°C cez noc ana druhy den stocené na centrifuge.
K bakteridlnemu peletu bolo pridané 10mM MES médium, 150uM acetosyringénu

a 10mM MgCl,, Takto pripravena zmes bola pomocou injekénej striekacky aplikovana
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do listov tabaku a tie boli inkubované po dobu troch dni za Standardnych kultivacnych
podmienok.

Pri priprave konstruktov GFP s kontrolnou sekvenciou a GFP so sekvenciou
prediZenou o propeptid LeB4 (pouzity v LL-37 S9) pre kontrolu funkénosti tohto
signalneho peptidu pomocou live cell mikroskopie, boli tieto sekvencie amplifikované
pomocou PCR reakcie, po ktorej nasledovala kontrolnd gélova elektroforéza. PCR
produkty boli naStiepené restrikénymi enzymami Sall-HF a Xhol a purifikované
pomocou kitu Nucleospin Gel and PCR Clean-up. Tak isto naStiepeny bol aj vektor
pPENTR2B Dual, ktory bol defosforylovany, aby sme zamedzili moznej ligacii
nekohezivnych koncov prazdneho vektora. Po precisteni vektora bola nastavena ligacia
cez noc. Liga¢na zmes bola zatransformovana elektroporaciou do elektrokompetetnych
bunieck MEGA X DH10B+1, kolénie boli skontrolované metdédou colony PCR pomocou
Specifickych primerov a vyhodnotené gélovou elektroforézou. Pozitivne koldnie boli
zaoCkované do tekutého LB média, ktoré obsahovalo antibiotikum kanamycin.
Pomocou kitu QIAprep Spin Miniprep Kit boli vyizolované plazmidy z tekutych kultur,
nastiepené  restrikénymi  enzymami Sall-HF a Xhol avyhodnotené gélovou
elektroforézou. Vybrané pozitivne klony boli poslané na sekvenaciu pre kontrolu
pritomnosti nezmutovanej sekvencie GFP-ctrl a GFP-LeB4 vo vektore pENTR2B Dual.
Nasledne bolo nutné plazmid nastiepit’ enzymom Pvul v mieste génu rezistencie na
kanamycin, pretoZze zvoleny cielovy vektor obsahoval zhodny gén rezistencie.
Nastiepena DNA bola purifikovana na kolonke pomocou kitu Nucleospin Gel and PCR
Clean-up. Pripraveny vstupny klon bol podrobeny LR rekombinaénej reakecii
s cielovym vektorom pMDC32. Zmes bola pripravena zmieSanim 150ng DNA GFP-ctrl
alebo GFP-LeB4 so 150 ng vektora pMDC32 za pritomnosti 1ul pufru TE a 2pl enzymu
LR Clonase Mix Il. LR reakénd zmes bola inkubovana cez noc na 25°C a na druhy deni
zatransformovana do chemokompetentnych E.coli TOP 10 pomocou techniky heatshock
a vybrané narastené kolonie boli zaockované do tekut¢ho LB média s kanamycinom.
Z tekutych kultar boli vyizolované plazmidy, nastiepené enzymom Xhol a vyhodnotené
gélovou elektroforézou, ktora potvrdila pritomnost GFP-ctrl a LeB4-GFP sekvencii
v cielovom vektore pMDC32. Takto pripravené konStrukty budii vyhodnocované
metodou live cell mikroskopie pre potvrdenie funkénosti propeptidu leguminu B4, ktory
obsahuje signdlnu sekvenciu zacielujicu proteiny do endoplazmatického retikula.

Zaroven boli takto pripravené konStrukty elektroporacne zatransformované do baktérie
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Agrobacterium tumefaciens GV 3101 a transforma¢na zmes bola natretd na misky s LB
agarom obsahujicim antibiotika kanamycin a gentamicin. Vybrané kolonie boli
preockované do tekutého média, inkubované na 28°C cez noc a na druhy dei stoené na
centrifuge. K bakteridlnemu peletu bolo pridané 10mM MES médium, 150uM
acetosyringonu a 10mM MgCl, Takto pripravend zmes bola pomocou injekénej
striekacky aplikovana do listov tabaku atie boli inkubované po dobu troch dni za

Standardnych kultivaénych podmienok.

3.2.1.1 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)
Na PCR reakciu bola pouzita Phusion HF polymeraza (Thermo Fisher Scientific)
s ,,proof reading™ aktivitou. ZloZenie reak¢nej zmesi je popisané v Tab. 2 a podmienky

pre reakciu v Tab. 3.

