UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Funk¢ni ovéreni stabiliza¢nich domén pro expresi

antimikrobialnich peptidi v rostlinach

DIPLOMOVA PRACE
Autor: David Kopecny
Studijni program: N1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezencni

Vedouci prace:  prof. RNDr. Ivo Frébort, CSc. Ph.D.
Rok: 2020



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatn¢ s vyznacenim vSech
pouzitych prameni a spoluautorstvi. Souhlasim se zvetejnénim diplomové prace podle
zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich predpisi. Byl jsem
seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdé¢jSich predpisi.

V Olomoucidne .......ccceeeeeenn...



Podékovani

Rad bych touto cestou vyjadiil pod€kovani prof. RNDr. Ivo Frébortovi, CSc. Ph.D.
za cenné rady, vécné piipominky a odborné vedeni v prubéhu vypracovani diplomové
prace. Dale bych chtél pod¢kovat doc. Mgr. Petru Galuszkovi, Ph.D. in memoriam
za pomoc pii navrhu vSech konstrukti a ndvrh experimentd této diplomové prace.
Rovnéz bych chtél podékovat vedouci Oddé€leni molekularni biologie Véronique Hélene
Bergougnoux-Fojtik, Ph.D. za ochotu a cas straveny pii konzultacich vysledki.
Pod¢kovani patii také Mgr. Alzbété¢ Micichové za pomoc s antimikrobidlnimi testy,
Mgr. Michalu Karady, Ph.D. za pomoc pii optimalizaci metody pouzité pro LC-MS,
Siarhei Dabrovolski, MSc za analyzu N. benthamiana pomoci epifluorescenéniho
mikroskopu a celému Oddé¢leni molekularni biologie, CRH za moznost vypracovani
diplomové prace a jejim zaméstnancim za jejich vstficnost. V neposledni fadé
patii obrovské podékovani mé rodiné a snoubence, bez kterych bych tuto praci nemohl

dokoncit.



Bibliograficka identifikace

Jméno a ptijmeni autora David Kopecny

Nézev prace Funk¢ni ovéfeni stabilizacnich domén pro produkei
antimikrobialnich peptidi v rostlinach

Typ prace Diplomova

Pracovisté Centrum regionu Hand pro biotechnologicky
a zemédélsky vyzkum

Vedouci prace prof. RNDr. Ivo Frébort, CSc. PhD.

Rok obhajoby prace 2020

Abstrakt: Rostouci rezistence bakteridlnich patogenti vyzaduje hledani novych latek,

které neindukuji bakterialni rezistenci. Antimikrobialni peptidy jsou obvykle kladné

nabité kratké peptidy, které mohou interagovat s bakteridlnimi membranami

a jsou schopné zabijet bakterie odliSnym mechanismem neZz antibiotika.

Proto predstavuji zajimavou alternativu ke klasickym antibiotikiim a mimotadné

dobie funguji proti Sirokému spektru bakterii. Jejich produkce vSak nardzi na fadu

piekazek, a to predevS§im kvili vysokym nédkladim na jejich produkci a casu

potifebnym pro jejich ptipravu. Tato prace se zaméiuje na produkcei antimikrobialniho

peptidu  katelicidinu v  rGznych expresnich systémech. Pro tento ucel

byly ke katalicidinu fizovany rtzné proteinové znacky, jako naptiklad DAMP4

spolu s nékolika misty pro Stépeni, aby byla umoznéna ucinnad a nizko nakladova

purifikace.

Rekombinantni  protein s DAMP4 byl exprimovan pod T7 promotorem

v Escherichia coli v mikrobialnim fermentoru, za Ucelem optimalizace purifikace

a Stépeni. Bakteridlni proteiny byly precipitovany termalni denaturaci a fizni protein

odStépen. Antimikrobidlni peptid byl déale analyzovan a purifikovan pomoci

semipreparativni HPLC-MS. Nakonec byla antimikrobidlni aktivita katelicidinu

potvrzena testovanim minimalni inhibi¢ni koncentrace.

Rekombinantni proteiny s jinymi znackami byly testovany v Nicotiana benthamiana

transientni expresi. Né&které dal§i znacky byly také vybrany pro stabilni expresi

vvvvv

produkéniho systému antibakterialnich peptidi.



Klic¢ova slova antimikrobialni peptid, rekombinantni produkce,

afinitni purifikace, LC-MS, antimikrobialni aktivita
Pocet stran 154

Pocet ptiloh 12
Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and David Kopecny

surname

Title Functional verification of stabilization tags
for expression of antimicrobial peptides in planta

Type of thesis Diploma

Department Centre of the Region Hana for Biotechnological
and Agricultural Research

Supervisor prof. RNDr. Ivo Frébort, CSc. PhD.

The year of presentation 2020

Abstract: Growing resistance of bacterial pathogens urges the search for new
antimicrobial substances that do not induce bacterial resistance. Antimicrobial peptides
are usually positively charged short peptides that can interact with bacterial
membranes and are able to kill bacteria by a different mechanism than antibiotics.
Therefore, they create as an interesting alternative to classical antibiotic and perform
extremely well against broad spectrum of bacteria. Unfortunately, their production
presents a major obstacle because of high cost and time consumed for their
preparation. This thesis focusses on production of human antimicrobial peptide
cathelicidin in different expression systems. For this purpose, various protein tag such
as DAMP4 was fused to antimicrobial peptide cathelicidin with several different
cleavage sites to allow efficient as well as low-cost purification.

Recombinant protein fused to DAMP4 was expressed under T7 promoter
in Escherichia coli in the microbial fermentor vessel to optimize both purification
and cleavage. Bacterial proteins were precipitated by thermal denaturation, protein tag
was cleaved off and antimicrobial peptide further analysed and purified by semi
preparative HPLC-MS. Finally, antimicrobial activity of cathelicidin was confirmed
by testing minimum inhibitory concentration.

Recombinant proteins with other tags were tested in Nicotiana benthamiana
by transient expression. Also, some tags were chosen for stable expression
in Arabidopsis thaliana under 35S promotor. The results bring new knowledge

for developing a production system for antimicrobial peptides.



Keywords antimicrobial peptide, recombinant production,

afinity purification, LC-MS, antimicrobial activity

Number of pages 154
Number of appendices 12
Language Czech



1 UVOD ...t 1
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .......covvuimrierrimrmmeeireneneeseneeesneenns 3
2.1 Rezistence rostlin VOCi patoOgenTmL........cc.eevuieriieiiierieeiienieeieeeieeeeireeeeieee e 3
2.2 Proteiny SOUVISEJiCi S PALOZENECZI......ccveeruererieriieeiieeiieereesteeieeeteeereessreeesnseeeennes 3
2.3 Antimikrobidlni PePtidy......cceeeciiieiiiieiiece e 5
2.3.1 Obecné mechanismy uc¢inkil antimikrobidlnich peptidii...........ccoceeniiennens 6
2.3.1.1 Prtchod pies vnéj$i membranu gramnegativni baktérie...........c........... 8
2.3.1.2 Pisobeni na bakteridlni bunécnou ste€nu............cecevveveeienienienienieen. 8
2.3.1.3 Pisobeni na bakterialni bunéénou membranu..........cccceeeeevieniieeennneen. 9
2.3.1.4 Intracelularni Cile........cceeriiiiiiiiiieiee e 11

2.3.2 BaKkteriadlni reZIStENCER. .....ccverueeiirieriieieeitesieeee ettt 11
2.3.2.1 Proteolytické §tépeni antimikrobialnich peptidi..........c.cccovueereennnnnn. 11
2.3.2.2 Modifikace povrchového ndboje.......cccoecviveviiieeciieeiieeieee e, 12
2.3.2.3 AKLIVIL tTANSPOTL..cueiieieieiieeiieeiie ettt ettt ettt e bt siee et e seae e e neeeens 12
2.3.2.4 Zachyceni pomoci povrchovych proteinil a polysacharidi................. 12

2.4 Rostlinné antimikrobidlni peptidy.......ccccccveevrierieeiiieniieiierie et 13
B O N 1103 11 1 USSP 14
2.4.2 RoStINNE defenSiny.........c.eevuieiiieiiiiiiieiieeie ettt e 15
2.4.3 Heveinu podobng peptidy........ccceeecvierieeiiiniieeiieieeieeee et 15
2.4.4 KNONOVE PEPLIAY ....evieeiiieeiiieeiiieeiiee et e eiteeeiteeereeeereeeeareeenveeeareeeenenns 16

B B R A 1<) 11 2SRRI 17
2.4.6 Proteiny prendSejici lPIidy.......ccoerieriiinieiiiieiieeieee et 17
247 SNAKINY ....uiiiiiiiiiieeiieiie ettt ettt e e s e e beesiaeebeesabe e teesabeenbeesnbeeseeeens 18
2.5 Priprava transgennich roStlin...........ccccierieiiiiiiiieiiieiece e 18
2.6 Exprese antimikrobialnich peptida v rostlindch...........ccccooeeiiiiiieiiiiiieeee, 21
2.6.1 Vyber vhodného promotoru..........ccceeuerieienieniennieniineeiceee e 21
2.6.1.1 Vlastnosti vhodného promotoru..........ccceeeueeriienieeniieniieeeiiee e 22
2.6.1.2 Cilena exprese za pouziti specifickych promotorti............ccceevvveeeneenne. 23
2.6.1.3 Promotory reagujici Na patogen.......ccceeevveeeeveeeeiieerieeenreeerveeeevee e 23
2.6.1.4 Dal$i vhodné promotory..........cccceeeiienieiiiienieeieesie et esieeeiee e 24
2.6.2 Problémy pfii expresi antimikrobidlnich peptidl v rostlindch..................... 24

2.7 Vyuziti rostlin jako bioreaktorti pro produkci antimikrobialnich peptidi........... 25



2.7.1 Lidsky KateliCIdin.......c.ccooviiiiiiniieiienie ettt 25

3 EXPERIMENTALNI CAST ...ttt 27
R Y 1<) 5 -1 SRS SUURRPS 27
3.1.1 Biologicky materidl..........cccoouieiiiiiiiiieieeieee e 27
3.1.2 ChemiKAIIE....c.eoiiiiiiiieieiie et et et 27
3.1.3 ROZtOKY @ MEA1A.....c.ueiieiiieeiieeeiie ettt 31
3.1.3.1 ANtIDIOtIKA. ....eeiiciiieciie e 31
3.1.3.2 LB médium a LB agar........cccceevuieiiiiiiieiieeiieeeeeeeee e 31
3.1.3.3 TAE PULT oot 31
3.1.3.4 SlozZeni premixu pro PCR........cccooiiiiiiiiieieceee e 31
3.1.3.5 SlozZeni médii a roztokl pro praci s rostlinami...........ccceeeevveervveeeeennns 32
3.1.3.6 SloZeni pufrl pro extrakci a purifikaci.........cceceveeveneenenicneenieennen. 32
3.1.3.7 BiS-TI1S LY ..eeiiieiiiiiieieeeie ettt et e 33
3.1.3.8 Barveni na StHDIO......c.coiiiiiiiiieiieeieceeee e 33
3.1.3.9 Barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250............cccccoeeuveennnnn. 34
3.1.3.10 PTenoSOVY PULT..cc.iiiiiiiiiiieieee ettt 34
3.1.3.11 Slozeni mobilnich fazi pro LC-MS.........ccccooiiiiiiiiiieieeeeeee, 34
3.1.4 Programy @ SOTtWATE........ccccuieeiiiiieiiieeiieecie ettt e e e e e eenaeee s 35
3.1.5 Pristroje a pOmuUCKY.......ccceeiruireriie et ettt ee et e e e e eae e 35
3.1.6 POUZILE PIIMETY...ccuviitieiiieiieeiieetieeiie ettt ettt ettt et siae et eeeeteeeennees 38
3.1.7 PouZité€ standardy..........cceeeuieiiieiiieiiieieee e 39
R I\ (51116 | /PSSP 40
3.2.1 Ptiprava Petriho misek s LB agarem..........ccccceeveeeiiieecieecieeeie e 40
3.2.2 Kultivace bakteril........cccueveeriiriiniiiiiieneeectere e 40
3.2.3 Izolace plazmidili pomoOCT KitU........cccuieriiieiiiiiiiiieiecieeee e 40
3.2.4 Izolace plazmidi metodou alkalické 1yze.........ccceeviieeniiiieiiiiiieeeeiee 41
3.2.5 Transformace bunék teplotnim SOKEM..........ccceeevveerciieeciieeciieeee e, 41
3.2.6 Kultivace bakteril........cccevieriiriiniiiiiieneeecteeeeeee e 42
3.2.7 RESHIKCE...ceuvieuiiiieiieieee ettt ettt 42
3.2.8 EIEKtroforeza........c.ccoviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 43
3.2.9 Purifikace fragmentii DNA po elektroforéze..........c.ccceeveeeeiiiiiiieeencnnennnn. 43
3.2.10 LIGACE....eeuiieniieeiie ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et e e e 44
3.2.11 EICKLrOPOTACE. ......eeiiieiieeiiieciie ettt ettt et esaee e e ssaeeabaeaee e 44

3.2.12 Polymerasova feté¢zova reakce —,,Colony PCR*.........c..ccccviiiiiiniinennnn. 45



3.2.13 Polymerasova fetézova reakce — Phusion®............ccocooevveevievievecvecnenennne. 45

3.2.14 LR 1eKOmbBINACE......cc.eiiiiiiiiiiiiiieiiceeetete e 46
3.2.15 Sekvencovani DNA.... ..o e 47
3.2.16 Transformace Arabidopsis thaliana...................ccccceceevceenceeniieeaeieeeanne, 47
3.2.17 Selekce transgennich roStlin..........ccceeriieciienieeiieiecie e 48
3.2.18 Transientni transformace a extrakce proteini Nicotiana benthamiana.....49
3.2.19 Piiprava bakterialni kultury ve fermentoru..........ccccoeevveeviiiiniieeeeninieen. 50
3.2.20 Zpracovani bakteridlni Kultury.........c.cccoceeveiiiniininiiniicecececeee, 52
3.2.21 Afinitni purifikace bakteridlniho lyzatu............ccocoeviviininiininiinceen. 53
3.2.22 Stépeni bakteridlnich VZOIKTL..........cooveveveeeeeieeeeeee oo 54
3.2.23 Kvantifikace celkovych proteini..........cccccveeeeiieerciiieniiee e 54
3.2.24 Ptiprava polyakrylamidovych gelll.........cccccoriiiiiiniiiiiiiieeee e 55
3.2.25 SDS-PAGE eleKtroforéza..........cccooueeierieninienieienieneeeeeeeee e 55
3.2.26 Barveni gelu — barveni na stiibro..........cceccveeeviieeiieeniieeciecee e 56
3.2.27 Barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue............cccccccvveveieennnnnn.n. 56
3.2.28 WEStEIN DlOt....cueeiiiiiciieiieieceec et 57
3.2.29 LIC-MS ...ttt sttt 58
3.2.29.1 Analytickd KOlONa.........ccoouiiiiiiiiiiieeiieceecee e 58
3.2.29.2 Preparativiii KOlONa...........coocviiieiiiiiiii e 59
3.2.30 Testovani antimikrobidlni aktivity..........ccceveveeiieniiieniieeniiee e 59

4 VYSLEDKY ADISKUZE.........cooiiieeieieeeseeeeeseeseseeseeeeeeeseeseesessessssess s 61
4.1 Piehled Konstruktil............ooiiiiiiiiiii e 61
4.2 Popis konstrukt pouzitych v praktické CaSti.........ocvvvvrevcriieiiiiieniieeieeeieeee 62
4.2.1 Konstrukty elastinovEho tyPU........ceevieiiiiiieniieiieeieeiee e 62
4.2.2 Konstrukty S DAMPA.........ooooiiiiiieeeeee ettt 62
4.2.3 Konstrukty s dal§imi purifikaénimi znackami.............cooceeeviiiiniiinnninn. 63
4.3 Ptiprava konstruktll na transformaci...........cccceveeeeieeeiiieeiiieeie e 64
4.3.1 Modifikace konstruktu rhLL-37 B1 pro expresi ve fermentoru................. 65
4.4 Stabilni transformace A. thaliana.................cccccocevceevinieniienieiniiiieieeeeee. 65
4.4.1 Selekce jedné inzerce a homozygotnich jedincil..........cccceeevveeeriieeiieennnnn. 66
4.4.2 Testovani purifikace pomoci CItIAtU..........cceeeeiieerciiieeiie e eeiee e e 66
4.5 Transientni transformace N. benthamiana.................cccceeeeeeeeenieeeceeenieeeenenennn 68
4.6 Exprese a purifikace v bakteridlnim expresnim systému............cccccceeevreueenne.. 71

