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Abstrakt
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TO generacie transgénnych rastlin jacmena overena funkcnost aj zrnova Specifickost’
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CIELE PRACE

Teoreticka Cast’ :

Popis molekuldrneho farmarcenia so zameranim na vyhody a nevyhody tohto
biotechnologického postupu, legislativu a popis firiem vyuzivajlcich rastlinné
expresné systémy pre produkciu bioaktivnych substancii.

Vypracovanie literarnej reSerSe suvisiacej s tematikou antimikrobidlnych
peptidov prirodzene sa vyskytujucich v I'udskom organizme so zameranim

na l'udsky katelicidin LL-37 a jeho terapeutické vyuzitie.

Prakticka Cast’:

Stabilna transformacia jaémena siateho (Hordeum vulgare L.) génom kodujicim
antimikrobialny peptid LL-37 pod kontrolou zrnovo $pecifického promotoru.
Selekcia transgénnych linii, ich fenotypova analyza a analyza na gendémovej
urovni.

Potvrdenie expresie transgénu metdédou qRT-PCR Vv zrnach transgénnych rastlin
a overenie funkénosti a zrnovej Specifickosti promoétoru prostrednictvom
porovnania relativneho mnozZstva transgénnej RNA v korenioch, listoch
a Vv zrnach jaémena.

Interpretécia ziskanych vysledkov.



1 UVOD

Molekularne farmarcenie (biofarmarcenie) je termin predstavujuci produkciu
biologicky aktivnych terapeutik a priemyselnych proteinov s vyuzitim rastlinnych
expresnych systémov a metéd génového inzinierstva (Obembe et al., 2010). Tato
technologia ma v sGCasnosti  slubny potencial nielen v oblasti produkcie
rekombinantnych biofarmaceutik, akymi si napr. vakciny, antigénne protilatky,
¢i enzymi, ale aj priemyslovych proteinov (Obembe et al., 2010). Rastliny predstavuji
vhodni produkénu platformu, pretoze st Tlahko transformovatelné a poskytuju
v mnohych pripadoch nendkladny systém produkcie vo velkom meradle (Twyman
et al., 2003).

Rastliny je mozné transformovat bud stabilne (Jones a Sparks, 2009),
kedy dochadza k integracii transgénu priamo do rastlinného gendému alebo
prostrednictvom prechodnej transformacie (Voinnet et al., 2003), kedy k integracii génu
do rastlinného genomu nedochadza. Vyhodou stabilnej transformacie je zachovanie
zmeny genomu rastliny aj v d’al$ich generaciach, zatial’ ¢o u tranzientnej transformacie
je to dosiahnutie maximalnej hladiny expresie v kratkom case, avSak transgén nie je
preneseny do naslednych generacii (Sparkles et al., 2006).

Vo vyrobnom procese produkcie rekombinantnych proteinov je mozné vyuzit' rozne
rastlinné expresné systémy, ktoré zahfflaji ako bunecné kultiry aniZSie rastliny
kultivované pomocou bioreaktorov (napr. machy, riasy,  Zaburinka mensSia),
tak aj vyssie rastliny pestované v uzavretych (sklenik, fytotron) ¢i otvorenych (pole)
priestoroch (napr. tabak, kukurica, ryza, pSenica, jaémen; JRC/IPTS, 2008). V ramci
vysSich rastlin moze byt’ produkt exprimovany vo vSetkych Castiach rastliny alebo moze
byt produkcia zacielend do urcitych rastlinnych kompartmentov, akymi st napriklad
zrna. Prave tieto zasobné organy su vhodnou alternativou pre cielena produkciu
rekombinantnych proteinov, pretoZe na rozdiel od inych rastlinnych kompartmentov
obsahuju prostredie s nizkym obsahom vody, sekundarnych metabolitov a proteaz,
¢o umoziuje uskladnenie rekombinantného produktu po dobu niekolkych rokov
bez rizika jeho degradacie. Biochemicky inertné prostredie zfn by naviac malo ul'ah¢it’
proces izolacie a purifikacie produktu, a tym by sa mali vyrazne znizit’ ndklady spojené
s bioprodukciou (Moravec a Cefovska, 2014).

Antimikrobidlne peptidy (AMPs) st oligopeptidy prirodzene sa vyskytujuce takmer

vo vsetkych Zivych organizmoch (Bahar a Ren, 2013). AMPs sa vyzna¢uji vyznamnym



terapeutickym potencidlom vyuzitelnym vo farmaceutickom priemysle pre vyrobu
novych lieciv, a to najma v pripadoch, kedy sucasna terapia uz nie je ucinna (Strempel
et al., 2015). Hlavnym dovodom, pre¢o antimikrobialne peptidy zatial’ nie st vyuZzivané
v klinickej praxi, je predovSetkym finan¢na naro¢nost’ ich vyroby (chemicka syntéza,
fermentory, priama izolacia z organizmu). Vyuzitie rastlin pre produkciu AMPs

by mohlo byt’ sl'ubnym riesenim vyssie uvedenych problémov.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1. Historické medzniky pre rozvoj molekulirneho farmarcéenia

Po prvykrat bol GspeSne exprimovany protein prostrednictvom rastlinnych expresnych
systétmov az v 80. rokoch 20. storocia. Rastliny boli transformované réznymi génmi
prinaSajucimi rastlindm nové vlastnosti, ako napriklad rezistenciu voci Skodcom
atoleranciu Kk herbicidom (Fischer et al., 2014). Ziskané poznatky 0 moznosti
heterolognej produkcie funkéného rekombinantného proteinu v rastlinach priviedli
vyskumné skupiny k rozvoji novej oblasti biotechnoldgie oznacenej ako ,,molekularne
farmarcenie* (Ma et al., 2003).

V 90. rokoch doslo kvyraznému rozvoju vyskumu v oblasti produkcie
terapeutickych proteinov, antigénnych vakcin a protilatok v rastlinnych systémoch,
ktoré mali priniest’ nizko nakladovy a bezpe¢ny spdsob vyroby (Thomas et al., 2011).
Avsak nové poznatky so sebou priniesli aj mnoho otazok a pochybnosti, najma ¢o sa
tykalo regulacie pestovania transgénnych rastlin. Tieto pochybnosti sa prehibili o to
viac, ked’ vypukla ,,StarLink* aféra, poCas ktorej doSlo ku kontaminacii kukurice
urCenej pre l'udsku spotrebu geneticky modifikovanou formou kukurice (Bucchini
a Goldman, 2002). Nasledkom aféry bolo vytvorenie novych zabezpecovacich technik
pre pestovanie transgénnych rastlin v izolovanych priestoroch a produkcia samcich
sterilnych rastlin (Levi, 2000; Daniell et al., 2009), ¢im sa malo zabranit’ nechcenému
roz$ireniu transgénnych rastlin.

Optimalizacia postupov pre transformaciu a podmienok pre pestovanie transgénnych
rastlin viedlo k prvym uspesne vyprodukovanym rekombinantnym produktom. V roku
2006 bola prijata prva licencovana vakcina proti Newcastleskej chorobe hydiny
produkovand spolo¢nostou Dow AgroSciences LLC (http://www.dowagro.com/)
prostrednictvom buneénej kultiry tabaku. Daldimi Gspe$nymi produktmi rastlinnych
expresnych systémov boli protilatky. Spolocnost’ Planet Biotechnology Inc.
(http://www.planetbiotechnology.com/index.html) ~ vyprodukovala prva  klinicky
testovanu protilatku CaroRx™, ktord brani adhézii baktérie Streptococcus mutans
na zubnu sklovinu, ¢im chrani zuby pred kazom. V sucasnosti tato latka dosiahla druhu
fazu klinickych testov (Thomas et al., 2011). Medzi dalSie terapeuticky vyznamné
proteiny vyprodukované v rastlinach patria napriklad rastovy hormén (Staub et al.,
2000), nahrada kolagénu (Ruggiero et al., 2000), latky pre liecbu pecenovej cirhozy
(Kusnadi et al., 1997), cystickej fibrozy, hypertenzie, HIV (Giddings et al., 2000)
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a dalsie. V roku 2012 americky Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (Food and Drugs
Administration, FDA) povolil vyuzitie prvého terapeutického produktu Elelyso
(taligluceraza alfa) pre liebu Gaucherového ochorenia prvého typu. Produkt Elelyso
obsahuje glukocerebrozidazu, enzym, ktorého produkcia nie je postacujica u pacientov
trpiacich Gaucherovym ochorenim. Nedostatoéné mnozstvo glukocerebrozidazy vedie
k hromadeniu glykolipidov v peceni, slezine ¢i oblickach, ¢o ma za nasledok
poskodenie tychto tkaniv (http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/
PressAnnouncements/ucm302549.htm).  Produkt Elelyso je vyrabany spolo¢nostou
Pfizer Inc. pod licenciou Protalix BioTherapeutics Inc., ktord pre produkciu enzymu

glokocerebrozidazy vyuziva kultiru transgénnych buniek mrkvy (Thomas et al., 2011).

