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Ciele diplomovej prace:
1) Vypracovanie literarnej reSerSe na tému antimikrobialne peptidy a produkéné stratégie

pre pripravu rekombinantnych proteinov v endosperme jacmena.

2) Klonovanie konstruktov pre expresiu l'udského katelicidinu LL-37 v tabaku a

V jacmeni.

3) Testovanie pripravenych konstruktov pomocou tranzientnej expresie v listoch tabaku;
optimalizacia purifikacnej stratégie rekombinantného produktu a nésledné testovanie

antimikrobialnej aktivity.

4) Testovanie signalnych sekvencii pouzitych v katelicidinovych konstruktoch pomocou

fuzie s GFP proteinom a lokalizacia v rastlinach tabaku a jacmena.

5) Transformacia embryi ja¢mena katelicidinovymi konStruktmi.



1 Uvod

LCudsky katelicidin LL-37 patri k antimikrobidlnym peptidom, ktoré zohravaju dolezitu
ulohu v obrane proti patogénnym mikroorganizmom. Jeho velkou vyhodou je u¢innost
proti gram-negativnym ako aj proti gram-pozitivnym baktériam a jeho schopnost’ pdsobit’
aj na baktérie, ktoré si uz vytvorili rezistenciu na komercne dostupné syntetické
antibiotika. Vd’aka jeho silnej antibakterialnej aktivite a imunomodula¢nym vlastnostiam
je tento peptid vybornym kandidatom pre farmaceuticky priemysel pri klinickej lieCbe
infekcii a chordob koze. Okrem toho uneho zatial’ neboli dokazané Zziadne negativne
ucinky, ked’ze je 'udskému telu vlastny. Problémom pri jeho vel’koformatovej produkcii
je vSak vysoka cena syntetického peptidu (10-20 tisic K&/mg latky). RieSenim by mohla
byt jeho velkoformatova produkcia v endosperme jaémena, ako stabilnej produkcnej

platforme.

Cielom tejto diplomovej prace bolo pripravit konstrukty obsahujuce dve rdzne
stratégie S l'udskym katelicidinom a d’al§imi fuznymi znackami do vstupného vektora
PENTR1A Hana (s B-hordeinovym promotérom) anasledne pomocou GATEWAY
technologie do expresného vektora pBract209, ktory je vhodny k samotnej transformacii
ja¢mena, pod kontrolou hordeinového promotéru. Okrem toho bola testovanéd funkénost’
signalneho peptidu leguminu B4 pomocou fuzie so sekvenciou GFP. Pripraveny
konstrukt v expresnom vektore pMDC32 bol zatransformovany do baktérie
Agrobacterium tumefaciens a nasledne bola funkénost’ konstruktu overena tranzientnou
expresiou V listoch tabaku, ktoré boli pozorované pod fluorescenénym a konfokalnym
mikroskopom. Nakoniec bola jedna stratégia s preukazane vysokou expresiou
(pripravena v expresnom vektore pMDC32, vhodnym k transformacii tabaku pod
kontrolou konstitutivneho 35S promotodra) zatransformovana do baktérie Agrobacterium
tumefaciens a nasledne prebehla tranzientna expresia Vv listoch Nicotiana benthamiana.
Listy boli zhomogenizované a rekombinantny protein bol extrahovany do vhodného
extrakéného pufru. Po extrakcii bol protein purifikovany pomocou metéd vhodnych pre
prislu$né fuzne znacky obsiahnuté v pripravenom konstrukte a samotnd purifikécia bola

vyhodnotena pomocou metédy Western blot.



2 Sucasny stav rieSenej problematiky

2.1 Antimikrobialne peptidy viacbunkovych organizmov
Antimikrobidlne peptidy (AMP) su bohatou a rozmanitou skupinou molekul, ktoré su
produkované mnohymi typmi tkaniv a buniek u réznych druhov bezstavovcov, rastlin
a zvierat (Brogden, 2005). Konkrétne ide o oligopeptidy s rozdielnym poctom (od 5 do
viac ako 100) aminokyselin. Maju Siroké spektrum ciel'ovych organizmov od virusov,
baktérii a hub, az po parazity. Historicky boli tiez antimikrobidlne peptidy oznaované
ako kationové hostitel'ské obranné peptidy (Brown a Hancock, 2006), anionové
antimikrobialne peptidy/proteiny (Harris et al., 2009), kationové amfipatické peptidy
(Groenink et al., 1999) alebo o-helikalne antimikrobialne peptidy (Huang et al., 2010).

U zvierat sa antimikrobialne peptidy vacSinou nachadzaju Vv tkanivach a organoch,
ktoré st vystavené patogénom vo vzduchu a st povazované za prva liniu vrodenej
imunitnej obrany (Zasloff, 2002; Schauber a Gallo, 2008). Hraju teda dblezita ulohu pri
zastaveni vac¢Siny infekcii predtym, ako sposobia akékol'vek priznaky. Vacsina AMP je
produkovana Specifickymi bunkami po celt dobu, zatial’ ¢o produkcia niektorych musi

byt indukovana (Conlon a Sonnevend, 2010; Ma et al., 2010).

Na produkcii AMP sa podiel'a niekol’ko typov eukaryotickych buniek. Patria sem
lymfatické bunky, epitelové bunky V gastrointestindlnom a mocopohlavnom systéme
(Niyonsaba et al., 2002; Ganz, 2003), fagocyty (Hancock a Scott, 2000) a lymfocyty
imunitného systému (Oppenheim et al., 2003; Radek a Gallo, 2007). Okrem priamej
ucasti na vrodenej imunite sa zistilo, ze AMP ovplyviiuju zapalové reakcie hostitel’a
pocas infekcie (Scott et al., 2000; Nijnik et al., 2012; Kindrachuk et al., 2013). Je zname,
ze molekuly lipopolysacharidov uvolfiované baktériami v désledku antibiotickej liecby
alebo hostitel'ovej imunity, mézu indukovat’ tvorbu AMP u cicavcov (Hancock a Scott,
2000).

Niektoré AMP (CAP18 (Larrick et al., 1995), CAP35 (Brackett et al., 1997) a derivat
laktoferinu (Zhang et al., 1999) mo6zu tiez blokovat’ lipopolysacharidmi indukované
uvolnovanie cytokinov makrofagmi. Tieto AMP mozu teda znizit' zapalova reakciu.
Antibiotikd nemaju tento typ regulacie zapalovych reakcii imunitného systému hostitel’a

a sekrécia lipopolysacharidov po liecbe antibiotikami mdze spdsobit’ nadmernu reakciu
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imunitného systému hostitel'a. V niektorych extrémnych pripadoch tato reakcia moze

dokonca viest k sepsy (Loppnow et al., 1990; Hancock a Scott, 2000).

2.1.1 Diverzita antimikrobialnych peptidov

Diverzita antimikrobidlnych peptidov je takd velka, ze je tazké ich kategorizovat
s vynimkou ich sekundarnej strukttry. Zakladnym $truktrnym principom vsetkych tried
je schopnost’ molekuly prijat’ tvar, v ktorom st zhluky hydrofébnych a katiénovych

aminokyselin priestorovo organizované v diskrétnych sektoroch molekuly ("amfipaticky"

dizajn) (Zasloff, 2002).

Vsetky antimikrobidlne peptidy st odvodené z vacsich prekurzorov, vratane signalnej
sekvencie. Posttranslacné modifikacie zahtfiaju proteolytické spracovanie a v niektorych
pripadoch glykozylaciu (Bulet et al., 1993), karboxy-terminalnu amidaciu, izomerizaciu
aminokyselin (Simmaco et al., 1998) a halogenaciu (Shinnar et al., 1996). Rozmanitost’
sekvencii je takd, ze rovnaka peptidova sekvencia sa zriedka nachadza u dvoch r6znych
druhov zvierat, dokonca aj tych, ktoré su uzko pribuzné, ¢i uz ide o hmyz, zaby alebo

cicavce (Zasloff, 2002).

Samotna diverzita vznika vdaka jednotlivym mutaciam, ktoré moézu dramaticky
zmenit’ biologicku aktivitu kazdého peptidu. Odrdza adaptaciu druhu na jedinecné
mikrobidlne prostredie, ktoré charakterizuje obyvané utoCisko, vratane mikrébov
spojenych s prijatelnymi zdrojmi potravy (Simmaco et al., 1998; Boman, 2000).
V pripade, ze by sa jednotlivec ocitol v prostredi plnom mikrobov, proti ktorym su
peptidy jeho druhu neucinné, by samotny jedinec mohol zahynut,, avSak jeho druh by
mohol prezit vdaka vzniku jedincov, U ktorych doslo k prospesnym mutaciam.
Adaptivna imunita prostrednictvom svojej tvarnosti teda dovol'uje, aby druh umoznoval

jednotlivcom skiimat’ nové prostredie a vyuzivat nové zdroje potravy (Boman, 2000).

2.1.2 Mechanizmus t¢inku antimikrobialnych peptidov

Antimikrobidlne peptidy su zamerané na prekvapivy, ale zasadny rozdiel v dizajne
membran mnohobunkovych Zivocichov a mikrébov, pricom najlepsie to je pochopené pre
bakteridlne ciele. Bakteridlne membrany su totiz organizované takym spdsobom, ze
najvzdialenejsi list dvojvrstvy, povrch vystaveny vonkajSiemu svetu, je silne osidleny

zaporne nabitymi fosfolipidmi (Matsuzaki, 1999).
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Na rozdiel od bakteridlnej membrany je vonkajsi list membran rastlin a zivocichov
zlozeny hlavne z lipidov bez naboja. Vécsina zaporne nabitych fosfolipidov sa nachadza
na vnutornej strane fosfolipidovej dvojvrstvy a Celi cytoplazme (Obr. 1) (Matsuzaki,
1999).

Model, ktory vysvetluje aktivitu vac¢Siny antimikrobidlnych peptidov je model Shai-
Matsuzaki-Huang (SMH) (Obr.2) (Matsuzaki, 1999; Shai, 1999; Yang et al., 2000), ktory
popisuje interakciu peptidu S membranou a nasledne vytesnenie lipidov, zmenu
membranovej Struktiry a v urcitych pripadoch vstup peptidu do vnutra ciel'ovej bunky.
Pritomnost’ cholesterolu v membrane vSeobecne znizuje aktivitu antimikrobialnych
peptidov v dosledku stabilizacie lipidovej dvojvrstvy alebo interakcii medzi
cholesterolom a peptidom (Matsuzaki, 1999). Taktiez sa predpoklada, ze zvySujica sa
idnova sila, ktora vo vseobecnosti znizuje aktivitu vacSiny antimikrobialnych peptidov,
to Ciastone robi tym, Ze oslabuje vzajomné podsobenie elektrostatického naboja
potrebného pre pociatocnu interakciu. Peptidy posobiace SMH mechanizmom zabijaja

mikroby pri mikromolarnych koncentraciach (Zasloff, 2002).

Antimikrobiélny peptid

Hydrofébne interakcie Elektrostatické a

hydrofébne interakcie
ﬁbe Sllrx

Vonkajsia strana membrany f +
."/\0/,/ W\ \19,-)% )
kNO»\O vdwp Y ' g ] Ly H?
A0Cle)|

Vndtorna strana membranv

Prototyp plazmatickej membrany Bakteridlna cytoplazmatickd membrana
mnohobunkového Zivocicha

(=) N\
& =
\J || I' ||| |l
Cholesterol Zwitterionové fosfolipidy

Kyslé fosfolipidy

Obr.1 Membranovy ciel’ antimikrobidlnych peptidov mnohobunkovych organizmov a zéklad pre
ich Specifickost’ (prevzaté a upravené z Matsuzaki, 1999).
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Boli predstavené mnohé hypotézy, ako antimikrobidlne peptidy zabijaju mikroby
a medzi hlavné patria najmé: smrtel'né depolarizacia bakterialnej membrany (Westerhoff
et al., 1989), vytvorenie fyzickych dier, ktoré sposobuju tinik bunkového obsahu (Yang
et al., 2000), aktivacia smrtiacich procesov, ako je indukcia hydrolaz, ktoré degraduju
bunkovt stenu (Bierbaum a Sahl, 1985) a mieSanie normalne distribuovanych lipidov
medzi listami dvojvrstvy, ¢o vedie k naruseniu membranovych funkcii (Matsuzaki,
1999).

+LLLIL — & .
"y, *_/‘éé p e 40z
P ( o

Obr. 2 Shai-Matsuzaki-Huang model mechanizmu u¢inku antimikrobialneho peptidu.
Znazorneny je o-helikalny peptid. Lipidy so zltymi hlavickami st kyslé alebo negativne nabitg.
Lipidy s ¢iernymi hlavickami nemaju Ziaden naboj. a) Povrchova vrstva vonkajsieho listu
dvojvrstvy s peptidmi. b) Integracia peptidu do membrany a Stencenie vonkajsieho listu
dvojvrstvy. Povrchova plocha vonkajsicho listu sa zvacSuje vzhl'adom k vnatornému listu, ¢o
vedie k namahaniu v dvojvrstve (ziibkované $ipky). ¢) V tomto §tadiu dochadza k fazovému
prechodu a formovaniu prechodnych porov. d) Transport lipidov a peptidov do vnttorného listu
dvojvrstvy. e) Difuzia peptidov k intracelularnym cielom (v niektorych pripadoch). f) Kolaps
membrany na fragmenty a fyzické naruSenie membrany cielovej bunky. (Prevzaté a upravené z
Matsuzaki, 1999; Shai, 1999; Yang et al., 2000).
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2.1.3 Bakterialna rezistencia

Na rozdiel od tradi¢nych antibiotik, ako je penicilin a mnoho d’alsich, ktoré mikroby
lahko obchadzaji, je ziskanie rezistencie citlivymi mikrobidlnymi kmenimi proti
antimikrobidlnym peptidom prekvapivo nepravdepodobné. Niektoré rezistentné druhy
vyuzivaju expresiu vonkajs$ej membrany, ktora nema vhodnu hustotu kyslych lipidov, aby
boli vytvorené miesta schopné viazat’ antimikrobialny peptid. Iné druhy mo6zu vylu¢ovat’
traviace proteazy, ktoré peptidy ni¢ia. Stadie, ktoré publikovali o ,ziskanej rezistencii
proti antimikrobialnym peptidom identifikovali gény, ktoré po rozbiti robia citlivé
organizmy ndchylnejSie na konkrétny antimikrobidlny peptid. Tieto gény maji zvycajne
ulohu pri virulencii. Zaklad pre rozne citlivosti bakterialnych a plesnovych druhov proti

uréitym peptidom zostava nevysvetleny (Zasloff, 2002).

Gramnegativne baktérie maju vonkajSiu membranu zlozenu z lipopolysacharidu
(LPS), ktory je drzany spolu hor¢ikovymi a vapenatymi i6nmi, ktoré premost'uju zaporne
nabité fosforylované sacharidy. Pridanie Kationovych peptidov nasledne vedie
k vytesneniu kovu, poskodeniu vonkajSej membrany a ulahcuje vstup d’alSich molekul
z vonkajsieho prostredia. Peptidy, ktoré¢ ziskali pristup do periplazmatického priestoru sa

mozu integrovat’ do cytoplazmatickej membrany (Hancock et al., 1995).

PreCo ale neboli mikroby tuspesnejSie pri odoldvani antimikrobialnym peptidom
vzhl'adom na ¢asové rozpétie, pocas ktorého sa tieto mechanizmy mohli vyvinut? Pretoze
cieclom peptidov je bakteridlna membrana a mikrob by musel prepracovat’ svoju
membranu, zmenit zloZenie alebo organizaciu svojich lipidov, ¢o predstavuje
energeticky naro¢né rieSenie pre vac¢sinu mikrobialnych druhov (Zasloff, 2002). Samotné
zni¢enie antimikrobialneho peptidu predstavuje niekol’ko problémov. Vé&césina
antimikrobialnych peptidov je vytvorena z neSpecifickych sekvencii aminokyselin,
ktorym chybaju jedinecné epitopy, ktoré by mohli sluzit’ ako rozpoznavacie miesto pre
proteazy potrebné k selektivnej deStrukcii antibiotika V pritomnosti bunkovych
proteinovych zloziek. Okrem toho mnohobunkové organizmy napadaji mikroby
S viacerymi peptidmi réznych Struktirnych tried, takZe destrukcia jedného peptidu
nemusi byt schopna odvratit’ smrtel'ny Gtok. Je mozné, ze virulentné gény, ku ktorych
expresii dochadza v baktériach a pomocou ktorych je ovplyvnena citlivost voci
antimikrobidlnym peptidom, predstavuji najlepsSiu obranu, ktort vi¢sina mikrobov moze

vytvorit’ bez straty Zivotaschopnosti (Zasloff, 2002).
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2.2 Katelicidiny

Katelicidiny st rodinou katiénovych peptidov, ktoré vykazuji vo fyziologickych
koncentraciach antimikrobialnu aktivitu a s povazované za doleziti sucast imunitnej
obrany hostitel'a. Tieto génovo kdédované ribozomdlne syntetizované antibiotikd sa
produkuju ako prepropeptidy obsahujiuce vysoko konzervovanu doménu podobnt
katelinu, od ktorej je odvodené ich meno. Proteolytickym odstiepenim signalneho peptidu
a prosekvencie sa ziska heterogénny zrely peptid (Zanetti et al., 1995). Zrelé peptidy
typicky vykazuji amfipatické a kationové vlastnosti, ktoré napomahaju pri naruSeni

membrany bakterialnych buniek (Chang et al., 2006).

Povodne boli katelicidiny identifikované v hovéddzich neutrofiloch na zaciatku 90tych
rokov, nasledne boli najdené urdznych cicavcov (Zanetti, 2005). Kedysi sa
predpokladalo, Ze katelicidiny su peptidy Specifické pre cicavce, no odvtedy boli gény
kodujtce tieto peptidy charakterizované napriklad aj u sliznatky morskej (Uzzell et al.,
2003), pstruha dthového (Chang et al., 2005), kurciat (Xiao et al., 2006), atlantického
lososa (Chang et al., 2006) a d’alsich r6znych druhov ryb (Maier et al., 2008a; Maier et
al., 2008b; Scocchi et al., 2009) a plazov (Wang et al., 2008; Zhao et al., 2008). Rozsiahle
in vitro Stadie uskutoénované s pouzitim cicav¢ich katelicidinov preukazali, Ze maju
Siroké antimikrobidlne ucinky, ktoré umoziiuji obranu proti mnozstvu gramnegativnych
a grampozitivnych baktérii, htiib, parazitov a virusov (Ramanathan et al., 2002). Okrem
toho $tudie in vivo demonstruju dolezitost’ katelicidinov v obrannych mechanizmoch
cicavcov. Napriklad nedostatok mySacieho katelicidinu (CRAMP) u mysi
s knockoutovanym génom CRAMP zvySuje ich nachylnost’ na streptokokové infekcie
skupiny A (Nizet et al., 2001). Podobne sa preukazalo, ze I'udsky katelicidin LL-37 ma
ochranntl funkciu proti niekol’kym invazivnym bakterialnym infekciam koze (Dorschner

et al., 2001; Ong et al., 2002).

Okrem ich prevladajlicej antimikrobialnej role maju katelicidiny cicavcov niekol'ko
dalsich biologickych aktivit, vratane schopnosti chemoatrakovat’ neutrofily, monocyty a
T bunky (Agerberth et al., 2000) a propagovat’ angiogenézu a hojenie ran (Carretero et
al., 2007; Bucki et al., 2010). Silna antibakterialna aktivita, dokonca aj proti kmefiom
rezistentnym voci viacerym lie¢ivam, a imunomodula¢né vlastnosti katelicidinov z nich

robia popularneho kandidata pre klinicka lie¢bu infekcii a choréb (Bucki et al., 2010).
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Hoci sa expresia katelicidinov zvy¢ajne povazuje za prospesnti, moze tiez prispievat’
k patofyziologii chorob. Napriklad expresia katelicidinu LL-37 je zvySena u pacientov so
psoridzou a rosaceou, ale u pacientov s atopickou dermatitidou je expresia naopak
znizend. Pri rosacei spdsobuje nadmerna expresia zapal a abnormalny rast krvnych ciev
aktivaciou prislusnych buniek (Yamasaki et al., 2007). Pri psoriaze sa predpoklada, zZe
vlastna RNA alebo DNA tvoria komplexy s LL-37, ktoré riadia auto zapalové reakcie
spojené s ochorenim (Ong et al., 2002; Ganguly et al., 2009). Podobne nizke hladiny LL-

37 v slinach st spojené s periodontalnym ochorenim (Piitsep et al., 2002).