4.6.1 Optimalizace podminek EXPrese........occveeruveeriieeriiieeniieeriieeeeesiieeeeeeennens 71



O o0 3 O W

4.6.2 Purifikace pomoci LPLC a FPLC.......ccccoooiiiiiiiiiiiiiciececee e 73

4.6.3 Optimalizace Stépeni pomoci kyseliny trifluoroctove..........ccceevveeennnennne. 75
4.7 LC-MS QNALYZA......ccoiieiiiieiiie ettt svee et e e e et eeetae e e e e e snnaaeaaeeas 76
4.7.1 Vytvoreni metody pro detekCi.......oovvuiiiiiiiiiiiiiniiiiieie e 76
4.7.2 Meteni kalibracni KFIVKY......c.ccovueeviiiriieiieiieeieesee ettt 77
4.7.3 Analyza bakteridlniho extraktu po termalni denaturaci..............cccceeenneee. 79
4.7.4 Analyza vlivu nastifikovaného objemu...........c.cccccveieeviiiiniieiiiiie e, 80
4.7.5 Kalibrace s novym standardem............cccceevieeiiienieniiienieeieeniee e 81
4.7.6 Ovéteni nastiikovaného MNOZStV........eeveviieriinieiiinieriieceeeeeee e 82
4.7.7 Zapojeni preparativni kolony a nastaveni sbéru frakei...........occcvvveeeeennnnn. 82

4.7.8 Pouziti preparativni kolony pro purifikaci bakterialnich vzorka po FPLC.83

4.8 AntimiKrobialng tESTY.....eeuieriiiiiieiie ettt 85
4.8.1 Optimalizace MELOAY.......cueeruieeiieriieeiieiieete et ete et e ereeeesbeeesebeeeeneneeeenes 85
4.8.2 Antimikrobidlni aktivita rekombinantniho proteinu z je€mene.................. 87
4.8.3 Antimikrobialni aktivita standardu purifikovaného pomoci LC-MS.......... 89

4.9 DalST VYSIEAKY....cviiiiieiieeii e 90
4.9.1 Srovnani raznych typl geli pro SDS-PAGE........c.cccccovviiiiiiiiiiiiiieiiiees 90
4.9.2 Porovnani ptfenosu na membranu po SDS-PAGE..........ccccoevviiviiiiiieennnn. 91
4.9.3 Exprese ve fermentoru a srovnani centrifuganich metod............c............. 92
4.9.4 Porovnani rastovych podminek A. thaliana a N. benthamiana.................. 92

DISKUZE ... .ottt sttt ettt ettt st sae et et e et eebeeeanee 93

ZAVER ... 96

LITERATURAL. ..ottt ettt ettt ettt ettt et e st e seeneeeneenseeneeeneennes 98

SEZNAM POUZITY CH ZKRATEK .......ovtvuumrrirrrieriieeioeeeisessissesessssseseeseons 109

PRILOHY ..ottt 110

Ptiloha 1 Sekvence pouzitych Konstruktil.........c.coeevieeiiieniiiiiiieieeee e, 110

Ptiloha 2 Analyza fragmentace standardu.............cccceoeveeeiiieeiiiecieeeeeee e 121

Ptiloha 3 LC-MS analyza — kolona Aegis PEPTIDE..........ccccooiiiiiiiiiiniiiieeee, 123

Ptiloha 4 LC-MS analyza - stabilita standardu.............cccceeveeriienieniieeieeiieeeen 125

Ptiloha 5 LC-MS analyza — méteni kalibrani KfivKy.......cccccooveiiininin. 129

Ptiloha 6 LC-MS analyza — bakterialni extrakt po termalni denaturaci a LPLC......134

Ptiloha 7 LC-MS analyza — vliv nastfikovaného objemu na plochu piku................ 137

Ptiloha 8 LC-MS analyza — kalibrace s novym standardem............ccccceceeveruennennne 140

Ptiloha 9 LC-MS zapojeni preparativni kolony a sbéru frakci........c.ccceveeniiiiennnee. 145



Ptiloha 10 Porovnani u¢innosti LPLC a FPLC afinitni purifikace..................

Ptiloha 11 Purifikace bakteridlnich vzorkti po FPLC na preparativni kolong.

Ptiloha 12 Analyza purifikovanych vzorkii pomoci semipreparativni kolony



Cile prace

Literarni reSerSe na téma imunizace rostlin prostfednictvim proteinu,
stabilizace antimikrobidlnich peptidl, pfehled antimikrobidlnich peptidi
a mechanismus jejich uc¢inkt, lidsky katelicidin (LL-37)

Klonovani konstrukti obsahujicich LL-37 (katelicidin) s riznymi typy
stabiliza¢nich/purifika¢nich sekvenci do rostlinného expresniho vektoru
pGWB 17

Ovéereni funk¢nosti  konstruktd transientni expresi v  Nicotiana
benthamiana

Stabilni transformace Arabidopsis thaliana metodou namaceni kvétenstvi
do suspenze agrobakterii

Purifikace proteinovych extrakti, SDS-PAGE a sledovani exprese
pomoci Western blot analyzy

Optimalizace metody pro HPLC-MS analyzu a purifikace na preparativni
kolon¢

Testovani antimikrobidlni aktivity



1 UVOD

Rostliny Ziji v neustale se ménicim prostiedi, které je ¢asto nepiiznivé nebo stresujici
pro rust a vyvoj. Tyto nepfiznivé environmentalni podminky zahrnuji bioticky stres,
jako je infekce patogennim organismem a napadeni bylozravcem, a abioticky stres,
jako jsou sucho, teplo, chlad, nedostatek Zivin, nadbytek soli nebo toxickych kovili
v pud¢é (Al As, Cd). Sucho, zasoleni piidy a extrémni teploty pfedstavuji hlavni
environmentalni faktory, které ovliviuji geografické rozmisténi rostlin v piirod¢,
negativné ovliviiuji produktivitu v zeméd€lstvi a ohrozuji bezpeCnost potravin.
Neptiznivé ucinky téchto abiotickych stresi se zhorSuji se zménou klimatu,
které vede ke zvysené frekvenci vyskytu extrémniho pocasi (Fedoroft et al., 2010).

a to diky syntéze metabolitii, které potlacuji rist a vyvoj jinych druhti rostlin. Tyto latky
mohou byt kofenovym systémem aktivné vyluCovany do plidy nebo do vzduchu
nadzemnimi ¢astmi rostliny (listy, stonky a kvéty). Vysoka odolnost vii¢i abiotickym
stresovym faktorim je pro rostliny kli¢ova. Mnoho téchto rostlin, zejména obilovin,
roste v puadach s vysokym obsahem rozpusténych soli (Hanin efal., 2016;
Radhakrishnan a Baek, 2017).

Vyssi rostliny maji Siroké spektrum obrannych mechanismil, aby mohly celit
fyzikdlnim, chemickym a biologickym stresim jako je naptiklad sucho, chlad,
pritomnost té¢zkych kovi a napadeni patogennim organismem. Jako odpovéd’ na infekce
riznymi patogeny rostliny reaguji up-regulaci sady genl spojenych se systémové
ziskanou rezistenci (Stintzi et al., 1993).

V nékterych ptipadech existuje jen mélo, nebo zadné udaje o vlivu biotického stresu
na divoce rostouci rostliny. Tento stres zahrnuje infekci mikroorganismy a poskozeni
Sktidci, hlisticemi nebo jinymi bezobratlymi Zivocichy. Divodem nedostatku dat
je maly, nebo zadny ekonomicky vyznam téchto rostlin pro zemédélstvi. Nékolik
vyjimek tvofi volné rostouci rostliny, které jsou ptibuzné se zeméd€lskymi plodinami,
jako jsou obiloviny, lusténiny a hybridni rostliny. Ty mohou byt potencialné vyuzitelné
pro vytvofeni novych odriid s vysokou odolnosti vii¢i chorobam. Pivodci chorob
a Skudci, ktefi maji negativni ekonomicky dopad na péstovani obilovin (pSenice, zito,

jeCmen, ryze, atd.) jsou ale intenzivné studovani. Na zdklad¢ téchto vyzkumi



byly vyvinuty a optimalizovany metody pro potladeni patogeneze a poskozeni rostliny
patogennim organismem, a to kombinaci agrotechnickych, chemickych, biologickych

a biochemickych pfistupt (Stintzi et al., 1993).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rezistence rostlin vii¢i patogentiim

Rezistence je dosazeno uvolnénim sekunddrnich metabolitd, jako jsou fytoalexiny,
taniny a polyfenolické latky, jakozto i1 produkci proteinii souvisejicich s patogenezi
(pathogenesis-related proteins, PR proteins). Proteiny souvisejici s patogenezi
byly poprvé identifikovany v tabdkovych listech (Nicotiana benthamiana) infikovanych
virem tabakové mozaiky a pozdé€ji byly tyto proteiny detekovany v mnoha riznych
rostlindch (van Loon a van Kammen, 1970). PR proteiny maji specifické biochemické
vlastnosti, které jsou dllezit¢é pro rostlinu, pokud je napadena patogenem

nebo pod nezddoucim stresem (van Loon, 1985).
2.2 Proteiny souvisejici s patogenezi

Proteiny souvisejici s patogenezi jsou jednim z hlavnich zdroju rostlinnych alergent.
Exprese téchto proteini je indukovana v rostliné jako systém obranné reakce
ve stresovych podminkéach, jako je naptf. mikrobidlni nebo hmyzi infekce, rany,
expozice chemikaliim a nepfiznivé rlstové podminky. Nékteré rostlinné tkané,
které jsou vice vystavené stresu okolnimi podminkami (UV zafeni, napadeni hmyzem,
nebo houbami), tyto proteiny konstitutivné exprimuji. Bylo zjisténo, Zze mnoho téchto
proteind souvisejicich s rostlinnou patogenezi mize pisobit jako potravinové a rostlinné
alergeny (Sinha et al., 2014).

Obecné se jedna o proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti v rozmezi 6 az 43 kDa,
stabilnich pfi nizkém pH (<3) navic vykazuji odolnost vii¢i sekretovanym proteasam,
takZe se mohou vyskytovat i ve vakuolach, bunécné stén¢ nebo v mezibunééném
prostoru (van Loon, 1985).

Pivodné bylo identifikovano pét skupin proteinii souvisejicich s patogenezi,
ale celkem bylo nakonec nalezeno 17 rodin téchto proteinti, které jsou rozclenény
na zaklad¢ jejich podobnosti aminokyselinovych sekvenci, enzymové aktivity,
nebo jinych biologickych vlastnosti a oCislovany v potadi, ve kterém byly objeveny
viz. Tab.1 (Datta a Muthukrishnan, 1999; van Loon a van Strien, 1999;
van Loon et al., 2006).



Navzdory spole¢nému nazvu (proteiny souvisejici s patogenezi), tyto proteiny

vykazuji vysokou rozmanitost vyskytu a mechanismu t¢inku a nesdili mezi sebou zadné

strukturni podobnosti. PR proteiny maji v rostliné vice funkci - vétSina vykazuje

antimykotickou aktivitu, ackoliv byla také popsdna antibakterialni, insekticidni

a antivirdlni aktivita (Hejgaard et al, 1991; Caruso et al., 1996; Edreva, 2005).

Neékteré z PR proteini jsou enzymy, jako napt. B-1,3-glukanasa nebo chitinasa

(Heitz et al., 1994), jiné vcetné¢ defensini maji permeabilizacni ucinek na membranu

(Lay a Anderson, 2005). PR proteiny tak maji klicovou funkci v odolnosti

vuci chorobam, kli¢eni semen a napomahdji adaptaci rostlin na enviromentalni stres

(Sinha et al., 2014).

Tabulka 1: Prehled rodin proteinii souvisejicich s patogenezi (prevzato ze Sinha et al., 2014)

Rodina Proteiny Funkce Alergeny, jejich identifikované zdroje a alergenni symptomy

PR-1  PR-la,PR-1b,PR-1¢ antimykoticka Cuc m 3 (meloun cukrovy) — oralni alergicky syndrom
Hev b 2 (latex) — kontaktni dermatitida

PR-2  f-1,3-glukanasy §tépi p-1,3-glukany Ole ¢ 9 (olivovnik) — respiraéni alergie
Mus a § (banan) oralni alergicky syndrom

PR-3 Chitinasy typu L, I, IV, endochitinasy Pers a 1 (avokado) — svédici o¢i nebo nos, astma, otok, atd.

V, VIa VI Mus a 2 (banan) potravinovy alergie jako je otok rtl, anafylakticka reakce, atd.

PR-4  Chitinasy typulall antimykotické chitinasy Hev b 6.01, Hev b 6.02 a Hev b 6.03 (latex) — kontaktni dermatitida
Jun a 3 (horsky cedr), Cry j 1 (japonsky cedr) a Cup a 3 (arizonsky cypfis) -
ryma, zanét spojivek a astma

PR-5  Thaumatinu podobné proteiny antimykoticka Pru av 2 (tfeSei1), Mal d 2 (jablko), Cap a 1 (paprika), Actd 2 (kiwi) a Mus a 4
(banan) — oralni alergicky syndrom

PR-6  Proteinasovy inhibitor I z rajcete proteinasovy inhibitor -

PR-7  Endoproteinasa P z rajcete endoproteinasa -

PR-8  Chitinasa z okurky chitinasa III Hevamin (latex) — kontaktni dermatitida
Zizm 1 (cicimek ¢insky) — oralni alergicky syndrom
Cofa | (kava) - podrazdéni o¢i a dychacich cest

PR-9  Peroxidasa vytvaiejici lignin z tabaku peroxidasa -

PR-10  PR-1 z petrzele, Betv 1, Mald 1, podobna ribonuklease ~ Bet v 1 (pyl z biizy) — alergicka ryma a astma

ApiglaDauc! Pru av 1 (tfesen), Mal d 1 (jablko), Apig I (celer) a Dau c 1 (mrkev) —

oralni alergicky syndrom
Gly m 4 (s6ja), Vig r 1 (fazole), Cor a | (liskovy ofisek) a Cas s 1 (kastan) —
oralni alergicky syndrom

PR-11  Chitinasa typu V z tabaku chitinasa -

PR-12  Rs-AFP3 z fedkve defensin -

PR-13  THI2.1 z Arabidopsis thionin -

PR-14  Proteiny pienasejici lipidy shlukovani fosfolipidi ~ Parj 1 (plevel) — ryma a astma

a mastnych kyseliny Pru p 3 (broskev), Mal d 3 (jablko), Pru av 3 (tfeSeil), Pru ar 3 (meruiika),

Cor a 8 (liskovy ofisek) a Zea m 14 (kukufice) — oralni alergicky syndrom

PR-15  0OxOa z jemene oxalat oxidasa -

PR-16  OxOLP z je¢mene podobnas oxalat oxidase -

PR-17  PRp27 z tabaku nezndma -




2.3 Antimikrobialni peptidy

V ramci své obranné reakce rostliny produkuji velké mnozstvi toxickych molekul,
veetné skupiny antimikrobidlnich peptidd, které zabiji patogeny interakci s fosfolipidy
a permeabilizaci membrany. Druhd skupina zahrnuje peptidy penetrujici bunky (cell-
penetrating peptides), které jsou schopny zavadét do buiky celou fadu sloucenin,
a to bez ucasti specifickych receptorti, pouze za pomoci interakce s membranovymi
fosfolipidy. Tyto dva druhy peptidl jsou aktivni proti riznym typiim mikroorganismi
a predstavuji jednu ze soucasti nespecifického obranného systému (Eudes a Chugh,
2008; Rivas et al., 2010; Barbosa Pelegrini et al., 2011).

VétSina piirodnich antimikrobidlnich peptidtt mé délku 10-50 aminokyselin, velikost
od 2 do 9 kDa, kladny naboj a obsahuje velké mnozstvi hydrofobnich aminokyselin.
Antimikrobialni peptidy jsou kédovany geny, které jsou bud’ konstitutivné exprimované
nebo indukované po interakci rostliny s mikroorganismy a jejich metabolity,
nebo bunécnymi slouceninami jako jsou butyrat nebo vitaminy (Schauber ef al., 2006;
Lai a Gallo, 2009). Tyto peptidy jsou rozdéleny do odlisnych rodin hlavné podle
aminokyselinové sekvence a poctu cysteinovych zbytkl. Na zakladé¢ néboje
se rostlinné antimikrobialni peptidy déli na kationické a anionické (Lay a Anderson,
2005; Barbosa Pelegrini et al., 2011).

Obranné peptidy spolu s antimikrobidlnimi peptidy predstavuji zékladni slozku
vrozené rostlinné imunity a vyskytuji se u vSech popsanych kvetoucich rostlin.
Cetné vyzkumné prace vénované antimikrobialnim proteinim a peptidim
z nahosemennych rostlin prokazaly tzv. evolu¢ni posloupnost téchto obrannych molekul
(Cheng a Cheng, 2015; Shah et al., 2016).