2.2 Vyhody a nevyhody transgénnych rastlin ako bioreaktorov pre produkciu
rekombinantnych proteinov

Pre produkciu rekombinantnych proteinov sa v stcasnosti pouziva velkd diverzita
expresnych systémov, vratane bakteridlnych, kvasinkovych, rastlinnych &i cicavéich
buniek (Chen, 2012; Nasser et al., 2003; Rigano a Walmsley, 2005; Hopkins et al.,
2012). Kazdy zo spominanych systémov ma v urCitych ohladoch svoje vyhody,

ale aj nevyhody (Tab. 1).

Tab. 1 Porovnanie vlastnosti systémov pre produkciu rekombinantnych terapeutickych latok
(prevzaté a upravené od Goldstein a Thomas, 2004; Ma et al, 2003).

, Rastlinna . Zivotisna .
Porovnany - . - Transgénne «_ - Transgénne
Baktérie Kvasinky bune¢na . buneéna . .
faktor s rastliny g zvierata
kultara kultura
Celkové
nak}ad}/ Nizke Stredné Stredné V’elml Vysoké Vysoké
spojeneé s nizke
produkciou
Casova Velmi
narocnost  Nizka Stredna Stredna Vysoka Vysoka .
. vysoka
produkcie
Kvalita . . . . Velmi Vel'mi
oroduktu Nizka Stredna Vysoka Vysoka vysoka vysoka
Riziko
kontaminaci Vysoké Nizke Nizke Nizke Vysoké Vysoké
e produktu
Cena . Stredna Stredna Stredna Nizka Vysoka Vysoka
skladovania




Rastlinné bioreaktory su povazované za vhodnt platformu pre produkciu biologicky
aktivnych zlucenin predovSetkym vdaka moznosti produkcie danej zluceniny
vo velkom meradle, ato za relativne nizkych financnych nakladov spojenych
s produkciou rekombinantnych latok (Merlin et al., 2014). Dalsou vyhodnou
vlastnost'ou tychto bioreaktorov je nizke riziko kontaminécie terapeutickych proteinov
Pudskymi patogénmi a endotoxinmi (Daniell et al., 2001) ¢i schopnost’ rastlin
eukaryotickych posttranslacnych modifikacii, a teda aj moznost’ vyprodukovat’ protein
Vv bioreaktivnej funkénej podobe (Webster a Thomas, 2012).

Nakol'’ko vyuzitie transgénnych rastlin predstavuje z ekonomického hl'adiska vel'mi
slubnu technolégiu produkcie biologicky vyznamnych proteinov ¢i  peptidov,
je potrebné zvazit' aj nevyhody tejto metédy, medzi ktoré radime predovsetkym
posttranslacnii glykozylaciu proteinov, ktorda mdze viest' k naviazaniu sacharidovych
rezidui $pecifickych pre rastlinnd risu (Bosch et al., 2013). Dalej je nutné zvazit' fakt,
ze naklady spojené s vyrobou nezavisi len na samotnej produkcii biomasy, ale aj
na naslednej extrakcii a purifikacii produktu. Az 85 % vydavkov pre vyrobu
rekombinantnych proteinov predstavuje nasledné spracovanie daného proteinu
(Twyman et al., 2003). Preto je zavedenie vhodnej extrakénej a purifikacnej metddy
znacne dolezitym aspektom. TaktieZ je doleZité zmienit’, Ze molekuldrne farmarcenie
je limitované celkovym pristupom verejnosti ku geneticky modifikovanym organizmom
(GMO; Marris, 2001) a autorizaénymi procesmi vydavanymi miestnymi legislativnymi
organmi, ktoré sa snazia zabranit’ riziku kontaminacie Zivotného prostredia a plodin
urenych pre spotrebu obyvatel'stva v oblastiach, v ktorych je zavedené pestovanie

transgénnych rastlin na otvorenych poliach (Tuteja et. al, 2012).

2.2.1 Finan¢né aspekty produkcie proteinov v rastlinnych expresnych systémoch

Celkové  ndklady  spojené s  produkciou  rekombinantnych  proteinov
prostrednictvom najroznejSich expresnych systémov predstavuje klicovy faktor,
ktory urcuje moznost’ vyuzitia tychto latok pre komeréné ucely (Nandi a McDonald,
2014). Transgénne rastliny vtomto ohlade predstavuju vel'mi slubné produkéné
platformy, pretoze poskytuji moznost pomerne velkych vytazkov rekombinantnych
produktov, ato za relativne nizku cenu (Hood, 2004). Napriklad pri produkcii
rekombinantného avidinu prostrednictvom transgénnej kukurice doslo k redukcii
nakladov spojenych s produkciou na 0.5 % vzhladom k priamej izolacii avidinu

z0 slepacich vajec, ktoré su jeho prirodzenym zdrojom (Hood, 2004). Napriek tomu,
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ze v mnohych pripadoch produkcia proteinov V rastlinach dosahuje vynosy v rozmedzi
0.1 — 1 % celkového rozpustného proteinu, je toto mnozstvo produkované stale
V porovnani s ostatnymi systémami ekonomicky vyhodné (Hood et al., 2002).
Vseobecne sa odhaduje, Ze celkové naklady spojené s bioprodukciou najroznejsich
substancii prostrednictvom transgénnych rastlin zodpovedaju priblizne 2 — 10 %
nakladov spojenych s produkciou ekvivalentnych proteinov  prostrednictvom
zivoCiSnych systémov (Giddings, 2001). Napriklad doktor Richard McCloskey
2o spolocnosti Janssen Biotech (http://www.janssenbiotech.com/) uvadza, Zze celkové
naklady pre produkciu 300 kg protilaitky IgA zodpovedaji v pripade pouzitia
rastlinnych  expresnych systtmov 0.5 — 2.0 milibnov eur, zatial ¢o
S vyuzitim Zivo¢iSnych systémov je tato suma priblizne 8-krat vySsia (Gerlach, 2010).
Okrem iného rastlinné expresné systémy poskytuju dalSie vyhody v procese
produkcie terapeutik za relativne nizke naklady, a to vd’aka moznosti oralneho podania
jedlych Casti rastliny obsahujucich exprimované terapeutika (jedlé vakciny).
Touto moznostou sa tak da vyhnut potrebe purifikdcie produktu, ktord predstavuje

znaénu Cast’ celkovych nakladov produkcie (Daniell et al., 2001).

2.2.2 Glykozylacia proteinov v rastlinnych systémoch

Glykozylaciou sa rozumie modifikacia proteinov, pri ktorej dochddza za enzymaticke;j
katalyzy k naviazaniu sacharidovych rezidui na proteinovl kostru. Glykoproteiny maju
znaéné pole posobenia. Uplatiuju sa ako receptorové molekuly na povrchu buneénych
membran, ako enzymy, hormény ¢i transportné a Strukturalne biomakromolekuly
(Caltabiano et al., 2008; Chung, 1984; Kehler et al., 1998; Lamport et al., 2011; Reid
et al., 2002).

V rastlinnych bunkach su glykoproteiny Struktirou a mechanizmom vzniku vel'mi
podobné az takmer identické so zivo¢isSnymi. Pri N-glykozylacii dochadza k naviazaniu
oligosacharidového  prekurzoru (GlcsMangN-acetylglukozaminy) na  asparagin
Specifickych sekvencii  (Asn-X-Ser/Thr) proteinu (Gomord, 2004). Rastlinné
N-glykoproteiny prirodzene obsahuju B-1,2-xylézu naviazani na B-mandze, na ktorej
dochadza  k vetveniu  sacharidového  retazca  aa-1,3-fukdézu  naviazanu
na oligosacharidovy prekurzor (Cabanes-Macheteau et al., 1999; Bardor et al., 2003;
Samyn-Petit et al., 2003). Uvedené sacharidové rezidua s prisluSnymi véazbami

sa u zivocisnych N-glykoproteinoch nenachadzaju. Na obrazku (Obr. 1) s znazornené



Struktary hlavnych 2 tried glykanov viazucich s N-glykozidickou vizbou na proteiny
rastlin a cicavcov.