2.2.1 Diverzita katelicidinov

U cicavcov bolo identifikovanych celkovo asi 30 ¢lenov rodiny katelicidinov. Zatial’ ¢o
u vacsiny ich bolo najdenych v organizme niekol’ko, u I'udi, opic rézus, mysi, potkanov
a morciat bol objaveny iba jediny katelicidin. Tieto katelicidiny sa nazyvaju LL-37, RL-
37, "CRAMP, rCRAMP a CAP11 (Gallo et al., 1997; Nagaoka et al., 1997; Bals et al.,
2001; Zhao et al., 2001; Nagaoka et al., 2002; Di Nardo et al., 2003; Termén et al., 2003;
Tomasinsig a Zanetti, 2005; Zanetti, 2005; Diirr et al., 2006). U koni boli identifikované
3 katelicidiny eCATHI, -2 a -3 (Scocchi et al., 1999). Okrem toho boli peptidy podobné
katelicidinom popisané u oSipanych (PMAP37, 36 a 23, PG1 — PG5, PR39 a PF-1, -2)
(Lenarcic et al., 1993; Storici et al., 1994; Zanetti et al., 1994; Gudmundsson et al., 1995;
Strukelj et al., 1995; Tossi et al., 1995; Zhao et al., 1995; Fahrner et al., 1996),
u hovidzieho dobytka (BMAP27, 28 a 34, Bac5 a 7, indolicidin a baktenecin-1) (Selsted
et al., 1992; Skerlavaj et al., 1996; Storici et al., 1996; Scocchi et al., 1997), u buvola
(katelicidin-4 buvola domaceho a myeoloidny katelicidin) (Das et al., 2006), jelena
(katelicidin jelena iberského, baktenecin) (Fernandez de Mera et al., 2008), oviec
(SMAP29 a 34, OaBac5, 6, 7,5, 11) (Bagella et al., 1995; Mahoney et al., 1995; Huttner
et al., 1998), kéz (BAC5, BAC7.5, MAP34A a B, MAP28, ChBac3.4) (Shamova et al.,
1999; Anderson et al., 2004), u kurciat (CATHL1, 2 / CMAP27, 3 a katelicidin-B1) (Xiao
et al., 2006), u lososa atlantického (asCathl a 2) (Chang et al., 2006) a pstruha dithového
(rtCathl a 2) (Chang et al., 2006). Genom sliznatky morskej obsahuje tri sekvencie, ktoré
st podobné katelicidinu (HFIAP-1, -2 a -3) (Uzzell et al., 2003). Okrem toho dva ov¢ie
gény nazyvané OaDodeA a OaDodeB kodovali identické dodekapeptidy s nazvom
katelicidin-1 (Huttner et al., 1998).
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Katelicidiny sa skladuji v neutrofilnych granulach ako neaktivne prekurzory
(prepropeptidy). Po Stiepeni neutrofilnou elastazou sa uvoliiuju ako zrelé peptidy
(Treffers et al., 2005). N-terminalna signalna sekvencia a proregion (kathelin) si medzi
druhmi a roznymi peptidmi vysoko konzervované, zatial ¢o C-terminalna doména
kodujtca zrely peptid vykazuje podstatnu heterogenitu (Zanetti et al., 1995; Zanetti,
2005). C-terminalne domény v niektorych peptidoch katelicidinu st a-helikalne, v inych
maju tvar B-vlakna a v niektorych peptidoch su bohaté na prolin/arginin. Rodina
katelicidinov pozostava z piatich roznych skupin peptidov (Zanetti, 2005). Obsahujt: (1)
cyklické dodekapeptidy s jednou disulfidovou vdzbou, (2) prasacie protegriny s dvoma
disulfidovymi vazbami, (3) peptidy s a-helikalnou $truktrou, ako je napriklad hovédzi
BMAP-27, -28 a -34, l'udsky hCAP18 a tri zname konské katelicidiny, (4) peptidy
obsahujuce vysoky pocet zvyskov tryptofanu, ako je indolicidin, a peptidy obsahujuce
vysoky pocet zvySkov prolinu a argininu, a (5) kratke molekuly usporiadané v
tandemovych opakovaniach, ako su napriklad bakteneciny (napriklad hovidzi Bac5 a 7)
(Tossi et al., 2000; Tomasinsig a Zanetti, 2005; Zanetti, 2005).

Vsetky katelicidiny su kodované génmi pozostavajicimi zo Styroch exénov. Prvy exén
pokryva sekvenciu kédujicu signalny peptid (Cast’ pre-) s vel'kostou zvyskov 29 az 30
aminokyselin, zatial’ ¢o exony 2 a 3 koduju kathelinovi doménu (Cast’ pro) 99 az 114
aminokyselin. Exon 4 koduje zrely peptid s antimikrobialnou doménou pozostavajicou z
12 az 100 aminokyselin (Kosciuczuk et al.,, 2012). Doteraz sa zistilo, ze na
chromozdémoch oviec, krav, osipanych a kurciat vSetky gény katelicidinu tvoria zhluky
(Zaiou a Gallo, 2002; Zanetti, 2004; Xiao et al., 2006). Gény Kkatelicidinu boli
lokalizované na chromozéme 13 u oSipanych, chromozéme 19 u oviec (8 génov) a u
kurciat na chromozéme 2p na proximalnom konci ako husty zhluk do 7,5 kb (3 gény)
(Gudmundsson et al., 1995; Huttner et al., 1998; Xiao et al., 2006). U hovidzieho dobytka
sa na chromozome 22q24 nachadzalo v tej istej oblasti viac ako 10 génov katelicidinu
(Scocchi et al., 1997). V Tudskych a mySacich genomoch boli katelicidinové gény

lokalizované na chromozémoch 3, respektive 9 (Gudmundsson et al., 1995).

2.2.2 Ludsky katelicidin LL-37

U cloveka existuje niekol’ko génov kodujucich defenziny, napr. a a B-defenziny, no
doteraz bol u neho najdeny iba jediny gén kodujici katelicidin oznaceny ako

katelicidinovy antimikrobiadlny peptid (CAMP) (Tomasinsig a Zanetti, 2005; Zanetti,
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Obr. 3 Schématické znazornenie CAMP génu a procesu formacie katelicidinu LL-37. (Prevzaté
a upravené z0 Zasloff, 1987).

2005). Rovnako ako mnoho AMP génov, CAMP koduje propeptid, ktory je zlozeny z N-
termindlnej katelinovej domény a C-terminalneho peptidu s antimikrobidlnou aktivitou
(Obr. 3) (Di Nardo et al., 2003). Prvym identifikovanym aktivnym katelicidinom bol LL-
37 (leucin-leucin-37). Ide o 37 aminokyselin dlhy peptid so Sirokou antimikrobidlnou
aktivitou. LL-37 tvori a-helix vo vodnom roztoku, ktory mu tak umoziuje narusit’
bakterialne membrany a virusové obaly (Kokryakov et al., 1993). Dokonca bola zistena
aktivita aj proti plesniam pri infekciach spésobenych kvasinkou Candida (Storici et al.,
1994; Zanetti et al., 1994; Nagaoka et al., 2002).

Na povrchu koze st aktivne katelicidinové peptidy, ako je LL-37, Stiepené z
neaktivneho prekurzora serinovymi proteazami z rodiny kalikreinov (Tossi et al., 1995;
Zhao et al., 2001; Termén et al., 2003). V kozi je LL-37 syntetizovany epitelovymi
bunkami, ale mdze byt tiez poskytovany infiltriciou imunitnych buniek, ako su
neutrofily, ktoré transportuji LL-37 na infikovant alebo zranent kozu. V pripade zdrave;j
koze je v keratinocytoch expresia katelicidinu sotva detekovatel'na. Naopak, v priebehu
infekcie alebo poskodenia je produkcia katelicidinu v tychto bunkach silne indukovana

(Diirr et al., 2006).

Okrem antimikrobidlnej aktivity ma LL-37 dalSie funkcie v aktivacii a kontrole
imunitnych reakcii: LL-37 zvySuje uvolhiovanie cytokinov a chemokinov z lokalnych
buniek a leukocytov a ma chemotaktické Gc€inky na velky pocet imunitnych buniek
(Gennaro et al., 1989). Uvoltiovanie chemokinov a cytokinov je naviac vyvolané LL-37
v Zirnych bunkach alebo keratinocytoch (Gudmundsson et al., 1995). V spolupraci s

cytokinmi LL-37 zvySuje vrodené imunitné reakcie viacerymi cestami (Gennaro et al.,
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1989; Lenarcic et al., 1993). Okrem toho LL-37 zvySuje proliferaciu endotelovych buniek
a ovplyviuje angiogenézu (Strukelj et al., 1995). Tieto atribtty dopliiaji antimikrobialne
funkcie LL-37 a viedli k vnimaniu LL-37 ako nielen antimikrobialneho, ale aj
»alarminového* peptidu (Zhao et al., 1995).

Na molekularnej urovni sprostredkuje LL-37 svoje ,,poplasné* funkcie na imunitnych
bunkach ligand-receptor sprostredkovanym alebo na receptore nezavislym spdsobom, ¢o
vedie k zvySenym reakciam hostitel'a (Fahrner et al., 1996). Pritom LL-37 ovplyviuje
signalizaciu adenozintrifosfatového receptora P2X7 a Toll-like receptora (TLR) v
imunitnych bunkéch, transaktivaciu receptora epidermdlneho rastového faktora alebo
intracelularnu mobilizaciu Ca2+ (Selsted et al., 1992; Gudmundsson et al., 1995; Storici
et al., 1996; Scocchi et al., 1997).

Dvojaka tloha katelicidinu - antimikrobidlna a poplasna funkcia - svedc¢i o ustredne;j
ulohe tohto peptidu pri vrodenej koznej imunite. V dosledku toho by dysfunkcia
»alarminovej* funkcie katelicidinu LL-37 mohla hrat’ ulohu v patogenéze zdpalového
ochorenia koze v rovnakom rozsahu ako zhorSena antimikrobialna aktivita (Kos$ciuczuk

et al., 2012).
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2.3 Jafmei a jeho endosperm

Cerealny endosperm je vysoko diferencované tkanivo obsahujice Specializované
organely na akumuléciu zasobnych proteinov. Endosperm jaémena obsahuje hordeiny
a iné proteiny, ktoré sa nakoniec ukladaju do vakuol skladujtcich proteiny (PSV). Po
diferenciacii moze plne vyvinuty endosperm predstavovat’ az 75% hmotnosti semien a
fungovat’ ako zasobné tkanivo, ktoré akumuluje Skrob a zasobné proteiny. Tie poskytuju

ziviny potrebné na klicenie a rast semenacov, kym nie je mozna autotrofia (Olsen, 2004).

Endosperm obsahuje $tyri hlavné typy buniek: vonkajsie aleuronové bunky podobné
tym v pokozke, centralne skrobové endospermové bunky, transferové bunky a bunky
vrstvy obklopujticej embrya (Olsen, 2001). JaCmeni ma tri vrstvy aleurénovych buniek
(Olsen, 2004), ktoré podporuju klicenie mobilizaciou Skrobovych rezerv a zasobnych
proteinov v Skrobovom endosperme uvolfiovanim hydrolytickych enzymov (Olsen,
2004). Skrobovy endosperm obsahuje subaleurén a centralne $krobové endospermové
bunky. Subaleurén sa nachadza tesne pod aleuréonom a obsahuje velké mnozstvo
zasobnych proteinov, ale iba niekol’ko malych Skrobovych granul, zatial’ o centralny
Skrobovy endosperm obsahuje velké a bohaté Skrobové granule a pomerne malo

biclkovin (Bechtel a Pomeranz, 1978).

Semena produkuju tri hlavné triedy tGloznych proteinov: prolaminy, albuminy a
globuliny (Shewry et al., 1995; Galili, 2004). Prolaminy st hlavnou proteinovou zlozkou
vaésiny semien obilnin a nadrodina prolaminov Triticeae je rozdelena do troch skupin:
prolaminy bohaté na siru, chudé na siru a vysokomolekularne (HMW). Podobne sa v ryzi
a kukurici nachadzaju tri skupiny prolaminov, aj ked’ v tychto druhoch sa opisuju ako o,
B, vy a 6 zeiny (Woo et al., 2001). Ja¢menné prolaminy zahffiaja na siru bohaté B a vy
hordeiny, na siru chudobny C hordein a vysokomolekularny D hordein, ktory je

homologny s vysokomolekularnymi gluténinmi pSenice (Kreis a Shewry, 1989).

Prolaminy a rozpustné albuminy a globuliny putuju r6znymi subcelularnymi cestami.
Zatial’ ¢o albuminy a globuliny typicky prechadzaju cez Golgiho aparat a hromadia sa vo
vakuole skladujucej proteiny (PSV), védcSina prolaminov sa agreguje Vv
endoplazmatickom retikule (ER) a spociatku sa ukladaji do proteinovych teliesok
odvodenych od ER, ktoré sa moZu tiez zaclenit’ do PSV u niektorych druhov obilnin
(Shewry et al., 1995; Galili, 2004; Tosi et al., 2009). Prekurzorové polypeptidy hordeinov

su kotranslac¢ne vlozené do lumenu ER a nakoniec su ulozené do vakuoly (Cameron-Mills
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a Wettstein, 1980; Rechinger et al., 1993). Hoci neexistuju ziadne priame dokazy o ich
transporte cez Golgiho aparat, tito cestu nemozno vylucit’, aspon pre ¢ast’ hordeinového
obsahu v semene. Hordeinové polypeptidy moézu alternativne vychadzat’ priamo z ER a
mozu byt absorbované pomocou PSV v procese podobnom autofagii, ako to bolo

naznacené U pSeni¢nych prolaminov (Levanony et al., 1992).

2.3.1 Lokalizacia zasobnych proteinov v bunke

Rastliny ukladaji aminokyseliny vo forme semmenych zasobnych proteinov (SZP), ktoré
st ukladané do Specializovanych membranovych zasobnych organel, ktoré zabranuju ich
degradacii (Muntz, 1998). Zasobné proteiny sa akumuluji primarne v proteinovych
skladovacich vakuolach (PSV) av proteinovych telieskach (PB) odvodenych
z endoplazmatického retikula (ER). Niekol'ko faktorov pomaha ur¢it bunkovy
kompartment, v ktorom sa SZP akumuluji ato vratane signalnych sekvencii,

membranovej asocidcie a agregacie (Muntz, 1998).

Vsetky SZP obsahuju signalny peptid na N-konci, ktory sprostredkovava translokaciu
cez membranu ER do lumenu pocas proteinovej syntézy na membranovo naviazanych
polyzémoch. Signalny peptid je odstiepeny, SZP je glykozylovany a jeho skladanie je
podrobené kontrole kvality pomocou chaperénov a nakoniec je transportovany do
prislusnej skladovacej organely. Dynamické a pleomorfné ER mozno povazovat za
,branu k sekrecnej ceste” (Sparkes et al., 2009). ER ma klI'ai¢ova ulohu pri skladani a
zhromazd’ovani svojich rezidentnych proteinov, ako aj proteinov urc¢enych pre iné lokacie
(Vitale a Denecke, 1999). SZP sa mo6zu bud’ Stiepit’ z ER a tvorit’ proteinové telieska,
alebo mo6zu putovat’ jednou z niekol’kych tras k PSV. Niektoré proteiny putuji cestou cez
Golgiho aparat do PSV, zatial ¢o iné¢ si balené do vezikul odvodenych od ER a
obchadzaju Golgiho systém. (Hara-Nishimura et al., 1998) (Obr. 4).
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Obr. 4 Schématické zhrnutie predstavujuce rozne skladovacie organely najdené v embryonalnych
alebo endospermovych semennych tkanivach réznych druhov rastlin a roznych vyvojovych Stadii
a mozné cesty, po ktorych skladovacie proteiny putuji. ER endoplazmatické retikulum, TGA
trans Golgiho aparat, PVK prevakuolarny kompartment, TVP tmavé vnutorné proteinové
organely, KV klatrinové vacky, KV* vezikuly podobné klatrinovym vackom, DT denzné telieska,
MVT multivezikularne telieska, VAP vezikuly akumulujice prekurzory, VAP* vezikuly podobné
vezikulam akumulujtcim prekurzory, KDEL vacky akumulujuce cystein proteindzu naviazant
na KDEL koniec, PSV vakuola skladujuca proteiny. (Prevzaté a upravené z 1bl a Stoger, 2011).

2.3.2 Vakuoly skladujtce proteiny (PSV)

Rastlinné vakuoly sa klasifikuji bud’ ako lytické vakuoly (LV) alebo skladovacie vakuoly
(PSV) (Bassham a Raikhel, 2000). V stlade s tym boli popisané rozli¢né transportné
vezikuly pre obidve organely a ich membrany sa vyznacuju pritomnost'ou roznych
tonoplastovych vnutornych proteinov (TIP), ktoré funguji ako transmembranové kanaly
pre vodu a rézne nizkomolekularne latky (Jiang et al., 2001; Wudick et al., 2009; Gattolin
et al., 2010).

Tri r6zne izoformy TIP, ktoré boli fuzované so Zltym fluorescenénym proteinom sa
vSak vSetky lokalizovali v tonoplaste vakuol skladujucich proteiny v embryach, ktoré

pochadzali z vyvijajucich sa, zrelych a kli¢iacich semien Arabidopsis (Hunter et al.,
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2007). Okrem toho boli tri izoformy TIP pocas vyvoja rozne exprimované, ¢o
spochybniuje ich pouzitie ako markerov na identifikaciu Kkoexistujucich vakuol v

jednotlivych typoch buniek (Hunter et al., 2007).

Je zaujimavé zvazit' prilezitostné spolunazivanie réznych typov vakuol v tej istej
bunke a tiez otazku, ako sa jeden druh vakuolarneho kompartmentu v priebehu vyvoja
nahradi inym. Aj ked’ je ontogenéza vakuol stale predmetom diskusie, v klicnych listoch
semien hrachu sa ukazalo, ze LV su nahradené PSV v jasnom vyvojovom slede. Na kratku
dobu v obidvoch bunkach koexistuju obidva typy vakuol. Zd4 sa, ze PSV sa vytvéra de
novo ako tubularna Struktuara, ktord pohlcuje existujice LV v procese podobnom autofagii
(Hohl et al., 1995). Podobné pozorovania sa uskutoc¢nili v pripade embryi Arabidopsis a
Medicago truncatula (Frigerio et al., 2008).

Je zaujimavé, ze inverzny prechod, tzn. z PSV na LV, nezahfia suc¢asnll pritomnost’
dvoch typov vakuol, ale zahffia transformaény jav, ktory zahrfiuje prechodny stav
obsahujuci ako markérové proteiny PSV, tak aj LV (Olbrich et al., 2007). Transformacia
z PSV na LV bola podrobne opisana v nedavnych stadiach o biogenéze vakuol v bunkach
koretiovych Spiciek semenaca tabaku. Vysledky naznacuja, ze LV nachadzajuce sa v
bunkach korenovych Spi¢iek si odvodené od PSV prostrednictvom stuborov
transformacénych udalosti Specifickych pre dany bunkovy typ (Zheng a Staehelin, 2011),
Ktoré zahrnaju fuziu PSV, degradaciu zasobného proteinu a postupna nahradu o-TIP
markerového proteinu pochadzajuceho z PSV za vy-TIP markerového proteinu
pochéadzajuceho z LV. Tieto a d’alSie studie prezradzaja, Ze vakuolarne Struktiry sa mozu
pocas bunkového cyklu (Segui-Simarro a Staehelin, 2006) a vyvoja (Oda et al., 2009)
rychlo menit, odhalujuc, ze vakuoly si dynamické organely regulované drahami
Specifickymi pre dany typ bunky. Preto mdéze mechanizmus triedenia LV a PSV zdiel’at’
urcité podobnosti a moze rozpoznavat zacielovaci signdl na konkrétnych semennych

proteinoch (Watanabe et al., 2004).