I kdyzZ je znamo, Ze antimikrobialni peptidy obsahuji pozitivné nabité a hydrofobni
aminokyselinové zbytky, korelace peptidové sekvence s biologickou aktivitou nebyla
dlouho objasnéna. Teprve poznani, ze kratké syntetické antimikrobidlni peptidy
vyzaduji rovnomérné rozdéleni kladnych nabojii (aminokyseliny R a K) a hydrofobicity
(aminokyseliny I, V, F, Y, W) umoznilo sestaveni predik¢niho modelu s témét 98%
usp&Snosti (Mikut et al., 2016). Nedavny pokrok v této oblasti umoznil i de novo
navrhovani  analog  antimikrobidlnich  peptidd.  Vyroba  téchto  analog

muze byt méné ndkladnd a soucasné tato analoga nemusi tak snadno podléhat



biologické inaktivaci nebo degradaci jako pfirozen¢ se vyskytujici peptidy

(Beckloff et al., 2007; Laursen et al., 2015).
2.3.1 Obecné mechanismy tGcinki antimikrobidlnich peptidi

Souhrnny ptfehled mechanismu ucinkd antimikrobidlnich peptidi je zobrazen na Obr. 1.
Jedna se o rizné typy/modely permeabilizace membrany (A-D) a dal§i znamé
mechanismy (E-I):

A) kobercovy model

B) prstencovy model

C) model sudové skruze

D) agregaéni model

E) inhibice syntézy DNA bez destabilizace membrany (napf. antimikrobialni peptidy
buforin II, pleurocidin a dermaseptin)

F) snizeni rychlosti syntézy makromolekul (DNA/RNA/proteint), interakce Ca®*
s calmodulinem (napf. indolicidin a PR-39)

G) plsobeni na jiné intracelularni procesy, naptiklad skladani proteind

H) inhibice enzymi podilejicich se na modifikaci aminoglykosidi

I) lantibiotika jako je napf. nisin a mersacidin se mohou vazat na lipid II,

ktery je nezbytny pro syntézu peptidoglykanu, a tim inhibovat jeho transglykosylaci

Jednotlivé mechanismy plisobeni a typy interakei jsou dale diskutovany.
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Obrazek 1: Mechanismus ucinku antimikrobialnich peptidii (prevzato z Jenssen et al., 2006)



2.3.1.1 Prichod pres vnéjsi membranu gramnegativni baktérie

Kationicky naboj peptidi vede k nékolikanasobné zvysené akumulaci blizko negativné
nabitych povrchit vné€j$i membrany gramnegativni nebo bunécné stény grampozitivni
bakterie, které predstavuji velice odliSné povrchy. Bunéfna sténa grampozitivnich
baktérii je tvofena porézni 40-80nm siti, kterou antimikrobidlni peptidy
lehce prostupuji (Malanovic a Lohner, 2016).

Naproti tomu, u gramnegativnich baktérii mohou nékteré antimikrobialni peptidy
rychle prochdzet ptes vnéjsi membranu mechanismem vymeény naboje, kdy kationické
peptidy soutézi s Ca* a Mg®" ionty vazanymi na lipopolysacharid. Tento mechanismus
je ptipadné posilen vazbou na vnéj§i membranové proteiny (hypotéza self-promoted
uptake). Peptidy pak maji pfistup k bunééné sténé gramnegativnich baktérii,

jakoz 1 k bunééné membran¢ a intraceluldrnim cilim (Anunthawan et al., 2015).

2.3.1.2 Pusobeni na bakterialni bunéénou sténu

Nedavné experimenty s pouzitim fluorescenéné znacenych prob odhalily,
ze antimikrobialni peptidy nejsou distribuovany po celém povrchu buiky,
ale jejich lokalizace je spiSe omezena na mista spojend s bunécnym délenim, prestavbou
bunééné stény nebo jejich sekreci (Rashid et al., 2016; Choi et al, 2016).
Tim mohou zasahovat do téchto procesti, nebo zpusobit bakteridlni lyzi.
Napriklad antimikrobidlni peptid GL13K, ktery byl kovalentné¢ imobilizovan
na povrchu titanu, zptsobuje poskozeni bunécné stény, které piipomina autolyzu
u grampozitivni baktérie Streptococcus gordonii vyskytujici se v dutiné ustni (Chen
etal., 2014). Ackoli kratké imobilizované peptidy pravdépodobné neproniknou
pfes bunéénou membranu, ani neprochdzi do buiky, ale umoznuji studovat interakce,
ke kterym dochazi na povrchu buiky. Jak bylo zjisténo, pfedevSim zaporné nabité
sloZzky bunééné stény (vcetné kyseliny teichoové a kyseliny lipoteichoové) predstavuji

vhodné cile pro plisobeni antimikrobialnich peptidii (Jenssen et al., 2006).



2.3.1.3 Pusobeni na bakterialni bunéénou membranu

Jakmile antimikrobialni peptidy proniknou pies vné&jSi bariéru (vnéj§i membranu
a bunéCnou sténu) mize nasledovat interakce s plazmatickou membranou nebo cili
uvniti bunky (Koprivnjak a Peschel, 2011; Malanovic a Lohner, 2016). V sekvenci
kationickych antimikrobidlnich peptidi se obvykle vyskytuje strukturni korelace
mezi pozitivné nabitymi a hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky, které jim dovoli
zaujmout amfipatickou konformaci. Ta zajisti zvySenou interakci se zdporné nabitymi
povrchy, nebo dochdzi k vmezefeni do bakteridlni membrany. VysSi zéaporny
transmembranovy potencial uvniti baktérie tyto elektrostatické interakce dale zesiluje.
Na rozdil od bakteridlnich membrén je vnéjsi vrstva eukaryotickych membran tvofena
amfoternimi lipidy, coz castecné vysvétluje selektivitu antimikrobidlnich peptida
k prokaryotickym bunkam (Wakabayashi et al., 2017).

S interakci antimikrobidlnich peptidi s membranou jsou typicky spojené
Ctyti modely, a to prstencovy, kobercovy, agregacni a model sudové skruze viz. Obr. 2.
Kazdy z téchto modelii oznacuje jiny typ meziproduktu, ktery muze vést k jednomu
ze Ctyf typu udalosti — vytvofeni piechodného kandlu, micelarizaci, rozpusténi
membrany, nebo translokace pfes membranu. Ve vysledku mlze peptid
bud permeabilizovat membranu, nebo pfes ni prochazet do cytoplazmy
bez jejiho vyznamného naruseni. Plsobeni antimikrobialnich peptidi tedy mulze byt
obecné kategorizovano jako membranové nebo nemembranové. VéEtSina kationickych
antimikrobialnich peptidfi, které byly dosud studované, byla charakterizovana
jako permeabilizujicich membranu. Je tieba ale poznamenat, ze prakticky kazdy
kationicky amfifilni peptid zpisobi poruSeni membrany v modelovém systému,
pokud je pouZita dostatecné vysoka koncentrace (Zhang et al., 2001; Patrzykat et al.,
2002).



(2) Model sudové skruze (b) Prstencovy model

Obrazek 2: Mechanismy interakce antimikrobialnich peptidii s membranou
(prevzato z Kumar et al. 2018)

Nékolik riznych modelt vysvétluje, jak po prvotnim navazani antimikrobidlnich
peptidi  dojde k priniku do bakteridlni membrany a nasledné tvorbé
transmembranovych pord, které zplisobi permeabilizaci membrany. Amfipaticka povaha
antimikrobialnich peptidii pfedstavuje klicovou vlastnost pro tento proces,
protoze hydrofobni oblasti jsou nezbytné pro piimou interakci s lipidovymi slozkami
bakterialni membrany. Hydrofobni oblasti pak bud’ interaguji s fosfolipidovymi zbytky,
nebo jsou otoCeny do lumenu poru. Obecné lze fici, Ze tyto modely mohou vysvétlit
tvorbu porG antimikrobidlnimi peptidy s helikdlni strukturou, nicméné¢ mechanismy
vyuzivané¢ peptidy se strukturou beta sklddaného listu, jako jsou defensiny,

nebyly tak dobte prostudovany (Jenssen et al., 2006).

10



2.3.1.4 Intracelularni cile

Stale vice studii poukazuje na to, ze krom¢ interakce s bunécnou sténou nebo bunéénou
membranou mohou antimikrobidlni peptidy plsobit intracelularné napt. inhibovat
skladani proteinti, aktivitu nékterych enzymi, nebo plsobit na mitochondrie, syntézu
proteinli a DNA/RNA) (Scocchi et al., 2015). Nedavna analyza proteomu identifikovala
celou ftadu potencidlnich intracelularnich proteinovych cili pro jednotlivé
antimikrobialni peptidy. Schopnost jednotlivych peptidi interagovat s vice cili,
nebo schopnost vice peptidii interagovat s jednim cilem proto milze omezit vznik

bakterialni rezistence (Zhou et al., 2015).
2.3.2 Bakterialni rezistence

Prestoze se predpokladalo, Ze antimikrobidlni peptidy nebudou iniciovat bakteridlni
rezistenci, diky své specifické interakci s bakteridlni bunécnou sténou, pilisobeni
na specifické proteinové cile pfece jen otevira moznost genetickych mutaci a nasledny
vznik bakteridlni rezistence. Je znamo, ze baktérie, které osidluji hostitelsky organismus
a nekteré patogenni baktérie maji schopnost koexistovat nebo ptekonat antimikrobialni
peptidy  hostitelského organismu. Ne&které obranné bakteridlni mechanismy
mohou také branit pted 1é¢bou antimikrobialnimi peptidy (Koprivnjak a Peschel, 2011).
Mezi tyto mechanismy patii proteolytické Stépeni antimikrobidlnich peptida,
modifikace povrchového ndboje, aktivni transport a zachyceni pomoci povrchovych

proteint a polysacharidi.

2.3.2.1 Proteolytické Stépeni antimikrobialnich peptidi

Proteolytické Stépeni muze byt snadno provedeno mnoha proteasami, které baktérie
sekretuji. Nahrazeni nékterych nebo vSech aminokyselin antimikrobidlniho peptidu
D-aminokyselinami bylo pouZito pro zvySeni odolnosti vici proteolytické degradaci
(De La Fuente-Nufiez et al., 2015). D-aminokyseliny se obvykle povazuji za zrcadlové
obrazy L-enantiomert. Tento pfedpoklad je vSak v rozporu s nedavnymi simulacemi
pentapeptidl, které odhalily, ze isoleucin a tyrosin, které obsahuji chirdlni uhlik
na postrannim fetézci, mohou mit nckolik konformaci v zavislosti na tom,
zda je postranni fetézec ve stejné D-, nebo L- form¢ jako aminokyselina

(Towse et al., 2014).
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2.3.2.2 Modifikace povrchového naboje

Kationické antimikrobialni peptidy jsou pfitahovany k zdporné nabité vnéj$i membrané
nebo bakterialni membrané. Ty, ale mohou snizit povrchovy néboj a zvysit hustotu
pro omezeni adheze peptidi. Bylo prokazano, ze v ptipad¢ grampozitivnich baktérii
lze D-alanylaci postrannich zbytkli  kyseliny teichoové a lipoteichoove,
které se nachazi na povrchu bunécné stény, snizit celkovy zdporny néboj a poskytnout
tak relativni ochranu vic¢i antimikrobidlnim peptidim (Koprivnjak a Peschel, 2011;
Simanski et al, 2013; Malanovic a Lohner, 2016). Gramnegativni baktérie
mohou obdobn¢ regulovat celkovy naboj na svém povrchu modifikaci
lipopolysacharidii, které jsou soucasti vnéjSi membrany, a to snizenou fosforylaci,

substituci sacharidu, nebo navazanim dal$i molekuly lipidu (Jain a Darveau, 2010).

2.3.2.3 Aktivni transport

Antimikrobidlni peptidy, které ptisobi intracelularn€é, jsou nachylné k aktivnimu
transportu, ktery je podobny transportu, jenz zplsobuje bakteridlni rezistenci
u tradicnich antibiotik (Koprivnjak a Peschel, 2011; Cole a Nizet, 2016). Imobilizované
antimikrobialni peptidy, lze vyuzit pro studium povrchové aktivnich peptidd,
které nepodléhaji aktivnimu transportu pomoci pump (Chen etal, 2014).
To umoznuje navrhnout antimikrobidlni peptidy odolné viici bakteridlnimu effluxu,
kdy jsou studované peptidy imobilizoviny na nanocasticich/mikroc¢asticich

(Reinhardt a Neundorf, 2016).

2.3.2.4 Zachyceni pomoci povrchovych proteinii a polysacharidi

Baktérie typicky obklopuje biofilm, ktery se skladd z polysacharida
a omezuje tak pfistup antimikrobidlnich peptidii na bunécny povrch. Tento polymerni
biofilm mlze zplsobit elektrostatické odpuzovani kationickych  peptidi
a tim jim zabranit interakci s baktériemi. Protoze biofilmy je obtizné odstranit jakmile
jsou baktérii vytvoreny, zamétily se nedavné studie na peptidy specificky navrzené tak,
aby zabranily tvorbé biofilmu nebo eliminovaly stavajici biofilm. Tyto peptidy
specificky narusuji bunéné mechanismy vyuzivané baktériemi pro tvorbu biofilmu,
a tak napomahaji snizit bakteridlni rezistenci (Daep ef al., 2010; De La Fuente-Nufiez

etal.,2016).
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2.4 Rostlinné antimikrobialni peptidy

Antimikrobidlni peptidy se vyskytuji v riznych formach, ackoliv vétSina z nich
jsou linearni peptidy z hmyzu, zivocichti a rostlin. Nicméné, nékteré baktérie produkuji
polycyklické peptidy jako jsou antibiotika a nékteré cyklické peptidy
mohou byt také produkovany jak baktériemi (bakteriociny), tak i rostlinami (cyklotidy)
a zivoCichy (theta-defensiny). VétSina rostlinnych antimikrobidlnich peptidii je bohata
na cystein coz umoziuje tvorbu vice disulfidovych vazeb (obvykle dvou az Sesti),
které prispivaji ke kompaktni struktufe a odolnosti vii¢i chemické a proteolytické
degradaci (Tam et al., 2015).

Rostlinné  antimikrobialni  peptidy sdili nékolik  spolecnych  vlastnosti
s antimikrobidlnimi peptidy z mikroorganismi, hmyzu a Zivocichti. Mezi tyto vlastnosti
patii prostorova struktura, kladny néboj a amfipaticka povaha. VSechny tyto vlastnosti
jsou spojeny s jejich obrannou roli u rostlin a vS§echny, mimo vysokého vyskytu cysteinu
v aminokyselinové sekvenci, ptfedstavuji kli¢ové vlastnosti dvou rostlinnych rodin
antimikrobialnich peptida - thionina a rostlinnych defensinti. Ostatni rodiny rostlinnych
antimikrobialnich  peptidi  pltisobi na patogeny odliSnym  mechanismem
(Tam et al., 2015).

Klasifikace rostlinnych rodin antimikrobidlnich peptidi je do zna¢né miry zalozena
na jejich cysteinovych motivech, které predstavuji charakteristicky vzorec
s definovanym poctem zbytkli aminokyselin, mimo cysteinu, mezi dvéma sousednimi
cysteiny. V souCasné dob¢é pocet zndmych rostlinnych antimikrobialnich peptida
jiz ptesahuje tisic a je ptredpoklad, Ze se toto ¢islo bude v budoucnu zvysovat. Sekvencéni
analyza a genomicky data mining za pouZiti cysteinovych motivii odhalily, Ze pocet
novych peptidii bohatych na cystein (oznacovanych jako CRP/cystein rich peptides)
s charakteristikou antimikrobidlnich peptidi se miize dale zvySovat (Silverstein et al.,
2007).

V modelovych rostlinach jako je ryze nebo Arabidopsis mohou CRP piedstavovat
az 3 % z celkovych exprimovanych proteini. Podobné jako Zivocisné antimikrobidlni
peptidy, jsou antimikrobidlni peptidy v rostlindch exprimovany bud’ konstitutivné,
nebo indukované a velice Casto tkanoveé specificky. Rostlinné antimikrobidlni peptidy

se navic mohou vyvijet s velmi variabilnimi sekvencemi. Tim vznikne rodina,
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ktera je v mensi mife analogicka s molekuldrni rozmanitosti podobnd imunitnimu
systému na bazi imunoglobulinu u obratlovct (Tam et al., 2015).

Rostlinné antimikrobialni peptidy se déli do rodin na =zakladé podobnosti
aminokyselinové sekvence, cysteinovych motivii a vyraznych vzorct disulfidovych
vazeb, které urCuji jejich tercidrni strukturu. Na zaklad¢ téchto kritérii se rostlinné
antimikrobialni peptidy déli na thioniny, defensiny, heveinu podobné peptidy,
knottinové peptidy, linearni a cyklické, proteiny pienasejici lipidy, a- vlasenky, snakiny,

a dalsi nezatazené peptidy bohaté na cystein (Tam et al., 2015).
2.4.1 Thioniny

a- a B- thioniny predstavuji jednu z rodin rostlinnych antimikrobidlnich peptidd,
jedné se o kationické peptidy, o velikosti 45-48 aminokyselin, se tfemi nebo Ctyifmi
disulfidovymi vazbami (Garcia-Olmedo et al, 1998). Z pocitku byly znamé
jako rostlinné toxiny, a to kvili své toxicité vici baktériim, houbam, rostlinnym
a zivo¢isSnym buiikam, jakoz i k larvam hmyzu (Kramer et al., 1979; Evans et al., 1989;
Ebrahim-Nesbat ef al., 1989). Prvni z rodiny thioninli o-purothionin byl izolovan
z endospermu pSenice (Fernandez de Caleya et al., 1972).