Glykozylacia je velmi dolezitd z hladiska molekularneho farmarcenia,
pretoze pritomnost’ glykdnov na molekule proteinu ma vplyv na jeho stabilitu,
subcelularne zacielenie, farmakokinetické vlastnosti a biologickt aktivitu. Taktiez bolo
zistené, ze Specifickd Struktara N-glykoproteinov u rastlin v niektorych pripadoch
vyvolava imunitni odpoved’ ZivociSneho organizmu (Ghiasi et al., 2011; Jin et al.,
2006). Napriklad v roku 2002 sa Bardor et al. zaoberali otizkou imunogenicity
rastlinnych N-glykoproteinov u hlodavcov. Zistili, ze modelovy glykoprotein, chrenova
peroxidaza, vyvolava tvorbu monoklonalnych protilatok Specifickych pre fukézové
axylézové epitopy. Dokazy o imunogenicite vSak nezabrania  vyuzitiu
N- glykoproteinov ako terapeuticky vyznamnych latok, ale prinadSaji rozSirenie

a spresnenie testovacich poziadaviek vo vyrobnom procese (Gomord et al., 2005).
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Obr. 1 Porovanie rastlinnej a cicavcej N-glykozylacie proteinov. U rastlin a zivo¢ichov mozu
byt k proteinom pripojené dve triedy N-glykanov. Jedna skupina obsahujiica vysoky pocet
manoz (5 — 9) a ma rovnaku Struktiru ako v rastlinnych, tak aj v zivo¢isnych glykoproteinoch
a obsahuje dva N-acetylglukézaminy. Druhd skupina N-glykanov je viac $pecifickd vzhl'adom
k danému organizmu, a teda dochadza k vzniku $trukturalnych rozdielov medzi N-glykanmi
rastlin a Zivo¢ichov (prevzaté a upravené od Gomord et al., 2005).



2.2.3. Izolacia a purifikacia rekombinantnych proteinov

Néklady spojené s izolaciou a purifikaciou rekombinantnych proteinov su znacne
zavislé na ucele, za ktorym je dany protein produkovany. Je zrejmé, Ze u terapeutik
su poziadavky na ¢istotu produktu omnoho vyssie, nez je tomu v pripade priemyslovo
vyuzitelnych proteinov. Nezédvisle na charaktere expresného systému pouzitého
pre produkciu rekombinantného proteinu, resp. peptidu, je vicSina metod purifikacie
zhodna.

Pomerne casto st pre purifikdciu proteinov vyuzivané najroznejSie druhy
chromatografickych metdd vratane afinitnej chromatografie na imobilizovanych idnoch
kovu umoziujucich zachytenie proteinov, ktoré st na svojom N- ¢i C- konci translacne
sfizované so Specifickou kotvou. Medzi najCastejSie pouzivané tagy patri glutation
S-transferaza (GST), maltézu viazuci protein (MBP), streptavidinovd a najmi
histidinova kotva (Nallamsetty et al., 2007; Westra et al., 2001). Hexahistidinova
kotva vykazuje vysoku afinitu ku kovovym iénom ako su nikel a zinok (Porath et al.,
1975) ukotvenych na stacionarnej faze, ¢im zabezpecuje oddelenie rekombinantného
proteinu od rastlinného proteinového extraktu vo vysokej Cistote (Bornhorst a Falke,
2000). AvsSak pre viacsinu aplikacii je nasledne potrebné afinitni kotvu z vysledného
produktu odstranit, ato najmid v pripadoch, kedy je pritomnost kotvy
na rekombinantnom proteine neZiadica najmd z dovodu zachovania biologického
ucinku (Arnau et al., 2005). Predovsetkym Vv stvislosti s antimikrobialnymi peptidmi,
uktorych moéZu aj minimalne zmeny v Strukture viest k radikdlnym zmenam
antimikrobialnej aktivity (Quadri et al., 1997). Negativny dopad na antimikrobialnu
aktivitu moze mat’ aj jedna extra aminokyselina na N- ¢i C- konci, ¢o je dané tym,
7ze AMPs su samé o sebe peptidy o nizkej molekulovej hmotnosti. Problémy spojené
S odstranenim kotvy prostrednictvom Specifickych protedz ¢i uvolfiovanim toxickych
iontov kovu pocas separacie mozu viest' k zvySeniu celkovych nakladov s produkciou
rekombinantnych proteinov (Gaberc-Porekar et al., 2001). Ztoho doévodu
sa Vv poslednych rokoch rozvijaji nové metdody pre purifikdciu rekombinantnych
proteinov (Joensuu et al., 2010) s cielom nahradenia pouzivanej vysoko nakladove;j
chromatografie.

Velkou vyhodou rastlin je moznost’ produkcie terapeutik v rastlinnych organoch,
ktoré su pre Cloveka ¢i zvieratd jedlé (zrna, Ciasto¢ne listy a plody), bez potreby
nasledného spracovania a purifikdcie produktu, ¢o vedie k celkovému znizeniu

nakladov (Twyman et al., 2003). Najmd semena st vhodné pre produkciu

8



rekombinantnych proteinov vdaka schopnosti prechodu do Stddia dormancie,
¢im je umoznené stabilné uskladnenie rekombinantného produktu (Kawakatsu
a Takaiwa, 2010). Okrem toho, rastlinné semend su pre Cloveka tazSie stravitelné,
¢im je zabezpeCené pomalSie vstrebavanie, ktoré vedie k intenzivnejSiemu pdsobeniu

vakcin na efektorové imunitné bunky (Hofbauer a Stoger, 2013).

2.2.4 Verejny postoj vo¢i GMO

Téma GMO plodin a ich vyuzitie pre komer¢né Gcely je znacne kontroverzna v roznych
krajinach po celom svete vratane europskych Statov. V roku 2010 prebehol prieskum,
ktorého témou bolo vnimanie biotechnoldgii a geneticky modifikovanych potravin
verejnost'ou. Z prieskumu, ktory bol zadany sekciou Analyz verejnej mienky Eurdpske;j
komisie vSeobecne vyplyva, Ze vicSina respondentov je s pouzivanim GM potravin
oboznamena. Dalej je zrejmé, 7e Pudia z eurdpskych $tatov majii o nové poznatky
Z oblasti pouzivania GM potravin zaujem, pricom 49 % opytanych si uz o danej téme
vyhl'addvalo nové informdcie, aj ked’ len vynimocne, a 9 % si vyhl'addva informacie
Casto a pravidelne (Obr. 2; EC/ERA, 2010). V dalsej casti prieskumu bola
respondentom predloZzend otazka v suvislosti podpory produkcie GM potravin.
Vysledky boli porovnané s informaciami z roku 2005. Je zrejmé, ze v priebehu piatich
rokov mierne stupol pocet I'udi, ktori s pouzivanim GM potravin nesuhlasia (Obr. 3;
EC/ERA, 2010).

Z prieskumu d’alej vyplyva, Ze obyvatelia Eurdpy oznacuji GM potraviny ako
nebezpecné, neprirodzené a znepokojujice bez znaénych vyhod. Tento nazor je vSak
spojeny so strachom z moznych rizik spojenych s pestovanim GM plodin,
ktorych sa verejnost’ obava, ¢o je dosledkom nedostato¢nej informovanosti verejnosti
(Laros a Steenkamp, 2004). Dolezitym problémom taktiez zostava, Zze je vacsina
obyvatelov ¢lenskych $tatov EU (najmi v krajinach severnej Eurdpy) ovplyviiovana
nazormi spotrebitelov, nazormi organizacii pre ochranu zivotného prostredia
(Greenpeace) a roznych anti-GMO aktivistov (Zechendorf, 1998), ktoré biotechnologie
prezentujui v znacne negativnom svetle. Tento negativny postoj ma potom dopad na celt
radu vedeckych projektov. Nie len zetickych dovodov, ale aj z dévodov obav
pred nahodnou kontaminaciou potravného retazca genetickym materialom nie je vobec
mozné v celej rade clenskych Statov Eurdpskej unie ziskat'® povolenie k polnym
experimentom s GMO plodinami. V ostatnych $tatoch EU potom ¢&asto dochadza
k destrukcii pokusnych poli anti-GMO aktivistami (Kuntz, 2012). Ceska republika viak
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patri k benevolentnej$im $tatom EU, ¢o sa tyka moznosti ziskat’ povolenie k polnym
experimentom, ktoré tu prebiehajt uz od konca 90. rokoch 20. storocia

(Bioinstitut 0.p.s., 2008).

Povedomie 'udi o GM potravinach.

m Zatial’ nemaju Ziadne
informacie o GM potravinach
(18 %).

B O GM potravinach maja
minimum informécii (27 %).

B Vynimoc¢ne vyhl'adavaju
nov¢ informacie o GM
potravinach (46 %).

Casto vyhladavaji nové
informacie o GM potravinach
(9 %).

Obr. 2 Povedomie obyvatel'ov ¢lenskych statov EU v oblasti GM potravin (prevzaté a upravené
od EC/ERA, 2010).

VSeobecna podpora GM potravin verejnost’ou

= Uplne sthlasim.