2.3.3 y-Zein a proteinové telieska

Zein je zasobny protein prolaminového typu, ktory pochadza zo semien kukurice a vo

vel'kej miere Sa pouziva na ucely zapuzdrenia, pretoze je biologicky kompatibilny,

rozlozitelny (Luo a Wang, 2014) a v roku 1985 mu bol priznany charakter GRAS

(vSeobecne povaZovany za bezpecny) na peroralne pouzitie Spravou potravin a lie¢iv v

USA (Zhang et al., 2015). Existuje niekolko spdsobov, vdaka ktorym modze byt zein
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pouzity na ucely enkapsulacie. Vac¢sina $tadii pouzila in vitro metody, ako su napriklad
separacia faz, sprejové susenie, technika vyuzivajuca superkriticka tekutinu, odparovanie
rozpustadla alebo chemické zosietovacie techniky (Zhang et al., 2016). Vacsina in vitro
enkapsulaénych $tadii s pouzitim zeinu sa zamerala na inkorporaciu Vo vode slabo
rozpustnych, neproteinovych zlaéenin, ako je kurkumin (Patel et al., 2010), aceklofenak
(Karthikeyan, et al., 2014), kvercetin (Penalva et al., 2017) alebo a-tokoferol (Luo et al.,
2011), tieto metddy sa vSak pouzili tiez na zapuzdrenie lyzozymu (Zhong & Jin, 2009) a
antioxida¢né proteiny katalazu a superoxiddismutazu (Lee et al., 2013; Lee et al., 2016).

Alternativne moézu byt poskytnuté bioenkapsulacné stratégic pre oralne
rekombinantné lie¢iva pomocou zein-obsahujucich organel skladujicich proteiny,
takzvanych zeinovych proteinovych teliesok (PB), ktoré mézeme najst v bunkach
endospermu kukurice (Lending a Larkins, 1989). Tento predpoklad bol opodstatneny
pomocou experimentov so semenami ryze, ktoré ukazuji, ze sekvestracia
rekombinantnych proteinov v endogénnych skladovacich organeldch, ktoré obsahuju
prolaminy ryZe, poskytuje ochranu pred traviacou proteolyzou po perordlnom podani na

zvieracom modeli (Nochi et al., 2007).

RychlejSia a univerzalnejSia metoda na zapuzdrenie proteinov do ochranného
prostredia zeinovych mikro / nanonosicov je vytvorenie fizneho proteinu, v ktorom je
pozadovany protein fuzovany s Ciasto¢nou sekvenciou zeinu. Expresia takéhoto fazneho
proteinu vedie k in vivo bioenkapsulacii u roznych produkénych hostitelov v rAmei novo
indukovanych zasobnych organel. Medzi réznymi triedami zeinov: o (19 a 22 kDa), B (15
kDa), y (16,27 a 50 kDa), 6 (10 kDa; Woo et al., 2001) - 27 kDa y-zein bol identifikovany
ako kl'ucovy prvok, ktory indukuje tvorbu endogénnych aj rekombinantnych PB. Okrem
toho bolo zistené, ze 93 N-terminalnych aminokyselin 27 kDa y-zeinu (skratene gz93) je
dostato¢na na produkciu PB v inych rastlinach, a dokonca aj v heterolognych expresnych
systémoch, ako st bunky hub, hmyzu a cicavcov (Torrent et al., 2009; LlopTous et al.,
2010).

Rozne proteiny s roznymi vlastnostami z hl'adiska molekulovej hmotnosti a funkcie,
vratane rastovych faktorov (Torrent et al., 2009), proteinov, ktoré su kandidatmi na
virusové vakciny (Whitehead et al., 2014; Mbewana et al., 2015; Hofbauer et al., 2016)
a enzymoV (Llopé-Tous et al., 2011) boli uspesne zaclenené do novo indukovanych PB

v rastlinach ako je Nicotiana benthamiana, potom ¢o boli fizované s gz93.
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2.4 Produkcia rekombinantnych proteinov v rastlinnych systémoch
Rastliny boli vyuzivané ako zdroj prirodnych produktov naskrz celou histériou a to vd’aka
pocetnym a réznym priemyselnym aplikaciam rastlinnych produktov, ktoré sa neustale
roz§iruju vyvojom novych technolégii bioprocesu a molekularnej biologie rastlin. Jednou
z takychto technologii bol vyvoj transformacie rastlin, ktory viedol k pouZitiu ré6znych
rastlinnych hostitel'ov na expresiu humannych terapeutik (Giddings et al., 2000; Stéger
et al., 2005), nutraceutik (Adkins a Lonnerdal, 2004), protilatok (Stoger et al., 2002a,
2002b; Arntzen et al., 2005; Fischer et al., 2009; Nikolov et al., 2009; De Muynck et al.,
2010), priemyselnych enzymov (Hood et al., 2007; Howard et al., 2011), vakcina¢nych
antigénov (Sala et al., 2003; Ling et al., 2010) a biopolymérov (Mooney, 2009; Sharma
a Sharma, 2009).

Platformam rastlinnej vyroby spociatku dominovali polnohospodarske plodiny so
zavedenou vyrobnou infraStruktarou, ako je kukurica, ryza a tabak (Fox, 2006; Spdk a
Karner, 2008), pricom kukurica a tabak su typickymi predstavitelmi proteinovych
expresnych systémov na baze semien a listov. Prvym komerénym produktom vytvorenym
v tychto platformach bol avidin a trypsin pochadzajuci z kukurice (Hood et al., 1997;
Woodard et al., 2003) a sekre¢ny IgA pochadzajuci z tabaku (Ma et al., 1998).

Aj ked su transgénne rastliny ucinnymi producentmi proteinov, schopné
posttranslaénych modifikacii a bez l'udskych patogénov, ako nevyhody sa povodne
uvadzali Cas produkcie transgénnych rastlin (Twyman, 2004) spolu s regula¢nou
neistotou (Doran, 2000) a purifikatnymi vyzvami. Za poslednych 5 az 10 rokov sa
niektoré problémy riesili. Prikladom jedného z problémov, ktoré sa za poslednych 5 az
10 rokov riesili je pouzitie prechodnej expresie, ¢im sa drasticky zniZzil ¢as potrebny na
produkciu gramovych mnozstiev z viac ako 24 mesiacov na 14 az 20 dni (Hiatt a Pauly,
2006).

2.4.1 Produkéné systémy na baze semien

Platforma na baze semien pre produkciu rekombinantnych proteinov sa prirodzene
vyvinula z technologii expresie a transformacie, ktoré boli prvykrat vyvinuté pre vznik
plodin s novymi vloZenymi vlastnostami (Davies, 2005). Rekombinantné proteiny
uspesne exprimované v semenach rastlin zahfiiaju cytokiny (Zhu et al., 1994), proteiny

bunkovej kultary (Huang et al., 2002; Nandi et al., 2002; Huang et al., 2005), terapeutické
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protilatky (Stoger et al., 2000), vakcinové antigény (Streatfield a Howard, 2003; Nochi
et al., 2007; Wu et al., 2007) a priemyselné enzymy (Hood et al., 2007).

Semenné plodiny ponukaji mnoho vyhod oproti mikrobidlnym fermentaciam,
bunkovym kultiram cicavcov a transgénnym zvieratam, Vratane rozsiahlej vedomostnej
zakladne tykajucej sa ich kultivacie, zberu, skladovania a spracovania (Kusnadi et al.,
1997; Nikolov a Hammes, 2002). Semena boli spociatku preferovanou hostitel'skou
volbou pre rekombinantné proteiny, pretoze exprimované proteiny sa akumuluji v
prirodzene vysychajticich zasobnych organelach (Nikolov a Hammes, 2002), ktorym
chyba proteaza a dal$ie enzymatické aktivity (Fischer et al., 2009). Endogénne
protedzové inhibitory zaistuju stabilitu rekombinantného proteinu pocas extrakcie a

purifikacie (Menkhaus et al., 2004a).

Stabilita proteinov exprimovanych v semendch umoziuje oddelit’ upstream
a downstream spracovanie (Boothe et al., 2010), takZze umiestnenie prislusenstva na
downstream spracovanie méze byt oddelene od pestovatel'skych poli a zariadeni na
skladovanie semien. V Specifickych pripadoch, ako su ordlne vakciny, nutraceutikd a
priemyselné enzymy, pouzitie semennych plodin v§eobecne povazovanych za bezpecné
(GRAS) (napr. ryza a kukurica) minimalizuje poziadavky na spracovanie a purifikaciu

(Nandi et al., 2002; Yang et al., 2008; Hood and Howard, 2009).

V porovnani s listovymi plodinami maji semenné plodiny niz§ie vynosy biomasy na
jednotku plochy, ale ak su plodiny pestované na otvorenych poliach, naklady na taky
rozsah, zavedené polnohospodarske postupy a stabilita proteinov prevazuji nad
nevyhodou vynosu biomasy (Nikolov a Hammes, 2002; Schillberg et al., 2005). Medzi
vnimané nevyhody semennych systémov patri strach z potencialnej krizovej
kontamindcie, neimyselné zmieSanie transgénneho a netransgénneho zrna a averzia
verejného a potravinarskeho priemyslu k vyrobe biofarmaceutik v krmivach alebo

potravinach (Wilken a Nikolov, 2012).

2.4.2 Produkéné systémy na baze listov

Medzi vyhody listovych plodin, ako st lucerna siata a tabak, patri vysoky vynos biomasy,
moznost’ viacerych rastovych cyklov ro¢ne a vybudovand pol'nohospodarska
infrastruktura, ako je to u semennych systémov, ale s mensim rizikom $irenia pel'u (je

mozné zabranit® kvitnutiu). Tabak je veduca platforma na baze listov pre komeréni
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produkciu rekombinantnych proteinov (Twyman et al., 2003), od prvej spravy o tabaku

exprimujucom monoklonalne protilatky (Hiatt et al., 1989).

Vyhody a nevyhody pouzitia platforiem tabaku a lucerny na vyrobu terapeutickych a
diagnostickych protilatok nedavno preskumal (Fischer et al.,2009). Vyznamné pokroky
sa dosiahli pouzitim prechodnej expresie v listovych plodinach a aplikovali sa konkrétne
na expresiu monoklonalnych protilatok (mAbs), vakcin a dalSich terapeutickych
produktov v tabaku (Nicotiana benthamiana) (D'Aoust et al., 2010; Joensuu et al., 2010;
Conley et al., 2011). Pre tabak pestovany v skleniku predstavuje prechodna expresia
listovych tkaniv jednozna¢ni vyhodu v porovnani s inymi rastlinnymi systémami, ked’ je

vyzadovana rychla vyroba pandemickych vakcin (D'Aoust et al., 2010).

Hlavnou nevyhodou listovych tkaniv je vysoky obsah vody, stabilita uskladnenej
zozbieranej biomasy a s fou spojena stabilita rekombinantného proteinu, ktora
neumoziuje oddelenie upstream a downstream spracovania. Lahkost proteinove;j
extrakcie z listnatych rastlin sa niekedy povazuje za vyhodu oproti extrakcii z0
semenného materialu, ktora moze vyzadovat’ d’alSie jednotkové operacie, ako je mletie
semien, ich namacanie alebo zbavovanie semien oleja (Schillberg et al., 2005). Tato
vnimand vyhoda listovych systémov je kompenzovana potencidlnou nestabilitou
exprimovanych proteinov v metabolicky aktivnych tkanivach a ich extraktoch (Doran,
2006; De Muynck et al., 2010).

V listovych extraktoch prebieha proteolyticka aktivita a obsahujt fenolické zluc¢eniny
a pigmenty odvodené od chlorofylu, ktoré by mohli spdsobit’ tazkosti pri naslednom
spracovani listovych systémov (Yu et al., 2008; Woodard et al., 2009; Barros et al.,
2011). Hladina fenolovych zla¢enin uvolnovanych pocas extrakcie sa lisi v zavislosti od
typu tkaniva (listy, korene, semena) a druhov rastlin. Bunkovd membréna a zvysky
chloroplastov dispergované v homogenate listov by mohli byt pocas Cistenia extraktu
neprijemnostou. VSetky tieto charakteristiky extraktu by mohli mat’ za nasledok tazke,
viacstupniové purifikacné procesy, ktoré ovplyviiuju kvalitu aj kvantitu (vytazok)
purifikovanych proteinov. Napriek vyhodam vztiahnutych na naklady vyroby osiva a
listovych plodin na otvorenom poli, expresia biofarmaceutik sa posunula smerom k
vyrobe v obmedzenom prostredi, ako st napriklad skleniky a systémy zaloZené na
bioreaktoroch (Spok a Karner, 2008).
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2.5 Purifikacia rekombinantnych proteinov z rastlinnych systémov

Ako sa platforma transgénnych rastlin nad’alej rozvija, zaujmy o vyskum a vyvoj sa
pravdepodobne presunu z upstream na downstream spracovanie s cielom zlepsit’ celkova
produktivitu (Gottschalk, 2008). V zavislosti od typu produktu ajeho pouzitia moze
downstream spracovanie predstavovat vyznamna cast celkovych prevadzkovych
nakladov na vyrobu produktu. Preto je nevyhnutny pre priazniva ekonomiku ¢o najskorsi
vyvoj ucinnych a selektivnych procesov extrakcie a purifikacie (Basaran a Rodriguez-
Cerezo, 2008).

Purifikacna faza obvykle zacina zachytavacim krokom, aby doslo k zakoncentrovaniu
rekombinantného proteinu a ¢o je najdolezitejSie, odstraneniu zavaznych rastlinnych
necistot, ktoré by boli Skodlivé pre vytazok proteinu, kvalitu a / alebo ucinnost’
purifikacie (Menkhaus a Glatz, 2005; Holler a Zhang, 2008; Platis et al., 2008; Woodard
et al., 2009; Wilken a Nikolov, 2010). Pre aplikacie s vysokou formou Ccistoty
(terapeutické, diagnostické) su zvycajne potrebné d’alSie kroky ¢istenia na odstranenie
zvyskovych necistot hostitel'skych buniek a na zabezpecenie vysokej kvality produktu.
Purifikacia proteinov pochadzajacich z rastlin zavisi od proteinovych vlastnosti a necistot
hostitel'skych buniek a vyuziva podobné stratégie pre rozvoj purifikacie ako iné
heteroldégne expresné systémy. Po predbeznych tpravach sa pri purifikacnych postupoch
pouzivaju podobné techniky, ktoré uz boli vyvinuté pre biofarmaceutické vyrobky, ako
napriklad monoklonalne protilatky (mAb), fragmenty mAb, vakciny, cytokiny a hormony
(Menkhaus et al., 2004a; Nikolov a Woodard, 2004; Chen, 2008).

Existuje len ve'mi malo stadii, ktoré opisuji procesy purifikacie rekombinantnych
proteinov pochadzajucich z rastlin, ktoré dosiahli na klinické skusky alebo boli rozsirené
na komer¢na vyrobu. Dovod je dvojaky. Po prvé, relativne malo spoloc¢nosti dosiahlo
neskorSie $tadia klinickych skasok (fazy II a III), aby zaviedli robustné downstream
procesy vo velkom meradle a po druhé, novo vyvinuté procesy su ¢asto povazované za
patentované (Boothe et al., 2010). Napriek tomu zna¢né mnozstvo vedeckych publikacii
od roku 2004 riesilo osobitné vyzvy vo vyvoji downstream spracovania, ako je napriklad
nizka hladina expresie, zlozitost' rastlinnych extraktov a ich vplyv na uéinnost
purifikacie, stabilita produktu pocas spracovania a metody odstraiovania zavaznych

necCistot (Wilken a Nikolov, 2012).
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2.5.1 Zachytavanie a Cistenie rekombinantného proteinu

Zachytavacie chromatografické zivice maju dve primarne funkcie, zakoncentrovanie a
Ciastocné Cistenie, a mali by byt lacné, odolné voci chemikalidm potrebnym na
regeneraciu zivice a mali by byt’ schopné zachovat kapacitu a selektivitu pocas viacerych
cyklov. Selekcia Zivice je urcena vlastnostami rekombinantného proteinu, ako je naboj,
hydrofobnost’ a biospecificita. Vyber zivice na zaklade najjedine¢nejsej vlastnosti pre
rekombinantny protein v porovnani s hostitel'skym systémom moze zlep$it' t€innost’
purifikéacie zvySenim vazbovej kapacity a / alebo Cistoty produktu. Ked’ sa stanovi vhodna
chromatograficka funkéna zivica (katexova / anidnova vymenna, afinitna, hydrofobna) je
potrebné preverit’ rozne Zivice s roznymi vel’kostami Castic, povrchovou plochou a kostru
zivice spolu s vdzobnymi podmienkami, ako je pH a i6nova sila (Wilken a Nikolov,

2012).

Ako sa oCakavalo, kyslé proteiny, ako je B-glukuronidaza (Robic et al., 2006; Holler
a Zhang, 2008), chymosin (Van Rooijen et al., 2008) a 'udsky sérovy albumin (Huang et
al., 2005) boli zachytené anion-vymennou adsorpciou a bazické proteiny aprotinin,
I'udsky lyzozym, l'udsky laktoferin, ako aj niekol'ko IgG pomocou katidonovej vymeny
(Nandi et al., 2005; Wilken a Nikolov, 2006; Zhong et al., 2007; Platis et al., 2008;
Ramessar et al., 2008; Wilken a Nikolov, 2010). V niekol’kych pripadoch sa
zakoncentrovanie produktu a ¢iasto¢né Cistenie dosiahli pouzitim soli (Lai et al., 2010)
alebo polymérnym zrazanim (Holler et al., 2007; Holler a Zhang, 2008) pred d’alsim
purifika¢nym krokom. Kvoli relativne nizkej obnove vynosu v porovnani s afinitnymi a
ionomeniCovymi zivicami sa hydrofobna interakénd chromatografia zvycajne
nezohladiiuje pri zachytavani produktu, pokial’ preduprava extraktu nevyzaduje pouzitie

vysokych koncentracii soli (Peckham et al., 2006; Xu et al., 2007, 2011).

Platis et al., (2008), Ramessar et al., (2008) a Platis a Labrou (2009); implementovali
dvojtazovy priebeh delenia tabakovych a kukuricnych extraktov ako krok predupravy,
ktory im umoznil ucinne zachytit’ rekombinantné monoklonalne protilatky (anti-HIV
IgG) na silnej katexove;j zivici. Nasledujuci krok Cistenia bol rovnaky pre oba hostitel'ské
extrakty. VysSia Cistota produktu (2G12) bola dosiahnuta z tabaku ako z kukuri¢ného
extraktu pravdepodobne kvoli degradacii a agregacii 2G12 kukuriéného pdvodu
(Ramessar et al., 2008). Cistota a vytazok iného IgG proteinu (4E10) bola 96%,
respektive 36%. Tabakom exprimovany 2G12 a 4E10 sa lisil iba vo variabilnych
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oblastiach, ale 4E10 zjavne interagoval odliSne s imobilizovanou kovovou afinitnou

zivicou, ¢o malo za nasledok nizsi vytazok.

V niektorych pripadoch, ked’ zachytna chromatografia neviedla k uspokojivému
odstraneniu necistot (zvySkova DNA, endotoxin alebo vyluhovany afinitny ligand), sa
nasledujici krok cistenia ¢asto uskuto¢niuje v prietokovom rezime, aby sa hlavné
kontaminanty viazali a cielovy protein sa zhromazd’oval v mobilnej fazi/prude (Bendandi
et al., 2010; Lai et al., 2010).

2.5.2 Vyuzitie afinitnych znaciek pre purifikaciu

V roku 2008 Chen preskumal pouzitie roznych biospecifickych (afinitnych) znaciek na
Cistenie proteinov z rastlinnych extraktov (Chen, 2008). Afinitné znac¢ky su vhodné na
,bench-top“ purifikaciu a naslednti charakterizaciu rekombinantného proteinu, ale
nemusia byt ekonomické vo vyrobnom meradle, pretoze odstranenic takej znacky
(pozadované pre biofarmaceutikd) enzymatickym alebo chemickym Stiepenim nie je
ucinné a znizuje vytazok cielového proteinu. Jednou z aplikacii, pri ktorych sa zda, Ze je
fazia proteinov prospesna, je expresia v plastidoch. Fuzni partneri stabilizuju a chrania
cielové proteiny exprimované chloroplastmi pred nadmernou proteolytickou degradaciou
a ul'ahcuju purifikaciu fuznych proteinov. Fuzie, ktoré sa akumuluju pri hladinach vyssich
ako 10% TSP (celkovy rozpustny protein), vsak tvoria inkluzne telieska, ktoré st podobné
inkliznym telieskam baktérie Escherichia coli. Tie pred Cistenim vyzadujia rozpustenie a
opatovné zloZenie. Napriek vyznamnym pokrokom v transformacii plastidov a expresii

proteinov, iba malo $tadii uvadza vyvoj v oblasti purifikacie (Chen, 2008).