Thioniny byly identifikovdny u jednodéloznych 1 dvoudéloznych rostlin
a jsou exprimovany v ruznych tkanich jako jsou semena, listy a kofen. Exprese thioninti
miZze byt indukovéana infekci riznymi mikroorganismy a bylo prok4zano, Ze souvisi
s uvoliovanim hormonu methyljasmonatu po poranéni rostliny nebo infekci (Andresen
et al., 1992; Epple et al., 1995; Penninckx et al., 1996). Thioniny jsou hydrofobni
povahy a pravdépodobné vyvolavaji toxicitu prostfednictvim membranovych interakci
svymi  hydrofobnimi  zbytky nebo pomoci kladn¢ nabit¢tho povrchu.
Navrhovany mechanismus toxicity je pfipisovan lyzi bunéénych membran a je stale
predmétem dalSiho vyzkumu (Florack a Stiekema, 1994; Hughes et al., 2000).
Stec a kolektiv navrhli strukturni model interakce thioninu s fosfolipidem,
kterd vysvétluje solubilizaci a 1yzi bunénych membran (Stec et al., 2004).
Je ale také znamo, ze thioniny pfimo interaguji s membranovymi lipidy a vytvareji

v nich kanélky (Richard et al., 2005).
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2.4.2 Rostlinné defensiny

Rostlinné defensiny jsou nejzndméjsi a nejvice zastoupenou skupinou antimikrobidlnich
peptidi. Jsou to kationické peptidy s velikosti 45-54 aminokyselin a obsahuji
Ctyti az pét disulfidovych vazeb (Pelegrini a Franco, 2005). Rostlinné defensiny
maji rizné biologické funkce, mezi néZ patii antimykoticka, antibakteridlni
a také inhibice a- amylasy a trypsinu. Krom¢ antibakteridlnich ucinkii se defensiny
podili také na odpovédi na bioticky stres v pribc¢hu rdstu a vyvoje rostlin
(Gao et al., 2000; Fujimura et al., 2003). Do této rodiny patii vice nez 100 proteini
z riznych rostlin v€etné pSenice, jeCmene, tabdku, fedkvicky, hoiCice, Arabidopsis,
bramboru, so6ji, Spenatu atd. (Padovan et al., 2010). Defensiny byly identifikovany
v celé fad¢ rostlinnych organii - hlizach, listech, luscich a kvétech, pficemz vétSina
byla identifikovana v semenech a kofenech (Sharma a Lonneborg, 1996).

Mechanismus pusobeni defensinli je spojen s jejich strukturou, kladnym ndbojem
a amfipatickou povahou. Rostlinné defensiny se mohou navazat na mikrobidlni
membranu  prostiednictvim interakci se specifickym mistem (,,receptorem®)
jako napt. defensin Rs-AFP2, Dm-AMP1 (Thevissen et al., 2000; Thevissen ef al.,
2004; Lay a Anderson, 2005). Jejich vazba vede k ptitoku nebo odtoku kladné¢ nabitych
iontd, jako jsou Ca*" a K™ (Thevissen et al., 1996; Thevissen et al., 1999). Také defensin
NaD1 nezplisobuje permeablizaci prostfednictvim nespecifické inzerce do membran,
ale pravdépodobn¢ interaguje s bunécnou sténou pres specificky receptor (Van Der

Weerden et al., 2010).
2.4.3 Heveinu podobné peptidy

Jednd se o zaporn¢ nabit¢é peptidy o velikosti 29-45 aminokyselin
se tfemi az péti disulfidovymi vazbami. Aminokyselinové sekvence je bohatd na glycin
a obsahuje konzervované aromatické zbytky, které se nachazi v heveinové doméné
lektinti. Heveinové domény se vazi na chitin, ktery pfedstavuje jejich primarni cil
(Beintema, 1994; Jiménez-Barbero et al., 2006; Kini et al., 2015). Hevein, ktery byl
poprvé identifikovan jako nejhojnéji vyskytujici se protein v latexu kaucukovniku
brazilského (Hevea brasiliensis), vykazuje silnou antimykotickou aktivitu in vitro
(Archer, 1960; Van Parijs et al., 1991). Hevein a jemu podobné peptidy inhibuji rast

hub, které obsahuji chitin a chrdni tak rostliny pfed napadenim celé fady
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houbovych patogenti (Beintema, 1994; Gidrol et al., 1994). Jako doména vdazajici
se na chitin se heveinova doména také nachazi v nékolika rostlinnych lektinech,
prirodnich analozich heveinu (pseudohevein, aglutinin z pSeni¢nych klicki) a dalSich
antimikrobialnich peptidech (Peumans a Van Damme, 1998; Asensio et al., 2000).
Hevein, ktery obsahuje doménu schopnou vézat se na chitin, pfedstavuje vynikajici
model pro studie interakci peptidi se sacharidy. Tyto interakce jsou pravdépodobné
zprostiedkované vodikovymi vazbami a van der Waalsovymi silami, kdy dochazi
k interakci mezi hydrofobnimi C-H skupinami sacharidii s elektronovymi systémy
aromatickych aminokyselin heveinu (Trp21, Trp23 a Tyr30). Pravé aromatické
aminokyseliny hraji kli€ovou roli ve vazbé na chitin, coZ bylo pozorovano

jejich mutagenezi (Muraki, 2005; Chavez et al., 2005).
2.4.4 Knottinové peptidy

Knottiny patii do skupiny rostlinnych antimikrobialnich peptidd, které maji velikost
okolo 30 aminokyselin. Radi se mezi né& inhibitory o-amylasy, trypsinu,
karboxypeptidas a cyklotidi. Obecné patii mezi nejmensi antimikrobidlni peptidy
bohat¢ na cystein a maji Siroké spektrum funkci. Typicky obsahuji 6 cysteint
s konzervovanymi disulfidovymi vazbami (Cysl-Cys4, Cys2-Cys5 a Cys3-Cys6),
které tvofi cysteinovy uzel, ale cysteinové motivy se liSi mezi riznymi podtiidami.
Defensiny i1 heveiny také obsahuji motiv cysteinovych uzld, ale li§i se v rozestupech
mezi cysteiny. Pro tuto rodinu je typicka velmi Sirokd Skala bioaktivnich ucinkd,
vykazuji napt. funkce podobné hormoniim, inhibuji rizné enzymy, maji cytotoxickou,
antimikrobialni a insekticidni aktivitu (Pallaghy ez al., 1994).

Knottinové peptidy byly objeveny jako inhibitory proteas, které mély spolecné
cysteinové uzly, podle kterych byly pojmenovany (Rees a Lipscomb, 1982). Jako rodina
predstavuji nejveétsi skupinu rostlinnych peptidt, které jsou spojeny s antimikrobidlni
aktivitou. Pfekonavaji defensiny jak v poctu forem, tak i sekvencni rozmanitosti.
Obecné jsou knottinové peptidy s funkci lyze membran amfipatické povahy,
stejné¢ jako ostatni antimikrobialni peptidy, coz predstavuje nezbytnou vlastnost
pro membranovou interakci. Naproti tomu u silné¢ kationickych peptidi

jako mnapf. rostlinnych defensini a thioninti velice pravdépodobné nedochazi
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k silné elektrostatické interakci s membranami, protoze se bézné vyskytuji

pti fyziologickém pH jako neutralni nebo jen slabé€ nabité (Henriques a Craik, 2010).
2.4.5 a-vlasenky

Rodina o-vlasenek se skladd z rostlinnych obrannych peptidi bohatych na lysin
a arginin. Pro oa-vlasenky je typicky motiv ClXXXC2-(X),-C3XXXC4,
ktery se vyskytuje v jejich primarni sekvenci. Sekundarni struktura ptfedstavuje motivy
helix-oto¢ka-helix nebo al-otocka-a2, které maji oba alfa helixy orientované
antiparalelné a jsou navic stabilizovany dvéma disulfidovymi vazbami v terciarni
struktufe. Tato struktura alfa vlasenek je wvelice neobvyklda u rostlinnych
antimikrobialnich peptidi a strukturné se odliSuje od thionind, defensint a knottind.
Dosud bylo objeveno pouze omezené mnoZzstvi antimikrobidlnich peptidii z rodiny
a-vlasenek jako napt. MBP-1, peptidy MiAMP2, Ec-AMP1, VhT1, BWI-2c a peptidy
Tk-AMP-X (Tam et al., 2015).

MBP-1 je 33 aminokyselin velky peptid, ktery byl izolovan z kukufi¢nych jader
a inhibuje kli¢eni spor a prodluzovani hyf u n¢kolika patogennich hub a baktérii in vitro
(Duvick etal, 1992). PeptidyMiAMP2 byly izolovany z jader ofechil
Macadamia integrifolia a inhibuji r1izné rostlinné patogenni houby in vitro

(Utkina et al., 2013).
2.4.6 Proteiny prenasejici lipidy

Rostlinné proteiny pienasejici lipidy (LTP - lipid transfer proteins) spolu se snakiny
predstavuji dvé rodiny antimikrobidlnich peptidi bohatych na cystein s molekulovou
hmotnosti nad 7 kDa. LTP jsou kationické peptidy o velikosti pfiblizné
70-90 aminokyselin s osmi cysteiny. Od ostatnich peptida této skupiny se lisi svou
aktivitou, kterd spociva v prenosu Sirokého spektra lipidi, a to véetné mastnych kyselin
(C10-C14), fosfolipidi, prostaglandinu B a acyl-CoA. LTP mohou inhibovat riist plisni
nekterych bakteridlnich patogent a jsou zapojeny do ochranného mechanismu rostlin

(Kader, 1996; Carvalho a Gomes, 2007; Sels et al., 2008).
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Z pocatku se védci domnivali, ze LTP usnadiiuji ptenos lipidii mezi membranami
vezikul nebo organel invivo (Kader, 1975; Kader et al, 1984). Pozd&jsi objevy
vsak ukazaly, ze LTP jsou extracelularni proteiny nachazejici se na povrchu bunécéné
stény, coz déla z intracelularniho pfenosu lipidi nepravdépodobny mechanismus
(Thoma et al., 1993; Pyee et al., 1994). LTP proteiny tak zplisobuji spiSe permeabilizaci
membrany v patogenech a nikoli v hostitelskych bunikach (Cammue ef al, 1995;
Regente etal.,, 2005). I kdyz studie struktury téchto proteinit zjistily, ze LTP
mohou uzavfit lipidové molekuly do své hydrofobni dutiny, detailni mechanismus
antimikrobialni  aktivity, kterd je  zprostfedkovana  transportem  lipidd,

zustava zatim neobjasnén (Yeats a Rose, 2008).
2.4.7 Snakiny

Snakin-1 (63 aa) a snakin-2 (66 aa) jsou proteiny s 12 cysteiny, které byly izolovany
z hliz brambor (Solanum tuberosum). Bylo zjisténo, Ze jsou uc¢inné proti houbovym
a bakterialnim patogeniim pfi koncentraci 1-20 uM. Snakiny indukuji agregaci
jak grampozitivnich, tak gramnegativnich baktérii a proto patii mezi konstitutivni

i indukovatelné mechanismy ochrany rostlin (Porto a Franco, 2013).
2.5 Priprava transgennich rostlin

Pochopeni pfirozenych imunitnich reakci rostlin v kontextu genetického inZenyrstvi
pfedstavuje uzite¢ny pfistup pro vyvoj novych odrid plodin se zvySenou odolnosti
vici Sskiidciim a patogeniim, jakoZ i novych 1é€iv, kterd jsou produkovéana rostlinami
(Jenssen et al., 2006). To vytvaii nové moznosti pro kvantitativni a kvalitativni zvySeni
zemedelské produkce a zlepSeni zdravi populace (Hancock a Sahl, 2006).
Pouzitim vyhled4vacich strategii zaloZzenych na modelech sekvencnich motiv
pro rizné rostlinné peptidy bylo identifikovano pfiblizn€ 13 000 rostlinnych gend,
které koduji peptidy se spoleCnymi rysy v genomech jednodéloznych a dvoudéloznych
rostlin. Mezi identifikované geny patii vySe popsané rostlinné antimikrobidlni peptidy,
které predstavuji az 3% celkovych genii kazdého rostlinného druhu
(Silverstein et al., 2007).

Antimikrobialni peptidy jsou diky Sirokému spektru antimikrobialni aktivity a nizké
toxicit¢ va¢i savéim buikdm povazovany za novou generaci ucinnych 1éCiv,

ktera dokaze fteSit stale rostouci problém rezistence vuCi antibiotikiim,
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pfipadn¢ tradi¢ni antibiotika nahradit. Pfevaznd vétSina vyzkumi antimikrobialnich
peptidi se zaméfila na aktivitu téchto peptidi vuci rezistentnim kmeniim patogenti.
Data, ktera byla ziskana pfti téchto studiich vyvolala velky zajem po rozsifeni aplikace
antimikrobialnich peptidi do oblasti imunizace rostlin a vytvofeni novych odolnych
transgennich rostlin (Yevtushenko a Misra, 2012).

Rekombinantni exprese antimikrobidlnich peptidd v baktériich a kvasinkach
je spojena s mnoha omezenimi, mezi néz patii inhibice rlstu hostitele, nestabilita
a neschopnost provést spravné posttranslaéni modifikace (Chahardoli ef al., 2018).
Pouziti faznich proteini do jist¢ miry predstavuje fteSeni téchto problému
a vyvolalo v poslednim desetileti velky zdjem ve vyzkumu. Transgeny jsou vloZeny
do genomu organismu pomoci molekularnich technik — napf. transformace pomoci
Agrobacterium tumefaciens.  Transgenni rostliny jsou nasledné¢ analyzovany
na rezistenci vici zkoumanému patogennimu organismu (Yevtushenko a Misra, 2012).
Pouziti vysSich rostlin je vyhodnéjsi z diivodu nizsich ndkladd na produkci, snadnéjsi
manipulaci a rychlejsi rozsiteni, tzv. ,,scale-up* produkce (Yevtushenko a Misra, 2012;
Chahardoli et al., 2018).

Rostlina tabaku (Nicotiana tabacum) je nejvice pouzivand pro transientni expresi
proteint. Dilezitou vyhodu predstavuje velké mnozstvi biomasy,
ktera muze byt rychle vyprodukovana relativné jednoduchou metodou transformace
(Yevtushenko a Misra, 2012). Dalsi expresni systémy zahrnuji zeleninu (brambory,
rajcata, zeli), ovoce (napf. citrusové plody, bandny) a obiloviny (napf. pSenice, ryze,
je¢men) (Sinha a Shukla, 2018).

Antimikrobidlni peptidy, které byly exprimovany v transgennich rostlinach,
vykazovaly vysokou antimikrobidlni aktivitu a byla dale zkoumana jejich schopnost
napomahat rostliné odolavat viuc¢i bakterialnim a houbovym chorobam. Piehled
je zobrazen v Tab. 2.