Rok 2010 16 m Skor sahlasim.
m Skoér nesuhlasim.
Rok 2005 16 - Uplne
nesuhlasim.
0 20 40 60 80 100

% respondentov

Obr. 3 Vyvoj nazoru obyvatelov &lenskych statov EU v sivislosti podpory GM potravin
(prevzaté a upravené od EC/ERA, 2010).
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2.3 Legislativne opatrenia

Pri sledovani otazok tykajucich sa vyroby lie€iv prostrednictvom rastlinnych systémov,
je vhodné rozdelit’ tento proces do zakladnych zloziek, a to pestovanie transgénnych
rastlin, extrakcia a konec¢né purifikacia produktu. Funkéné aspekty jednotlivych zloziek
vyrobného procesu su prisne regulované na zaklade rozsiahleho pravneho ramca
vytvorené¢ho Eurdpskym parlamentom a Radou uz na zaciatku 90. rokoch 20. storocia.
Hlavnymi pravnymi dokumentmi urcujicimi eurdpsku legislativu o GMO je smernica
2001/18/ES  Eur6pskeho parlamentu a Rady 0zamernom uvolneni geneticky
modifikovanych organizmov do zivotného prostredia a nariadenie (ES) ¢. 1829/2003
Eurépskeho parlamentu a Rady o geneticky modifikovanych potravinach a krmivach,
ktoré si doplnené o nariadenie (ES) ¢.1830/2003 Eurdpskeho parlamentu a Rady
0 sledovatel'nosti a oznacovani geneticky modifikovanych organizmov a sledovatelnosti
potravin  akrmiv  vyrobenych  z geneticky = modifikovanych  organizmov
(http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/index_en.htm). Cielom legislativy EU o GMO
je zabezpedit’ ochranu zdravia obcanov, Zivotného prostredia, zabezpe¢it’ volny pohyb
autorizovanym GM produktom v ramci celej zony EU (rizika posudzuje Eurépsky tirad
pre bezpecnost’ potravin) a zabezpecit' zretelné¢ oznacenie produktov vyrobenych
z GMO. Nariadenia EU st pre jej ¢lenské §taty zavizné.

Okrem funkénych aspektov musia byt jednotlivé zlozky vyrobného procesu
posudzované aj v kontexte regulacnych poziadaviek na vyrobu lie¢iv. Eurdpske
a americké regula¢né organy nedavno zverejnili dokumenty s pokynmi pre produkciu
terapeutickych proteinov s vyuzitim rastlinnych systémov (FDA, 2002; EMEA, 2008).
Tieto dokumenty pokryvaju vsSetky aspekty procesu od pripravy a regeneracie
transgénnych rastlin cez ich rozmnozovanie a konecnu pufikaciu produktu. Ddlezité je,
ze poziadavky pre kone¢nu kvalitu produktu st rovnaké ako tie pre konvenéné
produkéné systémy a jednotlivé firmy vyuzivaju spolocny subor pokynov (napr. pokyny

ICH) popisujuci podrobnosti o poziadavkach na kvalitu produktu (Boothe et al., 2010).

2.4 Spolo¢nosti pre vyrobu farmaceutik prostrednictvom rastlinnej biotechnolégie
V stcasnosti existuje niekol’ko spolo¢nosti, ktoré sa svojou Cinnostou zameriavaju
na produkciu doélezitych biofarmaceutik a vakcin  produkovanych rastlinnymi

expresnymi systémami pre nasledné komercné vyuzitie. Znacné mnozstvo tychto
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spolo¢nosti sa sustred’uje v Severnej Amerike, zatial’ ¢o v Eurdpe sa najviac spolocnosti
nachadza najmd v Nemecku a vo Francuzku.

Jednotlivé spoloCnosti rozvijaji vlastné technologické postupy zahriiujuce vyber
rastlinného druhu a expresného systému ako zakladné vychodisko pre produkciu
biofarmaceutik. Pestovanie na poliach predstavuje vel'mi vyhodnu stratégiu z hladiska
produkénej kapacity aceny produktu (Merlin et al., 2014). Avsak farmaceutické
spolo¢nosti vyuzivajice rastlinnii biotechnoldégiu musia celit’ striktnym regulacidm
0 nakladani s GMO plodinami pestovanymi na poli. Vyuzitie samoprasnych rastlin
adoslednd  geografickd  separacia  transgénnych  rastlin  od  ostatnych
pol'nohospodarskych poli predstavuje rieSenie ako zabranit nechcenému zmieSaniu
genetického materialu s potravinovym retazcom v dosledku krizového opelovania
¢i horizontalneho transféru génov. (Messeguer et al., 2001; Marvier, 2007). Napriklad
Venteria Bioscience (USA) vyuziva pre expresiu l'udského laktoferinu, lyzozymu
a sérového albuminu zrna samoprasnej ryze (http://www.ventria.com).

Dalsou moznostou je pestovanie GMO rastlin & rastlinnych bunkovych suspenzi
V uzavretom priestore, ¢o je vyhodné z hl'adiska legislativnych nariadeni, av§ak sti¢asne
rastd naklady spojené s produkciou v dosledku zvySenej spotreby energetickych
zdrojov. Napriklad firma Synthon (http://synthon.com/corporate) kultivuje vodnu
rastlinu  zaburinku mens$iu s vysokou regenera¢nou schopnostou (Lemna minor)
Vv Specialnych vakoch naplnenych jednoduchym rastovym médiom nenaro¢nym
na ziviny. Tato technolégia (takzvany LEX systém) produkcie farmaceuticky
uplatnitelnych latok vedie k vyraznému znizeniu nadkladov spojenych bioprodukciou
lie¢iv. Dal§im prikladom firmy vyuzivajicej bunkové kultary rastlin je vy3sie zmienena
spolo¢nost’ Protalix BioTherapeutics Inc. (Izrael; http://www.protalix.com).

Vroku 2013 bolo autorizované pouzitie vakciny proti vtacej chripke HS5NI
v nudzovych pripadoch, ktorej produkciu prostrednictvom tabaku ako expresnej
platformy dosiahla firma Medicago (Kanada; http://www.medicago.com/). Spolo¢nosti
Bayer (Nemecko) a Ion Genetics (Nemecko) sa zameriavaju na produkciu protilatky
a vakciny proti Non-Hodgkinovmu lymfomu s vyuzitim rastlin tabaku, vyskum oboch
spolo¢nosti  dosiahol v rokoch 2013 a2014 prvotnej fazy klinickych testov
(http://www.molecularfarming.com/PMPs-and-PMIPs.html).

Vicsina spolocnosti mdéze vykondvat svoju Cinnost’ len na zaklade verejnych
finanénych prostriedkov a vysokych pociatoénych kapitalov. Z toho dovodu,

predovSetkym mensSie spolo¢nosti nie su schopné z dosiahnutého zisku vratit
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investorom vysku pociatocného kapitdlu alebo nie su schopné zabezpecit dalSie
finan¢né prostriedky pre svoju Cinnost’ a st nutené svoj vyskum ukoncit’ (napr. Biolex

Inc. (USA), ProdiGene (USA), SemBioSys Genetics (Kanada); JRC/IPTS et al., 2008).

2.5 Antimikrobialne peptidy

Antimikrobidlne peptidy (AMPs) su nizkomolekularne latky obsahujiice vo svojej
Struktare od 2 do priblizne 100 aminokyselin. Tieto peptidy sa vyskytuja ako prirodzena
zlozka imunitného systémuako prokaryotickych (Rea et al.,2011), tak aj
eukaryotickych organizmov (Stotz et al., 2013; Yi et al., 2015). Vicsina AMPs
je génovo kodovana, zatial C¢o niektoré predstavuju  produkty sekundarneho
metabolizmu alebo st syntetizované prostrednictvom neribozomalnych peptid-syntetaz
(Giessen a Marahiel, 2012). Na zaklade Strukturnych vlastnosti delime AMPs
do Styroch zakladnych skupin, ato na kationické, anionické, aromatické dipeptidy
a kyslik viazuce proteinové derivaty (Neubauerova et al., 2009). Peptidy sa mdzu
adaptovat po interakcii s bakterialnymi membranami do réznych sekundarnych struktar,
akymi su a-helikalna Struktira, B-skladany list, rozvolnena $truktira ¢i neusporiadana
slucka (Powers et al., 2003). Rézne druhy antimikrobidlnych peptidov sa vyznacuja
svojim poOsobenim voci rozsiahlej diverzite patogénov, vratane Gram-pozitivnych
a Gram-negativnych baktérii, htib ¢i virusov. Bolo zistené, ze AMPs dokazu stimulovat’
imunitny systém, angiogenézu a proces hojenia ran. Dokonca bol preukdzany
cytotoxicky ucinok niektorych kationickych AMPs voéi rakovinovym bunkam (Powers
et al., 2003). Vd’aka svojim vlastnostiam si AMPs povazované za latky s vyznamnym
terapeutickym potencidlom, pretoze by mohli predstavovat’ napriklad alternativu
pre lie€bu ochoreni sposobenych rezistentnymi kmefimi mikroorganizmov a nahradit’
tak klasické antibiotika (Peters et al., 2010). Napriek tomu, Ze v sucasnosti uz cela rada
AMPs presla klinickymi testami (Fjell et al., 2012; Fox, 2013), americky Urad
pre kontrolu potravin a lie¢iv (Food and Drug Administration, FDA) doteraz neschvalil

ziaden z antimikrobialnych peptidov pre komercéné vyuZitie.