Nasledujtci priklad demonstruje dvojitu ulohu fizneho partnera: akumulaciu proteinu
a zjednodusené Cistenie. Leelavathi a Reddy (2003) purifikovali fizny protein GUS-
interferéon (INF) (6% TSP) slabou anidon-meni¢ovou chromatografiou nasledovanou
chromatografiou IMAC-Ni. Pritomnost’ His-zna¢eného GUS vo fuzii zvysila expresiu 60
krat a zjednodusila cistenie. INF sa Stiepil z fuzneho proteinu faktorom Xa s 58%

ucinnostou a nasledne bol precisteny pomocou katexovej chromatografie.

2.5.3 Nechromatografické purifikacné metody

Jednou z prvych nechromatografickych metdd, ktora sa objavila v literatire, bolo
zachytenie a Ciastoéna purifikdcia oleozinovych fuznych proteinov pomocou

centrifugacie (Van Rooijen a Moloney, 1995). Tieto fizie obsahuji oleozinové proteiny
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ako N-terminalnych fuznych partnerov, ktoré umoznuji in vivo zacielenie a / alebo
zachytavanie ciel'ového proteinu po extrakcii na povrch olejovych teliesok. Purifikacia
olejovych teliesok s naviazanymi fuziami sa uskutociiuje niekol’kymi krokmi premyvania
vo vodnych roztokoch pomocou centrifugacie. Naviazany rekombinantny protein moze
byt uvolnovany z olejovych teliesok proteolytickym Stiepenim vézby medzi oleozinom
a cielovym proteinom alebo eltciou v pripade afinitne viazanych proteinov (Boothe et

al., 2010).

Ako priklad pristupu s afinitnou vizbou m6zu byt’ nedavno vyvinuté konStrukty, ktoré
ako fuzneho partnera obsahuju N-koncovl anti-oleozinovi jednoretazcova protilatku
(scFv). Po elucii tychto konstruktov z olejovych teliesok sa fuzie moézu Stiepit’ bud’
chemicky (napriklad kyslym S$tiepenim) alebo enzymaticky, aby doSlo k uvolneniu
rekombinantného proteinu. Potencialnou nevyhodou tychto dvoch stratégii je potreba
odstiepit’ rekombinantny protein od fuzneho partnera oleozinu alebo scFv. Presnost’” a
ucinnost’ Stiepenia, ¢i uz chemicka alebo enzymaticka, je typicky mensia ako 70% a vedie
K znizenému vytazku produktu. Nasledné Ccistenie uvolnenych rekombinantnych
proteinov z prisluSnych fazii sa vykonava pomocou S$tandardnej adsorpénej

chromatografie (Boothe et al., 2010; Nykiforuk et al., 2011).

Dal§im prikladom nechromatografickych purifikaénych metéd je vyuzivanie
jedine¢nych proteinovych vlastnosti (hydrofobnost’, stabilita alebo velkost’) a vlastnosti
hostitel'ského systému na dosiahnutie zvySenej G¢innosti separacie. Lee a Forciniti (2010)
preskumali pouzitie dvojfazového rozdelenia na vodnej baze (PEG / sol’) ako jediného
sposobu regeneracie a purifikacie neglykozylovanej mAb exprimovanej v semendch
kukurice. Manipulaciou systémového zlozenia, pH a idnovej sily sa im podarilo ¢iasto¢ne
ocistit’ protilatku trojstupniovym procesom. Prvé dva stupne boli typické dvojfazové
rozdelenia s koncentraciou cielového proteinu obohatenou v dolnej (vodna sol'na faza) a
neCistotami hostitela v hornej (PEG) fazi. Tieto dva extrakéné protokoly viedli k skor
skromnej purifikacii mAb a to 1,3-nasobne a 1,4-nasobne. Treti stupenn pozostaval z
precipitaicie mAb na dvojfazovom rozhrani a vysledkom bolo takmer desatndsobné
precistenie. Celkovo tieto trojstupiiové postupy poskytli 72% cistej mAb so 49%
vytazkom. Pre biofarmaceutické aplikacie by bolo potrebné d’alSie precistenie protilatky
adsorpénym krokom ato SnajvdcSou pravdepodobnostou pomocou afinitnej

chromatografie.
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Hoci bol za posledné roky uskuto¢neny velky pokrok v downstream spracovani, stale
si vyzaduje vel’ku pozornost’ a technologické objavy, aby sa splnil dlho o¢akavany ciel’
nizkych vyrobnych nakladov na tvorbu rekombinantnych proteinov v rastlinach.
Vylepsenia vSak v downstream spracovani nebudu stacit’; st tiez potrebné vysoké hladiny

proteinovej expresie a zarucena vernost’ produktu (Wilken a Nikolov, 2012).
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3 Experimentalna ¢ast’

3.1 Materialy

3.1.1 Chemikalie

2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina (MES), (Duchefa, Holandsko)
2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol (Tris) — Duchefa Biochemie (Holandsko)
3',5'-dimetoxy-4'-hydroxyacetofenon (acetosyringén) — Sigma-Aldrich (USA)
6x Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA)

agar (HiMedia, India)

agardza (Amesco, USA)

akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

amidocern 10 B (Merck, Nemecko)

Antarctic Phosphatase + pufor (NEB, USA)

B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

BSA (Sigma-Aldrich, USA)

deoxyribonukleozidtrifosfaty dNTPs (Sigma-Aldrich, USA)
dodecylsiran sodny (SDS), (Penta, Ceska republika)

dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, USA)

etanol (Lachner, Ceska republika)

etyléndiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Penta, Ceska republika)
ethidium bromid (NeoLab, Nemecko)

Gateway LR Clonase 1l enzyme mix (Thermo Fisher Scientific, USA)
gentamicin sulfat (Duchefa, Holandsko)

glycin (Lachner, Ceska republika)

GoTaq G2 Flexi Polymerdza + pufor (Promega, USA)

hydroxid sodny (Penta, Ceské republika)

isopropanol (Lachner, Ceska republika)

chlorid hore¢naty (Promega, USA)

kanamycin monosulfat (Duchefa, Holandsko)
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kyselina borita (Neolab, Nemecko)

kyselina chlorovodikova (HCI) (Lachema, Ceska republika)
LB Broth (Sigma-Aldrich, USA)

metanol (Lachner, Ceska republika)

miliQ voda (destilovand, demineralizovana)

N, N’-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
nuclease free voda (Qiagen, Nemecko)

Phusion HF DNA polymeraza (Thermo Fisher Scientific, USA)
persiran amonny (APS), (Sigma-Aldrich, USA)

PMSF (Sigma-Aldrich, USA)

proteinase K (Thermo Fisher Scientific, USA)

rifampicin (Duchefa, Holandsko)

susené mlicko Laktino (Artifex, Ceska republika)

T4 DNA ligaza + pufor (NEB, USA)

tetracyklin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)
tetramethylendiamin (TEMED), (Sigma-Aldrich, USA)
Triton X 100 (Sigma-Aldrich, USA)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Komeréné gély
NuPage 4-12 % Bis-Tris precast gél + pufor (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.3 Roztoky

Agardzovy gél 1% (w/v)

10 g agaru v 1 litri TAE pufru

50x TAE pufor

242 g Tris, 18.61 g EDTA, 57.1 g kyselina octova, destilovana voda do 800 ml
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Extrakény pufor 1

100mM Tris, 300mM NaCl, 0,03% Triton X 100, 200mM PMSF, Milli-Q voda do 500ml,
pH 8

Extrakény pufor 2

12,5 mM borat sodny, 1% SDS, 2% 2-merkaptoetanol, Milli-Q voda do 200 ml, pH 10

Extrakény pufor 3

12,5 mM borat sodny, 1% SDS, 1% 2-merkaptoetanol, Milli-Q voda do 200 ml, pH 10

Extrakény pufor 4

12,5 mM borat sodny, 1% SDS, 0,5% 2-merkaptoetanol, Milli-Q voda do 200 ml, pH 10

Extrakény pufor 5

12,5 mM borat sodny, 1% SDS, 1ImM DTT, Milli-Q voda do 200 ml, pH 10

Extrakény pufor 6

12,5 mM borat sodny, 1% SDS, 2mM DTT, Milli-Q voda do 200 ml, pH 10

4x SDS vzorkovaci pufor pre SDS-PAGE

2,5 ml 1 M Tris-HCI pH 6.8, 0,5 ml of Milli-Q vody, 1 g SDS, 0,8 ml 0.1%
bromfenolovej modrej, 4 ml 100% glycerol, 2 ml 14,3 M B-mercaptoethanol

Prenosovy pufor pre Western blot

3,6 g Tris a 17,28 g glycinu rozpustenych v 120 ml destilovanej vody, 120 ml 100%

metanolu, destilovana voda do celkovych 1200 ml

TBS pufor

2,42 g Trisa 29,22 g NaCl v 1 litri, pH 7,5

TBS-T pufor

2,42 g Tris, 29,22 g NaCl, 0,5 ml Tween 20 v 1 litri milli-Q vody, pH 7,5
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5% mlieko v TBS-T pufri (blokovaci pufor)

5 g suseného mlieka v 100 ml TBS-T pufru

1% mlieko v TBS-T pufri

10 ml 5% mlieka a 40 ml TBS-T pufru

Infiltra¢né médium na transformaciu listov Nicotiana benthamiana

0,426 g MES, 0,407 g MgCl>, 200 ul zo 150uM roztoku acetosyringénu, Milli-Q voda
do 200 ml, pH 5,6

3.1.4 Protilatky

Primarna protilatka: Anti-LL-37 Antibody (D-5) mouse monoclonal (Santa Cruz
Biotechnology USA), riedenie 1:400

Sekundarna protilatka: mouse anti—rabbit 1IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology USA),
riedenie 1:5000

3.1.5 Standardy molekulovej hmotnosti
1 kb plus GeneRuler DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)

100 bp plus GeneRuler DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)
Novex Sharp Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific, USA)

PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.6 Biologicky material
Chemokompetentné baktérie Escherichia coli TOP10
Elektrokompetentné baktérie Agrobacterium tumefaciens C58C1

Semena Nicothiana bethamiana
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3.1.7 DNA vektory
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Obr. 5 Mapa expresného vektora pMDC32 zobrazeného v programe SnapGene.
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Obr. 6 Mapa vstupného vektora pPENTR1A_Hana s B-hordeinovym promotérom zobrazenym
Vv programe SnapGene.
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Obr. 7 Mapa expresného vektora pBract209 zobrazeného v programe SnapGene.

3.1.8 Primery

Lyofilizované primery boli rozpustené¢ vo vode podla pokynov na mikroskimavke na
z4sobnu koncentraciu 100 pmol-1? a nasledne nariedené na pracovnu koncentraciu 10

pmol 172,

Tab.1 Zoznam v8etkych pouzitych primerov

Primer Sekvencia 5°- 3"
Vk-SEQ-REV CGAGTCAGTGAGCGAGGAAGC
M13-20 TGTAAAACGACGGCCAGTG
PENTR-FW CTACAAACTCTTCCTGTTAGTTAG
pDONR-RE GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC
CATSEQ_REO1 CCTTGCCGATCTTTTCCT TG
RP_pBRACT209 ACCATGATTACGCCAAGCTC
TTAGTCGACTGATGTCCAAACCTTTTCTATCTT
eGFPSall_FW02 TGCTTTCACTTTCCTTGCTTCTCTTTACAAGCA

CAT GTTTAGCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

ATAAATCTCGAGTGTTACTTGTACAGCTCGTCC

eGFPXhol_REO1 ATGCCG
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3.1.9 KonStrukty

V tejto diplomovej praci sme pracovali s dvoma navrhnutymi konstruktami, ktoré boli
pripravené synteticky a dodané formou plazmidovej DNA, kde navrhnuta kazeta bola
vklonovana do klonovacieho vektora pMK-RQ (Thermo Fisher Scientific, USA). Oba
konstrukty obsahovali sekvenciu 'udského katelicidinu LL-37 a rozne purifikacné znacky
(Obr. 8 a9). Kazdy z konstruktov pozostaval z jednej navrhnutej stratégie, ktoré boli
pomenované ako Stratégia 8 (PMK-RQ:LL-37 S8) a Stratégia 9 (PMK-RQ:LL-37 S9). 5
ug lyofilizovaného DNA konstruktu bolo rozpustenych v 50 ul nuclease free vody.

y-zein | Enterckinaza LL-37 & Faktor Xa DAMP4

Obr. 8 Schématické zobrazenie Stratégie 8 (synteticky kons$trukt dodala firma Thermo Fisher
Scientific, USA).

| leB4 | DAMP4 | LL-37 HDEL

Obr. 9 Schématické zobrazenie Stratégie 9 (synteticky kons$trukt dodala firma Thermo Fisher
Scientific, USA).

LL-37 oznacuje 'udsky antimikrobialny peptid katelicidin. Ni-site je samostepiaca sa
znacka, ktora funguje po pridani iénov niklu ako samostiepacie miesto. Faktor Xa
a enterokinaza je oznacenie zasahovych miest, ktoré rozpoznavajia rovnako sa nazyvajice
proteazy, ktoré su zaclenené do sekvencie fuznych proteinov z dévodu moznosti
odstiepenia afinitnych znaciek, ktoré je potrebné odstranit’, aby sme ziskali ¢isty LL-37.
DAMP4 je surfaktantny peptid, ktory slizi na purifikaciu rekombinantného proteinu
vd’aka jeho schopnosti znasat’ vysoké teploty, ked’ze je schopny udrzat’ sa aj pri pdsobeni
vysokych teplot (95°C) v supernatante a nedochadza K jeho vyzrazaniu a denaturacii.
LeB4 (propeptid leguminu B4) je oznacenie signalnej sekvencie, ktora zaciel'uje proteiny
do endoplazmatického retikula. Sekvencia HDEL bola pouzita v kons$trukte spolu so
sekvenciou LeB4 z dovodu jej spdtného vychytavania proteinov na membrane
endoplazmatického retikula. y-zein je kukuriény skladovaci protein, ktory dokaze
ochranit rekombinantny protein pred jeho degradaciu, vdaka jeho schopnosti

zapuzdrovania.

Okrem katelicidinovych konStruktov sme V tejto praci pouzivali konstrukt vytvoreny
pocas bakalarskej prace. Ide 0 sekvenciu GFP vo fuzii so signalnou sekvenciou leguminu
B4 (d’alej oznacovana ako GFP-LeB4) v expresnom vektore pMDC32. Konstrukt bol
vytvoreny na overenie funk¢nosti tejto signalnej sekvencie (zacielenie proteinov do
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endoplazmatického retikula) pomocou tranzientnej expresie v listoch tabaku. Na kontrolu
bol vyuzity konstrukt obsahujuci sekvenciu eGFP vo vektore pMDC32 pod kontrolou
konstitutivneho promotoru CaMV 35S (transformovany do baktérie Agrobacterium

tumefaciens), ktory bol dodany oddelenim molekularnej bioldgie.

3.1.10 Restrikéné endonukleazy

V praci boli pouzité tieto restrikéné endonukleazy — Xhol, BamHI-HF, Bglll, Pvul
(vsetky NEB, USA).

3.1.11 Rastové média
Luria-Bertani (LB) médium: 12,5 g LB Broth v 0,5 litri milli-Q vody
LB médium + agar: 500 ml LB média so 7,5 g agaru

SOC médium: 0,5% (w/v) kvasnicovy extrakt, 2% (w/v) trypton, 0,05% (w/v) NaCl, 0,02
mol-1? glukdza, 0,01 mol-1 MgSQ4, 0,0025 mol-1t KCI; 0,01 mol-1* MgCl,

3.1.12 Komer¢né sustavy a Kity
Clarity Western ECL Substrate (BioRad, USA)

Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Nemecko)

QIlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Holandsko)

Gateway LR Clonase Enzyme Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
NucleoBond Xtra Plasmid DNA Purification (Macherey-Nagel, Nemecko)

Quick Start™ Bradford Protein Assay (BioRad, USA)

3.1.13 Pristroje
analytické vahy 5034/120 (Nahita, Spanielsko)

automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)
centrifuga 5427R (Eppendorf, Nemecko)
centrifuga model 16K (BioRad, USA)
digestor 1800/900M (Merci, Ceska republika)
elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

elektromagnetickd miesacka (Boeco, Nemecko)
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elektroforetickd komorka pre horizontdlnu elektroforézu (Labnet, USA)
epifluorescenény mikroskop Axio Imager Al (Zeiss, Nemecko)
fytotron (Weiss Technik, UK)

Gel Doc EZ image (BioRad, USA)

ChemiDoc XRS+ (BioRad, USA)

Inkubator Incubat 85 (Melag, Nemecko)

inkubator 37°C (Medline Scientific, Nemecko)

inkubator Incu Shaker Mini (Benchmark, USA)

inkubator Cool-Hotter Dry (Alex Red, Izrael)

inkubovana orbitalna trepac¢ka SI600C (Stuart, UK)

konfokalny mikroskop LSM 710 (Zeiss, Nemecko)
Minicentrifiga CombiSpin FVL-2400N (Biosan, Lotyssko)
nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, USA)

orbitalna trepacka (Labnet, USA)

pH meter EDGE (Hanna Instruments, USA)

predvazky Scout SKX 621 (OHAUS, USA)

predvazky Scout SPX 6201 (OHAUS, USA)

termocycler T-gradient (Biometra, Nemecko)

termocycler Prime Full Size (Techne, UK)

termocycler Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, USA)
termomixér (Eppendorf, Nemecko)

ultracentrifuga CS150NX (Himac, Japonsko)

vortex (Labnet, USA)

UV/VIS spektrofotometer WPA Lightwave Il (Biochrom, USA)
zdroj napétia MP-300V pre SDS-PAGE (Major Science, USA)
zdroj napdtia Enduro 250V (Labnet, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Klonovanie

3.2.1.1 Transformacia metédou tepelného Soku

Chemokompetentné baktérie Escherichia coli TOP10 boli vybraté z mraznicky na -80°C
a vlozené do l'adu, aby pomaly rozmrzli. Po rozmrznuti bolo k bunkdm pridanych 7 pl
ligacnej zmesi alebo 2 pl plazmidovej DNA a takto pripravené vzorky boli inkubované
v l'ade po dobu 20-30 mintt. Pocas inkuba¢nej doby bolo z mrazni¢ky na -20°C vybraté
SOC médium, aby rozmrzlo a nasledne mohlo byt pouzité¢ na regeneraciu buniek. Po
skonceni inkubdcie boli vzorky vlozené do inkubatora na 55 sekund pri teplote 42°C
a potom hned’ vlozené naspiat’ do l'adu po dobu 2 minat. Nakoniec bolo k vzorkam
pridanych 500 pul SOC média a zmes bola inkubovana 1 hodinu pri 37°C pri su¢asnom
trepani na 400 rpm. Po uplynuti doby na regeneréaciu buniek bola zmes scentrifugovana
na 3 minuty na 3000 rpm a po odliati va¢8iny supernatantu bol pelet rozsuspendovany
anatrety na LB platne obsahujuce prislusné antibiotikum, ktoré boli ponechané

v inkubatore cez noc na 37°C.

3.2.1.2 Transformacia metodou elektroporacie

Elektrokompetentné baktérie Agrobacterium tumefaciens C58C1 boli vybraté
Z mrazni¢ky na -80°C avlozené do l'adu, aby pomaly rozmrzli. Po rozmrznuti bol
k bunkam pridany 1 ul plazmidovej DNA a vzorky boli prepipetované do studenej
elektroporacnej kyvety, kde bola zmes inkubovana 3-5 minut. Po inkubacii bola kazda
kyveta vysuSend, opatrne vlozena do elektroporatora a bol aplikovany 1800 V elektricky
impulz, ktory trval 4-5 ms. Po impulze bolo k zmesi v kyvetach pridanych 500 pl SOC
média a obsah kyviet bol preneseny do novych 1,5 ml mikroskiimaviek. Nasledovala
inkubacia pri 28°C po dobu 4 hodin za st¢asného trepania pri 400 rpm. Nakoniec bola
bakteridlna zmes scentrifugovand na 3 minaty na 3000 rpm a po odliati vicSiny
supernatantu bol pelet rozsuspendovany a natrety na LB platne obsahujlice prislusné

antibiotika, ktoré boli ponechané v inkubatore cez noc na 28°C.