Tab. 2 Zlozenie PCR zmesi pre Phusion HF polymerazu

Zlozka PCR zmesi Mnozstvo
DNA templat 50 ng
Phusion HF polymeraza 0,3 ul
5x Phusion HF pufor 4l
dNTP’s (10 mmol-17) 0,4 ul
Forward primer (5 uM) 2 ul
Reverse primer (5 uM) 2 ul
Voda Do 20 pl

Tab. 3 Podmienky pre PCR reakciu za pouzitia Phusion HF polymerazy

PCR krok Teplota v °C Cas Pocet cyklov
ZaciatoCna
denaturacia % 30 !
Denaturacia 98 10s
Nasadanie primerov 62 30s 30
Syntéza DNA 72 20s
Koncova syntéza .
DNA 72 10 min. 1

3.2.1.2 Colony PCR
Pre PCR reakciu bola pouzitd Go Taq polymerdza a ako DNA templat boli pouzité

bakterialne kolonie rozsuspendované v 20 ul vody z ktorych 12,2 ul bolo pouzitych na
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samotnu reakciu. Zlozenie reakénej zmesi bolo popisané v Tab. 4 a podmienky pre

reakciu v Tab. 5.

Tab. 4 Zlozenie PCR zmesi pre Taq polymerazu

Zlozka PCR zmesi MnoZstvo
DNA templat 12,2 ul
Go Taq polymeraza 0,2 ul
5x GreenTag pufor 5ul
dNTP’s (10 mmol-17) 0,5 ul
MgCl, (25mM) 1,5l
Forward primer (5 pM) 2,5l
Reverse primer (5 uM) 2,5 ul
Voda Do 25 pl

Tab. 5: Podmienky pre colony PCR za pouzitia Go Taq polymerazy

PCR krok Teplota v °C Cas Pocet cyklov
ZaciatoCna .
denaturacia % 2 min. 1
Denaturacia 95 30s
Nasadanie primerov 55 30s 26
Syntéza DNA 72 1 min.
Koncova syntéza .
DNA 72 7 min. 1

3.2.1.3 Gélova elektroforéza

Agarozova gélova elektroforéza bola vyuZzivand pre separiciu pripravenych PCR
produktov alebo ako kontrola klonovacich krokov, kedy boli plazmidové DNA
naStiepené pomocou restrikénych endonukledz. Analyza prebiehala vzdy v 1%
agarozovom géle Vv pritomnosti TAE pufra (0,01 EDTA a 0,4M tris pH 8). Do gélu bol
kvoli detekcii vzdy pridany etidium bromid. Vzorky boli pripravované zmieSanim
s 6xLoading Dye (0,03% bromfenolova modra, 60% glycerol, 60mM EDTA a 0,03%
xylencyanol FF) a po naslednom naneseni na hotovy gél ponoreny v pufri, bol nakoniec
pridany Gene Ruler 1kb+ DNA Ladder (5 ul, Fermentas). Agar6ézova elektroforéza
bezala po dobu 30 mintut pri napéti 100V a po jej skonceni bol gél preneseny na UV-

transiluminator a odfoteny pomocou softwaru AlphaDigi Doc.
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3.2.1.4 Restrikcia
Vektor pENTR2B Dual a pripravené PCR amplikony museli byt najprv naStiepené

restrikénymi endonukleazami, aby mohli byt nasledne podrobené ligacii (vSeobecné
zlozenie reakénej zmesi je popisané v Tab. 6). K zvolenym enzymom musel byt vzdy
vybraty S$pecificky pufor, v ktorom mali oba enzymy 100% aktivitu. Pomocou
restrik¢nej analyzy sme zaroven urcovali pritomnost’ spravnych velkosti pripravenych
konstruktov (vSeobecné zlozenie reakénej zmesi je popisané v Tab. 7). Reakcia

prebiehala v inkubatore pri 37°C cez noc.

Tab. 6 Vseobecné zlozenie zmesi pre restrikciu

Z1oZKky restrikénej zmesi MnoZstvo
DNA templat 3 ug
Enzym I 0,5 ul
Enzym II 0,5 ul
Pufor 5ul
Voda do 50 pl

Tab. 7 VSeobecné zlozenie zmesi pre kontrolnt restriként analyzu

ZloZky restrikénej zmesi MnoZstvo
DNA templat 3ul
Enzym I 0,2 ul
Enzym II 0,2 ul
Pufor 1l
Voda do 10 pl

3.2.1.5 Purifikacia DNA

Purifikdcia DNA po PCR alebo restrikcii prebiehala pomocou kitu Nucleospin Gel and
PCR Clean-up podl'a navodu. Najprv bol objem vzorky nariedeny do 100 pl vodou
a k nemu bolo pridanych 200 pl pufru NTIL Takto pripravena vzorka bola nanesena na
kolénku, ktora bola vlozend do 2 ml mikroskimavky. Mikroskimavka bola
centrifugovand po dobu 30 sekund pri 11000 g aeluat bol odliaty do odpadu. Na
kolénku bolo nasledne pridanych 700 pl pufru NT3 a vzorky boli centrifugované 30
sektnd pri 11000 g. Po odstraneni eluatu nasledovala opédtovna centrifugacia pre tplné

odstranenie pufru NT3. Na zaver bola kolénka presunutd do novej 1,5 ml
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mikroskiimavky, na nu bolo pridanych 30 pl pufru NE apo 1 minatovej inkubacii
a centrifugacii na 12000g bol ziskany eluat, ktory obsahoval purifikovani DNA.