2.5.1 Kationické antimikrobiilne peptidy

Kationické antimikrobidlne peptidy (CAMPs) tvoria majoritni, dobre preskimanu
skupinu zo vsetkych doteraz znamych antimikrobidlnych peptidov. CAMPs
st Struktirne bohaté na aminokyseliny s kladnym nabojom, akymi st lyzin, arginin

a histidin. Véacsina z CAMPs ma celkovy naboj peptidu v rozsahu od +2 az do +9
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(Hancock et al., 2006), pricom hodnota celkového naboja peptidu vyznamne ovplyviiuje
antimikrobidlnu aktivitu daného proteinu. V roku 2001 bola sledovana zmena aktivity
magaininu, antimikrobialneho peptidu pazurnatky vodnej (Xenopus laevis), pri navyseni
celkového naboja peptidu z idedlnych +3 na hodnotu vysSiu ako +5. Tato zmena viedla
k zvySeniu hemolytickej aktivity peptidu voci hostitel'skym bunkam a K strate
antimikrobialnej selektivity (Danthe et al., 2001).

Funkcia CAMPs je vyznamne zavisla aj na ich sekundarnej $trukture, ktorej zmena
moze viest’ k rapidnemu poklesu aktivity daného peptidu voéi patogénom. Napriklad
tachyplesin, kationicky antimikrobidlny peptid obsahujuci Strukturu antiparalelného
B-skladaného listu stabilizovaného dvoma disulfidovymi vdzbami, ma za normalnych
podmienok vysokt afinitu k lipopolysacharidom. Vyvolava preskupenie fosfolipidov
membrany s naslednou translokaciou do cytoplazmy (Zhang et al., 2001), kde sa viaze
na miesto malého zliabku DNA (Yonezawa et al., 1992). Avsak po zmene Struktiry
tachyplesinu na linearnu formu bola pozorovana jeho znizend antimikrobidlna
a antiviralna aktivita (Tamamura et al., 1993). Linearna forma peptidu bola menej
ucinnd v procese permeabilizacie membrany a Uplne chybala schopnost’ translokécie

cez bunkovii membranu. (Matsuzaki et al., 1997).

2.5.1.1 Mechanizmus ucinku kationickych antimikrobialnych peptidov

NajlepSie je preStudovany apopisany mechanizmus pdsobenia kationickych
antimikrobialnych peptidov s bakteridlnymi patogénmi. VSetky biologické membrany
st tvorené prevazne molekulami fosfolipidov, ktoré sa vyznacuju amfifilickymi
vlastnostami. ~ Bakteridlne =~ membrany st charakteristické  pritomnostou
fosfatidylglycerolu, fosfatidylserinu a kardiolipinu, ktoré na povrchu membrany
vytvaraju negativny naboj. U vysSich zivo¢ichov sa vo fosfolipidovej dvojvrstve
vyskytuju prevazne molekuly fosfatidyletanolaminu, fosfatidylcholinu, sfingomyelinu
a cholesterolu, ktoré zabezpecujii neutrdlny naboj. Na zaklade rozdielnych vlastnosti
membran prokaryotickych a eukaryotickych organizmov, akymi si membranovy
potencial a elektrostatické posobenie (Yeaman a Yount, 2003), dochadza k rozpoznaniu
anaslednej interakcii AMPs s povrchom bakteridlnej membrany. Kationické AMPs
sa vyznaCuji vySSou afinitou k povrchovej membrane baktérii nez prirodzene
sa nachadzajuce dvojmocné kationy Ca?* a Mg?* ¢im dochadza k ich vytestiovaniu
a k destabilizacii membrany (Powers et al., 2003). Bola postulovana cela rada hypotéz

popisujucich akym spdsobom mdze dojst’ k usmrteniu patogénnych mikroorganizmov,
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asice: 1) fatdlnou depolarizaciou plazmatickej membrany, 2) vytvorenim otvorov
Vv biologickych membranach a naslednym vyliatim bunkového obsahu, 3) aktivaciou
letdlnych biologickych procesov, ktoré st zodpovedné napriklad za degradaciu
bunkovej membrany, 4) zmenou usporiadania lipidov v lipidovej dvojvrstve veducou
k naruseniu funkcii membran, 5) inhibiciou ¢i naruSenim funkcie intracelularnych

molekul esencidlnych pre zivot mikroorganizmu (Zasloft, 2002).

2.5.1.1.1 Peptidy narusujuce Struktiru membrany
Medzi AMPs, ktoré narusuju integritu bakteridlnej membrany, je obecne radena vicsina
peptidov s a-helikalnou  Struktrou. Pre vysvetlenie mechanizmu pdsobenia
antimikrobialneho peptidu na integritu bakterialnej membrany boli zavedené 3 modely.
Model ,ssudovej skruze“ je zaloZzeny na integracii niekolkych amfipatickych
molekul antimikrobialneho peptidu medzi fosfolipidovii dvojvrstvu (Laver, 1994),
pricom dochadza k reorientacii antimikrobiadlneho peptidu: hydrofobne postranné
ret'azce aminokyselin smeruju do vnutra fosfolipidovej dvojvrstvy a hydrofilné retazce
st orientované uprostred vzniknutych transmembranovych porov (Ehrenstain a Lecar,
1977; Yang et al., 2001) schopnych prepustat’ cytoplazmatické komponenty a narusit’
tak membranovy potencial bunky (Obr. 4C).

4
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A B C D
Obr. 4 Mechanizmus interakcie antimikrobidlnych peptidov s bunkovou membranou

mikroorganizmov. A — agregaény model, B — toroidny pér, C — model sudovej skruze, D —
kobercovy model (prevzaté od Laverty et al., 2011).
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V pripade, ze pocas inzercie a-helikdlnej Struktiry peptidu do membrany dochadza
k ohnutiu monovrstvy fosfolipidov kontinualne k poéru tak, ze voda prechadzajica
porom je lemovana hydrofilnymi retazcami vlozenych peptidovych jednotiek
a hydrofilnymi ¢ast'ami fosfolipidov, hovorime o ,,toroidnom poére“. (Matsuzaki et al.,
1996; Obr. 4B). Typickym prikladom antimikrobialneho peptidu interagujiceho tymto
sposobom s bakterialnou membranou je magainin (Ludke et al., 1996) a taktiez I'udsky
katelicidin LL-37 (Henzler Wildman et al., 2003; Lee et al., 2011).

Mnohé AMPs st schopné vclenit’ sa do membranového rozhrania, pricom dochadza
k vzniku rézne velkych agrega¢nych komplexov asociovanych s molekulami vody
(model ,micelarnych agregatov®), ktoré destabilizuji a rozpinaji membranu,
¢im umoziiuju volny prechod mensich aj vidcSich vo vode rozpustnych molekul.
Tieto agregaty sa lisia ako svojou velkost'ou, tak aj zivotnost'ou. Po disociacii agregatov
na monomérne jednotky méze dojst’ k translokacii AMPs do cytoplazmy bakterialnej
bunky ak naslednej vdzbe na kliCové biomolekuly, akymi su nukleové kyseliny
(Hancock a Chapple, 1999; Obr. 4A).

V pripade ,kobercového* mechanizmu nedochadza k zacleneniu AMPs medzi
dvojvrstvu fosfolipidov, ale k paralelnému naviazaniu na negativne nabity povrch
membrany. Orientacia AMPs spOsobuje na lokalnych miestach oslabenie integracie
membrany, ¢im dochddza k vzniku trhlin, micelarnych ttvarov, k uvolfiovaniu
cytoplazmy ak zmene membranového potencialu bunky (Obr.4D). Uvedeny
mechanizmus antimikrobialnej aktivity popisany napriklad u peptidu s antimikrobialnou

aktivitou aureinu 1.2 (Fernandez et al., 2012).

2.5.1.1.2 Peptidy inhibujuce bunkové procesy
V urcitych pripadoch su antimikrobidlne peptidy translokované priamo do cytoplazmy,
kde mo6zu inhibovat’ biosyntézu proteinov bunkovej steny. Napriklad nisin a mersacidin,
ribozomélne produkované AMPs zo skupiny lantibiotikov, sa viazu na lipid Il,
vyznamny prekurzor biosyntézy peptidoglykdnov bunkovej steny Gram-pozitivnych
baktérii (Brotz et al., 1998; Wiedemann et al., 2001). Tym dochadza k inhibicii tejto
biosyntetickej drahy a k bunkovej apoptoze. Podobny mechanizmus ucinku vyuzivaju aj
neribozomalne syntetizované peptidy, ako vankomicin, telavancin a niektoré defenziny
produkované eukaryotickymi bunkami (Nishi et al., 2004; Varney et al., 2013).
Antimikrobidlne peptidy volne prechadzajuce bakteridlnou membranou mézu

atakovat’ aj nukleové kyseliny, atak branit procesom replikdcie, translacie
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a transkripcie. Napriklad buforin II, linearny kationicky antimikrobialny peptid
izolovany zo zaltdku azijskej ropuchy Bufo bufo gargarizans, ma za podmienok in vitro
vysoku afinitu k nukleovym kyselinam (Park et al., 1998), ato vdaka homolognej
sekvencie s N-terminalnou oblastou histonu H2A (Cho et al., 2009). V roku 2013 bola
sledovana aktivita buforinu II na rast buniek hepatocelularneho karcindmu (HepG2),
pricom sa utychto buniek zvysila apoptéza, ¢o moédze v budicnosti viest

k potencialnemu vyuzitiu buforinu II v protinadorovej terapii (Wang et al., 2013).