3.2.1.3 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

PCR bolo v tejto praci pouzité pri tvorbe amplikonov zo stratégii PMK-RQ:LL-37 S8 a
PMK-RQ:LL-37 S9 pomocou specifickych primerov VK-SEQ-REV a M13-20, ktoré boli
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nasledne nastiepené restrikénymi endonukleazami BamHI a Xhol a pouzité na ligaciu do

vstupného vektora pPENTR1A_Hana. Ako enzym bola pouzitd Phusion HF polymeréza,

kvoli jej ,,proof reding™ aktivite. Podrobné podmienky reakcie su popisané v Tab. 2

a zlozenie PCR zmesi je popisané v Tab. 3.

Tab. 2 Podmienky PCR reakcie pre Phusion HF polymerazu

PCR krok Teplota v °C
Zaciatocna
denaturdcia 98
Denaturacia 08
Nasadanie
primerov 57°C
Syntéza DNA 72°C

Koncova syntéza
DNA 72°C

Tab. 3 ZloZenie PCR zmesi

Zlozky PCR zmesi
5x Phusion HF pufor
dNTP’s (10 mmol-I'*)

Forward primer (5uM)
Reverse primer (SuM)
DNA templat
Phusion HF polymerdza
Voda

W

Cas Pocet cyklov
2 min. 1
20s
20s 31
1 min.
5 min. 1
MnozZstvo
4 ul
0,4 ul
I ul
I ul
10 ng
0,2 ul
do 15 pul

3.2.1.4 Testovanie pomocou ,,Colony PCR*

Najprv boli jednotlivé vybrané koldnie z agarovych platni zaockované a rozsuspendované

pomocou Spi¢ky do 15ul vody. Nésledne bolo z 15 pl vody pouzitych 7,3 pul pre PCR

reakciu. Zbytok bol neskor pouzity na zaockovanie pozitivnej kolonie do tekutého média

alebo vytvoreniu ,replica plate”. V tabulke ¢.4 bolo popisané zloZenie PCR zmesi

a v tabul’ke ¢.5 podmienky PCR reakcie.



Tab. 4 Zlozenie zmesi pre Colony PCR

Zlozky PCR zmesi MnoZstvo
5x GreenTaq pufor 3ul

MgCl2 (25mM) 1,5 ul
dNTP’s (10 mmol-I") 0,15 ul
Forward primer (SuM) 1,5 ul
Reverse primer (SuM) 1,5 ul
DNA templat 7,3 ul
Taq DNA polymerdza 0,05 ul

Tab. 5 Podmienky Colony PCR reakcie pre Taq polymerazu

PCR krok Teplota v °C Cas Pocet cyklov
Lataond s 1
Denaturacia 95 30s

Nasadanie primerov 55 30s 26
Syntéza DNA 72 2 min.

Koncova syntéza

DNA 12 5 min. 1

3.2.1.5 Izolacia plazmidovej DNA pomocou QIlAprep Spin Miniprep
kitu
Plazmidovd DNA bola izolovana z bakteridlnych bunieck pomocou kitu QIAprep Spin
Miniprep Kit. Najprv boli 2 ml bakterialnej kultury napipetované do 2 ml mikroskimavky
a scentrifugované po dobu 3 mintat na 5000 g. Supernatant bol odliaty do odpadnej
nadoby a k peletu boli napipetované d’alsie 2 ml danej kultary pre ziskanie vys$Sej
koncentracie plazmidu. Znova prebehla centrifugacia a supernatant bol znova odliaty do
odpadnej nadoby. K ziskanému peletu bolo pridanych 250 ul pufru P1, v ktorom bol pelet
rozsuspendovany. Nasledne bolo pridanych 250 pl pufru P2, kedy doslo k zmieSaniu
roztokov P1 a P2 pomalym otacanim skiimavky v ruke a zmes bola inkubovana po dobu
4 mint. Po uplynuti inkubacie bolo pridanych 350 pl neutraliza¢ného roztoku N3
a skimavka bola opédt’ pomaly otacana v ruke, aby doSlo k premieSaniu roztokov. Po

vzniknuti bielej zrazeniny bola zmes v skimavke scentrifugovana na 13000 g po dobu 10
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minat, 800 pl supernatantu bolo nanesenych na kolonku vlozenej do novej
mikroskimavky a opit’ scentrifugovanych na 11000 g po dobu 2 minut. Eluat bol odliaty
do odpadnej kadicky a na koléonku bolo nanesenych 750 pl premyvacieho pufru PE.
Mikroskiimavka obsahujica kolonku bola scentrifugovana 2 krat na 11000 g po dobu 2
Mint a po kazdom stoceni bol eluat odstraneny, aby doslo k uplnému vysuseniu kolony.
Nakoniec bola kolonka prenesena do novej 1,5 ml mikroskimavky a na nu bolo pridanych
35 ul eluéného pufru EB. Po 1 minatovej inkubacii pri laboratornej teplote bola skiimavka

scentrifugovana po dobu 2 minut na 11000 g a ziskany eludt obsahoval plazmidovia DNA.

3.2.1.6 Izolacia plazmidovej DNA pomocou NucleoBond Xtra Maxi kitu
Plazmidova DNA bola izolovana z bakteridlnych buniek pomocou kitu NucleoBond Xtra
Maxi, vd’aka ¢omu bola dosiahnutd vysoka koncentracia vyizolovaného plazmidu.
Vybratd kolonia bola zaockovand do 2 ml LB média s prisluSnym antibiotikom
a kultivovana cez noc pri 37°C. Na druhy den boli 2 ml narastenej kultary preockované
do 200 ml LB média s prislusnym antibiotikom a opét” inkubované cez noc pri 37°C. Po
inkubacii bola narastena kultara scentrifugovana v 50 ml falkonach na 6000 g po dobu
10 minut pri 4°C. Supernatant bol odstraneny a pelet bol rozsuspendovany v 8 ml pufru
RES. Nasledne bolo pridanych 8 ml pufru LYS a 50 ml skaimavky boli pomaly ota¢ané
v rukach aby dosSlo kUplnému premieSaniu pufrov. Zmes bola inkubovana pri
laboratornej teplote po dobu 5 minut. V priebehu inkubacie bola zatial’ s pomocou 12 ml
pufru EQU navlhéena cela kolona a kolonovy filter, ktoré boli upevnené v stojane
a ponechané odkvapkat’ do odpadnej kadicky. Po skonéeni 5 minutovej inkubacie bolo
ku vzorkam pridanych 8 ml neutralizacného pufru NEU a lyzat bol opatrne premieSany
prevracanim sktmaviek. Lyzat bol pomaly nanasany na koloénovy filter a pretekal
pomocou gravitatného spadu do odpadnej kadicky. Pomalym postupnym krazivym
pohybom pipety po okraji kolonového filtra bola kolona premyta 5 ml pufru EQU. Po
preteceni pufru EQU bol kolonovy filter odstraneny a prebehlo d’alSie premytie, tentokrat
uz samotnej kolony pomocou 8 ml premyvacieho pufru WASH. Plazmidova DNA bola
eluovana do 50 ml falkony pomocou 5 ml elu¢ného pufru ELU. K eluovanej plazmidovej
DNA bolo pridanych 3,5 ml isopropanolu, zmes bola zvortexovana a centrifugovana na
5000 g po dobu 15 minut pri laboratdornej teplote. Supernatant bol odstraneny a k peletu
bolo pridanych 2 ml 70% etanolu. Nasledovala centrifugacia na 8000 g po dobu 5 mintt

pri laboratorne;j teplote. Etanol bol odstraneny pipetou a pelet bol ponechany na vzduchu
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priblizne 30 minut, aby Gplne vyschol. Pelet bol nakoniec rozsuspendovany v 80 ul vody

a koncentracia plazmidovej DNA bola odmerana na Nanodrope.

3.2.1.7 Gélova elektroforéza

Pripravené PCR amplikony a nastiepena plazmidova DNA restrikénymi enzymami boli
overované pocas klonovacich krokov pomocou agar6zovej gélovej elektroforézy. Gél
obsahoval 1% agardzu v TAE pufri spolu s etidium bromidom kvoli detekeii. 1 ul vzorky
s nastiepenou plazmidovou DNA bol zmiesany s9 ul vody a2 ul 6xLoading Dye
a nasledne bola nanesena na gél ponoreny v pufri, zatial' co vzorky obsahujuce PCR
amplikony obsahovali priamo v reakcii 5x GreenTaq Buffer a mohli byt’ rovno nanesené
na agarozovy gél. Na zaver bol naneseny Gene Ruler 1kb+ DNA Ladder alebo Gene
Ruler 100bp+ DNA Ladder (5 ul, Invitrogen) podla ocakavanej velkosti DNA.
Elektroforéza prebiehala 30 minut pri napéti 100 V a po jej ukonceni bol gél vybraty
z elektroforetickej komorky, polozeny na UV-transiluminator a odfoteny pomocou

softvéru ImageLab 5.1.

3.2.1.8 Restrikcia
Vstupny vektor pPENTR1A_Hana a PCR amplikény LL-37 S8 a LL-37 S9 boli nastiepené

restrikénymi endonukleazami z dovodu ich nésledného pouzitia na nastavenie ligacne;j
reakcie. Vsetky reakcie prebichali v pritomnosti Specifického pufru, ktory zarucoval
100% aktivitu vSetkych pouzitych enzymov. Samotna restrikcia prebiehala pri 37°C
Vv inkubatore bud’ po dobu 3-5 hodin alebo cez noc. VSeobecné zloZenie reakénej zmesi
je popisané v Tab. 6. Okrem toho boli samotné vektory a pripravené konstrukty
podrobené kontrolnej restrikénej analyze, aby mohli byt overené ich spravne velkosti

(podrobné zloZenie reakénej zmesi je popisané v Tab. 7).

Tab. 6 ZloZenie restrikénej zmesi

ZlozKy restrikénej zmesi MnozZstvo
Pufor 5ul
Enzym 1 1 ul
Enzym 2 I ul
DNA templat 3ug
voda do 50 pl
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Tab. 7 Zlozenie kontrolnej restrikénej zmesi

Zlozky kontrolnej restrikénej zmesi MnoZstvo
Pufor 1l
Enzym 1 0,2 ul
Enzym 2 0,2 ul
DNA templat I ul
voda do 10 ul

3.2.1.9 Purifikacia DNA

Amplikoény vzniknuté PCR reakciou alebo nastiepena DNA po restrikcii boli
purifikované pomocou kitu Nucelospin Gel and PCR Clean-up. Najprv bola DNA
nariedena do 100-200 pl vody a k tomu bolo pridanych 200-400 ul NTI pufru podla
navodu. Obsah skimavky bol naneseny na Kkolonku, ktora bola umiestnena v 2ml
mikroskimavke. Vzorky boli nasledne scentrifugované po dobu 2 mintt na 11000 g, eluat
bol odliaty do odpadnej kadicky ana kolonku bolo pridanych 700 pl NT3 pufru.
Nasledovali dve centrifugacie na 1,5 minuty pri 11000 g, kde bola DNA na kolénke pri
prvej centrifugacii najprv premyta a v druhom kroku vysusena od NT3 pufru. Nakoniec
bola kolénka prenesena do novej 1,5 ml eppendorfky a na iiu bolo nanesenych 20-50 pl
elucného pufru NE podl'a ndvodu. Vzorky boli minutu inkubované pri laboratornej teplote
a nasledne scentrifugované na 11000 g po dobu 2 minut. Ziskany eluat obsahoval

purifikovani DNA, ktorej koncentracia bola zmerana na Nanodrope.

3.2.1.10 Ligacia
Nastiepeny vektor pPENTR1A Hana bol najprv oSetreny 0,5 ul alkalickej fosfatazy

a inkubovany na 37°C 20 minut. Defosforylovany vektor a nastiepené DNA amplikony
boli nasledne purifikované pomocou kitu Nucelospin Gel and PCR Clean-up podla
postupu dodaného od vyrobcu. Samotnd liga¢nd reakcia prebiehala 90 minat pri

laboratornej teplote a jej zlozenie je popisané v Tab. 8.

Tab. 8 ZloZenie ligaénej zmesi

ZlozKky liga¢nej zmesi MnoZstvo
10x ligacny pufor 1l
DNA inzert do 10 pl
Vektor 200 ng
T4 DNA ligdza 0,75 ul
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3.2.1.11 LR reakcia

V LR rekombinaénej reakcii bolo zmiesanych 150 ng DNA expresného vektora
pBract209 spolu so 150 ng DNA (oboch stratégii LL-37 S8 a LL-37 S9) entry klonu
PENTR1A_Hana. K reakcii boli pridané 2 pl enzymu LR Clonase Mix II a pufor TE, pH
8 do 10 pl. Reakcia prebiehala pri 25°C po dobu 3 hodin. Nasledne bol k reakcii pridany

1 pl proteindzy K a reakénéd zmes bola inkubovana po dobu 10 minut pri 37°C.

3.2.1.12 Sekvenacia

Vzorky boli pripravené zmieSanim 2,5 ul primeru v koncentracii 10 pumol/l, 500 ng
plazmidovej DNA vyizolovanej pomocou kitu QIAprep Spin Miniprep Kit a vody, ktorou
bol doplneny celkovy objem reakcie na 10 pl. Po pripraveni sekvenacnej zmesi boli do
systétmu seqme.eu vyplnené vSetky parametre (nazov vzoriek, primery a velkost

konStruktu) a vzorky mohli byt’ poslané na sekvenaciu.

3.2.2 Transformacia listov tabaku pomocou baktérie Agrobacterium
tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens obsahujuce plazmid nasho zaujmu bolo zaockované do 100
ml LB média s prislusSnymi antibiotikami do Erlenmayerovej banky a ponechané
kultivovat’ na 28°C cez noc v inkubatore za stileho trepania. Dal3i den bola zmerana
opticka hustota pri 600 nm na spektrofotometri, kde ako blank sluzilo ¢isté LB médium.
Nasledne bolo pomocou vzorca ¢.1 vypocitané mnozstvo, ktoré je potrebné napipetovat’
do 2 ml mikroskumavky tak, aby po jeho nariedeni do 2 ml bola opticka hustota kultary
0,5 (ODegoo = 0,5).

Vzorec ¢.1 Vypocéet mnozstva (v ul) potrebnych pre vznik kultary s optickou hustotu 0,5 po
nariedeni do 2 ml

_ 2x0,5
" Namerané Abs

x ul

Vypocditané mnoZstvo bolo napipetované do cistej 2 ml mikroskimavky
a scentrifugované po dobu 10 minut, pri 4°C na 2000g. Vzniknuty pelet bol nasledne
rozsuspendovany v 2 ml pripraveného média, ktoré obsahovalo 10mM MES (pH 5,6),
150 uM acetosyringon a 10mM MgCl.. Pripravena suspenzia bola inkubovana v tme po

dobu 2 hodin za staleho trepania pri izbovej teplote. Po zacati dvojhodinovej inkubacie
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boli rastlinky tabaku staré 7 tyzdnov poliate a vlozené do velkého igelitového sacku, aby
doslo k ich zavlhéeniu a otvoreniu prieduchov. Po skonceni inkubacie boli tabaky
prenesené z fytotronu do laboratodria a kvetinace boli oznacené podla konstruktu, ktorym
boli infikované dané rastliny. Bakterialna suspenzia bola do listov vnesena pomocou 1
ml injekénej striekacky zo spodnej (prieduchovej) strany. Infikované rastliny boli
umiestnené do fytotronu po dobu 3-6 dni pri 16/8 (dei/noc) rezime a nasledne bud’
zozbierané a zmrazené na -80°C pre d’alSiu analyzu alebo ihned’ vyhodnotené pomocou

mikroskopu.

3.2.3 SDS-PAGE

Na SDS-PAGE elektroforézu boli bud’ pouzité komeréné 4-12% NuPage Bis-Tris precast
gély od firmy Invitrogen alebo 12% gély pripravené klasickym sposobom podl'a Tab. 9
a Tab. 10. Oba typy gélov boli najprv vlozené do aparatary pre SDS-PAGE a nasledne
bol do aparatury priliaty elektroforeticky pufor. Na zaver boli do jamiek gélov nanesené
vzorky v objeme od 10-30 pl, ktoré boli pripravené pridanim 2x SDS pufru v pomere 1:1
Kk proteinovej vzorke a nasledne povarené na 95°C na 10 minut. Spolu so vzorkami bol
naneseny aj marker Novex Sharp Pre-stained Protein Standard (8 ul) alebo Unstained
Protein Standard (6 pl). Samotna elektroforéza prebichala najprv 15 minat na
70V a potom bolo napitie zvySené na 150 V po dobu priblizne 45 min. tak, aby ¢elo

elektroforézy nevyputovalo z gélu.

Tab. 9 Zlozenie 12% rozdel'ovacieho gélu

Zlozky 12% rozdelovacieho gélu MnozZstvo na 2 gély
Voda 3,2mL
10% SDS 100 pl
10% APS 100 pl
TEMED 10 pl
0,5 M Pufor Tris-HCI pH 8,8 2,6 mL
30%Akrylamid/N,N ‘metylénbisakrylamid 4 mL

Tab. 10 ZlozZenie 4% zaostrovacieho gélu

ZloZKky 4% zaostrovacieho gélu MnosZvto na 4 gély
Voda 5,86 mL
10% SDS 100 pl
10% APS 100 pl
TEMED 10 wl
0,5 M Pufor Tris-HCL pH 6,8 2,6 mL
30%Akrylamid/N,N ‘metylénbisakrylamid 1,34 mL
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3.2.4 \Western blot

PVDF membréna bola vystrihnutd na velkost 8 x 7 cm a vlozena do plastovej nadoby
obsahujtcej metanol, aby doslo k jej aktivacii. Okrem toho bol nachystany transférovy
pufor, ktory bol pripraveny zmiesanim 3,6 g Tris, 17,28 g glycinu, ktoré boli rozmieSané
v 120 ml vody. Roztok bol naliaty do 2 litrového odmerné¢ho valca a k nemu bolo
pridanych 120 ml metanolu a objem bol doplneny vodou do 1200 ml. Transférovy pufor
bol naliaty do velkej plastovej nadoby, v ktorej bol nasledne zlozeny ,,sendvi¢”. Na
anddovu (Ciernu) stranu kazety boli najprv nanesené dve Spongie namocené do
transférového pufra. Na nich boli polozené dva namocené filtracné papiere a pomocou
valceku boli odstranené pripadné vzniklé bubliny. Na filtracny papier bol nasledne
naneseny SDS gél ana neho bola polozenda PVDF membrana. Na membranu boli
poloZzené d’alSie dva namocené filtratné papiere a pomocou valceka boli opat’ odstranené
pripadné bublinky. Nakoniec boli na filtraény papier nanesené namoc¢ené Spongie a takto
pripravena kazeta bola zatvorend a vlozend do blotovacieho tanku, ktory bol naplneny
dostatoénym mnozstvom prenosového pufru a taktiez do neho bolo vlozené chladitko
z mraziaceho boxu. Samotny transfér prebiehal cez noc pri 20 V a druhy den rano bolo
napatie nastavené na 100 V po dobu jednej hodiny. Po ukonéeni transféru bola membrana
prenesena do plastovej nadoby, ofarbena pomocou Amidocerni a na membréane boli
pomocou ceruzky vyznacené bandy urCujuce proteinovy marker. Membrana bola
nasledne odfarbovana v TBS-T pufri po dobu 15 minut na rotaénej trepacke. Nasledne
bola membrana blokovana po dobu 1 hodiny v 5% mlieku v TBS-T pufri a po blokovani
bola inkubovana s 2 ml primarnej protilatky, ktora bola pripravena nariedenim 5 pl
protilatky do 2 ml 1% mlieka v TBS-T pufri. Membrana bola potom premyta 1x po dobu
5 minat v TBS-T pufri a 2x po dobu 5 minat v TBS pufri. Po premyti bola membrana
inkubovana s 10 ml sekundarnej protilatky po dobu 1 hodiny, ktora bola pripravena
nariedenim 4 pl protilatky do 20 ml 1% mlieka v TBS-T pufri. Nakoniec bola membrana
opét’ premyta po dobu 10 mintt v TBS-T pufri a potom 10 minat v TBS pufri. Po premyti
bol na detekciu pouzity kit Clarity Western ECL Substrate podl'a navodu a membrana

bola analyzovana pomocou systému ChemiDoc XRS+.