3.2.1.6 Ligacia
K vektoru, ktory bol linearizovany boli pridané 2 ul alkalickej fosfatazy po dobu 1 hodiny

na 37°C. Nasledne bol enzym inaktivovany zahriatim na 75°C na 15 minuat a purifikovany
zaroveit s PCR amplikonmi pomocou kitu Nucleospin Gel and PCR Clean-up podla
instrukcii vyrobcu. Nakoniec bola nastavend liga¢na reakcia cez noc pri 16°C. Zlozenie
ligacnej zmesi je popisané v Tab. 8. Mnozstvo PCR produktu v reakcii bolo uréené zo

50 ng x velkost PCR produktuvbp x5

vzorca: PCR produkt (ng) =

vel'kost vektora v bp

Tab. 8 Zlozenie liga¢nej zmesi

ZloZky ligacnej zmesi MnoZstvo
DNA inzert Podla vzorca vyssie
Vektor 50 ng
Pufor pre T4 DNA ligazu 1l
T4 DNA ligaza 1l
Voda do 10 ul

3.2.1.7 LR reakcia

LR rekombina¢na reakcia prebehla ako so sekvenciami LL-37 S8 aS9 v plazmide
transformovanych E.coli, tak aj so sekvenciami GFP-ctrl a GFP-LeB4 zaligovanych do
vektora pENTR2B Dual spolu s cielovym vektorom pMDC32. Zmes bola pripravena
zmieSanim 150 ng DNA (oboch stratégii a oboch GFP sekvencii) spolu so 150 ng
vektora pMDC32. Reakcia prebehla za pritomnosti 1 pl pufru TE a2 pl enzymu LR
Clonase Mix II. Takto pripravend zmes bola inkubovana cez noc pri 25°C. Nasledujtci
den bol k reakénej zmesi pridany 1 pl proteinazy K (z kitu vyrobcu) pre zastavenie

reakcie a vzorky boli inkubované 15 minut na 37°C.

3.2.1.8 Transformacia metodou heatshock

Pre metodu heatshock boli vybraté chemokompetentné E.coli TOP10, ktoré boli vybraté
z mraznicky na -80°C a ponechané rozmrznit’ na l'ade. Zaroven bolo z mrazni¢ky na
-20°C vybraté SOC médium a taktieZ ponechané rozmrznut’ za laboratornej teploty. Ku
kompetentnym bunkam bolo pridanych 7 pl liga¢nej zmesi alebo plazmidovej DNA

azmes bola inkubovand na lade po dobu 30 minit. Nésledne bola zmes

35



v mikroskimavke vlozena do inkubatora na 50 sekund pri 42°C apo ukonceni
inkubacie bola opit’ ponechand na l'ade na 2 mintty. Po uplynuti 2 minat bolo
k transformovanym bunkam pridanych 500 ul SOC média a nasledovala inkubacia pri
37°C po dobu 1 hodiny. Na zaver bola bakterialna zmes natretd na LB misky

S prislusSnym antibiotikom a ponechana v inkubatore na 37°C cez noc.

3.2.1.9 Transformacia metodou elektroporacie

Pre metodu elektroporacie boli vybraté elektrokompetentné E.coli TOP10, MEGA X
a Agrobacterium tumefaciens GV3101, ktoré boli vybraté z mraznicky na -80°C
a ponechané rozmrznut’ na lade. Zaroven bolo z mraznicky na -20°C vybraté¢ SOC
médium a taktiez ponechané¢ rozmrznut' za laboratérnej teploty. K rozmrazenym
bunkam bol pridany 1 pl ligacnej zmesi alebo plazmidovej DNA azmes bol
prepipetovana do vychladenej elektroporacnej kyvety, v ktorej sa vzorky inkubovali po
dobu 3 minut. Nasledne bola kyveta vysuSena, vlozena do elektroporatora a prebehol
impulz pri 1800V po dobu 5 ms. Hned” po impulze bolo do kyvety pridanych 500 ul
SOC média a zmes, ktora bola presunuta do 1,5 ml mikroskiimavky bola inkubovana na
37°C (28°C pre Agrobacterium tumefaciens) za staleho trepania po dobu 1 hodiny (4
hodiny pre Agrobacterium tumefaciens). Po inkubacii bola bakteridlna zmes natreta na
LB misky s odpovedajiicim antibiotikom a ponechand v inkubatore cez noc na

37°C/28°C.

3.2.1.10 Izolacia plazmidov

Izolacia plazmidov prebichala pomocou kitu QIAprep Spin Miniprep Kit podl'a navodu.
Prvym krokom bola centrifugacia 2 ml bakterialnej kultiry po dobu 3 minut pri 5000 g.
Bakterialny pelet bol rozsuspendovany v 250 pl pufru P1, nasledne bolo hned’
pridanych 250 pl pufru P2, kedy bola mikroskimavka v ruke opatrne otac¢ana
a inkubovana 4 minuty. Po pridani 350ul pufru N3 bola mikroskiimavka opét’ opatrne
otaCana anasledne hned’ centrifugovana po dobu 10 minat na 13000 g. 800 pl
supernatantu bolo nanesenych na kolonku v novej mikroskiimavke a opit’ stocenych po
dobu 1 minuty na 11000 g. Eluat bol odliaty do odpadu a na kolonku bolo nanesenych
750 pl pufru PE, po ktorom nasledovala centrifugacia po dobu 1 mintity na 13000 g. Po
opdtovnom odliati eluatu bola mikroskimavka opdt scentrifugovand pre uplné

odstranenie pufru PE. Nakoniec bola kolonka prenesend do novej mikroskimavky
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0 objeme 1,5 ml a na kolénku bolo nanesenych 50 pl vody. Po scentrifugovani po dobu

1 mintty pri 12000 g sme ziskali plazmidova DNA.