2.5.2 Anionické antimikrobiilne peptidy

Anionické antimikrobidlne peptidy (AAMPs) vo svojej Struktire Casto obsahuju
kyselinu glutamovu a asparagovu, ktoré im dodavaju celkovy naboj -1 az —7
(Harris et al., 2009). Pritomnost’ AAMPs bola zistena u znacnej diverzity organizmoV.
Zname su napriklad peptid maximin-H5 izolovany z pokozky kanky velkej
(Bombina maxima; Lai et al., 2002), daptomycin produkovany Streptomyces
roseosporus; Miao et al.,, 2005), kappaciny nachadzajice sa v mlieku dobytka
(Malkovski et al., 2001), cykloviolacin-H4 a Vh1l-2 produkované fialkou rol'nou
(Viola hederaceae; Chen et al., 2005), dermcidin DCD-1L izolovany zo slin ¢loveka
(Schittek et al., 2001) a d’alSie. Anionické antimikrobialne peptidy sa vyskytuji menej
Casto nez kationické. Mechanizmus poOsobenia voci patogénom nie je tak dobre
preskiimany ako je tomu v pripade CAMPs a v mnohych pripadoch zatial’ nebol vobec
objasneny. Spravidla sa predpokladd, ze AAMPs mdzu interagovat’ s intraceluldrnymi
molekulami (napr. DNA) ainhibovat tak biologické procesy esencialne pre zivot
patogénnych  mikroorganizmov, ¢i  naruSovat’  integritu = bunkovej  steny
alebo cytoplazmatickej membrany prostrednictvom interakcie s molekulami lipidov
(Prabhu et al., 2013). V roku 2012 bola vykonana stidia zamerana na mechanizmus
posobenia DCD-1L, anionického antimikrobidlneho peptidu pritomného v l'udskom
pote, kedy bolo zistené¢, Ze DCD-1L interaguje zo zaporne nabitou fosfolipidovou
dvojvrstvou v podobe oligomérnych komplexov, ktoré su stabilizované pomocou Zn?*,
Po interakcii s lipidovou dvojvrstvou je tento derivat dermicidinu schopny tvorit’ idnové
kanaly v bakterialnej membrane (Paulmann et al., 2012). Zinocnaté ioény teda
pravdepodobne zohravaji klIdiCovi ulohu v mechanizme posobenia AAMPs,
pretoze predstavuju kationicky solny mostik medzi AAMPS azaporne nabitou
fosfolipidovou dvojvrstvou anapomahaji tak translokacii AAMPs do cytoplazmy
(Brogden et al., 1996; Harris et al., 2009)
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2.6 Ludské antimikrobialne peptidy

Vroku 1922 Alexander Fleming objavil v ludskych slinach lyzozym, latku
nachadzajicu sa v l'udskom organizme, u ktorej bola ako u prvej v ramci l'udskych
proteinov/peptidov pozorovand antimikrobidlna aktivita. V tom obdobi sa vSak
vyskumnici o funkciu lyzozymu a latkam jemu podobnym neprikladali vel’ky vyznam.
K rozsiahlejSiemu vyskumu Vv oblasti antimikrobidlnych peptidov doslo az na zaciatku
80. rokov 20. storo¢ia (Wang, 2014). Od tej doby bolo objavenych niekol’ko zastupcov
antimikrobidlnych peptidov v l'udskom organizme, u ktorych bola charakterizovana
primarna Struktara a funkcia, na zaklade ktorych boli rozdelené AMPs do 3 zakladnych
skupin, a sice defenzinov, histatinov a katelicidinov. V stcasnosti prebieha intenzivny
vyskum zamerany na problematiku antimikrobidlnych peptidov, a to najmi v stvislosti
s ich potencidlnym terapeutickym vyuZzitim pri liecbe mnohych zivaznych ochoreni

(Shaykhiev et al., 2005; lacob, 2009).

2.6.1 Defenziny

LCudské defenziny su kationické, neglykozylované antimikrobialne peptidy
bez naviazanych sacharidovych jednotiek s charakteristickou Struktirou B-skladaného
listu. Tieto AMPs obsahuju Sest’ cystidinovych rezidui zodpovednych za tvorbu troch
intramolekularnych disulfidovych mostikov (Ganz, 2003; Hazlett, 2011). Skupina
defenzinov sa deli na dve podskupiny, ktoré¢ sa od seba odliSuji umiestnenim
disulfidovych vézieb. Pre podskupinu o-defenzinov s charakteristické disulfidové
mostiky tvorené medzi 1-6/2-4/3-5, zatial’ ¢o v podskupine B-defenzinov sa nachadzajt
medzi cysteinmi 1-5/2-4/3-6 (Winter a Wenghoefer, 2012). Prvé a-defenziny boli
objavené v granuliach neutrofilov a boli oznacené ako HNP1 — HNP4, neskor boli
popisané d’alSie dva, ato v bunkach tvoriacich epitel tenkého Creva, tzv. Panetovych
bunkach, ktoré boli oznacené ako HNPS5, resp. 6 (Jones a Bevins, 1993; Selsted et al.,
1992). Peptidy HNP1 — HNP5 dokazu za in vitro podmienok ucinne zabijat’ celi radu
mikroorganizmov, akymi su napr. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Streptococcus faecalis a Candida albicans (Ganz et al., 1985;
Wilde etal.,, 1989), jedine upeptidu HNP6 nebol doteraz stanoveny jeho
antimikrobialny ucinok (Ericksen et al., 2005). Cudské B-defenziny st produkované
bunkami epitelu (Ganz, 2003; Lehrer, 2004). Izolované boli zatial’ Styri (oznaované
ako hBD1 — hBD4,; Garcia et al., 2001; Lehrer, 2004), u ktorych bola zistena nielen
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antibakteridlna aktivita vo¢i Gram-pozitivnym a Gram-negativnym baktéridm,
ale u niektorych aj rozsiahla antivirusova aktivita. Napriklad hBD3 a hBD2 st schopné
interagovat’ s virionovymi cCasticami a prostrednictvom chimokinového receptoru
CXCR4 vykazovat' aktivitu proti HIV (human immunodeficient virus; Harder
a Schroder, 2002). hBD3 okrem toho ucinne inhibuje posobenie HSV (herpes simplex
virus; Hazrati et al., 2006). Vd’aka Sirokospektralnemu pdsobeniu voci baktériam a tiez
virusom mozu byt ludské defenziny v budlicnosti vyuzité v liecbe akutnych

a chronickych infekénych ochoreni.

2.6.2 Histatiny

Histatiny st skupina kationickych linearnych antimikrobialnych peptidov vyskytujiacich
sa v l'udskych slinach (MacKay et al., 1984), pre ktoré je charakteristicky vysoky obsah
histidinov. Ich zdkladna funkcia v ludskom organizme je imunitna ochrana
pred infekciami Ustnej dutiny. Medzi najddlezitejSich zastupcov tejto skupiny patri
histatin 1, 3 a 5, ktoré st kodované dvoma génmi, a sice HIS1 a HIS2. Histitin 1 a 3
st priamym produktom expresie tychto génov, zatial’ ¢o histatin 5 je produktom d’alSich
postranslaénych uprav histatinov 3. Préave histatin 5 je predmetom mnohych stadii,
pretoZze sa vyznacuje spomedzi znamych histatinov najsilnejSou antimikrobialnou
aktivitou. Bola preukazana ucinnost’ tohto AMP napriklad proti l'udskym patogénnym
hubam, akymi st Candida albicans ¢i Aspergillus fumigatus (Helmerhorst et al., 1999).
Histatin 5 dalej inhibuje prechod ludskych fibroblastov pritomnych v d’asnach
do apoptdzy, ktora je indukovana posobenim polysacharidu Gram-negativnej baktérie
Porphyromonas gingivalis (Imatani et al., 2004). Histatin 5 taktiez inhibuje leukotoxin
produkovany Actinobacillus actinomycetemcomitas (Murakami et al., 2002c) a inhibuje
aktivitu bakterialnych ¢i l'udskych enzymov podiel’ajicich sa na ochoreniach parodontu
(Gusman et al., 2001). V ramci aktivity histatinu 5 bola sledovana aj aktivita jeho rozne
dlhych fragmentov vratane tzv. fragmentu P-113, ktory je povaZovany za najmensi
fragment (12 aminokyselinovych rezidui), ktory si zachoval antimikrobialnu aktivitu
povodného peptidu (Rothstein et al., 2001). Peptid P-113 presiel uspesne fazami I, resp.
IT klinickych testov, na zaklade ktorych je pouzitie P-113 proti zubnému plaku a zapalu
d’asien povazované za bezpecné a tolerované u l'udi

(http://www.demegen.com/articles/P-113-Candidiasis-results.htm).