Transgenni exprese rostlinného defensinového genu z Jatropha curcas (JcDef)
zvySila rezistenci tabaku va¢i Rhizoctonia solani (Wang et al., 2017). Podobné
overexprese antimikrobidlniho proteinu PscAFP v transgennim tabaku vyrazné zvysila
odolnost  této rostliny vG¢i chorobam, vcetné¢ Uplné tolerance  VvUCi
Ralstonia solanacearum a Alternaria alternata u nékterych transgennich linii

(Luo et al., 2017).
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Tabulka 2: Prehled antimikrobialnich peptidii exprimovanych v rostlinach (prevzato z Sinha a Shukla 2019)

Antimikrobialni peptid

Piavod

Transgenni expresni systém

Funkce transgenni linie, nebo antimikrobialniho peptidu

Defensin z kvéta

Snakin-2 (SN2)
Lactoferricin B

PmAMP1

katelicidin (hCAP18/LL-37)
Antimikrobialni peptid SN1
Thanatin(S)

SP1-1

Protegrin 1 (PG-1)
Cecropin A

antimikrobialni peptid z pro-SmAMP2 genu
D2A21

Lfchimera

LL-37

Petunia hybrida

skot

Pinus monticola (borovice)
clovek

Solanum tuberosum (brambor)
Podisus maculiventris (hmyz)
syntéza de-novo

praseci leukocyty

synteticky peptid

ptadinec prostiedni
synteticky peptid

tur domaci

¢lovek

Mussa spp. (banan)

Solanum lycopersicum (rajce)
Nicotiana tabacum (tabak)
Brassica napus (fepka)
Brassica rapa (Sinské zeli)
Triticum aestivum (pSenice)
Arabidopsis thaliana

Nicotiana benthamiana

Nicotiana tabacum s nizkym obsahem alkaloid

Oryza sativa (ryze)

Solanum tuberosum

Carrizo citrange (citrusové ovoce)

Nicotiana tabacum (tabak)

Hordeum vulgare L. (je¢men)

transgenni linie vykazovaly statisticky vyznamnou odolnost vii¢i infekci vlaknité houby Fusarium oxysporum f. sp. cubense
transgenni linie vykazovaly zvySenou toleranci k Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)

transgenni rostliny vykazovaly zvy$enou rezistenci vi¢i bakterialnim a houbovym onemocnénim

Exprese v rostlinach zapficinila zvy$enou ochranu proti Alternata brassicae, Leptosphaeria maculans a Sclerotinia sclerotirum
transgenni rostliny vykazovaly rizny stupei rezistence vici bakterialnim a houbovym patogeniim

transgenni pSenice vykazovala zvySenou rezistenci vii¢i Gaeumannomyces graminis var. tritici

transgenni rostliny ziskaly rezistenci vici fytopatogennim houbam a bakteriim

antimikrobialni aktivita rekombinantné produkovaného SP1-1 byla jen mirné vyssi oproti syntetickému peptidu

inhibice ristu nékolika lidskych bakterialnich a houbovych patogent

transgenni semena s cecropinem A vykazovaly rezistenci viici houbovym a bakterialnim patogentim

antimikrobialni aktivita prokdzana zvySenou rezistenci vici fytopatogenim

transgenni rostliny exprimujici D2A21 vykazovaly statisticky vyznamné zvyseni rezistence viéi infekci bakterii rodu Xanthomonas
extrakt celkovych proteini vykazoval inhibici ristu fytopatogennich bakterii

potvrzena antimikrobidlni aktivita rekombinantniho katelicidinu




U bramboru (Solanum tuberosum) védci zjistili, ze transgenni rostliny exprimujici
msrA3 nejenze vykazuji odolnost vi¢i patogenu Fusarium solani, ale exprese
také zpomalila vyvoj kvétnich pupenii a prodlouzila tak vegetativni fazi této rostliny
(Goyal et al., 2013). Rostliny exprimujici protein msrA3 vykazovaly také odolnost

vuci dalsim houbovym a bakteridlnim patogeniim (Osusky et al., 2004).
2.6 Exprese antimikrobialnich peptidi v rostlinach

Dtlezitou strategii pro zvysSeni odolnosti rostlin vic¢i chorobam je exprese gent
kédujicich antimikrobialni proteiny v rostlinach, které jsou rozpoznavany rostlinnym
obrannym systémem a vyvoldvaji U€innou imunitni odpovéd proti patogennim
mikroorganismiim (zndmé jako elicitory). Ptikladem dobie prostudovaného elicitoru
jsou PAMP, avirulentni efektory, proteiny Hrp (Salomon a Sessa, 2012).

Ziejmou vyhodou pii pouziti antimikrobialnich peptida je jejich in situ produkce
za pouziti molekularni biotechnologie. Overexprese transgenil, které koduji rostlinné
antimikrobialni proteiny, se ukéazaly jako uspéSny pfistup pro ochranu rostlin
pted chorobami zptsobenymi mikroorganismy (Carmona et al., 1993; Molina a Garcia-
Olmedo, 1997; Gao et al, 2000). K dnesnimu dni byla analyzovana struktura
a vlastnosti fady antimikrobialnich peptidd. U vétSiny z nich byl studovan efekt

heterologni exprese na rezistenci rostlin viici bakterialnim a houbovym fytopatogentim.
2.6.1 Vybér vhodného promotoru

Vétsina pokustt o zvySeni odolnosti rostlin konstitutivni expresi gent, souvisejicich
s geny spojenymi s rostlinnou imunitou, méla ale za nasledek negativni ovlivnéni riistu
a vyvoje rostlin, coz se projevilo i1 snizenym vynosem. Tato skuteCnost se da pfipsat
rozsahlému energetickému vycerpani rostliny kviali overexpresi obrannych geni
(Eulgem et al., 1999). Proto je zasadni piisné¢ kontrolovat nacCasovani a lokalizaci
exprese transgenu, aby se snizily Skodlivé vedlejsi ucinky na rst a vynos rostlin.
Pouziti promotort reagujicich na patogen k fizeni exprese transgenu piedstavuje slibnou

strategii pro omezeni nezddoucich ucinkli konstitutivni exprese na rostlinu.
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Je zndmo jen nékolik patogenem indukovanych promotort, které byly pouzity
pro obranu vi¢i bakterialnim a plistovym chorobam (Gurr a Rushton, 2005),
a to 1 pres to, ze exprese pod témito promotory pro zvySeni odolnosti rostlin

vi€i chorobam byla navrZena jiz na pocatku 90. let minulého stoleti (de Wit, 1992).

2.6.1.1 Vlastnosti vhodného promotoru

Vyse popsané problémy s velkou pravdépodobnosti souvisi s mnoha dulezitymi
vlastnostmi, kterymi by mél promotor reagujici na napadeni patogenem disponovat:
(Salomon a Sessa, 2012).
1) rychla indukce exprese po detekci patogenu pro zahdjeni obranného mechanismu
pted rozsifenim patogenu do sousednich tkani a objeveni piiznakt infekce
2) minimalni konstitutivni transkripéni aktivita v nepfitomnosti patogenu,
pro zajisténi exprese pouze béhem napadeni patogenem
3) schopnost reagovat na riizné potencidlni patogeny pro dosazeni rezistence vici
Sirokému spektru patogenti
4) musi byt inertni vi¢i procesim, které jsou aktivovany transgenem,
aby se zabranilo nekontrolovatelnému §ifeni obranné reakce v rostling
5) musi byt inertni vi¢i jinym stresovym podminkdm neZ napadeni patogenem

pro zajisténi specifity biologickych podnéti

Predpoklada se, ze i kdyZz je k dispozici velmi maélo promotorti, které spliuji
tyto pozadavky, studie genové exprese a dal$i genomické ptistupy povedou k odhaleni
vhodnych promotora specificky reagujicich na dany patogen (Salomon a Sessa, 2012).
Alternativou pro omezeni energetickych néklad rostliny pro konstitutivni expresi
transgenu je pouziti promotori, které fidi expresi do specifickych pletiv nebo stadii
zivotniho cyklu rostlin, které jsou vice nachylné na infekci patogenem

(Kovalchuk et al., 2010).
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2.6.1.2 Cilena exprese za pouziti specifickych promotori

Cilenou expresi ve specifickych tkanich je mozné dale kombinovat s indukci exprese
patogenem. Na zikladé¢ rozsdhlych =znalosti mechanismi Sifeni patogenta
v zem&d¢lskych rostlinach by mélo byt v idedlnim piipadé mozné cilit expresi transgenu
pouze na pletiva, kterd ptichazi ptimo do kontaktu s patogenem v pocatecnich stadiich
infekce. Takova strategie by rostliné méla umoznit zastavit Sifeni patogenu
z mista infekce. Zatim ale jind pletiva, ktera nejsou pod piimym utokem patogenu,
funguji dale bez overexprese transgenu, ktera by rostlinu jinak vycerpavala. Dalsi novou
moznosti exprese transgenu je exprese ve specifickém stadiu vyvoje rostliny,
ve kterém je rostlina nejvice nachylna vici infekci patogenem. To by umoznilo rostling
odolavat infekci dokud nevzniknou endogenni bariéry, aniz by bylo nutné energeticky
vycerpavat rostlinu po celou dobu jejiho Zivota (Gurr a Rushton, 2005).

Dtlezitou alternativou k nativnim promotordm jsou syntetické promotory,
které jsou predmétem soucasného vyzkumu. Kombinace riznych regulaci
mohou rostliné poskytovat lepsi kontrolu nad prechodnou expresi transgenu, tkanovou
specifitou a odolnosti vii¢i SirSimu spektru patogena (bakteridlnich nebo houbovych)

(Rushton et al., 2002).

2.6.1.3 Promotory reagujici na patogen

Promotory reagujici na patogen predstavuji uziteCny nastroj pro fizeni exprese
transgend, a to jak lokalizaci, tak 1 Casové. Tyto promotory byly béhem desitek let
charakterizovany a studovano jejich mozné vyuziti pro vyvoj novych kultivart rostlin
odolnych vi¢i chorobam. Mezi nimi je ryzovy promotor genu PBZI, ktery koduje
intracelularni PR protein (Midoh a Iwata, 1996). Protein PBZ1 se ucastni systémovych
reakci, které jsou aktivovany v ryzi, chemickym <¢inidlem probenazolem,
ktery je Siroce pouzivan v zeméd€lstvi pro ochranu rostlin proti houbé
Magnaporthe grisea a bakteridlnimu patogenu Xanthomonas oryzae (Midoh a Iwata,
1996; Kang et al, 2010). Sledovanim akumulace mRNA a PBZI bylo zjisténo,
ze promotor genu PBZI je indukovdn infikovanim rostliny houbou
nebo oSetfeni rGznymi slouceninami, které vyvolavaji systémovou rezistenci,

ale nesouvisi s poranénim rostlinnych tkani (Midoh a Iwata, 1996).
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DalSim dobie charakterizovanym patogenem indukovanym promotorem je Pgstl,
ktery fidi expresi PR genu v Solanium tuberosum. Tento promotor je aktivovan v ranych
stadiich bramborové infekce plisni Phytophora infestans, ale neni aktivni pii reakcich
na abioticky stres (Martini ef al., 1993). Tento promotor byl také charakterizovan
u jabloné, kde se ukdzalo, ze udrzuje schopnost rostliny reagovat na patogen,
1 kdyz vykazuje v rostlin¢ nizké hladiny exprese po infekci houbou Venturia inaequalis
a baktérii Erwinia amylovora (Malnoy et al., 2006).

V nedavné studii byl navrZzen promotor GER4c patfici do genového klastru
kédujiciho germin-like protein jako mozny biotechnologicky ndstroj pro navrzeni
specificky lokalizovanych, patogenem regulovanych rezistenci v transgennich
obilovinach. Tento promotor zprostiedkovava expresi v epidermalnich pletivech

a je aktivovan né€kolika riznymi patogeny v je¢meni (Himmelbach et al., 2010).

2.6.1.4 Dalsi vhodné promotory

Mezi dal$i organové specifické a stresem indukované promotory patii defensinové
proteiny z ryze a pSenice. Jejich specificka prostorova a Casovd indukce exprese
ve vyvijejicich zrnech a kli¢icich semenech z téchto promotorti déld vhodné kandidaty

pro cilenou expresi transgenil v obilninach (Kovalchuk et al., 2010).
2.6.2 Problémy pri expresi antimikrobialnich peptidi v rostlinach

Jednim z probléml pifi transgenni expresi peptidd je jich nizka stabilita,
kterd je zplsobena pifedevSim jejich malou velikosti a nachylnosti k proteolytické
degradaci. U nékterych studii, ve kterych nebyl potvrzen ochranny ucinek peptidu,
mtize problém spocivat v ruzné rychlosti degradace antimikrobidlnich peptida
endogennimi peptidasami (Owens a Heutte, 1997).

Rozdily ve stabilité jsou ziejmé zplisobeny rozdily v peptidové struktuie a druhem
rostliny, ve které je peptid exprimovan. Proto je zapotfebi optimalizovat strategie
produkce za ufelem zvyseni stability antimikrobidlnich peptidi. Modelovani struktury
peptidi a vhodny névrh konstruktii patii mezi efektivni metody pouzivané pro zvyseni
stability bez negativniho ovlivnéni aktivity téchto peptidii. Dalsi alternativou je zacileni

peptidu do specifického mista, ve kterém se predpoklada, ze bude aktivita proteas nizka.
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Zajimavym pfistupem je také napodobeni rostlinnych systéml pro transport
nizkomolekularnich peptidi (Osusky et al., 2000; Osusky et al., 2004; Osusky et al.,
2005).

2.7 Vyuziti rostlin jako bioreaktoru pro produkci antimikrobialnich

peptida

Produkce antimikrobidlnich peptidi v rostlinach se vyuziva predevsim pro dva hlavni
ucely, a to ochrana rostlin a molekuldrni farmateni. Rizné rostlinné expresni platformy
od kultury bunék nebo tkéni az po transgenni rostliny nabizi rozlicné moznosti
produkce. Transgenni rostliny poskytuji nizko nakladovou a efektivni platformu
pro produkci rekombinantnich proteinii a produkci 1ze snadno nékolikanasobné zvysit.
Tyto systémy jsou velmi nadéjné, protoze nesdili nevyhody jinych systému pro expresi
proteini. Mezi hlavni vyhodu rostlinnych systémii bezpochyby patii vysoké vytézky,
kvalita a homogenita rekombinantniho proteinu. Navic v rostlinném expresnim systému
lze dosadhnout spravné skladani proteinti, glykosylace a schopnost tvorit disulfidové
mustky, které jsou klicové pro aktivitu antimikrobidlnich peptidi (Holaskova et al.,

2015).

2.7.1 Lidsky katelicidin

Lidsky katelicidin, ktery je soucasti vrozené¢ho imunitniho systému je jednim
ze slibnych kandidath pro nové léCivo. Zejména vyvoj nizkonakladové metody
pro produkci je kli¢ovym problémem, ktery je nutno adresovat pied jeho pouzitim
v mediciné. V nové studii Mgr. Holaskové, Ph.D. a kol. byl popsan slibny postup
pro produkci rekombinantniho katelicidinu fizovaného s rlznymi proteinovymi
znaCkami pro akumulaci a néaslednou purifikaci katelicidinu v endospermu je¢mene
(Holaskova et al., 2018)

V lidské cDNA myeloidni kostni difeni byl nalezen pouze jeden katelicidin,
ktery byl pozdéji izolovan z neutrofild (Agerberth et al., 1995). Lidsky katelicidin
vznikd jako 18 kDa pre-protein, ktery je také oznacovan jako hCAPI18
(Cowland et al., 1995; Larrick et al., 1996). Pre-protein hCAP18 se sklada ze signalniho
aminopeptidu (30 aminokyselin), N-termindlni (103 aminokyselin) a C-terminalni

domény (37 aminokyselin). C-termindlni doména vykazuje antimikrobidlni aktivitu
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a tato aktivni doména se nazyva LL-37, podle toho, Ze obsahuje sekvenci 37
aminokyselin, za¢inajici dvéma leuciny. Schéma slozeni LL-37 viz. Obr. 3. Rada studii
odhalila, ze kratsi peptidy, které vzniknou odstranénim nékolika aminokyselin, vykazu;ji
také antimikrobidlni aktivitu. Navic, nahrazeni nékterych aminokyselinovych zbytki,
muze tuto aktivitu znacné zvysit (Kuroda et al., 2015).

LL-37 m4 kladny naboj pii fyziologickém pH, hydrofobni N-terminalni doménu
a zaujima strukturu alfa-helixu, kterd je nejvyrazné€jsi v pritomnosti negativné nabitych
lipidd. LL-37 je vytvofen z C-terminalni domény prekursoru hCAP18 proteolytickym
Stépenim. Tento prekursor ze specifickych neutrofilovych bunék je Stépen
pomoci serinovych proteas, a to zejména proteinasou 3 (Johansson efal., 1998).
Serinové proteasy enzym SCTE a SCCE jsou zodpovédné za aktivaci prekursoru

na povrchu kize a ovlivilyji dal§i zpracovani na menSi peptidy s alternativni

Riuzné kratsi
peptidy
hCAP18 A
¢ | P>

|< LL-37
B

-terminalni domén
aktivni doména)

biologickou aktivitou (Yamasaki et al., 20006).