3.2.1.11 Sekvenacia

Vzorky na sekvenaciu obsahovali 500 ng plazmidovej DNA, ktora bola vyizolovana
pomocou kitu QIAprep Spin Miniprep Kit, a5 ul $pecifického primeru o koncentracii
5 umol/l. Celkovy objem pozostaval z 10 pul a takto pripravena zmes bola odoslana na

sekvenaciu.

3.2.2 Transformacia listov tabaku baktériou Agrobacterium

tumefaciens
Bakterialne kolonie, ktoré obsahovali konstrukty LL-37 S8 a LL-37 S9 boli zaockované
do tekutého LB média, obsahujticeho antibiotika kanamycin a gentamicin a inkubované
na niekol’ko hodin na 28°C za staleho trepania, kym nebola dosiahnutd ODggyg (opticka
hustota pri 600 nm) medzi 0,2-0,3. Po overeni hustoty pomocou spektrofotometra boli
koldnie centrifugované 2x pri 2000g a nasledne bol odstraneny supernatant. Bakterialny
pelet bol rozsuspendovany v 2 ml pufru o pH 5,6 obsahujuicom 10mM MES, 150uM
acetosyringon a 10mM MgCl,. Takto pripravena zmes bola inkubovana 2 hodiny pri
laboratérnej teplote. Po inkubécia bola zmes natiahnutd do 1ml injek¢énej striekacky,
pomocou ktorej boli infiltrované listy tabaku z prieduchovej strany (spodnej). Do
kazdého miesta infiltracie bolo pridanych priblizne 200 pl bakteridlnej suspenzie. Po
agroinfiltracii boli listy inkubované po dobu troch dni vo fytotrone pri 16/8 (deii/noc)

rezime.

3.2.3 SDS-PAGE elektroforéza

Do aparatary pre SDS-PAGE elektroforézu bol vloZzeny komeréne dostupny NuPage
4-12 % Bis-Tris precast gél od firmy Thermo Fisher Scientific. Nasledne bol priliaty
komerény Bis-Tris pufor ado jamiek v géle boli nanesené vzorky (30ul), ktoré boli
vopred pripravené. Do jednej jamky bol naneseny aj marker Novex Sharp Pre-stained
Protein Standard (Thermo Fisher Scientific). Elektroforéza bezala pri 150V po dobu 30-

40 minut, tak aby ¢elo elektroforézy nevyputovalo z gélu.

3.2.4 Western blot

PVDF membrana bola vystrihnutd na presnti velkost' gélu a aktivovana v metanole.

Dva hrubé filtracné papiere a dve porovité Spongie boli namocené do blotovacieho
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pufra. Nasledne bol zostaveny sendvi¢ (Obr. 7) obsahujici poroviti Spongiu na ktoru
bol polozeny namoceny filtracny papier, gél a PVDF membrana, ktord bola zakryta
opiat’ filtranym papierom a porovitou Spongiou. VSetky bublinky boli odstranené
pomocou velkej plastovej Spachtle, ktorou bol prejdeny vrch membrany. Takto
pripraveny sendvi¢ bol nésledne vlozeny do blotovacej aparatury a zaliaty blotovacim
pufrom. Hotova aparatira bola vlozena do chladni¢ky a prenos prebiehal pri 100V 1

hodinu a nasledne cez noc pri 30V.

Pre potvrdenie tispeSného prenosu bola membrana zafarbena amidocernou 10B a pre
lepSiu orientaciu bol marker a jamky oznacené ceruzkou. Membrana bola nasledne
premyta destilovanou vodou, kym sa vSetky bandy neodfarbili. Nasledovalo blokovanie
membrany 5% susenym mlickom v TBS-T pufri po dobu jednej hodiny a potom
inkubécia s 2 ml 1% suSené¢ho mlieka rozpusteného v TBS-T pufri, ktoré obsahovalo
primérnu protilatku taktiez po dobu 1 hodiny. Po skonceni inkubécie bola membrana
premyta 5 minat v TBS-T pufri a 2x5 minat v TBS pufri. Membrana bola nasledne
inkubovana po dobu 1 hodiny v20 ml 1% susené¢ho mlieka v TBS-T pufri, ktoré
obsahovalo sekundarnu protilatku. Na zéver bola membrana posledny krat premyta 1x5
minat v TBS-T pufri a 2x5 mintt v TBS pufri. VSetky inkubacie prebiehali na orbitalne;j

trepacke za staleho pretrepavania.