19



2.6.3 Katelicidiny

Zakladnou charakteristickou Crtou pre vsetky proteiny zo skupiny katelicidinov
je pritomnost’ vysoko konzervovaného proregionu (tzv. katelin doména) pozostavajlicej
priblizne zo 100 aminokyselinovych rezidui, ktora je lemovana na svojom N-konci
signalnou sekvenciou priblizne 30 aminokyselinovych rezidui. Na C-terminalny koniec
katelin domény nadvdzuje kratka sekvencia samotného antimikrobidlneho peptidu.
Primarny produkt translacie obsahujici signdlnu sekveniu je oznanéeny ako
»preprotein®. Potom, ¢o signdlna sekvencia splni svoju funkciu a zacieli katelicidin
do zasobnych granuli ¢i apoplastu, dojde k jej odstiepeniu a vytvoreniu 2 disulfidovych
vazieb za vzniku neaktivneho ,proproteinu“ predstavujuceho ulozni jednotku
antimikrobialneho peptidu (Diirr et al., 2006). Po naslednom odstiepeni C-terminalnej
sekvencie antimikrobialneho peptidu pomocou proteazy dochadza k biologickej
aktivacii samotného antimikrobidlneho peptidu, ktory je uvolneny na miesto pésobenia
(Yamasaki et al., 2006).

Protein hCAP-18 je doteraz jediny zndmy l'udsky antimikrobidlny protein zo skupiny
katelicidinov. Tento protein obsahuje okrem $truktar B-skladaného listu aj Struktaru a-
zavitnice a dve disulfidové viazby medzi cysteinmi v polohach C85-C96 a C107-C124
(Tomasinsig a Zanetti, 2005). Na C-terminalnom konci obsahuje sekvenciu 37
aminokyselinovych rezidui, ktord na svojom zaciatku obsahuje par leucinov, vd’aka
¢omu ziskal tento I'udsky a-helikalny antimikrobialny peptid nazov LL-37 (Obr. 5).

CAMP gén kodujuci antimikrobidlny protein hCAP-18 sa sklada zo 4 exdénov
a 3 intronou. Zatial' ¢o exony 1 — 3 koduju signalnu sekvenciu a katelin doménu
proteinu, exdén 4 koduje Stiepne miesto rozpozndvané proteazou a antimikrobidlny
peptid LL-37. CAMP gén je lokalizovany na chromozéme 3. Transkripcia CAMP génu
sa zvySuje pocas infekcie organizmu spdsobenej baktériami, virusmi,
plesiiami ¢i prvokmi, pricom silnym induktorom transkripcie katelicidinovej mRNA
je 1,25-dihydroxy-vitamin D3 (Gombart et al, 2005). Prvotné Studie zamerané na gén
kédujuci  hCAP-18  protein  predpokladali, ze  aktivnou formou AMP
je 39 aminokyselinovych rezidui nachadzajicich sa na C-terminalnom konci hCAP-18
pricom sekvencia tychto aminokyselin bola oznac¢ena ako peptid FALL-39 (Agerberth
etal., 1995). Kratko na to vSak Gudmundsson et al. s pouzitim Specifickej protilatky
zistili, ze hCAP-18 je Stiepeny za uvolnenia zrelého peptidu 0 dve rezidua kratsi nez

povodne uvazovany FALL-39, ktory bol oznadeny ako LL-37. V danej Stadii
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bolo taktiez zistené, ze sa LL-37 sa nachadza v granulocytoch ludskych buniek
(Gudmundsson et al., 1996).

S pouzitim syntetickych peptidov LL-37, resp. FALL-37 bolo zistené, ze obe formy
vykazuju antimikrobialnu aktivitu (Agerberth et al., 1995; Larrick et al., 1995).
V nasledujucich rokoch bolo zistené, ze moéze byt hCAP-18 protein alternativne
Stiepeny v bunkach reprodukéného systému cloveka za vzniku 38 aminokyselin dlhého
peptidu ALL-38, ktory sa od znameho LL-38 odliSuje pritomnostou jedného extra
alaninu (Serensen et al., 2003).

Murakami et al. (2004) sa zaoberali $tudiou LL-37 v l'udskom pote, priCom bolo
zistené, ze je peptid degradovany pomocou serinovych protedz na kratSie fragmenty
oznacené¢ ako KR-20, RK-31 aKS-30. Tieto fragmenty sa vyznacuji zvySenou
antimikrobialnou aktivitou v porovnani s LL-37. Autori uvadzali, ze takéto alternativne
spracovanie hCAP-18 umoznuje organizmu znizit' signaliza¢nii funkciu LL-37

za sucasného zvysenia funkcie antimikrobidlne;.
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Obr. 5 Strukturne vlastnosti peptidu LL-37. A — sekvencia LL-37, B — NMR $trukttra LL-37
zobrazujica poziciu zlomu (K12) medzi dvomi helikdlnymi doménami, C — pohl'ad zhora
do zavitnice zobrazujuci amfipatické vlastnosti LL-37, D — diagram helikalneho kruhu
zobrazujuci aminokyseliny v poziciach 12 — 29 s rozdelenim zavitnice na doménu hydrofilnt

a hydrofobnu. N- a C-koncové rezidua nie su Struktirované (prevzaté a upravené od Duplantier
a van Hoek, 2013).
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Ako je uvedené v predoslom odstavci protein hCAP-18 je syntetizovany v roznych
typoch l'udskych buniek. Antimikrobidlny peptid bol prvykrat objaveny a popisany
v leukocytoch (Cowland et al., 1995; Gudmundsson et al., 1996) asemennikoch
(Agerberth et al., 1995) a neskor aj v roznych inych bunkach, tkanivach a telesnych
tekutinach, napriklad na pokozke novorodencov (Marchini et al., 2002), v materskom
mlieku (Murakami et al., 2005), v pote (Murakami et al., 2002a), v slinach (Murakami
et al., 2002b), v rakovinovych bunkach pfs (Heilborn et al., 2005) ¢i v bunkach
tvoriacich pl'ucny epitel (Bals et al., 1998).

2.6.3.1 Terapeutické vyuzitie LL-37

Vyskum zamerany na terapeutické vyuzitie mnohych antimikrobidlnych peptidov
je vsucasnosti stale len v pociatoénych stadiach. DLudsky katelicidin LL-37 je
povazovany za vhodného kandidata pre vyrobu ucinného terapeutika najmid vd’aka
sirokospektralnemu podsobeniu predovsetkym voci réznym druhom baktérii, ale aj
vdaka chemotaktickému potencidlu a schopnostou moduldcie imunitného systému
(Darr et al., 2006). Z toho dovodu je aktivita peptidu LL-37 oproti doteraz pouzivanym
syntetickym antibiotikdm, ktoré nie st schopné aktivovat imunitné mechanizmy
a posobia selektivne, zna¢ne vyhodnd. Okrem iného, V suCasnosti sa Coraz castejSie
hovori o Sireni multirezistentnych bakteridlnych druhoch voéi zndmym antibiotikam,
ktorych mutacie v momente po opakovanej aplikacii antibiotik viedli az k vytvoreniu
silnej rezistencie, ¢im sa do popredia opédt’ dostdvaji uz davno zabudnuté ochorenia
(Davies a Davies, 2010). Antibiotickli rezistenciu si mnohé baktérie (Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella) zabezpecili
napriklad vd’aka vytvoreniu tzv. biofilmov, utvarov tvorenych exopolysacharidovou
matrix zoskupujlcich jeden alebo hned’ niekolko rozdielnych bakteridlnych druhov
(Whittaker et al., 1996). Baktérie ulozené v biofilmoch mézu byt pritom 10 — 100
nasobne odolnejSie voci chemickym, fyzikdlnym a biologickym antimikrobidlnym
latkam (Evans a Holmes, 1987; Prosser et al., 1987) a su zdrojom novych kategorii
chronickych infekcii v 'udskom organizme, akymi sG napr. pneumodnia u pacientov
s cystickou fibrézou, chronické rany, chronicky zapal stredného ucha a infekcie spojené
s inplantatmi kibov, ktoré mézu viest az k umrtiu pacienta (Bjarnsholt, 2013). Podl'a
nedavnych §tadii sa peptid LL-37 vyznacuje nielen antimikrobialnou aktivitou, ale aj
schopnostou inhibovat’ tvorbu bakteridlnych filmov. Mechanizmus, ktorym LL-37

pOsobi proti bakteridlnym biofilmom je v pripade S. aureus neznamy, v pripade
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P. aeruginosa sa usudzuje o0 naruseni systémov regulacie génovej expresie (Duplantier
avan Hoek, 2013). Je vSak zaujimavé, Ze LL-37 inhibuje tvorbu bakteridlnych
biofilmov za in vitro podmienok tvorenych ¢i uz S. aureus alebo P. aertuginosa
pri koncentraciach priblizne 30-krat nizSich nez su pozadované koncentracie
pre usmrtenie alebo inhibiciu rastu samostatnych bakterialnych buniek (Dean et al.,
2011). Schopnost’ peptidu LL-37 inhibovat vznik bakteridlneho biofilmu moze
potencialne viest’ k vyvoju novej lieCby chronickych infekcii a choréb s nimi spojenych
(Duplantier a van Hoek, 2013).