Signalni

N- terminalni doména

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

Odstranéni péti prvnich
a poslednich aminokyselin

FRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLV

Nahrazeni zbytka aminokyselin
E a K aminokyselinou F

FRKSKEKIGKFFKRIVQRIFDFLRNLV

Obrazek 3: Schéema slozeni pre-proteinu hCAPIS8 a jeho Stépeni. Prevzato z Kuroda
etal 2015
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Chemicky kompetentni bunky Escherichia coli TOP 10
Elektrokompetetntni buiiky Escherichia coli TOP 10

Expresni buiiky Escherichia coli BL21 STAR-DE3
Elektrokompetentni buiikky Agrobacterium tumefaciens GV 3101
Semena Nicotiana benthamiana

Semena Arabidopsis thaliana ekotyp Col-0

3.1.2 Chemikalie

Acetonitril LC-MS grade HiPerSolv Chromanorm® (VWR™)
Acetosyringon (Sigma-Aldrich)

Agar (Himedia)

Agarosa (Sigma-Aldrich)

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

Albumin Standard (Thermo Scientific)

Alkalicka fosfatasa (Thermo Scientific)

APS (Fluka)

Autoradiograficky film Lumi-Film (Roche)

Bis-Tris 4-12% protein gel NuPAGE™ (Thermo Scientific)
Bis-Tris BioXtra (Sigma-Aldrich)
Chloroform:isoamylalkohol (Sigma-Aldrich)

Citronan sodny (LachNer)

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva)

Defoamer (Sartorius)

Deionizovana voda

Dusicnan stiibrny (LachNer)

EDTA (Roche)

27



Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE MES 20x NuPAGE™ (Thermo Scientific)
Enterokinasa (NEB)

Ethanol (LachNer)

Ethidium bromid (NeoLab)

Formaldehyd (LachNer)

Gateway'™ LR Clonase™ II Enzyme Mix (Thermo Scientific)
Gentamicin (Duchefa)

Glycerol (LachNer)

HisPur™ Cobalt Superflow Agarose (Thermo Scientific)
HisPur™ Ni-NTA Superflow Agarose (Thermo Scientific)
Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

Hydrogenuhli¢itan amonny (Merck)

Hydroxid sodny (Penta)

Hygromycin B (Sigma-Aldrich)

Chemiluminiscenc¢ni substrat Clarity Western ECL(Bio-Rad)
Chlorid hote¢naty (LachNer)

Chlorid nikelnaty (LachNer)

Chlorid sodny (LachNer)

Chlorid Vépenaty bezvody (Penta)

Chlornan sodny 12% roztok (Merck)

Imidazol (Roth)

IPTG (Duchefa)

Isopropanol (LachNer)

Kalibra¢ni roztoky pro pH metr (Hamilton)

Kanamycin monosulfat (Duchefa)

Kit pro izolaci DNA QIAprep Spin Minniprep Kit (QIAGEN)
Kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich)

Kyselina citronova (LachNer)

Kyselina chlorovodikova (LachNer)

Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich)

Kyselina mraven¢i LC-MS grade HiPerSolv Chromanorm® (VWR™)
Kyselina octova (LachNer)
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Kyselina tricfluoroctova (Sigma-Aldrich)

MES (Duchefa)

Methanol (LachNer)

Milli-Q voda

Murashige and Skoog medium s vitaminy (Duchefa)

N, N‘-methylenbis(akrylamid) (Sigma-Aldrich)

NTA Agarose (QIAGEN)

Phytagel™ (Sigma-Aldrich)

Plazmidy a vektory: pENTR 3C, pGWB 17 (Thermo Scientific)

PMSF — Phemylmethylsulfonyl fluoride (Roche)

Polymerasa GoTaq® G2 (Promega)

Polymerasovy pufr GoTaq® (Promega)

Povrchove¢ aktivni ¢inidlo Silwet L-77 (Lehle Seeds)

Primarni protilatka proti LL-37 — myS$i, monoklonalni (Santa Cruz Biotechnology)
Proofreading DNA polymerasa Phusion® DNA polymerase a 5x reakéni pufr (NEB)
Regeneracni SOC medium (NEB)

Restrik¢éni enzymy (NEB)

Restrikéni pufry 1.1, 2.1, 3.1, Cut Smart (NEB)

Rifampicin (Duchefa)

Roztok na méfeni koncentrace proteintl - Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-
Rad)

Roztoky na purifikaci DNA NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)
Roztoky pro imunoblot iBind™ Solution Kit (Thermo Schientific)

Roztoky pro izolaci DNA P1, P2, P3

Sacharosa (LachNer)

SDS — dodecylsiran sodny (LachNer)

Sekundarni protilatka m-IgGkx BP-HRP: sc-516102 (Santa Cruz Biotechnology)
Sekundarni protilatka Rabbit anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology)
Siran sodny dekahydrat (Lachema)

Standard pro ELFO 100bp (Thermo Scientific)

Standard pro ELFO 1kb (Thermo Scientific)

Standard pro LC-MS analyzu LL-37(human) trifluoroacetat (Sigma-Aldrich)
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Standard pro SDS-PAGE Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard (Thermo
Scientific)

SyproRuby™ (Thermo Scientific)

T4 DNA ligasa (NEB)

TEMED (Sigma-Aldrich)

Thiosiran sodny pro foto (Lachema)

Tris (Duchefa)

Triton® X-100 (Sigma-Aldrich)

Trypton (Duchefa)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

Voda bez nukleas (QIAGEN)

Volné nukleotidy pro PCR - dNTPs (Bio-Rad)

Vyvojka a fixaéni roztok KODAK (Sigma-Aldrich)

Vzorkovaci pufr pro ELFO 6x (Thermo Scientific)

Vzorkovaci pufr pro SDS-PAGE LDS 4x NuPAGE™ (Thermo Scientific)
Redukéni ¢inidlo pro SDS-PAGE 10x NuPAGE™ (Thermo Scientific)

30



3.1.3 Roztoky a média

3.1.3.1 Antibiotika

Piislusné mnozstvi antibiotik na pfipravu jednoho mililitru zasobniho roztoku
bylo odvazeno na analytickych vahach a rozpusténo ve sterilni Milli-Q vodé¢. Roztok
byl sterilizovan pomoci injekéni stiikacky pres 0,22um membranovy filtr do oznacené
sterilni mikrozkumavky. Zéasobni roztok antibiotik byl vzdy 1 000-nasobek pracovni
koncentrace: kanamycin — 50 mg/ml, ampicilin — 100 mg/ml, gentamicin — 10 mg/ml,
rifampicin — 25 mg/ml (rozpustétno v DMSO). Pozn. hygromycin B byl dodéan

vyrobcem jako sterilni vodny roztok o koncentraci 50 mg/ml.

3.1.3.2 LB médium a LB agar

V kadince s 950 ml Milli-Q vody bylo rozpusténo 10 g chloridu sodného, 10 g tryptonu
a 5 g kvasni¢ného extraktu. Po rozpusténi bylo pH upraveno pomoci hydroxidu sodného
na hodnotu 7,0 a objem doplnén na jeden litr. Poté bylo LB médium autoklavovano

30 minut pii 121 °C. V ptipad¢ LB agaru bylo po upraveni pH ptidano 15 g agaru.

3.1.3.3 TAE pufr

Zasobni roztok byl pfipraven jako 50x koncentrovany. V 800 ml Milli-Q vody
bylo rozpusténo 242 g Tris a 18,61 g Na,EDTA. Poté bylo pomalu ptidavano 54,12 ml
ledové kyseliny octové a pH wupraveno pomoci Tris nebo kyseliny octové

na hodnotu 8,0. Nakonec byl objem doplnén Milli-Q vodou do jednoho litru.

3.1.3.4 Slozeni premixu pro PCR

Premix pro polymerasovou ietézorou reakci: 5 ul Green GoTaq" reakéniho pufru,
1,5 ul 25mM chloridu hotec¢natého, 0,5 ul 10mM dNTPs, 0,5 ul 10uM forward
primeru, 0,5 ul 10puM reverse primeru, 0,125 pl GoTaq® G2 DNA polymerasy

Premix pro proofreading polymerasu: 10 ul 5x Phusion® reakéniho pufru, 1 ul 10mM
dNTPs, 2,5 ul 10uM forward primeru, 2,5 pl 10mM reverse primeru, 1 ul DMSO,
0,5 pl Phusion® polymerasy
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3.1.3.5 SloZeni médii a roztoku pro praci s rostlinami

VSechny roztoky byly po pfipravé prefiltrovany pomoci 0,22um membranového filtru.

Infiltracni roztok pro Arabidopsis thaliana: 5 % sacharosa (w/v), 0,05 % povrchové
aktivniho ¢inidla Silwet L-77 (v/v)

MS médium: 3,44 g Murashige and Skoog média s vitaminy, 0,8 g MES, 8 g sacharosy
rozpusténo v 750 ml Milli-Q vody. pH upraveno pomoci KOH na hodnotu pH=5,7
a poté objem dopInén Milli-Q vodou na 800 ml. Nakonec bylo pfidano 2 g Phytagelu™
a médium autoklavovano (121 °C 30 minut).

Steriliza¢ni roztok: 500 ul 12% roztoku chlornanu sodného, 100 pl 70% ethanolu
a 400 pl sterilni vody

Roztok pro izolaci gDNA: 200 mM Tris-HCl (pH=8,0), 250 mM chlorid sodny,
20 mM EDTA, 0,5 % SDS (w/v)

TE pufr: 10 mM Tris-HCI (pH=8,00), | mM EDTA

Infiltra¢ni roztok pro Nicotiana benthamiana: 10 mM MES (pH=5,60),
150 uM acetosyringon, 10 mM chlorid hotfe¢naty

3.1.3.6 SloZeni pufra pro extrakci a purifikaci

Vsechny roztoky byly po pifipravé piefiltrovany pomoci 0.22um membranového filtru.

Lyzaéni pufr — baktérie: 50 mM Tris-HCI (pH=8,0), 300 mM chlorid sodny,

20 mM imidazol, 5% glycerol (v/v)

Extrakéni pufr pro A. thaliana: 100 mM Tris-HCI (pH=8,0), 50 mM chlorid sodny,
4% glycerol (v/v), 0,3% Triton X-100 (v/v)

Extrakéni pufr je¢men: 50 mM Tris-HCl (pH=8,0), 300 mM chlorid sodny,
0,3% Triton X-100 (v/v), 5% glycerol (v/v), inhibitor proteas (cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail) 1 tableta na 100 ml pufru

Vzorkovy pufr 1x: 250 pl vzorkovaciho pufru pro SDS-PAGE, 100 pl redukéniho
¢inidla pro SDS-PAGE, do 1 ml objem doplnén Milli-Q vodou

Ekvilibra¢ni pufr: 50mM Tris-HCI (pH=8,0), 300 mM chlorid sodny,
20 mM imidazol, 1% glycerol (v/v)

Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCl (pH=8,0), 300 mM chlorid sodny, 50 mM imidazol,
1% glycerol (v/v)
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Elu¢ni pufr: 50mM Tris-HC1 (pH=8,0), 300 mM chlorid sodny, 300 mM imidazol,
1% glycerol (v/v)

Pufr pro regeneraci: 20 mM MES (pH=5,0), 100 mM chlorid sodny

Roztok pro uloZeni kolony: 20% ethanol z 96% zasobniho roztoku (v/v)

Pufr pro Stépeni enterokinasou: 20 mM Tris-HCI (pH=8,0), 50 mM chlorid sodny,
2 mM chlorid vapenaty

Pufr pro LC-MS: 5 mM hydrogenuhli¢itan amonny (pH=8,0)

3.1.3.7 Bis-Tris gely

Pufr pro pripravu geli: 892,5 mM Bis-Tris (pH=6,5), pH upraveno piidavkem
kyseliny chlorovodikové

Roztok akrylamid-bisakrylamid:

73,05g  akrylamidu a 1,95g N N‘-methylenbis(akrylamid)  rozpusténo
ve 150 ml Milli-Q vody, objem doplnén Milli-Q vodou na 250 ml

Délici gel (10%): 4,25ml roztoku akrylamid-bisakrylamid, 5 ml pufru
pro piipravu geld, 3,14 ml sterilni Milli-Q vody. Polymerace iniciovana ptfidavkem
30 ul TEMEDu a 80 pl 10% roztoku APS (w/v).

Zaostiovaci gel (4%): 0,55 ml roztoku akrylamid-bisakrylamid, 1,6 ml pufru
pro piipravu geli, 1,8 ml sterilni Milli-Q vody. Polymerace iniciovana piidavkem

15 ul TEMEDu a 25 pl 10% roztoku APS (w/v).

3.1.3.8 Barveni na stribro

Fixacni roztok:11,2 ml 90% kyseliny octové, 50 ml 96% ethanolu, objem doplnén
do 100 ml Milli-Q vodou

Roztok thiosiranu: 0,032 g thiosiranu sodného (bezvodého) rozpusténo
ve 250 ml Milli-Q vody

Roztok dusi¢nanu stfibrného: 0,1 g dusi¢nanu stiibrného, 37,5 pl 37% formaldehydu
rozpus$téno v 50 ml Milli-Q vody

Vyvolavaci roztok: 6g uhli¢itanu  sodného, 2ml roztoku thiosiranu
a 50 pl 37% formaldehydu rozpusténo ve 100 ml Milli-Q vody

Fixacni roztok II: 14 ml 90% kyseliny octové, do 100 ml Milli-Q voda
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3.1.3.9 Barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250

Barvici roztok: 500mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpusténo
ve 250 ml methanolu, poté pfiddno 55 ml 90% kyseliny octové, do 500 ml objem
doplnén Milli-Q vodou

Odbarvovaci roztok: 200 ml methanolu bylo smichdno spolu s 200 ml Milli-Q vody,
dale ptidano 55 ml 90% kyseliny octové, do 500 ml objem doplnén Milli-Q vodou

3.1.3.10 Prenosovy pufr

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok 10x TB - 30 g Tris bylo spolu se 144 g glycinu
rozpusténo v jednom litru Milli-Q vody. Z pfipraveného zasobniho roztoku
bylo odebrdano 120ml, pfidino 120ml methanolu a objem doplnén

do 1,2 1 deionnizovanou vodou.

3.1.3.11 SloZeni mobilnich fazi pro LC-MS

Mobilni faze A: Milli-Q voda + 0,1% kyselina mravenci
Mobilni faze B: Acetonitril + 0,1% kyselina mravenci

Oplach jehly: Milli-Q voda + acetonitril 75:25 (v/v) + 0,1% kyselina mravenci
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3.1.4 Programy a software

Agilent Lab Advisor

Agilent OpenLab CDS for ChemStation Users
BioLogic™ Software

BioPAT® MFCS

Image Lab™ 6.0

LP Data View Software for Biologic LP System
SnapGene® 5.0

3.1.5 Pristroje a pomiucky

Analytické vahy 5034/120 (Auxilab)

Analytické vahy Pioneer (Ohaus)

Autoklav MLS-3020U-PE (SANYO)

Automatické pipety Research plus (Eppendorf)

Box laminarni SCS II (Merci)

Cela pro koncentrovani proteini Amicon® Stirred Cell (Merck)

Centrifuga Heraeus Megafuge 40 (Thermo Scientific)

Centrifuga Megafuge 40R (Thermo Scientific)

Centrifuga Multifuge X3 (Thermo Scientific)

Centrifuga ROTANTA 460R (Hettich)

Centrifuga¢ni koncentrator SpeedVac™ SPD111V (Thermo Fisher Scientific)
Digestot M 1800 (Merci)

Dokumentaéni systém ChemiDoc™ MP (Bio-Rad)

Elektroforeticka komuirka pro PAGE Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad)
Elektroforeticka komirka s prisluSenstvim Biometra Compact Multi-Wide (Biometra®)
Elektrofotericky systtm EDURO™ Gel XL (LabNet)

Elektroporator ECM 399 (BTX)

Falkona pro ultrafiltraci Vivaspin 20, 10.000 MWCO Hydrosart (Sartorius)
Falkona pro ultrafiltraci Vivaspin 20, 2.000 MWCO Hydrosart (Sartorius)
Falkona pro ultrafiltraci Vivaspin 20, 5.000 MWCO Hydrosart (Sartorius)
Fermentor Biostat® C+ (Sartorius)

Frakéni kolektor BioLogic BioFrac Fraction Collector (Bio-Rad)
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French Pressure Cell Press FA-032 (Thermo Spectronic)
Fytokomora E-41L2 (CLF-PlantClimatics)
Fytokomora Fitotron® (Weiss Gallenkamp)
Fytotron Fitotron®” (Weiss Gallenkamp)
Chlazena centrifuga 5417R (Eppendorf)
Chlazena centrifuga 5427R (Eppendorf)
Chlazena centrifuga 5810 R (Eppendorf)
Chromatograficky systém BioLogic DuoFlow (Bio-Rad)
Chromatograficky systém BioLogic LP (Bio-Rad)
Inkubator COOL-Hotter Dry (Alex Red)
Inkubator INB 400 (Memmert)
Inkubator INCO 153 (Memmert)
Kolona pro FPLC Bio-Scale™ High-resolution empty column (Bio-Rad)
Kolony pro LC-MS
Aeris PEPTIDE 5 pm 250x4,6 mm
Agilent Prep-C18 5 um 50x10 mm
Poroshell 300SB-C18 Analytical 5 pm 75x2,1 mm
Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD 1,8 um 50x2,1 mm
Kompresor s expanzni nadobou C330/100 (Gentlin)
Laboratorni pfedvazky Scout SPX1202 (Ohaus)
Laboratorni ptredvazky Traveller TA302 (Ohaus)
Laminarni box Faster Comfort Plus SCS Evo 2-6 (Ferra)
Lyofylizator CoolSafe basic (Trigon Plus)
Magnetickd michacka AccuPlate™ (LabNet)
Magneticka michacka MSH-420 (BOECO)
Magneticka michacka RH basic 2 (IKA)
Membréana Millipore® PVDF pro Western blot (Merck)
Mikrovlnna trouba SMW 18178K (Sencor)
Minicentrifuga s vortexem Combi-Spin FVL-2400N (BioSan)
NanoDrop One Microvolume (Thermo Scientific)
Orbitalni tfepacka Orbit 1000 (LabNet)
Peristalticka pumpa ACPU 222 (Spectrum)
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pH metr EDGE™ pH/ORP (HANNA)
pH metr pHenomenal 1100L (VWR™)
Pritokova centrifuga LE (Cepa)
Pfislusenstvi pro imunoblot iBind™ Cards (Thermo Scientific)
PtisluSenstvi pro ptipravu polyakrylamidovych geli SureCast™ (Thermo Scientific)
Semipreparativni LC-MS Infinity II (Agilent)