Analyza membrany prebiehala pomocou chemiluminiscenénej reakcie po
zmieSani 10 ml peroxidasy s 10 ml prislusného pufra (1:1). Takto pripraveny roztok bol

naliaty na membranu a ta bola ihned’ analyzovana pomocou systému ChemiDoc MP.
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Obr. 7 Schéma usporiadania vrstiev v sendvici pre elektroblotting.
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4  Vysledky

4.1 Priprava a overenie DNA materialu

Pre pripravu katelicidinovych konStruktov vhodnych pre transformaciu tabakovych
listov boli pouzité syntetické kons$trukty (navrhnuté ako ,.entry klony“ kompatibilné
s Gateway technologiou) of firmy Thermo Fisher Scientific vo vektore pMK-RQ (LL-
37 S8 alLlL-37 S9 - wviz. kapitola 3.1.5). Tymito boli zatransformované
chemokompetentné bunky E.coli TOP 10 anasledne znich bola vyizolovana
plazmidova DNA pomocou minipreparativnej izolacie. Pre kontrolu pritomnosti inzertu
v plazmide bola uskutocnend restrikéna analyza enzymami BamHI-HF a Xhol, ktora
bola vyhodnotena gélovou elektroforézou (Obr. 8). Vysledok potvrdil pritomnost’ nasej
sekvencie v plazmide E.coli o ofakavanej velkosti (LL-37 S9 — ocakavana velkost
inzertu 534 bp, LL-37 S8 — ocakavana velkost inzertu 798 bp).

M1 2 3 4 5986

5000 bp —u
1500 bp —> [

500 bp —> IR

Obr. 8 Elektroforeogram — kontrolna restrikéna analyza miniprepovej DNA katelicidinovych
konstruktov v plazmide pMK-RQ (LL-37 S8 a S9) enzymami BamHI a Xhol. M - Gene Ruler
1kb+ DNA Ladder.

Pre pripravu GFP konStruktov bolo nutné tieto sekvencie najprv amplifikovat
PCR reakciou pomocou Specifickych primerov (GFPSall_FWO01, GFPSall_FW02 a
GFPXhol_REO01), vdaka ktorym PCR produkty obsahovali restrikéné miesta pre
enzymy Sall a Xhol. Tymito enzymami boli nasledne nastiepené oba amplikény GFP-
ctrl (745 bp) a GFP-LeB4 (811 bp). DNA bola precistena na kolonke pomocou Kitu
Nucleospin Gel and PCR Clean-up arozpustena v objeme 30 pl elu¢ného pufru
NE. Uspesnost’ bola overena gélovou elektroforézou (Obr. 9), ktora potvrdila spravne

vel'kosti oboch GFP sekvencii.
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GFP-ctl  GFP-Leb4

Obr. 9 Elektroforeogram — kontrolna analyza po restrikcii amplikonov GFP-ctrl a GFP-LeB4 po
PCR reakcii pomocou enzymov Sall a Xhol. Na gél boli nanesené 3 pl vzorky z celkového
objemu 30 pul. M - Gene Ruler 1kb+ DNA Ladder.

4.2 Ligacia GFP-ctrl a GFP-LeB4 do vektora pPENTR2B Dual

Po nastiepeni amplikonov GFP-ctrl a GFP-LeB4 enzymami Sall-HF a Xhol, bolo nutné
tak isto nastiepit’ aj vektor pPENTR2B Dual, ktory bol nasledne este defosforylovany.
Ligacia prebiechala podla postupu, ktory je podrobne popisany v kapitole 3.2.1.6.
Ligacnd zmes bola potom zatransformovana do elektrokompetetnych bunieck MEGA X
DH10B+1. Na miskéach narastlo priblizne 50 koldnii, z ktorych bolo zao¢kované pre
minipreparativnu izolaciu DNA. Uspesnost transformécie bola overena restrikénou
analyzou opat s pomocou enzymov Sall-HF a Xhol avyhodnotena gélovou
elektroforézou (Obr. 10), ktora potvrdila pritomnost inzertu v plazmide v dvoch
pripadoch pre GFP-ctrl a takisto v dvoch pripadoch pre GFP-LeB4 (velkost pENTR2B
Dual — 3755bp).