Sirokospektralne vyuzitie peptidu LL-37 sa uplatiuje taktiez napriklad v procese
hojenia vaznych poraneni koze. Pri otvorenych ranach dochadza k zvySeniu
koncentracie peptidu LL-37 na danom mieste, najvysSia koncentrdcia AMP
je dosiahnuta 48 hodin po poskodeni tkaniva, po uzavreti rany potom dochadza
k poklesu mnozstva LL-37 (Heilborn et al., 2003). Zvysenie koncentracie katelicidinu
voblasti poranenia je jednak spdsobené jeho intenzivnou proteosyntézou
v keratinocytoch a jednak je to dosledok jeho depozicie z granulocytov, ktoré migruju
k miestu poranenia (Dorschner et al., 2001). LL-37 prispieva k hojeniu poskodeného
tkaniva predovSetkym indukciou bune¢nej proliferacie (Shaykhiev et al., 2005)
prostrednictvom fosforylacie epidermalneho rastového faktoru a napomaha k indukcii
migracie keratinocytov, ktoré zabezpecuju uzavretie poranenia (Tokumaru et al., 2005).
Kombindcia suc¢asnych poznatkov o posobeni peptidu LL-37 voc¢i Gram-pozitivnym
a Gram-negativnym baktériam tvoriacich v organizme rozsiahle biofilmy a poznatkov
0 pozitivnhom pdsobeni LL-37 v procese hojenia zavaznych poraneni koze ¢loveka moze
byt vel'mi efektivnym rieSenim pri liecbe problémov s polymikrobidlnou infekciou
otvorenych ran. Napriklad u pacientov s ochorenim diabetes mellitus casto trpiacich
vyskytom chronickych vredov na dolnych koncatinach, ktoré moézu byt infikované
niekol’kymi biofilmami rdznorodych baktérii by lie¢ba pomocou peptidu LL-37 mohla
najst’ vhodné uplatnenie (Duplantier a van Hoek, 2013). V sucasnosti je LL-37 v prvych
Stadiach klinickych testoch pre liecbu pacientov so Zilovymi vredmi predkolenia
(http://www.pergamum.com/blog/pergamum-announces-final-data-phase-iii-study-11-37
-patients-chronic-leg-ulcers/).

LL-37 oplyva aj potencidlom zabranovat virusovym infekciam v tele Cloveka,
a tak znemoznit’ rozvinutie mnohych vaznym ochoreni, napr. virusovej bronchiolitidy
postihujucej najmd malé deti, proti ktorej v sicasnosti neexistuje efektivna liecba.

V nedavnej studii bolo potvrdené, ze peptid LL-37 v in vitro testoch vyznamne inhibuje
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produkciu novych infekénych ¢astic RVS (respiraény syncycialny virus) spdsobujiceho
toto ochorenie a zabranuje tak bunkovej smrti skimanych epitelialnych kultar (Currie
etal.,, 2013). Vyznamnt ulohu by protein hCAP-18/LL-37 mohol mat’ aj pri lieCbe
d’alSieho zavazného ochorenia akym je ochorenie AIDS. Protein hCAP-18/LL-37 totizto
vprvych S§tadiach infekcie chrani crevny epitel pocas HIV  enteropatii,
ktora je pociatocnym krokom pre nasledny rozvoj HIV ochorenia. V désledku infekcie
HIV dochadza k zvySenej Crevnej permeabilite sposobujucej Casty prechod crevnych
mikroorganizmov do brusnej dutiny, ¢o mé za nasledok opakované ¢revné ochorenia,
antigénnu stimuldciu a zvysenie hladiny lipopolysacharidov v krvi u HIV pacientov.
Protein hCAP-18/LL-37 vedie prostrednictvom inaktivacie lipopolysacharidov
Vv gastrointesticialnej sliznici a prostrednictvom oprav poSkodeného tkaniva k znaénému
zmierneniu tychto pociato¢nych priznakov a chrani CD4+ T-lymfocyty
pred destrukciou. Pouzitie hCAP-18/LL-37 na zmiernenie HIV enteropatie by mohlo
slazit ako podporna liecba infekcie a zaroven peptid chrani sliznice genitalii
a dychacich ciest a znizuje tiez riziko ich infekcie (lacob, 2009).

Nedavne Stadie ukazuju, ze LL-37 sluzi ako regulator pre rast nielen prirodzenych
buniek organizmu ale aj pre rast a metastazovanie karcinogénnych buniek, pricom
moZe v zavislosti na konkrétnej situdcii potlacit, ale aj podporit’ proliferaciu
tumorovych buniek. ZvySend expresia génu pre hCAP18/LL-37 bola sledovana
Vv pripade karcindému pfs, vajecnikov a pl'ic (Coffelt et al., 2008; Heilborn et al., 2005;
von Haussen et al., 2007) a aplikacia LL-37 viedla k stimulacii bunkového delenia
a k invazii rakovinovych buniek do okolitych tkaniv. LL-37 je bunkami maligneho
tumoru produkovany ako latka pre ich preZitie, hoci presny mechanizmus sposobujuci
procesy delenia a metastazovania nie je znamy, predpoklada sa, ze dolezitd ilohu
zohrava aktivacia Specifickych signalnych drah (Girnita et al., 2011). Doposial’ zistené
informacie 0 LL-37 ajeho pdsobeni nakarcinogénne bunky vSak len poukazujt
na zlozité a protichodné funkcie peptidu LL-37, ktoré je nutné najma v spojitosti s jeho
vyuzitim ako potencialneho terapeutika pre liecbu onkologickych pacientov, este blizsie

objasnit’.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

2,4-D
A. tumefaceins
AAMPs
ACT
AMP
AMPs
ASP
BAP
B-HORp
bp
CAMP
CAMPs
cDNA
CV.
CXCR4
DNA
dNTP
EC
EMEA
ERA
EU
FDA
Fw
gDNA
GFP
GMO
GST
hBD
hCAP
HepG2
HIS
HIV
HNP
hpt
HSV
Hv

ICH

MS
NMR
oD

Os

PCR
PPM™
RNA
RT-PCR
Rv

RVS

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
Agrobacterium tumefaciens
anionické antimikrobialne peptidy
gén koédujici jacmenny aktin
antimikrobialny peptid
antimikrobialne peptidy

reverse primer
6-(benzylamino)-purin

B-hordeinovy promoter

par baz

gén kodujuci protein hCAP-18
kationické antimikrobidlne peptidy
komplementarna DNA

kultivar

chimokinovy receptor
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotid trifosfat

Eurdpska komisia

Eurdpska agentuara pre lieky
Eurépsky vyskumny priestor
Europska tnia

americky Urad pre kontrolu potravin a liegiv
forward primer

genomova DNA

zeleny fluorescencny protein
geneticky modifikovany organizmus
glutatién S-transferaza

B-defenzin

human cathelicidin antimicrobial peptide
bunky hepatocelularneho karcindému
gén kodujuci histatiny

human imunodeficiency virus
a-defenzin

gén kodujtci hygromycintransferazu
herpes simplex virus

Horedum vulgare L., ja¢men siaty
Medzinarodnej konferencie 0 harmonizacii technickych
poziadaviek na registraciu liekov na humanne pouZitie
Murrashige and Skoog plant salt base
nukledrna magmeticka rezonancia
optickd hustota

Oryza sativa L., ryza siata
polymerdzova retazova reakcia

Plant Preservative Mixture
ribonukleova kyselina

ret'aiaPCR V redlnom Case

reverse primer

respiracny syncycialny virus

S7



SDS

SP

T0

TAE
T-DNA
TE
Ti-plazmid
Zm

MBP

dodecylsulfat sodny

forward primer

prva generacia transgénnych rastlin
Tris-acetat-EDTA

transferovd DNA

Tris-EDTA

tumor indukujaci plazmid

Zea mays L., kukurica siata
maltézu viazuci protein
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