3.2.5 Fluorescen¢na a konfokalna mikroskopia
Tabakové listy, ktoré¢ boli infikované pomocou Agrobacterium tumefaciens boli
odstrihnuté 3 dni po transformacii u florescen¢nej mikroskopie a 4 dni u konfokalnej

mikroskopie. Zo spodnej strany listov bol pomocou skalpelu vyrezany $tvorec (miesto
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bolo vybrané hned’ vedl'a miesta vpichu tak, aby preparat neobsahoval samotné miesto
infiltracie) o velkosti priblizne 1 cm x 1 cm. Kusok listu bol polozeny na podlozné
sklo, zakvapnuty vodou a prekryty krycim sklickom, ktoré bolo opatrne polozené na
lepiace pasky nachadzajice sa po stranach podlozného sklicka. Expresia konstruktov
obsahujucich GFP bola pozorovana pod modrym svetlom (488 nm excitacia, 509 nm
emisia) a vyhodnotena pomocou programu Zeiss Zen blue/black. Na epifluorescenénti
mikroskopiu bol pouzity epifluorescenény mikroskop Axio Imager A1l (Zeiss, Nemecko)
(objektiv s 10x a 20x zvécsenim) a na konfokalnu mikroskopiu konfokalny mikroskop
LSM 710 (Zeiss, Nemecko) (objektiv s 40x zvacSenim).

3.2.6 Stanovanie celkovych proteinov metédou Bradford

Mnozstvo celkovych proteinov obsiahnutych vo vzorke bolo stanovené pomocou metddy
Bradford. Ako prvy bol na spektrofotometri zmerany blank pri 595nm (800 ul vody +
200 pl Bradfordovho c¢inidla) a nasledne bola vytvorena kalibra¢na krivka zmeranim
roznych koncentracii BSA pripravenych podla tabulky €.11. Nakoniec boli zmerané
vzorky, ktoré boli pripravené zmieSanim 10 pl vzorky proteinu, 790 ul vody a 200 pl
Bradfordovho ¢inidla. Po vytvoreni kalibra¢nej krivky v programe Excel bola z rovnice

y = a.x = b vypocitana celkova koncentracia proteinov v jednotkach mg/mL.

Tab. 11 Pouzité mnozstvo a koncentracie BSA pre tvorbu kalibra¢nej krivky

Koncentracia (ug/ml) BSA (2mg/ml) voda
2 1 ul 799 ul
4 2 ul 798 ul
6 3ul 797 ul
8 4 ul 796 ul
10 5pul 795 ul

3.2.7 Purifikacia rekombinantného proteinu z listov tabaku

Postup €.1: Boli odvazené 3 g zmrazenych tabakovych listov, ktoré boli nasledne
rozdrvené na praSok v trecej miske za neustaleho chladenia tekutym dusikom. Do Styroch
15 ml skiimaviek bolo odvazenych vzdy 750 mg tabakového prasku a k nemu bolo
pridanych 750 ul extrakéného pufru (Tris-HCI, NaCl, Triton-X a PMFS). Proteiny boli

takto extrahované na l'ade po dobu dvoch hodin. Po ukonceni inkubacie bola zmes
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z kazdej skiimavky prepipetovana do novej 2 ml eppendorfky a scentrifugovana na 12000
g, pri 4°C po dobu 10 minat. 100 mg peletu bolo odobraného pre d’alsiu analyzu do 2 ml
eppendorfky a k nemu bolo pridanych 100 pl 2x SDS pufru. Zmes bola povarena pri 95°C
po dobu 10 minut a zamrazend na -20°C. Supernatant bol rozdeleny po 3 x 800 ul do 2
ml skimaviek a zaroven bolo odobranych 100 pl pre analyzu celkového mnoZzstva
proteinu Vo vzorke. Tri skimavky obsahujuce 800 pl supernatantu boli povarené na 90°C
po dobu 5min. /10min. /15min. a nakoniec ultrascentrifugované po dobu 30 min. pri
25000 g. Po ultracentrifugacii bolo odobranych 20 mg peletu zo vzorky povarenej po
dobu 15 min. pre d’alsiu analyzu a pelet bol opat’ zmiesany s 20 pl 2x SDS, povareny pri
95°C po dobu 10 min. a pouzity pre d’alSiu analyzu. Z kazdého supernatantu (povarenie
na 5 /10 /15 min.) bolo odobranych 100 ul pre stanovenie celkového proteinu vo vzorke

a zbytok bol pouzity na d’alSiu analyzu pomocou metody Western blot.

Postup ¢.2: Bolo odvazenych 6 g zmrazenych tabakovych listov, ktoré boli nasledne
rozdrvené na prasok v trecej miske za neustaleho chladenia tekutym dusikom. Do Siestich
15ml skiimaviek bol odvazeny vzdy 1 g tabakového prasku a k nemu bol pridany
extrak¢ény pufor podl'a Tab. 12. Proteiny bolo extrahované pri laboratérnej teplote po
dobu dvoch hodin. Po ukonéeni inkubacie bola zmes z kazdej skimavky prepipetovana
do 2 ml eppendorfky a scentrifugovana na 12000 g po dobu 15 mintt pri laboratorne;j
teplote. Z kazdej vzorky bolo odobranych 100 mg peletu, Ktory bol zmieSany so 100 ul
2x SDS pufru. Zmes bola povarena na 95°C 10 mintt a nasledne pouzita pre d’alSiu
analyzu. Supernatant bol taktiez pouzity na d’alSiu analyzu pomocou metdédy Western
blot.

Po analyze pomocou metédy Western blot bola znova uskutocnena extrakcia 1 ¢
tabakovych listov v pufroch 3. a 6. z dovodu overenia vysledkov. Opit’ bol odvazeny 1 g
tabakovych listov, ktory bol rozdrveny na prasok v trecej miske za staleho chladenia
tekutym dusikom. Do dvoch 15 ml skiimaviek bol pridany 1 g tabakového prasku a do
jednotlivej skimavky bol priliaty extrakény pufor 3. alebo 6. podl'a Tab. 12. Extrakcia
prebiehala pri laboratornej teplote po dobu 2 hodin. Nésledne bola zmes prepipetovana
do 2 ml Eppendorf skiimavky a scentrifugovana po dobu 15 minut pri 12000 g. Z kazdej
vzorky bolo odobranych 100 mg peletu, ktory bol rozpusteny v 100 pl 2x SDS pufru.

Zmes bola povarena na 95°C po dobu 10 mintt a nasledne pouzita pre d’al$iu analyzu. 1
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ml z oboch extrahovanych supernatantov bol taktiez odobrany a uschovany pre d’alsiu

analyzu.

Tab. 12 Typ a mnozstvo extrakéného pufru pridaného k jednotlivej vzorke tabaku

Typ extrakéného pufru MnoZstvo pouZitého pufru
1. 12,5mM borat sodny pH 10, 1%SDS, 3mL
0,5% 2-merkaptoetanol
2. 12,5mM borat sodny pH 10, 1%SDS, 3mL
1% 2-merkaptoetanol
3. 12,5mM borat sodny pH 10, 1%SDS, 3mL
2% 2-merkaptoetanol
4. 12,5mM borat sodny pH 10, 1%SDS, 3mL
ImM DTT
5. 12,5mM borat sodny pH 10, 1%SDS, 3mL
2mM DTT
6. 12,5mM borat sodny pH 10, 1%SDS, 10 mL

2% 2-merkaptoetanol

Okrem toho bol odobrany este 1 ml z oboch extrahovanych supernatantov, ktory bol
povareny po dobu 10 minut pri 95°C a scentrifugovany po dobu 15 minuat pri 12000 g.

Tieto supernatanty boli taktiez uschované a pouzité pre d’alSiu analyzu.

Na zaver bol odobrany z pévodnych dvoch extrahovanych supernatantov eSte 1 ml,
ktory bol nariedeny 0,729 ul 96% etanolom a takto inkubovany po dobu 30 mintt pri
laboratornej teplote. Po inkubacii boli obe zmesi scentrifugované po dobu 15 minut pri
12000 g. Supernatant bol prepipetovany do novej eppendorfky, ponechany v inkubétore
3 hodiny pri 78°C, aby doslo k vypareniu etanolu a nasledne pouzity k d’alej analyze. Zo
ziskaného peletu bolo odvazenych 50 pug a k nemu bolo pridanych 50 ul 2x SDS pufru.

Vzorky boli povarené po dobu 10 minut pri 95°C a pouzité pre d’alSiu analyzu.
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4 Vysledky

4.1 Klonovanie konstruktov pMK-RQ:LL-37 S8 a pMK-RQ:LL-37
S9 do expresného vektora pBract209

Pri priprave konstruktov vhodnych pre stabilni transforméciu jacmena boli obdrzané
syntetické konstrukty pMK-RQ:LL-37 S8 a pMK-RQ:LL-37 S9 vo vektore pMK-RQ
(Thermo Fischer Scientific, USA), obsahujuce sekvenciu I'udského katelicidinu LL-37
spolu s d’alsimi purifikatnymi znackami (viz. kapitola 3.1.9). Tieto konstrukty boli
zatransformované do chemokompetentnych baktérii E.coli TOP10, bunky boli natreté na
misky so selekénym antibiotikom a 10 vybratych kolonii bolo zaockovanych do tekutého
LB média. Z tekutych kultar bola vyizolovana plazmidova DNA, ktorej spravna vel'kost’
bola overena kontrolnou restrikciou s enzymom Xhol, ktory stiepi vektor pMK-RQ len
na jednom mieste a dochadza k jeho linearizacii (Obr. 10). Vysledok elektroforézy
potvrdil spravnu velkost’ vyizolovaného plazmidu u oboch pouzitych stratégii (pMK-
RQ:LL-37 S8 — teoreticka velkost’ plazmidu 3288bp; pMK-RQ:LL-37 S9 — teoreticka
velkost plazmidu 3018 bp).

1 52 3 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

_\>U
L S - o W W e W e e we W

pMK-RQ:LL-37 S9 pMK-RQ:LL-37 S8

Obr. 10 Elektroforeogram kontrolnej restrikénej analyzy (enzymom Xhol) plazmidovej DNA
vyizolovanej z tekutych kultar E.coli TOP10, ktora vznikla ich transformaciou konstruktami
pPMK-RQ:LL-37 S8 a pMK-RQ:LL-37 S9. M — standard molekulovej velkosti 1 kB Plus DNA
Ladder, vzorka 1-10 pMK-RQ:LL-37 S9, vzorka 11-20 pMK-RQ:LL-37 S8. Do jamky bolo
nanesenych bud’ 5 pl $tandardu alebo 12 ul vzorky. Cervené $ipky oznacuju pozitivne kolénie.

Takto pripravené plazmidy boli pouzité pre PCR amplifikaciu (viz. kapitola 3.2.1.3)
pomocou $pecifickych primerov VK-SEQ-REV a M13-20, ktora bola potrebna pre vznik
sekvencie obsahujticej oblast’ nasho zaujmu (LL-37 S8 a LL-37 S9) spolu s restrikénymi

miestami BamHI a Xhol z dovodu odstranenia kostry plazmidu pMK-RQ, kedZe je
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plazmid rezistentny voc¢i kanamycinu rovnako ako vstupny vektor pPENTR1A_Hana, do
ktorého mala prebichat’ ligacia. Velkost’ PCR amplikénov bola overena pomocou gélove;j
elektroforézy a nasledne boli amplikony nastiepené enzymami BamHI a Xhol cez noc pri
37°C. Po restrikcii  boli nastiepené¢ amplikony purifikované na kolonke a
znova skontrolované pomocou analytickej gélovej elektroforézy (Obr. 11). Vysledok
potvrdil uspesnt amplifikaciu a restrikciu oboch stratégii (LL-37 S8 — teoreticka vel'kost
amplikonu po nastiepeni 798 bp, LL-37 S9 — teoreticka vel'kost amplikoénu po nastiepeni

534 bp).

LL-37S8  LL-37S9

1500 bp ‘
1000bp |

500 bp

Obr. 11 Elektroforeogram po amplifikacii a naslednej restrikcii (enzymami BamHI a Xhol) oboch
stratégii (LL-37 S8 a LL-37 S9). M — standard molekulovej velkosti 1 kB Plus DNA Ladder. Do
jamky bolo nanesenych 5 pl Standardu alebo 1 pl vzorky, ktora bola Milli-Q vodou nariedena do
celkového objemu 10 pl. Cervené $ipky oznaduju velkostne spravne amplikony LL-37 S8 a LL-
37 S9.

Vstupny vektor pPENTR1A_Hana (obdrzany od veduceho prace), ktory obsahoval B-
hordeinovy promotor vhodny pre stabilni expresiu v endosperme jaémena a ktory je
templatom pre uskuto¢nenie posledného kroku klonovania do finalneho vektora
pBract209, bol najprv nastiepeny enzymom BamHI cez noc pri 37°C, druhy den
purifikovany a nasledne Stiepeny d’alSie 4 hodiny enzgymom Xhol pri 37°C. Po druhej
restrikcii bol vektor defosforylovany a opét’ purifikovany a bola nastavena jeho ligacia
spolu s amplifikovanymi a nastiepenymi LL-37 S8 a LL-37 S9 (viz. kapitola 3.2.1.10). 6
pl ligacnej zmesi bolo zatransformovanych do chemokompetentnych buniek E.coli
TOP10. Z LB misiek s kanamycinom bolo pre PCR analyzu bakterialnych kolonii
,Colony PCR*“ pouzitych 20 kolonii pre pENTRIA:LL-37 S8 a25 kolonii pre
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PENTR1A:LL-37 S9 za pouzitia primerov pPENTR-FW a pDONR-RE. Vysledok z tejto
Colony PCR je ukadzany na Obr. 12 pre pENTR1A:LL-37 S8 aObr. 13 pre
PENTR1A:LL-37 S9 avidime tu pritomnost ocakdvanych DNA amplikénov
0 teoretickej velkosti 1997 bp pre pPENTR1A:LL-37 S8 a 1733 bp pre pENTR1A:LL-37

Obr. 12 Elektroforeogram kontrolnej Colony PCR vzniknutych kolonii po transformacii E.coli
TOP10 liga¢nou zmesou obsahujucou pPENTR1A:LL-37 S8. Domnelé pozitivne koldnie su
podciarknuté. M — Standard molekulovej velkosti 100 bp Plus DNA Ladder. Do jamky bolo
nanesenych 5 pl Standardu alebo 10 pl vzorky.

13 14 15 6 17 M 18 19 20 22 2 23 24 25

Obr. 13 Elektroforeogram kontrolnej Colony PCR vzniknutych kolénii po transformacii E.coli
TOP10 liga¢nou zmesou obsahujicou PENTR1A:LL-37 S9. Domnelé pozitivne kolonie su
podciarknuté. M — Standard molekulovej velkosti 100 bp Plus DNA Ladder. Do jamky bolo
nanesenych 5 ul standardu alebo 10 ul vzorky.

Kolonie obsahujice PCR produkt o spravnej velkosti boli zaockované do tekutého
média obsahujuceho kanamycin a nasledne z nich bola vyizolovana plazmidova DNA.
Tato DNA bola najprv poslana na sekvenaciu, ktora potvrdila uspeSnost’ klonovania
a pritomnost’ nezmutovanych sekvencii PMK-RQ:LL-37 S8 alebo S9 vo vektore
PENTR1A_Hana. Nasledne bola plazmidovda DNA U oboch stratégii vo vektore
PENTR1A_Hana nastiepena enzymom Pvul cez noc pri 37°C v mieste kanamycinovej
rezistencie, pretoze expresny vektor pBract209 obsahoval rovnaky gén rezistencie.
Uspesnost’ restrikcie bola overena pomocou gélovej elektroforézy (Obr. 14). Vysledok
opat’ potvrdil uspesSnost’ restrikcie (PENTRLA:LL-37 S8 - wvelkost 3937 bp,
PENTR1A:LL-37 S9 — velkost’ 3673 bp).

Po restrikcii bola plazmidovd DNA purifikovand na koloénke a po zmerani jej
koncentracie bola pouzitd na LR reakciu. LR reakcia naStiepeného vstupného vektora
PENTR1A_Hana, ktory obsahoval inzert LL-37 S8 alebo S9 spolu s expresnym vektorom
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pBract209 prebehla podla postupu popisaného v kapitole 3.2.1.11. 6 ul LR reakcnej
zmesi bolo zatransformovanych do chemokompetentnych E.coli TOP10 a z narastenych
kolénii na LB miskach s kanamycinom bolo vybratych na Colony PCR 16 kolénii pre
pBRact209:LL-37 S8 a24 kolonii pre pBract209:LL-37 S9 za pouzitia primerov
CATSEQ_REO1 a RP_pBRACT?209. PCR bakterialnych kolonii bola overena pomocou
gélovej elektroforézy (Obr. 15 pre pBract209:LL-37 S8 a Obr. 16 pre pBract209:LL-37
S9). Vysledok ukazal viacero pozitivnych kolonii u oboch stratégii, s ocakavanou
velkost'ou (pBract209:LL-37 S8 - velkost' PCR amplikénu 1229 bp, pBract209:LL-37
S9 — velkost PCR amplikénu 1199 bp). Z pozitivnych kolonii bola vyizolovana
plazmidova DNA, ktora bola poslana na sekvenaciu. Sekvenacia potvrdila uspesnost’

klonovania a pritomnost’ nezmutovanych sekvencii pBract209:LL-37 S8 alebo S9.

pENTR1A PENTRIA
LL-37 S8 LL-37 S9

3000 bp =

1500 bp

Obr. 14 Elektroforeogram po restrikcii vektora pENTR1A_Hana obsahujicom inzert LL-37 S8
alebo LL-37 S9 enzymom Pvul v mieste kanamycinovej rezistencie. M — standard molekulovej
vel'kosti 1 kb Plus DNA Ladder. Do jamky bolo nanesenych 5 pl Standardu alebo 1 ul vzorky,
ktora bola Milli-Q vodou nariedena do celkového objemu 10 pl. Cervené 3ipky oznaduji
vel’kostne spravne linearizované plazmidy pENTR1A:LL-37 S8 a pENTR1A:LL-37 S9.

p— l-----.a--

500 bp

Obr. 15 Elektroforeogram kontrolnej Colony PCR vzniknutych kolonii po transformacii E.coli
TOP10 LR reak¢nou zmesou obsahujicou pBract209:LL-37 S8. Domnelé pozitivne kolonie st
podciarknuté. M — Standard molekulovej velkosti 100 bp Plus DNA Ladder. Do jamky bolo
nanesenych 5 pl Standardu alebo 10 pl vzorky.
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Obr. 16 Elektroforeogram kontrolnej Colony PCR vzniknutych kolénii po transformacii E.coli
TOP10 LR reakénou zmesou obsahujucou pBract209:LL-37 S9. Domnelé pozitivne koldnie st
pod¢iarknuté. M — Standard molekulovej vel'kosti 100 bp Plus DNA Ladder. Do jamky bolo
nanesenych 5 pl Standardu alebo 10 pl vzorky.

4.2 Transformacia baktérie Agrobacterium tumefaciens kons§truktom
obsahujicim sekvenciu GFP-LeB4 v expresnom vektore pMDC32
Vramci mojej bakalarskej prace bol pripraveny konstrukt obsahujuci sekvenciu GFP-
LeB4 v expresnom vektore pMDC32 pod kontrolou 35S konstitutivneho promotoéra
vhodného k tranzientnej expresii v listoch tabaku. Konstrukt bol pripraveny z dévodu
overenia funk¢nosti signélnaej sekvencie propeptidu leguminu B4, ktora ma zacielovat

proteiny do endoplazmatického retikula.

Takto pripraveny kons$trukt vo forme plazmidovej DNA bol najprv poslany na
sekvenaciu. Po overeni uspe$nosti klonovania a pritomnosti nezmutovanej sekvencie
GFP-LeB4 vo vektore pMDC32 bola uskuto¢nena transformacia elektrokompetentnej
baktérie Agrobacterium tumefaciens C58C1. Z narastenych kolonii bolo vybratych 8 pre
kontrolna Colony PCR, ktora bola vyhodnotena pomocou gélovej elektroforézy (Obr.
17). Vysledok ukazal, Ze vSetky vybraté kolonie boli pozitivne (P(MDC32:GFP-LeB4 -
teoreticka velkost' PCR amplikénu 805 bp).
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Obr. 17 Elektroforeogram kontrolnej Colony PCR narastenych kolonii po transformacii
elektrokompetentnych A. tumefaciens C58C1 plazmidom pMDC32:GFP-LeB4. M — §tandard
molekulovej velkosti 1 kb Plus DNA Ladder. Do jamky bolo nanesenych 5 ul standardu alebo 10
ul vzorky. Cervena §ipka oznaéuje pozitivne kolonie.