TS5 809 1011 12

~ERE-E T
/ N/

GFP-cin GFP-Lebd

Obr. 10 Elektroforeogram — kontrolna restrikéna analyza plazmidu pENTR2B Dual enzymami
Sall a Xhol so zaligovanymi sekvenciami GFP-ctrl a GFP-LeB4. M - Gene Ruler 1kb+ DNA
Ladder.
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4.3 LR reakcia do ciePového vektora pMDC32

Pripravené vstupné klony LL-37 S8 a S9 (v plazmide pMK-RQ), pPENTR2B Dual
s GFP-ctrl a pENTR2B Dual s GFP-LeB4 boli podrobené LR rekombinacnej reakcii
s cielovym vektorom pMDC32, ktory umoziiuje silnti konStitutivhu expresiu pod
kontrolou promoétoru 35S. LR rekombinacnd reakcia prebiehala podla postupu
podrobne popisaného v kapitole 3.2.1.7. LR reakéna zmes bola v pripade LL-37 S8 a S9
zatransformovana do elektrokompetentnych E.coli TOP 10 a v pripade pPENTR2B Dual
do chemokompetentnych E.coli TOP 10. Na miskach narastlo radovo par desiatok
kolonii, z ktorych bolo zaoCkované pre minipreparativnu izolaciu plazmidovej DNA,
ktora bola nasledne pre kontrolu nastiepena restrikénymi enzymami (BsiWI pre LL-37
S8 a S9, Xhol pre GFP-ctrl a GFP-LeB4) a vyhodnotena gélovou elektroforézou (Obr.
11 a Obr. 12). Pozitivne kolonie boli nasledne poslané na sekvenaciu, ktora potvrdila

pritomnost’ nezmutovanych sekvencii v cielovom vektore pMDC32 (vel'kost’ plazmidu

11752bp).

123 456 789M123 456 789

11000 bp
5000 bp

1500 bp

Obr. 11 Elektroforeogram — kontrolna restrik¢na analyza po rekombinacii katelicidinovych
konstruktov (LL-37 S8 a S9) do ciel'ového vektora pMDC32 enzymom BsiWI. 8 pozitivnych
klonov pre LL-37 S8 a 8 pozitivnych klonov pre LL-37 S9 (ozna¢ené ramcekom). M - Gene
Ruler 1kb+ DNA Ladder.
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Obr. 12 Elektroforeogram — kontrolna restrikéna analyza po rekombinacii GFP konstruktov
(GFP-ctrl a GFP-LeB4) do cielového vektora pMDC32 enzymom Xhol. Velkost' plazmidu
pMDC32 je 11752 bp. Pozitivne kolonie si oznacené raméekom. M - Gene Ruler 1kb+ DNA
Ladder.

4.4 Transformacia do baktérie Agrobacterium tumefaciens

Pripravené katelicidinové konstrukty v cielovom vektore pMDC32 boli elektroporaciou
zatransformované do baktérie Agrobacterium tumefaciens GV 3101. Narastené kolonie
na miskach s rezistenciu na kanamycin a gentamicin boli preskimané pomocou colony
PCR za pouzitia primerov Specifickych pre attL oblasti (GWATTLLIFW,
GWATTLZ2RE) plazmidu pMDC32 a vyhodnotené gélovou elektroforézou (Obr. 13).
Vysledok elektroforézy potvrdil pritomnost’ katelicidinovych fuzii (LL-37 S9 -
oCakavana velkost PCR produktu 579 bp, LL-37 S8 — ocakavana velkost PCR

produktu 849 bp) v baktérii Agrobacterium tumefaciens.

2 10 11121314151617 18 19 M

“_ i

Obr. 13 Elektroforeogram — kontrolna colony PCR reakcia narastenych kolonii baktérie
Agrobacterium tumefaciens s pritomnostou katelicidinovych fazii. Pozitivne kolonie st
oznacené ram¢ekom. M - Gene Ruler 1kb+ DNA Ladder.
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4.5 Transformacia tabakovych listov a Western blotting

Pritomnost’ katelicidinovych fuzii v transformovanych listoch tabaku metédou
tranzientnej expresie pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens bola dokazana
metddou Western blottingu. Ako vstupny material slazili listy tabaku 3 dni po
transformacii baktériou Agrobacterium tumefaciens, ktora niesla plazmidy pre LL-37
S8 alebo LL-37 S9 v plazmide pMDC32 (podrobne popisané v kapitole 3.2.2). Vzorky
boli pripravené zmieSanim 200 mg zhomogenizovanych listov po rozdrveni v tekutom
dusiku spolu s 200 pl 2x SDS pufru. Vzorky boli najprv 25 minat inkubované na l'ade
a potom 5 minut povarené pri 95°C. Nasledovala centrifugacia 2x 5 minut pri 140009
a pripraveny supernatant bol znovu nariedeny v 1x SDS pufru: 5 ul, 3 pl alebo 1 pl
hrubého proteinového extraktu v SDS pufri bolo nariedenych do celkového objemu 30
pl 1x SDS pufru a nanesenych na gél. Ako negativna kontrola sluzili WT listy tabaku
extrahované za rovnakych podmienok ako u LL-37 S8 aLL-37 S9 (5 ul hrubého

proteinového extraktu bolo nariedenych do 30 pl 1xSDS pufru a nanesenych na gél).