Prep Autosampler G7157A

1260 Prep Bin Pump G7151A

1260 Column Organizer G9328A

MS Flow Modulator G7170B

1260 VWD G7114A

1260 Quat Pump VL G7111A

LC/MSD G6125B

MS 40+ Vacuum Pump

1260 FC-PS G1364E
Spektrofotometr Agilent 8453 UV-visible (Agilent)
Spektrofotometr WPA Lightwave II (Biochrom)
Sterilni filtr Ophthalsart — 0,22 um (Sartorius)
Stolni centrifuge Spectrafuge™ 16M (LabNet)
Stolni chlazena centrifuga 1730 R (ScanSpeed)
Stolni pikofuga Mini Microcentrifuge (LabNet)
Stolni tfepacka MAXQ 4450 (Thermo Scientific)
Systém pro dokumentaci Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad)
Systém pro dokumentaci ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad)
Systém pro imunoblot iBind™ Western System (Thermo Scientific)
Termoblok ThermoMixer® Comfort (Eppendorf)
Termocykler gradientovy Prime 96x0,2 ml (Fisher Scientific)
Termocykler gradientovy TGradient (Biometra®)
Termocykler gradientovy TProfesional (Biometra®)
Termocykler gradientovy Veriti™ 96 Well (Applied Biosystems)
Termocykler Tpersonal (Biometra™)

Transiluminator UVT-20S (Herolab)
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Ttepacka inkubovana Incu-Shaker MINI (Benchmark)

Tiepacka inkubovana INFORS HT (Schoeller)

Tiepacka inkubovana SI600C (Stuart®™)

Ttepacka vyhtivana TS-100C (Biosan)

Ultracentrifuga CS 150NX (Hitachi)

Ultrafiltra¢ni disky 1 kDa NMW, 5 kDa NMW a 10 kDa NMW (Merck)
Vakuova pumpa RZ 6 (Vacuubrand)

Vodni lazent KISS® 208B (Huber)

Vortex MS 3 digital (IKA)

Vortex stolni G560E (Scientific Industries)

Vymrazovaci lapa¢ RVT400 (Thermo)

Zatizeni na upravu vody Smart2Pure™ Barnstead™ (Thermo Scientific)
Zdroj pro elektroforézu P25 (Biometra®)

Zdroj pro PAGE Enduro™ 250V (LabNet)

Zdroj pro PAGE MP-300V (Major Science)

3.1.6 Pouzité primery

Tabulka 3. Prehled pouZitych primerii

Ndazev primeru Sekvence 5‘— 3°
pGWB 17 sekvenace fw AAGATCGGCAAGGAGTTCAA
pGWB _17 sekvenace inner fw CGGAGAAGGCAGACCTCTGA
pGWB 17 sekvenace rev GCCTGGCAGGTCAACACC

pGWB 17 genotyping fw AAGATCGGCAAGGAGTTCAA
pGWB 17 genotyping rev GACACGAAGCCGTTGGTAAT

DAMP His fw TTTTCTAGAATGCATCATCATCATCACCATCACC
ACCACCACGGAGGTGGAGGTTCTGAGCCGTCCA
TGAAGCAGCTCGCC

DAMP_His_rev GGCAGCAGCCAACTCAGCTTCCTTTCG

pET28b+ sekvenace fw TAATACGACTCACTATAGGG

pET28b+ sekvenace rev AGCCAACTCAGCTTCCTTTC
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3.1.7 Pouzité standardy

Pro agarosovou elektroforézu byly pouzity standardy od firmy Thermo Scientific
(Obr. 4 a 5), pro SDS-PAGE barevny standard od firmy Thermo Scientific (Obr. 6). Pro
Western blot a LC-MS analyzu byl pouzit standard lidského katelicidinu dodany firmou

Sigma-Aldrich ve formé soli kyseliny trifluoroctové.
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava Petriho misek s LB agarem

Do flowboxu byly pfemistény sterilni Petriho misky, automatické pipety, sterilni
zkumavky, Spicky a membranové filtry s injekéni stiikackou. Flowbox
byl spolu se vSemi pomuckami sterilizovan UV lampou po dobu deseti minut.
Ptipravené selekéni antibiotikum (1 000x) bylo sterilizovdno pomoci 0,22um
membranového filtru do sterilni mikrozkumavky. Autokldvovany LB agar (1 000 ml)
byl vytazen z inkubatoru (65 °C) a ponechdn ve flowboxu zchladnout na teplotu
piiblizn¢ 50 °C. Nasledn¢ bylo k LB agaru pipetovano 1 000 ul selekéniho antibiotika
a smé&s dikladné promichana. Poté byl roztok LB agaru nalit na Petriho misky (pfiblizné

20 ml na kazdou misku). Po ztuhnuti byly misky uskladnény v chladnicce (4 °C).
3.2.2 Kultivace bakterii

Ze zasobni bakteridlni kultury v glycerolu bylo odebrano 10 ul a inokulovano
do 10 ml LB média s pfislusSnym antibiotikem v oznafené sterilni 50ml falkoné.

Falkony byly inkubovény ptes noc pii 37 °C na orbitalni tfepacce pii 150 rpm.
3.2.3 Izolace plazmidi pomoci kitu

Bakterialni kultura byla v 50ml falkondch centrifugovana 5 minut pfi 11 000 xg.
Supernatant byl odlit do nadoby s GMO odpadem. K peletu bylo pipetovano
200 pl roztoku P1 a pelet byl suspendovan pomoci vortexu. Nasledn¢ byla smés
pienesena do 2ml mikrozkumavky. Ke smési bylo pipetovano 200 ul roztoku P2 a smés
promichdana pievracenim (5x). Smés byla ponechana inkubovat 4,5 minuty
a poté bylo pipetovano 350 ul roztoku N3 a ihned promichano pievracenim (5x).
Smés byla nasledné centrifugovéna pii 11 000 xg po dobu 10 minut.

Supernatant byl odpipetovan do mikrozkumavky s filtrem, avSak tak, aby nedoslo
k pteneseni peletu. Mikrozkumavky byly centrifugovany pii 11 000 xg po dobu
30 sekund a tekutina, kterd protekla filtrem, byla odlita. Na filtr bylo pipetovano 500 pl
roztoku PB a provedena centrifugace 30s pii 11 000 xg. Tekutina, kterd protekla
filtrem, byla opét odstranéna a promyti filtru opakovano se 700 ul roztoku PE. Zbytky
PE roztoku byly odstranény centrifugaci pii 11 000 xg po dobu 1,5 minuty.
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Filtry byly poté pfemistény do nové oznacené mikrozkumavky a ponechany inkubovat
po dobu 5 minut v inkubatoru na 70 °C pro uplné odpateni ethanolu.

Poté byly zkumavky ponechany zchladnout na laboratorni teplotu a do stfedu filtru
pipetovano 20 pl eluéniho pufru EB. Zkumavky byly centrifugovany 2 minuty
pfi 50 xg, aby se elucni pufr dostal do celého prostoru filtru. Poté byly mikrozkumavky
s filtrem centrifugovany pii 11 000 xg po dobu 1 minuty, filtry odstranény a zmétena

koncentrace DNA pomoci NanoDropu.
3.2.4 Izolace plazmidii metodou alkalické lyze

Bakterialni kultura byla centrifugovana v 50ml falkonéch pti 8 000 xg po dobu 5 minut.
Supernatant byl odlit do nadoby s GMO odpadem a pelet suspendovan v 0,3 ml roztoku
P1. Smés byla kvantitativné pfemisténa do 2ml mikrozkumavky a ke smési pipetovano
0,3 ml roztoku P2. Smés byla ihned promichédna opatrnym pievracenim (5x)
a ponechana inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo pipetovano ke smési
0,3 ml roztoku P3, promichdna opatrnym pfevracenim (5x) a inkubovana 5 minut
na ledu. Mikrozkumavky byly centrifugovany pii 11 000 xg po dobu 10 minut
a supernatant kvantitativné pipetovan do nové mikrozkumavky:.

Nasledné bylo do mikrozkumavky pipetovano 0,6 ml isopropanolu, smés promichana
opatrnym pievracenim (5x) a mikrozkumavky centrifugovany pii 11 000 xg po dobu
10 minut. Supernatant byl odstranén a pelet promyt 0,5 ml 70% ethanolu,
ktery byl pfedem vychlazen na -20 °C. Po centrifugaci (5 minut pii 11 000 xg)
byl ethanol odstranén a zbytky ethanolu odpafeny v inkubatoru pii 70 °C
(zpravidla 5 minut). Po zchladnuti na laboratorni teplotu byl pelet suspendovan

ve 20 pl pufru EB a koncentrace plazmidové DNA zméfena pomoci NanoDropu.
3.2.5 Transformace bunék teplotnim Sokem

Alikvoty chemicky kompetentnich bunék Escherichia coli byly nejprve inkubovany
na ledu po dobu 10 minut, nasledné byl k bunkam pipetovan 1 pl plazmidové DNA
a smes promichana krouzivym pohybem Spicky. Smés byla ponechdna inkubovat
15 minut na ledu, poté byl proveden tepelny Sok umisténim do termobloku na 42 °C
po dobu 1 minuty. Smés byla poté ponechana 1 minutu na ledu

a dale do mikrozkumavky pipetovano 200 pl regeneracniho SOC média.
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Mikrozkumavky s bunikami byly inkubovany pii 180 rpm a 37 °C po dobu 30 minut.
Nakonec byl obsah kazdé mikrozkumavky rozdélen na dva alikvoty (20 pl a 200 pl)

a ty rozetfeny na LB agar s ptisluSnym selekénim antibiotikem.
3.2.6 Kultivace bakterii

Nejprve bylo do sterilnich sklenénych zkumavek pipetovano 5 ml LB média
a pridano pfislusné selekcni antibiotikum. Z Petriho misky byly vybrany kolonie,
které byly inokulovany do pfipravené zkumavky. Poté byly baktérie kultivovany

v rotacnim inkubatoru pti 180 rpm a 37 °C pies noc.
3.2.7 Restrikce

Pro restrikci bylo vzdy pouzito 2 000 ng plazmidové DNA. Pokud byl potfebny objem
vetsi nez 17,6 ul, byly nastaveny paralelné dvé restrikéni reakce a pied dalSim pouzitim
smichany dohromady. Do mikrozkumavky byly pipetovany 2 ul pfislusného pufru
pro restrikci (kompatibilni s pouzitymi enzymy), plazmidova DNA a objem byl doplnén
do 19,6 ul sterilni vodou. K reakci bylo na zavér pipetovano 0,4 pl restrikéniho enzymu
(v pripadé pouziti dvou restrikénich enzymii bylo pipetovano 0,2 ul od kazdého).
Smés byla promichdna pipetovanim a poté stoCena kratce na pikofuze,
Nasledn¢ byla umisténa do termobloku vyhtatého na 37 °C a restrikéni reakce
ponechana inkubovat 3 hodiny. Poté byla restrikce inaktivovana inkubaci pti 80 °C
po dobu 10 minut.

Po zchladnuti reakéni smési na laboratorni teplotu byl k vektoru pipetovan
1 pl alkalické fosfatasy. Mikrozkumavka byla kratce vortexovana, sto¢ena na pikofuze
a umisténa do termobloku vyhtatého na 37 °C. Reakce ponechana inkubovat 45 minut
a poté inaktivovana inkubaci pii 80 °C po dobu 10 minut. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu bylo k reakéni smési pipetovano piislusné mnoZzstvi vzorkovaciho pufru

pro ELFO a smés vortexovana.
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3.2.8 Elektroforéza

Do Erlemayerovy baiiky byl odvdzen 1 g agarosy, ptidany 2 ml 50x TAE pufru a objem
doplnén do 100 ml Milli-Q vodou. Smés byla rozehfata v mikrovinné troubé do doby,
nez doslo k uplnému rozpusténi agarosy. Smés byla ponechana chladnout na ptiblizné
50°C. Agarosa byla nalita do elektroforetické vany a k ni pipetovano
7,5 ul ethidiumbromidu na 50 ml agarosy. Smés byla dikladné promichana Spickou,
umistén hiebinek a agarosa ponechéana tuhnout.

Hiebinek byl vytazen, gel umistén do elektroforetické komurky a nalit 1x TAE pufr
tak, aby byly vSechny jamky ponoifeny. Ze vzorku byly naneseny na gel tfi Ctvrtiny
objemu (jedna ¢tvrtina byla ponechana jako rezerva). Nakonec byly na gel pipetovany
3 ul standardu pro ELFO (1 kb DNA Plus). Elektroforéza probihala pti konstantnim
napéti 100 V (restrikce nebo PCR), nebo pti 60 V (klonovani), a to minimaln¢ 30 minut
(do doby, nez bylo dosazeno optimalni déleni fragmentd DNA). Gel byl nasledné
dokumentovan pomoci systému pro dokumentaci Gel Doc™ EZ Imager a vyhodnocen

v programu Image Lab™ 6.0.
3.2.9 Purifikace fragmentii DNA po elektroforéze

Po vyhodnoceni byl gel pfemistén na transiluminator a pomoci Spicky pro fezani
fragmenti z gelu vyfiznut fragment odpovidajici velikosti. Pi1 vyfezavani
byl transiluminator zapnut pouze kratce, aby nedoSlo k poSkozeni DNA. Vyfiznuty
fragment byl zvaZen na analytickych vahach a do mikrozkumavky byl pipetovan
2,5-nasobek hmotnosti fragmentu (v pul) NTI pufru. Fragment byl nasledné inkubovan
spolu s NTI pufrem za obcasného vortexovani pii 50 °C po dobu 10 minut, a to do doby,
nez doslo k Gplnému rozpusténi gelu.

Smés byla nasledné nanesena na filtr v mikrozkumavce a provedena 30s centrifugace
pfi 11000 xg. Filtrat byl odlit a filtr promyt dvakrat 750 pl pufru NT3.
Mezi kazdym promytim byly mikrozkumavky centrifugovany (30 s, 11 000 xg) a filtrat
opct odstranén. Nasledné byla mikrozkumavka s filtrem centrifugovana 1,5 minut

pfi 11 000 xg, aby doSlo k odstranéni zbytkl pufru.
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Filtr byl pfemisttn do nové 1,5ml mikrozkumavky s odstfizenym vickem
a inkubovan pii 70 °C 5 minut pro Uplné odpaieni ethanolu. Poté bylo do stfedu filtru
pipetovano 15 ul elu¢niho EB pufru a mikrozkumavka ponechéana s pufrem inkubovat
2 minuty pii laboratorni teploté. Nakonec byla mikrozkumavka centrifugovana

1 minutu pii 11 000 xg a filtr odstranén.
3.2.10 Ligace

Do mikrozkumavky bylo pipetovano celkem 8 pl plazmidové DNA (purifikovaného
vektoru a insertu), a to v molarnim poméru 1:4 (vektor:insert). Pomér byl odhadnut
z intenzity signalli dokumentovanych po agarosové elektroforéze. K plazmidové DNA
byl nésledn¢ pipetovan 1 pl pufru pro T4 DNA ligasu (10x koncentrovany).
Smés byla poté vortexovana a sto¢ena na pikofuze.

Na zavér byl pipetovan 1 ul T4 DNA ligasy (5 U/ul) a smés promichana
pipetovanim. Ligacni reakce byla ponechdna inkubovat 16 hodin pii 16 °C.