4.3 Tranzientna transformacia listov tabaku a overenie expresie GFP-

LeB4 fluorescenénym a konfokalnym mikroskopom
Jedna z pozitivnych koldnii po analyze pomocou Colony PCR (Obr. 18) bola nao¢kovana
do tekutého média a nasledovala transformacia tabakovych listov starych 7 tyzdiov
podl'a postupu popisaného Vv kapitole 3.2.2. Tabakové listy boli transformované ako
baktériami A.tumefaciens C58C1, ktoré obsahovali pMDC32:GFP-LeB4 tak aj
A.tumefaciens obsahujica iba sekvenciu eGFP  taktiez pod kontrolou silného
konstitutivneho promotoéra (konstrukt obdrzany oddelenim molekularnej bioldgie), ktora
slazila ako pozitivna kontrola. Po troch diioch boli listy zozbierané a tranzientna expresia
bola vyhodnotena pomocou epifluorescenéného mikroskopu. Vysledok mikroskopovania
preukazal uspesnu transformdciu tabakovych listov ako u kons$truktu GFP-LeB4, tak
u pozitivnej kontroly eGFP. U oboch konsStruktov bola zaznamenana silnd expresia

zeleného fluorescencéného signalu GFP.

Potom ako bola potvrdena expresia konstruktu GFP-LeB4 pomocou fluorescencnej
mikroskopie, boli 4 deni po infiltracii zozbierané nové listy obsahujice eGFP a GFP-
LeB4, ktoré boli vyhodnotené pomocou laserovej skenovacej konfokalnej mikroskopie.
Vd’aka tejto metdde bola znovu potvrdena expresia oboch konstruktov, kontrolného GFP
aj GFP s propeptidom leguminu B4 (Obr. 19). a zaroven bola vyhodnotena funkénost
signalnej sekvencie LeB4 (Obr. 20), ktora bola v praci pouzivana v katelicidinovom
konstrukte s kazetou LL-37 S9.
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GFP kontrola GFP-LeB4

Obr. 18 Fotky z fluorescen¢ného mikroskopu zobrazujice tranzientnu expresiu konstruktu eGFP
ako pozitivnej kontroly a GFP-LeB4 v 7 tyzdniov starych listoch tabaku, vyhodnotenych 3 dni po
ich infiltracii. Mierka — 100 pm u eGFP kontroly a 50 pum u pMDC32:GFP-LeB4. Modrozelena
farba zobrazuje signal GFP hlavne v cytoplazme a jadre a cCervena farba zobrazuje
autofluorescenciu chloroplastov.

Vysledok preukazal expresiu zeleného fluorescencného signalu kontrolnej eGFP
sekvencie hlavne vjadre a vcytoplazme, kde boli viditelné aj charakteristické
cytoplazmatické vlakna. V pripade sekvencie GFP-LeB4 bol zeleny fluorescenény signal
zaznamenany na rovnakych miestach ako u pozitivnej kontroly, z dovodu vel'mi male;j
velkosti samotného GFP proteinu, ktory je schopny prejst’ aj ve'mi malymi bunkovymi
pérmi a tak sa dostane I'ahko napriklad aj do jadra. V pripade sekvencie GFP-LeB4 boli
vSak zaznamenané taktiez gulovité utvary, ktoré boli pozorované v cytosole
mezofylovaych buniek (v Obr. 20 oznac¢ené Cervenou Sipkou), ktoré by mohli znacit’
pritomnost” GFP proteinu v niektorych typoch struktar endoplazmatického retikula (ER),
¢im by mohli potvrdit’ funk¢nost’ tejto signalnej sekvencie. LeB4 sekvencia by teda
CiastoCne zaciel'ovala GFP protein do ER, ktoré by vSak nésledne posielalo protein vo

forme vackov do inych Casti bunky.
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GFP kontrola GFP-LeB4

Obr. 19 Fotky z konfokalneho mikroskopu zobrazujice tranzientni expresiu konsStruktu eGFP
ako pozitivnej kontroly a GFP-LeB4 v 7 tyzdfiov starych listoch tabaku, vyhodnotenych 4 dni po
ich infiltracii. Mierka — 50 pm u eGFP kontroly aj GFP-LeB4. Zelena farba zobrazuje signal GFP
hlavne v cytoplazme a jadre a Cervena farba zobrazuje autofluorescenciu chloroplastov.

GFP kontrola GFP-LeB4

Obr. 20 Fotky z konfokalneho mikroskopu zobrazujuce porovnanie zacielenia GFP proteinu
Vv bunkach tabaku pomocou signélnej sekvencie LeB4 a zacielenie kontroly eGFP bez signdlnej
sekvencie v 7 tyzdnov starych listoch tabaku, vyhodnotenych 4 dni po ich infiltracii. Mierka — 10
um u eGFP kontroly aj GFP-LeB4. Sipka poukazuje na gulovité Gtvary, ktoré by mohli
dokazovat’ pritomnost’” GFP proteinu vo vackoch odvodenych od endoplazmatického retikula.
Zelena farba zobrazuje signal GFP hlavne v cytoplazme a jadre a Cervena farba zobrazuje
autofluorescenciu chloroplastov.

4.4 Transformacia listov tabaku kons$truktom LL-37 S8

a optimalizacia zakladnych purifikaénych krokov
Vramci bakalarskej prace bol pripraveny konstrukty obsahujtice kazety LL-37 S8 a LL-
37 v expresnom vektore pMDC32 (d’alej pMDC32:LL-37 S8 a pMDC32:LL-37 S9) pod
kontrolou CAMV 35S konstitutivneho promotéra. U oboch konstruktov bola
zaznamenana expresia vd’aka metode Western blot, avsak pMDC32:LL-37 S9 vykazoval
velmi nizku Groven expresie, ked’ze zachyteny signal bol viditel'ny az po niekol’kych
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minutach detekcie a zaroven bola vel'kost’ konstruktu mensia ako o¢akavana ¢o znacilo
jeho pravdepodobnu ¢iastocnt degradaciu. Expresia konstruktu pMDC32:LL-37 S8 bola
vsak Vv listoch tabaku vel'mi vysoka, ked’ze signal bol zachyteny uz po 10 sekundach
detekcie a velkost’ produktu presne odpovedala navrhnutému konstruktu. Z toho dévodu
sme sa rozhodli pokrac¢ovat’ detailnym testovanim konstruktu pMDC32:LL-37 S8 vramci
diplomovej prace a optimalizovat’ zékladné purifikaéné kroky, ktoré by nasledne mohli
byt pouzité aj pri velkoformatovej produkcii v ja¢meni, k ¢omu budu slazit” konstrukty

vo vektore pBract209.

Prvym krokom bola expresia v 7 tyzdiov starych listoch tabaku, ktoré boli
transformované baktériou A.tumefaciens obsahujicou konstrukty pMDC32:LL-37 S8
a pMDC32:LL-37 S9 (viz. kapitola 3.2.2). Transformovanych bolo vzdy 5 rastlin pre
kazdu stratégiu z toho dovodu, ze bol najprv uskuto¢neny 5 ditovy zber, pre vyhodnotenie
dia s najvysSou expresiou kazdého z konStruktov. Listy boli nasledne zozbierané pre
analyzu pomocou metody Western blot v 1,2,3,4 a 6 den — rastlinny material zmrazeny
na -80°C bol postupne podl'a potreby vybraty, rozdrveny na prasok v pritomnosti
tekutého dusika a 200 mg takto zhomogenizovanych listov bolo zmie$anych s 200 ul
2xSDS pufru. Zmes bola inkubovana na l'ade po dobu 20 minut a nasledovala 2x
centrifugacia pri 13000 g po dobu 5 mintt. Supernatant bol potom povareny na 95°C po
dobu 10 minat a na gél bolo nanesenych do kazdej jamky 15 pul extraktu LL-37 S9 a 1,5
ul LL-37 S8 nariedenych do 15 pl v 1x SDS pufri. Okrem toho bol na gél naneseny Cisty
synteticky LL-37 ako pozitivna kontrola s koncentraciou 7 ng v objeme 7,5 ul
nariedenych do 15 ul 2x SDS pufrom. Na detekciu bola pouzita mySacia monoklonalna
protilatka proti LL-37 nariedena 1:400. Vysledkom bolo jednoznacné urcenie dia
s najvacsou expresiou U pMDC32:LL-37 S8 (teoreticka velkost’ fizneho proteinu 28,8
kDa), kde najsilnejsi signal bol zachyteny v 3 defi po infiltracii listov tabaku (Obr. 21),
zatial’ ¢o u pMDC32:LL-37 S9 (teoreticka velkost’ fuzneho proteinu 19,4 kDa) nebol
zachyteny Zziaden signal odpovedajuci rekombinantnému produktu ani po niekolkych
minutach expozicie. Z toho dévodu sme sa rozhodli pokracovat’ v purifikacnych krokoch
vylucéne s konstruktom pMDC32:LL-37 S8. Po overeni diia s najvyssou expresiou bolo
do listov 20tich rastlin tabaku infiltrovana A.tumefaciens obsahujuca pMDC32:LL-37 S8
(viz. kapitola 3.2.2). Listy boli 3 dni po infiltracii zozbierané a zamrazené v tekutom

dusiku na -80°C pre d’al$iu analyzu.
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Obr. 21 Vysledok zWestern blot analyzy zobrazujici tranzientnu expresiu konStruktov
pMDC32:LL-37 S8 a pMDC32:LL-37 S9 v listoch tabaku po 1,2,3,4, a 6 diioch od infiltracie —
fotka po 48s expozicii S pouzitim mySacej monoklonalnej protilatky, riedenie 1:400. Marker -
Novex Sharp Pre-stained Protein Standard. S8 D1-D6: vzorky obsahujice proteinovy extrakt
z tabakovych listov infiltrovanych kon$truktom PMK-RQ:LL-37 S8 vo vektore pMDC32,
zozbieranych po 1,2,3,4 a 6 ditoch (D1-D6), s pouzitim 1,5 ul proteinového extraktu. S9 D1-D6:
vzorky obsahujice proteinovy extrakt z tabakovych listov infiltrovanych konstruktom PMK-
RQ:LL-37 S9 vo vektore pMDC32, zozbieranych po 1,2,3,4 a 6 diioch (D1-D6), s pouzitim 15 pl
proteinového extraktu. LL-37 — synteticky katelicidin 0 koncentracii 7 ng v celkovom objeme 15
ul. Cervena $ipka oznacuje velkostne spravne bandy, ktoré odpovedaju konstruktu LL-37 S8.

Dalgim krokom bola extrakcia rekombinantného proteinu pomocou jednoduchého
extrakéného pufra (Tris-HCI, NaCl, Triton-X a PMFS). Extrakcia a nasledné zrazanie
supernatantov vysokou teplotou 95°C prebiehalo ako je to popisané v kapitole 3.2.7
(postup ¢.1). Samotné zrazanie supernatantu vysokou teplotou (95°C) po dobu 5/10/15
minut bolo uskutoénené z dévodu otestovania purifikaéného kroku vyuZzivajaceho znacku
peptidového surfaktantu DAMP4 obsiahnutt v konStrukte s kazetou LL-37 S8, ktorej
ulohou je schopnost’ udrzat’ rekombinantny protein v roztoku aj v pritomnosti vysokych
teplot, zatial’ ¢o u ostatnych proteinov by pouzitie tak vysokej teploty malo sposobit’ ich
denaturaciu a nasledné vyzrazanie. Po extrakcii a zrazani boli pripravené vzorky peletov
(pred zraZzanim a po zrazani po dobu 15 minat pri 95°C) zmieSanim 5 ul uz pripraveného
extraktu v 2x SDS pufri s 5 pl 1x SDS pufru (celkovy objem 10 pl). Supernatant pred
zraZzanim bol pripraveny zmieSanim 6,9 pl extraktu (odpoveda koncentracii 20 pg
celkového proteinu zmeraného metodou Bradford) s 6,9 pl 2x SDS pufru. Supernatanty
po povareni obsahovali vel'mi nizku koncentraciu proteinov (vsetky okolo 0,5 mg/ml
celkového proteinu), takze bolo na gél nanesenych 20 pl spolu s 10 ul 4x SDS pufru.
Okrem toho bol na gél naneseny Cisty synteticky katelicidin LL-37 0 koncentracii 7 ng

(7,5 pl LL-37 nariedeného vo vode spolu s 7,5 ul 2x SDS pufru). Takto pripravené vzorky
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boli povarené v SDS pufri po dobu 10 minit na 95°C ananesené¢ na gél. Vysledok
poukazal na vel'mi slabu extrakciu rekombinantného fuzneho proteinu 0 ofakavanej
velkosti 28,8kDa (Obr. 22), kde najvyssia koncentracia bola pritomna v nerozpustnej
frakcii (v pelete) pred teplotnym zrazanim supernatantov (Obr. 22 linia P). V pripade
supernatantov (po extrakcii, po 5 a 10 minutach zrazania) boli zaznamenané vel'mi slabé
signaly a velkost’ proteinu neodpovedala, ¢o znaéi ze protein bol degradovany (Obr. 22
linia S, S5, S10). Priblizne rovnako ako u Supernatantov vyzeral vysledok aj v pelete po
15 minatovom teplotnom zrazani (Obr. 22 linia P15). V pripade supernatantu po 15

minitovom teplotnom zraZani nebol detekovany Ziaden signal (Obr.22 linia S15).

. 515 $10 S5 S P15 P LL-37

— B0kDa
—— 60 kDa
— 50kDa

- — —— 30kDa

—— 20 kDa
—— 15 kDa

—— 10kDa

- o

Obr. 22 Vysledok z Western blot analyzy zobrazujuci extrakciu a purifikaciu (teplotnym
zrazanim) LL-37 S8 z listov tabaku 3 dni po ich infiltracii - fotka po 514s expozicii s pouzitim
myS$acej monoklonalnej protilatky, riedenie 1:400. Marker - Novex Sharp Pre-stained Protein
Standard. P- pelet po extrakcii, P15- pelet po 15 minitovom zrazani extrahovaného supernatantu
teplotou 95°C, S- supernatant po extrakcii, S5- supernatant po 5 minttovom zraZani teplotou
95°C, S10- supernatant po 10 minutovom zrdzani teplotou 95°C, S15- supernatant po 15
mintatovom zrazani teplotou 95°C. LL-37 — synteticky katelicidin o koncentracii 7 ng v celkovom
objeme 15 ul. Cervena $ipka oznacuje velkostne spravne bandy, ktoré odpovedajii konstruktu
LL-37 S8.

Na zéklade tohto negativneho vysledku bolo navrhnutych 5 novych extrakénych
pufrov (viz. tab. 12), ktoré obsahovali redukéné ¢inidla ako 2-merkaptoetanol alebo DTT
a taktiez bol testovany vplyv zasaditétho pH. Tieto extrakéné pufre boli navrhnuté
z dovodu pritomnosti zapuzdrovacieho polyméru y-zeinu vo fiznom proteine, ¢o mohlo
sposobit’ jeho velmi zIi extrakciu do prvotne zvoleného extrakéného pufru. Druha
extrakcia prebiehla podl'a postupu ¢.2 podrobne popisaného v kapitole 3.2.7. Vzorky
peletov pre SDS-PAGE boli pripravené zmieSanim 5 pl uz pripraveného extraktu v 2x
SDS pufri s 5 pl 1x SDS pufru (celkovy objem 10 pl). Vzorky supernatantov boli
pripravené zmieSanim 15 pl proteinového extraktu s15 pl 2x SDS pufru. Takto
pripravené vzorky boli povarené na 95°C po dobu 10 mint a nanesené na gél. Vysledok

ukazal uspesnu extrakciu rekombinantného proteinu hlavne do supernatantov, kde bol
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zachyteny silny signal (Obr. 23), zatial' ¢o v peletoch bol detekovany iba vel'mi slaby
signal (okrem peletu ziskaného extrakciou v pufri ¢.6, viz. tabulka 12) (Obr. 24). Hoci

extrakcia do supernatantov novymi extrakénymi puframi bola uspesna, najsilne;jsi signal

bol zachyteny v pufri ¢.3 a ¢.6 (viz. Tab. 12).
- -
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Obr. 23 Vysledok z Western blot analyzy zobrazujuci extrakciu LL-37 S8 z listov tabaku 6
roznymi puframi (viz. tabulka 12) 3 dni po ich infiltracii - fotka po 43s expozicii s pouzitim
mysacej monoklonalnej protilatky, riedenie 1:400. Marker - PageRuler™ Unstained Protein
Ladder. S1- supernatant ziskany extrakciou v pufri ¢.5, S2- supernatant ziskany extrakciou
Vv pufri ¢.4, S3- supernatant ziskany extrakciou v pufri ¢.1, S4- supernatant ziskany extrakciou
v pufri ¢. 2, S5- supernatant ziskany extrakciou v pufri ¢.3, S6- supernatant ziskany extrakciou

v pufti ¢.6. Cervena $ipka oznaduje velkostne spravne bandy, ktoré odpovedajii konstruktu LL-
37 S8.
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Obr. 24 Vysledok z Western blot analyzy zobrazujuci extrakciu LL-37 S8 z listov tabaku 6
roznymi puframi (viz. tabul’ka 12) 3 dni po ich infiltracii - fotka po 100s expozicii s pouzitim
my$acej monoklonalnej protilatky, riedenie 1:400. Marker - PageRuler™ Unstained Protein
Ladder. P1- pelet ziskany extrakciou v pufri &.5, P2- pelet ziskany extrakciou v puftri ¢.4, P3-
pelet ziskany extrakciou v pufri ¢.1, P4- pelet ziskany extrakciou v pufti ¢. 2, P5- pelet ziskany
extrakciou v pufri €.3, P6- pelet ziskany extrakciou v pufti &.6. Cervena $ipka oznacuje velkostne
spravne bandy, ktoré odpovedaji konstruktu LL-37 S8.
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V ostatnych pufroch bol zachyteny nielen slabsi signal, no fragment o ocakavane;j
velkosti 28,8 kDa bol vyrazny len v pufri ¢.6 (Obr. 23 linia S6). V ostatnych pufroch
dochadzalo bud’ k ¢iasto¢nej degradacii fuzneho proteinu (Obr.23 linia S3, S4, S5) alebo
Vv pripade pufrov obsahujucich DTT k agregacii proteinov (Obr. 23 linia S1 a S2). Na
zaklade tohto vysledku boli pre d’alSie purifika¢né kroky pouzité len pufre ¢.3 a ¢.6.

Pre overenie vysledku a nasledné stanovenie pribliznej koncentracie LL-37 S8
v ziskanom extrakte detekovaného metddou Western blot bola extrakcia fizneho proteinu
z listov tabaku uskuto¢nena eSte raz, avSak len za pouzitia pufrov ¢.3 ac.6, ktoré
vykazovali najvacsi signal rekombinantného produktu. Postup extrakcie bol rovnaky ako
to bolo zmienené vyssie (viz. kapitola 3.2.7, postup ¢.2) s rozdielom pouzitia iba dvoch
zmienenych pufrov. Vzorky peletu na gél boli pripravené zmieSanim 5 pl uz pripravené¢ho
extraktu v 2x SDS s 5 ul 1x SDS pufru (celkovy objem 10 ul). Vzorky supernatantu boli
pripravené zmieSanim 5 pl proteinového extraktu s 5 pl 2x SDS pufru. Takto pripravené
vzorky boli povarené na 95°C po dobu 10 mintt a nanesené na gél. Vysledok potvrdil
uspesnost’ extrakcie do supernatantu v pufri ¢.3 aj ¢.6 (Obr. 25), zatial’ ¢o pritomnost’
rekombinantného proteinu v pelete bola zaznamenana len vel'mi slabym signalom a aZ po

niekol’kych minutach expozicie.