Pomocou tejto metdody sme testovali obe navrhnuté stratégie (S8 a S9) za vyuzitia
monoklonélnej protilatky proti LL-37 a oba GFP konStrukty pomocou polyklonélne;j
protilatky proti GFP. Zatial' ¢o expresie GFP sa nam v prvom experimente overit
nepodarilo a bude potrebné d’alej optimalizovat’ riedenie protilatky, v pripade LL-37 S8
a S9 sme ziskali jednoznaéné vysledky (Obr. 14 a 15). LL-37 S8 (teoreticka velkost
fuzneho proteinu 28.8 kDa) vykazovala silny signal pri vyhodnoteni luminiscencie uz
po 10 sekundach detekcie a to aj pri naneseni vel'mi malych mnozstiev vzorky (1 ul
hrubého proteinového extraktu). LL-37 S9 (teoreticka velkost’ fizneho proteinu 19.4 kDa)
bola taktiez exprimovana, no v porovnani so LL-37 S8 iba slabo ajej velkost' bola
trochu niz§ia ako o¢akavand, co moze vypovedat’ o ¢iastocnej degradacii proteinu. Tuto

faznu formu sa podarilo zaznamenat’ az po 120 sekundovej detekcii.

V pripade GFP-ctrl a GFP-LeB4 sa nepodarilo detekovat’ signal ani pri 5 minutove;j
detekcii.
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Obr. 7 Anti-LL37 mouse 1:500, detekcia 10 sec

Obr. 14 Testovanie LL-37 S8 a LL-37 S9 pomocou metédy Western blot — tranzientna expresia
Vv listoch tabaku, 3 dni po transformacii — po 10 sekundovej expozicii. Pouzity Marker - Novex
Sharp Pre-stained Protein Standard. 1-6: - hrubé proteinové extrakty z listov tabaku po
transformacii konstruktmi LL-37 S8 a S9 v plazmide pMDC32: 1 — LL-37 S8 s pouzitim Sul
proteinového extraktu, 2 — LL-37 S9 s pouzitim Sul extraktu, 3 — LL-37 S8 s pouzitim 3pul
extraktu, 4- LL-37 S9 s pouZitim 3l extraktu, 5 — LL-37 S8 s pouzitim 1l extraktu, 6 — LL-37
S9 s pouzitim 1 pl extraktu, 7 a 8 — negativna kontrola (5ul extraktu z WT tabakovych listov), 9
— pozitivna kontrola ¢istého LL-37 (komeréne dodany synteticky peptid o velkosti 4,5 kDa).
Pouzita primarna protilatka 1:500 anti-LL37 mySacia.
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Obr. 8 Anti-LL37 mouse 1:500, detekcia 120 sec
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Obr. 15 Testovanie LL-37 S8 a LL-37 S9 pomocou metdédy Western blot — tranzientna expresia
Vv listoch tabaku, 3 dni po transformacii — po 120 sekundovej expozicii. Pouzity Marker - Novex
Sharp Pre-stained Protein Standard. 1-6: - hrubé proteinové extrakty z listov tabaku po
transformacii konstruktmi LL-37 S8 a S9 v plazmide pMDC32: 1 — LL-37 S8 s pouzitim Sul
proteinového extraktu, 2 — LL-37 S9 s pouzitim 5ul extraktu, 3 — LL-37 S8 s pouzitim 3pul
extraktu, 4- LL-37 S9 s pouzitim 3l extraktu, 5 — LL-37 S8 s pouzitim 1l extraktu, 6 — LL-37
S9 s pouzitim 1 pl extraktu, 7 a 8 — negativna kontrola (5ul extraktu z WT tabakovych listov), 9
— pozitivna kontrola ¢istého LL-37 (komeréne dodany synteticky peptid o velkosti 4,5 kDa).
Pouzita primarna protilatka 1:500 anti-LL37 mysacia.
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5 Diskusia

Experimentalnymi cie'mi tejto prace bolo Klonovanie konS$truktov pre expresiu
I'udského katelicidinu LL-37, GFP konstruktov pre kontrolu funkcnosti propeptidu
LeB4 v rastlinach a nasledne testovanie pripravenych konstruktov pomocou tranzientne;j
expresie v listoch tabaku. Vytycené ciele sa nam z vicsej Casti podarilo splnit’, pretoze
vSetky pouzité DNA sekvencie, ¢i uz LL-37 S8 a LL-37 S9 alebo GFP-ctrl a GFP-
LeB4 sa nam podarilo uspesne vklonovat’ do cielového vektora pMDC32 (Obr. 11 a 12)
a nasledne aj do baktérie Agrobacterium tumefaciens (Obr. 13). Elektroforeogram GFP-
ctrl vcielovom vektore pMDC32 nebol v bakalarskej praci uverejneny, pretoze
restrikéna analyza spol'ahlivo nepotvrdila pritomnost’ inzertu, ale sekvencna reakcia
jednoznacne ukazala pritomnost’ spravneho inzertu v cielovom vektore pMDC32.
Nepresvedcivost” elektroforeogramu bola spésobena manipulaciou s elektroforetickou

komoérkou z dévodu poruchy v ¢ase kedy boli vzorky uz uprostred separacie.

Bohuzial’ sa nam nepodarilo dokazat’ tspesnost’ exprimacie GFP sekvencii v listoch
tabaku, pretoze vysledok metody Western blot bol v oboch pripadoch negativny. Tento
problém nastal pravdepodobne kvoli pouzitiu protilatok, ktoré neboli funk¢né, ale bolo
zvolené prili§ velké riedenie protilaitky. Kazdopadne budu tieto dva kontrolné
konstrukty vyuzité pre pozorovanie pomocou live cell mikroskopie, aby bola overena
ucinnost’ propeptidu leguminu B4 vo forme fuzneho konstruktu s GFP sekvenciou, ¢i
naozaj zaciel'uje proteiny do endoplazmatického retikula. V pripade GFP-ctrl by sme
teda mali zaznamenat’ GFP signal v jadre, zatial ¢o u GFP-LeB4 by sa tento signal mal

nachadzat’ v endoplazmatickom retikule.

Na rozdiel od GFP sekvencii sa nam podarilo otestovat funkénost’ oboch
navrhnutych stratégii (konstrukty LL-37 S8 aS9 vcielovom vektore pMDC32)
pomocou tranzientnej expresii Vv listoch Nicotiana benthamiana, kedy vysledky
potvrdili, Ze obe tieto stratégie su funkcné. Ich stupenn exprimacie vSak nebol rovnaky.
Kym LL-37 S8 vykazovala silny stupenn signalu uz po 10 sekundovej detekcii
a fragmenty boli 0 o¢akavanej vel'kosti (28,8 kDa) (Obr. 14), ¢o sved¢i o silnej urovni
proteinovej expresie v listoch tabaku a da sa ocakavat, ze podobné vysledky by mohli
byt dosiahnuté aj po preneseni tejto stratégie do endospermu ja¢mena, LL-37 S9 bola
detekovana az po 120 sekundéch, jej signdl bol omnoho slabsi a zaroven jej fragmenty
vykazovali mensiu velkost' aka bola ocCakavana (19,4 kDa) (Obr.15), ¢o mohlo byt
spdsobené Ciastocnou degradéaciou tohto proteinu.

45



Vysledkom z Western blotu sme dokazali, Ze obe tieto stratégie su exprimované
v tabaku ako testovacej platforme a st teda vhodné pre buduicu transforméaciu jamena.
MozZeme ocakavat, ze LL-37 S8 moze byt v budicnosti uspesnejsia, ale po prenose
oboch stratégii do jaémena mdzeme pozorovat urCité odchylky od modelovej rastliny
Nicotiana benthamiana aztohto dovodu budeme dalej testovat’ v jaCmeni obe

navrhnuté stratégie.

Pozitivny vysledok je pre tento vyskum vel’kym prinosom, pretoze zatial’ uz overené
pozitivne stratégie, ktor¢ sa podarilo zatransformovat do endospermu jacmena
neprejavili vysoky stupenn exprimacie. Kvoli tomu sa pokracuje v testovani d’alSich
navrhnutych stratégii, ktoré by potencidlne mohli zvysit vytazok katelicidinu za
stucasného znizenia nakladov na jeho produkciu v jacmeni. Vd’aka uspes$nej exprimacii
Stratégie 8, ktora prejavila vysokl Groven signalu aj za pouZitia veI'mi malého mnoZstva
vzorky (1ul) a to uz po 10 sekundovej detekcii sa mdézeme domnievat’, Ze by prave tato
stratégia mohla byt’ tou spravnou pre vel'koformatovl produkciu katelicidinu v jaémeni

ako produk¢nej platforme.
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6 Zaver

V Dbakalarskej praci bola teoretickd Cast zamerand na vSeobecny popis
antimikrobidlnych peptidov, ktoré boli d’alej sustredené na l'udsky katelicidin LL-37.
V dalsej casti bolo vysvetlené, ¢o je to molekularne farmarcenie, aké vyhody maja
rastlinné produk¢né platformy, kde aako sa v semenach rastlin akumuluju proteiny
a preCo su jaCmen a tabak vhodnymi platformami pre tuto formu produkcie vyznamnych
farmaceutickych latok. Nasledne bolo objasnené ¢im je vyznamna baktéria
Agrobacterium tumefaciens a ako prebieha transformacia rastlin pomocou tejto baktérie.
Na zaver bolo v teoretickej Casti vysvetlené aké rozne latky mozeme vyuzivat na

pripravu konstruktov pre heterolognu proteinovl expresiu V rastlinach.

Experimentalna ¢ast’ bola najprv zamerana na klonovanie sekvencii GFP-ctrl, GFP-
LeB4, LL-37 S8 a S9 do cielového vektora pMDC32, ktory je vhodny pre tranzientni
expresiu Vv listoch tabaku. Tento vektor bol nasledne vlozeny do baktérie Agrobacterium
tumefaciens, pomocou ktorej boli nasledne transformované listy tabaku. Tieto listy boli
zhomogenizované a pritomnost’ katelicidinovych fuzii a GFP sekvencii bola overena
metodou Western blot, ktora potvrdila Gispesnt proteinova expresiu oboch navrhnutych
stratégii (8 aj 9), no zaroven vykazovala negativny vysledok pre obe GFP sekvencie,

kde musi byt otestovana funk¢nost’ protilatky a zaroven optimalizované jej nariedenie.
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