LL-37 P1 S1 P2 S2
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10 kDa —
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()
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oo

Obr. 25 Vysledok z Western blot analyzy zobrazujtci extrakciu LL-37 S8 z listov tabaku puframi
¢.3 a .6 (viz. tabulka 12) 3 dni po ich infiltracii - fotka po 50s expozicii s pouzitim mySacej
monoklonalnej protilatky, riedenie 1:400. Marker - Novex Sharp Pre-stained Protein Standard.
P1- pelet ziskany extrakciou listov v pufri ¢.6, S1- supernatant ziskany extrakciou listov v pufri
¢.6, P2- pelet ziskany extrakciou listov v pufri ¢.3, S2- supernatant ziskany extrakciou listov
v pufri ¢. 3. LL-37 — synteticky katelicidin o koncentracii 70 ng v celkovom objeme 15 pl.
Cervena §ipka oznacuje vel'kostne spravne bandy, ktoré odpovedajii konstruktu LL-37 S8.
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Zaroven opakovanie extrakcie v tychto pufroch ukézalo, ze v pufri €.6 zostava velkost’
fazneho proteinu zachovana, zatial’ ¢o v pufri ¢.3 dochadza k jeho ¢iasto¢nej (Obr. 25)
alebo tplnej (Obr. 23) degradacii. Koncentracia fuzneho proteinu zaznamenana na géle
a vyhodnotena pomocou softwaru Image Lab 6.1 je spracovana v Tab. 13.

Tab. 13 Relativna koncentracia extrahovanych supernatantov v pufri ¢.3 a¢.6 apeletov so
supernatantami, po ich zrazani etanolom, alebo vysokou teplotou.

Vzorka Koncentracia pg/ml

Supernatant, extrakcia v pufri ¢.6 10,22

Supernatant, extrakcia v pufri ¢.3 7,14

Pelet, zrazanie etanolom, pufor ¢.6 3,92

Supernatant, zrazanie etanolom, pufor 0,70
c.6

Pelet, zrazanie etanolom, pufor ¢.3 5,74

Supernatant, zrazanie etanolom, pufor 0,00
¢.3

Supernatant, zrazanie teplom, pufor ¢.6 4,06

Supernatant, zrazanie teplom, pufor ¢.3 13,86

Poslednym uskuto¢nenym krokom bola purifikacia fizneho proteinu z extraktov
obsahujucich pufre ¢.3 a ¢.6 pomocou teplotného zrazania (vyuzivajuc znacku DAMP4)
a zrazania etanolom (vyuZivajic zapuzdrovaci polymér y-zein). Presny postup je
popisany v kapitole 3.2.7 (postup ¢.2). Vysledkom bolo zistenie, Ze v pripade zrazania
S pouzitim vysokej teploty ostdva najvysSia koncentracia LL-37 S8 v supernatante
ziskaného extrakciou pufrom ¢.3, zatial’ ¢o u pufru ¢.6 doslo k znizeniu signalu, ktory uz
nebol tak vyrazny (Obr. 26). U vzoriek po zraZani etanolom bolo zistené, Ze fuzny protein
ostava hlavne v pelete av Supernatante uz nevykazuje skoro ziaden signal. Z toho
vyplyva, Ze najlep$im extrakénym pufrom pri pouziti konstruktu pMDC32:LL-37 S8 v
tabakovych listoch je jednoznaéne pufor ¢.6 U ktorého nedochadza k ziadnej degradacii
fazneho proteinu, no pri purifikacii sa lepsie ukazal pufor ¢.3, ktory po teplotnom zrazani
zachoval velkost’ proteinu a taktiez doslo k zvySeniu signalu a teda zakoncentrovaniu
rekombinantného proteinu. Koncentracia purifikovaného fizneho proteinu zaznamenana

na géle a vyhodnotena pomocou softwaru Image Lab 6.1 je spracovana v Tab. 13.

67



LL-37 LL-37 P1 S1 P2 S2 S3 sS4
80 kDa —— 70ng 7ng et. et. et. et. t. t.
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Obr. 26 Vysledok z Western blot analyzy zobrazujtci purifikaciu (teplotnym zrazanim a zrazanim
etanolom) LL-37 S8 z listov tabaku 3 dni po ich infiltracii - fotka po 90s expozicii s pouzitim
mySacej monoklonalnej protilatky, riedenie 1:400. Marker - Novex Sharp Pre-stained Protein
Standard. P1 et.- pelet po zrazani supernatantu v pufri ¢.6 etanolom, S1 et.- supernatant v pufri
¢.6 po zrazani etanolom, P2 et.- pelet po zrazani supernatantu v pufri ¢.3 etanolom, S2 et.-
supernatant v pufri ¢.3 po zrazani etanolom, S3 t.- supernatant v pufri ¢.6 po 10 minutovom
zrazani teplotou 95°C, S4 t.- supernatant v pufri ¢.3 po 10 minitovom zrazani teplotou 95°C. LL-
37 70 ng — synteticky katelicidin o koncentracii 70ng v celkovom objeme 15 pl. LL-37 7 ng —
synteticky katelicidin o koncentracii 7 ng v celkovom objeme 15 pl. Cervena $ipka oznaduje
vel’kostne spravne bandy, ktoré odpovedaju konstruktu LL-37 S8.
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5 Diskusia

Navrhnutymi experimentalnymi ciel'mi diplomovej prace bolo klonovanie konstruktov
pre expresiu ludského katelicidinu LL-37 v tabaku ajacmeni, testovanie tychto
konstruktov anasledne transformacia jaémennych embryi. Daldim cielom bolo
testovanie signalnych sekvencii pouzitych v katelicidinovych konstruktoch pomocou
fuzie s GFP proteinom a lokalizacia v rastlinch tabaku a ja¢émena. Hlavnym ciel'om bolo
testovanie pripravenych konstruktov pomocou tranzientnej expresie v listoch tabaku
a nasledna optimalizacia purifikacnej stratégie rekombinantného produktu spojena s

testovanim antimikrobialnej aktivity.

Co sa tyka klonovania konstruktov pre expresiu v tabaku, t4 bola uskutonena uz
vramci bakalarskej prace a v diplomovej praci sme na fiu nadviazali (vdaka overenej
funk¢nosti v listoch tabaku) tym, Ze sa nam podarilo vklonovat oba konstrukty LL-37 S8
aj LL-37 S9 do expresného vektora pBract209 pod kontrolou B-hordeinového promotora,
ktory je vhodny prave pre expresiu v endosperme jaCmena (Knudsen a MuKller 1991;
Sorensen et al. 1996). Z ¢asovych dovodov sme bohuzial’ nemali moZnost’ postapit’ az do
faze transformacii ja¢mennych embryi. Prvym problémom bola rovnaka rezistencia na
kanamycin u oboch pouzivanych vektorov (D ENTR1A Hana, pBract209) s povodnym
PMK-RQ, v ktorom boli dodané obidve inzer¢ni kazety (LL-37 S8 alebo LL-37 S9).
Tento problém bol rieSeny naStiepenim génu kanamycinovej rezistencie restrikénymi
endonukleazami — pre klonovanie do vektora pENTR1A_Hana to bol enzym Bgill a pre
klonovanie do vektora pBract209 enzym Pvul. V pripade klonovania do vektora
PENTR1A Hana ani tento krok nepomohol a hoci uz nedochadzalo k opétovnej ligacii
povodného vektora samého do seba anenarastal na platni s kanamycinom, stale
nevznikali kolonie, ktoré by vo vektore pENTR1A Hana obsahovali nas inzert.
Problémom boli nakoniec samotné restrikéné miesta vo vstupnom vektore
PENTR1A_Hana, ktoré sa nachadzali vel'mi blizko pri sebe (12bp) a teda pri jeho Stiepeni
enzymami BamHI a Xhol, ktoré prebichalo oboma enzymami naraz v jednej reakcii,
pravdepodobne jeden enzym zabranil svojou velkostou nasadnat’ druhému enzymu
a nedochadzalo k Uplnému naStiepeniu. Problémom pri overeni tohto nastiepenia a
dovodom preco sme neobjavili tento problém skor bola prave prili§ mald velkost’
vystiepenej Casti vektora na géle, ktort nebolo mozné gélovou elektroforézou zachytit’.
Preto sme tento problém vyrieSili postupnym Stiepenim vstupného vektora, aby doslo

k jeho uplnému nastiepeniu a taktiez sme vektor pMK-RQ (obsahujuci LL-37 S8 alebo
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S9) namiesto Stiepenia s enzymom Bgill (v mieste rezistencie na kanamycin)
amplifikovali pomocou PCR so Specifickymi primermi, ¢im sme sa zbavili kostry vektora
(ktord obsahovala kanamycinovu rezistenciu) a nasledne uz len nastiepili vzniknuty
amplikén a mohli nastavit’ ligaciu, ktord bola po tychto krokoch tspes$na. Finalnym
krokom klonovania oboch katelicidinovych konstruktov potom bola LR rekombinantna
reakcia, kedy sa bez d’alsich komplikacii podarilo obe kazety preniest’ do ja¢menného
expresného vektora pBract209. Samotna transformacia jamennych embryi a odvodenie
transgénnych rastlin je ¢asovo velmi naro¢né (1-2 roky) a bude zalezitostou d’alSicho

vyskumu.

Pri testovani signalnych sekvencii pouzitych v Kkatelicidinovych konstruktoch
pomocou fuzie s GFP proteinom a ich lokalizacia v rastlinach tabaku a jacmena bola
otestovana funkénost’ konstruktu a jeho lokalizacia iba v rastlinach tabaku (v jaémeni
neexistuje funk¢ény tranzientny expresny systém), v ktorom bolo odhalenych niekol’ko
nedostatkov navrhnutého konstruktu, ktoré bude potrebné pred budicim testovanim
V jaCmeni optimalizovat’. Hoci sa nam podarilo uspeSne potvrdit’ funkénost’ konstruktu
obsahujuceho signalny peptid legumin B4 vo fazii s GFP pomocou fluorescenc¢nej
a konfokalnej mikroskopie, samotna lokalizacia neposkytla jednoznac¢né vysledky.
Prvym problémom bola velkost” fizneho proteinu. Vzhl'adom na vemi mala velkost
GFP proteinu bol signal zaznamenany v roznych castiach bunky (jadro, cytoplazma),
ked’Ze tento protein je schopny preniknut’ aj ve’'mi malymi bunkovymi poérmi. Preto by
pre dalSie testovanie bolo vhodné nepouzivat iba Cisty GFP protein so signalnou
sekvenciou, ale pouzit nejaka fuznu znacku, ktora by spdsobila narast velkosti
rekombinantného proteinu a nebol by mozny jeho prienik do r6znych bunkovych organel.
Dal$ou vecou na ktora sme narazili, bola detekcia GFP-LeB4 v gulovitych Gtvaroch
uprostred bunky, ktoré by mohli znadit’ ¢iastocnt lokalizaciu na struktarach ER. Ukazuje
sa, ze pouzitie tejto signalnej sekvencie je vhodné kombinovat’ vo fiznom proteine taktiez
so sekvenciou HDEL, ktora je taktiez sucastou katelicidinovych konstruktov a ktora by
spatne vychytavala GFP do endoplazmatického retikula a teda by sme mohli zachytit’ aj
silnejsi signal prave v tejto organele (Sparkes et al., 2006). Kombinovanym pouzitim
tychto pristupov by slo dosiahnut’ jednoznadej odpovede na otazku funkénosti pouzitého

signalneho peptidu v konstrukte pMK-RQ:LL-37 S9.
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Na zaver bolo uskuto¢nené testovanie pripravenych konstruktov pomocou tranzientne;j
expresie v listoch tabaku a nasledné optimalizacia purifikacnej stratégie rekombinantného
produktu. Purifikacia prebichala len s pMDC32:LL-37 S8 z toho dovodu, ze vykazovala
vel'mi vysoky stupen expresie (silny signal za vel'mi kratky ¢as expozicie aj pri vel'mi
malom mnozstve). Expresia sa ukazala byt najsilnejsia 3 dni po infiltracii a teda sme
pracovali s tymito vzorkami. Vramci purifikacie bolo najprv potrebné najst’ vhodny
extrak¢ny pufor. Bezny 100 mM Tris-HCI sa prejavil ako nevhodny, ked’Zze niclenze
samotna extrakcia bola dost’ net¢inna, no konstrukt ostaval hlavne v pelete. Preto boli
navrhnuté nové extrakéné pufre, ktoré boli odvodené od pufrov uz skor publikovanych v
literature, zaoberajicich sa extrakciou zapuzdrovacieho polyméru y-zeinu (Landry a
Moureaux 1970, Wallace et al., 1989). Ako najvhodnej$im sa jednoznacne prejavil pufor
pouzity v (Wallace et al., 1989), ktory obsahoval 12,5mM borat sodny pH 10, 1%SDS a
2% 2-merkaptoetanol. Zaujimavé bolo to, Ze v pripade pouzitia uplne rovnakého pufru,
ktory bol akurat inak nariedeny vzh'adom na hmotnost’ listov (1:3 alebo 1:10), pri pouziti
mensieho objemu ateda nariedeniu len 1:3 dochadzalo k ¢iastocnej alebo Uplnej
degradacii fuzneho proteinu, ktorého velkost' potom na géle uz plne neodpovedala.
V pripade pouzitia vac¢Sicho objemu a teda nariedenia 1:10 tento problém nenastal ani pri
opakovanom testovani tohto javu. Optimalizaciou podmienok extrakcie sa zvlast' pre
tento konstrukt javi ako kritickd a bude nutné ju precizne optimalizovat’ pre kazdy

expresny systém.

Pri samotnej purifikacii bolo vSak zaujimavé zistenie t0, Ze hoci zrazanie etanolom,
ktoré sa bezne pouziva ako purifikaény krok pre proteiny vo fuzii s y-zeinom alebo
samotny y-zein, by malo fuzny protein precistit’ od ostatnych proteinov vo vzorke tym,
ze ho udrzi v supernatante a ostatné vyzraza (Esen, 1986) . V naSom pripade dochadzalo
skor k tomu, Ze bol detekovany hlavne v pelete a supernatant vykazoval iba vel'mi slaby
signal. Namiesto toho sa prejavila znatka DAMP4, ktora konStrukt udrzala ako
V supernatante, tak sila signalu sa vyrazne nemenila, takze nedochddzalo k vyznamnym
stratam. V purifikécii sa teda prejavila aktivita oboch fuznych purifikaénych znaciek
DAMP4 aj y-zein. Tieto informacie boli potvrdené zmeranou koncentraciou pomocou
softwaru Image Lab 6.1, ktora jednozna¢ne dokazala, Ze supernatant ziskany extrakciou
v pufri ¢.6 obsahoval vysSSiu koncentraciu fizneho proteinu (10,22 pg/ml) ako
supernatant ziskany extrakciou v pufri ¢.3 (7,14 pg/ml). Vd’aka Tab. 13 mézeme tieZ
vidiet, Ze vicSina fuzneho proteinu, ktorého pritomnost’ bola ofakdvana po zraZani
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v etanole hlavne v supernatante, sa nachadzala v pelete (koncentracia fizneho proteinu
v pelete po extrakcii v pufri ¢.6 s naslednym zrazanim etanolom bola 3,92 pg/ml a v pufri
¢.3 5,74 pg/ml) asamotné supernatanty obsahovali nulové alebo skoro nulové
koncentracie. Poslednou takto potvrdenou informéciou bola uc¢innost peptidového
surfaktantu DAMP4, ktory dokazal udrzat’ fizny protein v supernatante aj po zrazani za
vysokej teploty (95°C) ¢o mdzeme vidiet' aj na koncentracii supernatantu ziskané¢ho
extrakciou v pufri ¢.3, kde doslo k zakoncentrovaniu fizneho proteinu (13,86 pg/ml).
V pripade supernatantu ziskané¢ho extrakciou v pufri ¢.6 po teplotnom zraZani bola
koncentracia fizneho proteinu len 4,06 ug/ml. Tym bolo dokazané, Zze extrakcia v pufri
¢.6 je sice v prvom kroku uspesnejSia, no po prvom purifikatnom kroku teplotnym
zrazanim sa lepsie javi extrakcia v pufri ¢.3, kde dochadza k zakoncentrovaniu proteinov.
Dalgimi krokmi v budiicom vyskume bude odstiepenie fuznych znadick pomocou
enterokinazy a faktoru Xa anasledne bude podla ziskanej Cistoty protein finalne

purifikovany pomocou HPLC.

Vzhl'adom na to, Ze zatial' nebola publikovana Ziadna praca, ktora by obsahovala vo
fuzii s rekombinantnym proteinom purifikacnia znacku DAMP4 a zapuzdrovaci polymér
y-zein, by celkova optimalizacia purifikaénych krokov mohla byt zaujimava pre d’alsi
vyskum, ked’Zze y-zein je schopny rekombinantny protein ochranit’ pred denaturaénymi
podmienkami a DAMP4 poskytuje jednoduchy purifikaény krok, ktory zahiia teplotné

zrazania (95°C) a naslednu centrifugaciu.
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6 Zaver

V teoretickej Casti tejto diplomovej prace bola rozobrana problematika antimikrobialnych
peptidov, ich diverzita, mechanizmus U¢inku a na zdver ich ucinok proti baktériam
s vyvinutou rezistenciou. Dalgia ast’ bola zamerana na katelicidiny, ktoré taktieZ patria
do rodiny antimikrobialnych peptidov, na ich diverzitu a nakoniec na samotny l'udsky
katelicidin LL-37, ktory bol stc¢astou aj oboch stratégii pouzitych v tejto praci (PMK-
RQ:LL-37 S8 a PMK-RQ:LL-37 S9). V dalsej kapitole boli spracované informacie
0 jatmeni ako produkénej platforme so zameranim na jeho endosperm a zasobné
organely, kam by malo dochadzat k akumulécii nami navrhnutych dvoch stratégii,
v pripade transformacie jaémennych embryi. Posledna kapitola popisuje produkciu
rekombinantnych proteinov v rastlinnych systémoch a to hlavne na baze semien a listov
S ndslednym postupom purifikdcie, ¢i uz s pouzitim purifikacnych znaciek alebo

nechromatografickych metdd.

V experimentalnej Casti som sa zaoberala klonovanim dvoch navrhnutych stratégii
(PMK-RQ:LL-37 S8 aPMK-RQ:LL-37 S9) najprv do vstupného vektora
PENTR1A Hana pod kontrolou B-hordeinového promotoéra a nasledne do expresného
vektora pBract209, ktory je vhodny na stabiln(i transformaciu jaémennych embryi. Dalsia
Cast’ bola zamerana na transformaciu baktérie A.tumefaciens konstruktom GFP-LeB4
v expresnom vektore pMDC32, ktorou boli infiltrované listy tabaku, po 3 dnioch bola
expresia vyhodnotend pomocou fluorescenéného mikroskopu a po 4 diloch pomocou
konfokalneho mikroskopu, kde bola zaroven vyhodnotena funk¢nost’ signalneho peptidu
leguminu B4 (vo fuzii s GFP), ktory ma zacielovat' rekombinantné proteiny do
endoplazmatického retikula. Posledna Cast’ bola zamerana na transformaciu listov tabaku
baktériou A.tumefaciens, do ktorej bol predtym zatransformovany expresny vektor
pMDC32 sinzertom LL-37 S8 alebo LL-37 S9. Z listov tabaku bol nakoniec fuzny
protein LL-37 S8 extrahovany do r6znych pufrov z dévodu optimalizécie extrakénych
podmienok a purifikovany vyuzitim zrazania za vysokej teploty (95°C), ¢o bolo mozné
vd’aka fuznej znatke DAMP4 alebo pomocou zraZzania s etanolom, vd’aka faznej znacke

y-zein, ktora je schopna udrzat’ fizny protein v supernatante.
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8 Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

AMP — antimikrobialne peptidy

ER — endoplazmatické retikulum

GFP — z anglictiny ,,green fluorescent protein‘

GRAS - z anglictiny ,,generally recognized as safe*

gz93 — 27 kDa y-zein

hCAP18 — z anglic¢tiny ,,human cathelicidin antimicrobial peptide 18*
HMW - z angliétiny ,,high molecular weight*

IgA — imunoglobulin A

IgG — imunoglobulin G

IMAC-NI — afinitna chromatografia s imobilizovanym kovom niklu
INT - interferén

Leb4 — Legumin B4

LL-37 — l'udsky katelicidin (,,leucin-leucin 37%)

LPS - lipopolysacharid

LV — lytické vakuoly

mADbs — monoklonalne protilatky (,,monoclonal antibodies*)

PB — proteinové telieska (,,protein bodies*)

PCR — polymerazova retazova reakcia

PEG - polyetylénglykol

PSV — vakuoly skladujtce proteiny

SMH - Shai-Matsuzaki-Huang model aktivity antimikrobialnych peptidov
SZP — semenné zasobné proteiny

TIP — tonoplastové vnutorné proteiny

TLR — Toll-like receptor
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