Nakonec byla liga¢ni reakce inhibovéna inkubaci pti 70 °C po dobu 10 minut.
3.2.11 Elektroporace

Nejprve  byly alikvoty elektrokompetentnich  bunék  Escherichia coli  nebo
Agrobacterium tumefaciens  inkubovany na ledu po  dobu 10 minut,
nasledné byl k bunkam pipetovan 1 pl plazmidové DNA/ligaéni smési a smés
promichana krouzivym pohybem S$picky. Smés byla ponechana inkubovat 15 minut
na ledu, poté pipetovana do vychlazené elektroporacni kyvety a proveden pulz 1800 V.
Pokud se ¢as pulzu pohyboval v rozmezi 3-5 ms bylo do kyvety ihned pipetovano
200 pl regenera¢niho SOC média (v pripadé kratSiho Casu byl cely postup elektroporace
opakovan s novou alikvotou elektrokompetentnich bunék). Mikrozkumavky s buitkami
byly nasledn¢ inkubovany pifi 180 rpm a 37 °C po dobu 30 minut (v pfipadé
Agrobacterium tumefaciens byly mikrozkumavky inkubovany 3 hodiny pti 28 °C).
Nakonec byl obsah kazdé mikrozkumavky rozdélen na dva alikvoty (20 pl a 200 pl)
a ty rozetfeny na LB agar s piislusnym selekénim antibiotikem. Petriho misky
byly poté inkubovany pii 37 °C pies noc (v ptipadé Agrobacterium tumefaciens

inkubace pti 28 °C 3 dny).
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3.2.12 Polymerasova retézova reakce — ,,Colony PCR*

Do PCR stript bylo pipetovano 17 ul sterilni Milli-Q vody. Stripy byly popsany
a na Petriho misku nakreslena mtizka. Baktérie po transformaci byly vypichnuty sterilni
Spickou, pomoci pipety né¢kolikrat pipetovana Milli-Q voda ve stripu a nakonec baktérie
inokulovéna na Petriho misku do pozice na miiZce odpovidajici pozici ve stripu.

Dale byl pripraven premix pro polymerasovou fetézovou reakci s ptislusnymi
primery, kdy jako posledni komponent byla pfiddvana polymerasa, po piidavku
byl premix promichan zlehka pipetovanim. Z premixu bylo do stripti pipetovano 8,1 ul,
kdy jedna reakce byla vZdy nastavena pouze s Milli-Q vodou (negativni kontrola)
a pokud mozno jedna reakce nastavena s pozitivni kontrolou (plazmidem).
Stripy byly uzavieny vickem a kratce vortexovany, poté stoeny na pikofuze.
Nakonec byly piemistény do termocykleru.

Pocate¢ni denaturace byla nastavena na 2 minuty pifi 95 °C, denaturace probihala
30 sekund pti 95 °C, naseddni primert pii teploté Tm-3 °C po dobu 30 sekund
a elongace pii teplot¢ 72 °C 1 minutu na kazdych 1000 bp. Findlni elongace
byla provedena pii 72 °C po dobu 5 minut. Teplota nasedani primeru byla vypoctena
z niz8i hodnoty Tm primert a PCR méla standardné 33 cykli. Po probéhnuti PCR reakce
byly vzorky ochlazeny na laboratorni teplotu a naneseny na 1% agarosovy gel (viz.

kapitola 3.2.8).
3.2.13 Polymerasova Fetézova reakce — Phusion®

Do 0,2ml mikrozkumavky byl pipetovan roztok s obsahem 10ng plazmidu
a poté premix pro proofreading polymerasu (pfi jeho piipravé byla jako posledni
komponent pifidana Phusion® polymerasa a premix promichan pipetovanim). Objem
reakéni smési byl doplnén sterilni Milli-Q vodou na 50 pl a smés promichana
pipetovanim. Mikrozkumavky byly kratce stoCeny na pikofuze a premistény
do termocykleru.

Pocatecni denaturace byla nastavena na 98 °C po dobu 30 sekund. Denaturace
probihala pti 98 °C 10 sekund, nasedani primert pii teploté Tm-3 °C po dobu 30 sekund
a elongace pti 72 °C 30 sekund na kazdych 1 000 bp. Finalni elongace byla 5 minut
pii 72 °C. Teplota nasedani primert byla vypoctena z nizs$i hodnoty Tm obou primert

a PCR m¢la 28 cykla.
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Po probéhnuti PCR byly vzorky ochlazeny na laboratorni teplotu a templat
byl S$tépen pifidavkem enzymu Dpnl. Do kazdé¢ mikrozkumavky byl pipetovan
I ul tohoto enzymu, smés promichéna pipetovanim a mikrozkumavky kratce stoCeny
na pikofuze. Mikrozkumavky byly umistény do termobloku na 37 °C po dobu 1 hodiny
a poté enzym inaktivovan 20 minut pii 80 °C. Nakonec byla provedena elektroporace
Escherichia coli TOP 10 (viz. kapitola 3.2.11). Do 0,2ml mikrozkumavky
bylo pipetovano roztok s obsahem 10 ng plazmidu a poté premix pro proofreading
polymerasu (pii jeho ptipravé byla jako posledni komponent piidana Phusion®
polymerasa a premix promichdn pipetovanim). Objem reakéni smési byl doplnén
sterilni Milli-Q vodou na 50 pul a smés promichdna pipetovdnim. Mikrozkumavky
byly kratce stoceny na pikofuze a premistény do termocykleru.

Pocateni denaturace byla nastavena na 98 °C po dobu 30 sekund. Denaturace
probihala pti 98 °C 10 sekund, nasedani primert pii teploté Tm-3 °C po dobu 30 sekund
a elongace pii 72 °C 30 sekund na kazdych 1 000 bp. Finalni elongace byla 5 minut
pii 72 °C. Teplota nasedani primert byla vypoctena z nizs$i hodnoty Tm obou primera
a PCR m¢la 28 cykla.

Po probéhnuti PCR byly vzorky ochlazeny na laboratorni teplotu a templat
byl S$tépen pifidavkem enzymu Dpnl. Do kazdé¢ mikrozkumavky byl pipetovan
I ul tohoto enzymu, smés promichdna pipetovanim a mikrozkumavky kratce stoCeny
na pikofuze. Mikrozkumavky byly umistény do termobloku na 37 °C po dobu 1 hodiny
a poté enzym inaktivovan 20 minut pii 80 °C. Nakonec byla provedena elektroporace

Escherichia coli TOP 10 (viz. kapitola 3.2.11).

3.2.14 LR rekombinace

Plazmidy byly izolovany pomoci kitu (viz. kapitola 3.2.3), kdy pro eluci byl pouzit EB
pufr pH=8,0. Do mikrozkumavky bylo pipetovano 150 ng vektoru pGWB 17
a 150 ng dané¢ho konstruktu ve vektoru pENTR 3C (pfi nastaveni reakci byla zahrnuta
pozitivni kontrola od vyrobce pENTR::GUS a jako negativni kontrola byl do reakce
pipetovan pouze vektor pGWB 17). Smés byla doplnéna pufrem EB (pH=8,0)
na objem 8 pul. Mikrozkumavky byly premistétny do inkubatoru 45 °C
po dobu 5 minut. Poté byla smés ponechdna zchladnout na laboratorni teplotu

a pipetovany 2 ul premixu Gateway'™ LR Clonase™. Smés byla promichana
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pipetovanim a ponechana inkubovat pies noc pii 25 °C. Nasledujici den byl do kazdé
mikrozkumavky pipetovan 1 pl Proteinasy K, smés promichana pipetovanim
a inkubovana 30 minut pii 30 °C. Nasledn¢ bylo 5 ul z kazdé mikrozkumavky

trasformovano chemickou transformaci do E. coli TOP 10 (viz. kapitola 3.2.5).
3.2.15 Sekvencovani DNA

Plazmidy byly izolovany pomoci kitu (kapitola 3.2.3) a koncentrace DNA m¢éfena
pomoci NanoDropu. V piipad€, Ze cistota DNA zobrazend jako podil A260:A2s0
byla pod 1,50; byla provedena nova izolace. Do mikrozkumavky bylo poté pipetovano
500ng plazmidové DNA (maximalné¢ vSak 7,5ul) a 2,5ul primeru.
Nakonec byl celkovy objem doplnén vodou bez nukleas do 10 pl. Pro potvrzeni identity
byly vytvofené DNA konstrukty sekvencovany na zakazku u firmy SEQme a vysledky
byly vyhodnoceny v programu SnapGene®.

3.2.16 Transformace Arabidopsis thaliana

Nejprve byla semena Arabidopsis thaliana ekotyp Col-0 vysazena do kvétinacu.
Po vykli¢eni byly rostliny rozsazeny po péti do novych kvétina€l (jeden kvétinac
na kazdy nasledny experiment pro kazdy konstrukt) a premistény do fytotronu,
kde byly rostliny ponechany rist pti konstantnich podminkéach 21 °C, relativni vzdusné
vlhkosti 70 % a fotoperiodé 16 hodin svétla a 8 hodin tmy.

Poté, co se u vétSiny rostlin objevil kvét, byly konstrukty v Agrobacterium
tumefaciens inokulovany do LB média (viz. kapitola 3.2.2) pti 28 °C. Po dvoudenni
inkubaci bylo 500 ul z prekultury pipetovano do 250ml Erlenmayerovy banky s 50 ml
LB média a pfisluSnym selekénim antibiotikem. Celkem bylo inokulovano pét bané¢k na
kazdy konstrukt a banky ponechany inkubovat pii 28 °C a 150 rpm pies noc (16 hodin).
Naésledujici den byly buniky centrifugovany pii 8 000 xg a 22 °C po dobu 10 minut.
Médium bylo odlito do GMO odpadu, pelet suspendovan v infiltranim médiu
pro A. thaliana a nasledné¢ bunéénd suspenze tedéna infiltraCnim médiem
na ODeoo= 0,8. Buiiky byly ponechany na orbitilni tfepacce 2 hodiny pii 50 rpm
a22°C.
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Pot¢ byla suspenze pielita do 100ml kadinky a kvetouci rostliny A. thaliana
namoceny do suspenze tak, aby vSechny kvéty byly ponotfeny. Kadinka s rostlinami
byla umisténa do vakuové komurky piipojené ke zdroji vakua. Infiltrace probihala
Sminut za snizen¢ho tlaku, aby byla zajiSténa vysokd UCinnost infiltrace.
Nésledné byly rostliny premistény zpét do fytotronu a ponechdny dale rtist. Semena

byla sklizena a ponechdna vysychat minimalné 14 dni v papirovych saccich.
3.2.17 Selekce transgennich rostlin

Ptiblizné¢ 100 az 200 semen bylo piemisténo do 1,5ml mikrozkumavky, ve flowboxu
bylo do mikrozkumavek pipetovano 1 ml 70% ethanolu a obsah mikrozkumavek
promichan pievracenim. Po 3 minutach byl supernatant odpipetovan a k seminkiim
pfidano 500 pl steriliza¢niho roztoku. Mikrozkumavky byly pfemistény na orbitalni
trepaCku, kde byly ponechany 10 minut pii 200 rpm. Poté byl steriliza¢ni roztok
ve flowboxu odstranén a semena promyta 5x 1 ml sterilni vody za diikladného
protfepani mikrozkumavek mezi kazdym promytim.

Na zavér sterilizace bylo pipetovdno 100 pl sterilni vody a mikrozkumavky
ponechéany tfi dny v chladu (4 °C) pro sjednoceni kliceni. Poté byla semena vyseta
pomoci sterilni Spicky na Petrtho misky s MS médiem s piidavkem
20 pg/ml hygromycinu B jako selekéniho antibiotika. Petriho misky byly pfemistény
do fytotronu (22 °C, 70% relativni vzdusné vlhkosti s fotoperiodou 16 hodin svétlo,
8 hodin tma). Po c¢trnacti dnech byly rezistentni rostliny pfesazeny do zeminy
a ponechany rust dalsi tfi tydny.

Jeden pravy list z kazdé rostliny byl umistén do 1,5ml mikrozkumavky
s wolframovou kuli¢kou. Do kazdé mikrozkumavky bylo pipetovano 300 ul gDNA
extrakéniho pufru a v digestofi pipetovano 120 pl roztoku chloroform:isoamylalkohol
24:1 (v/v). Mikrozkumavky byly umistény do kulového oscilacniho mlynku,
kde byly vzorky homogenizovany 2 minuty pii 25 Hz. Nasledovala centrifugace
Sminut pfi 16°C a 20000xg. Supernatant byl pipetovin do nové
1,5ml mikrozkumavky a ptidano 712 pl 96% ethanolu. Smés byla promichéna ota¢enim
a poté ponechana na laboratornim stole 10 minut. Mikrozkumavky byly opét
centrifugovany 10 minut pii 16 °C a 20 000 xg. Supernatant byl odstranén a pelet
genomické DNA promyt 80 pl 70% ethanolu. Mikrozkumavky byly centrifugovany
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I minutu pfi 16 °C a 20 000 xg, supernatant odstranén a rezidualni ethanol odpaten
inkubaci 10 minut pii 70 °C. Genomicka DNA byla poté rozpusténa v 50 pl v TE pufru.

Do 0,2ml mikrozkumavek bylo pipetovano 15,88 ul sterilni vody a 1 ul genomické
DNA. Nasledné bylo do mikrozkumavek pipetovano 8,1 pl premixu pro polymerasovou
fetézovou reakci. Mikrozkumavky byly kratce vortexovany a stoCeny na pikofuze.
Nasledovala PCR, kdy parametry byly nastaveny dle kapitoly 3.2.12. Poté byly vzorky
naneseny na 1% agarosovy gel (kapitola 3.2.8).

Rostliny, které byly pozitivni po genotypizaci byly ponechdny rist, ostatni vyhozeny
od GMO odpadu. Semena byla sklizena a ponechdna vysychat miniméln¢ 14 dni

v papirovych saccich.

3.2.18 Transientni transformace a extrakce proteini Nicotiana

benthamiana

Semena Nicotiana benthamiana byla vysazena do kvétinacl. Po vykliceni byly rostliny
rozsazeny po jedné a ponechany rist ve fytokomote pii konstantnich podminkéch
25 °C, relativni vzdus$né vlhkosti 70 % a fotoperiodé 8 hodin svétlo, 16 hodin tma.
Po dosaZeni dostatecné plochy listu, avSak pied kvetenim byly rostliny transformovany.

Konstrukty v Agrobacterium tumefaciens byly inokulovany do LB média
(viz. kapitola 3.2.2) a kultivovany pifi 28 °C. Po dvoudenni inkubaci
bylo 500 pl z prekultury pipetovano do 250ml Erlenmayerovy baiky s 50 ml LB média
a prislusSnym selek¢nim antibiotikem. Celkem byly inokulovany tii baikky na kazdy
experiment s danym konstruktem a ty ponechany inkubovat pti 28 °C 150 rpm pies noc
(16 hodin). Nasledujici den byly buiiky 10 minut centrifugovany pii 8 000 xg a 22 °C.

Mezi tim byly rostliny N. benthamiana umistény do plastovych sackl a fadné zality,
aby doslo k otevieni priduchii. PouZité LB médium bylo odlito do GMO odpadu a pelet
resuspendovan v infiltraénim médiu pro N. benthamiana. Bunénd suspenze
byla nésledné fedéna infiltratnim médiem na ODe00=0,35. Bunky byly ponechany
na orbitalni tfepacce 1 hodinu pii 50 rpm pfi laboratorni teplot¢.

Vsechny pravé listy pouzité rostliny byly transformovany infiltraci pomoci injekéni

stiikacky, kdy byla suspenze vstfikovana pod tlakem do spodni strany listu.
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Vzorky infiltrovanych listi byly sbirany druhy, tfeti a ¢tvrty den po infiltraci
a homogenizovany ve tfeci misce s tekutym dusikem. Vzorky byly nasledné€ ponechany
lyofilizovat do dalsiho dne. Z kazdého vzorku bylo do mikrozkumavky odebrano
50 mg a pipetovano 150 ul pfipraveného vzorkového pufru. Vzorky byly kratce
vortexovany a stoCeny na pikofuze. Poté byly mikrozkumavky piemistény
do inkubatoru 70 °C po dobu 10 minut. Vzorky byly poté ponechany chladnout
na laboratorni teplotu, stoceny pii 22 °C na 15 000 xg po dobu 5 minut a supernatant
pipetovan do novych mikrozkumavek. Nésledné bylo 30 pl supernatantu naneseno
na polyakrylamidovy gel a provedena SDS-PAGE a Western blot (viz. kapitoly 3.2.25
a3.2.28).

3.2.19 Priprava bakterialni kultury ve fermentoru

Nejprve bylo ptipraveno 5 ml LB média s kanamycinem, do kterého bylo inokulovano
10 pl baktérie Escherichia coli BL 21 STAR DE 3 s vlozenym expresnim plazmidem
pET28b+::rhLL-37 B1 His ze =zasobni kultury wuloZené v glycerolu. Zkumavka
byla kultivovdna v inkubdtoru pti 180 rpm, 37°C pies noc. Stejny den
byly autoklavovany jednolitrové davkovaci lahve, SACOVA adaptér (Safety Connection
Valve System) spolu s 1 litrem 50% glycerolu.

Z ptipravené ,,prekultury* ve sklenénych zkumavkéch bylo nasledujici den odebrano
500 pl do 250ml Erlenmayerovy baiikky s 50 ml LB média a kanamycinem. Baktérie
byly kultivovany opét do dal§iho dne. Celkem byly pro kultivaci ve fermentoru
ptipraveny Ctyfi Erlenmayerovy banky.

Fermentor byl zapnut a otevien hlavni ptivod vody. Kompresor s expanzni nadobou byl
zapnut a ponechdn natlakovat. Do S5-litrové kadiny bylo mezi tim do 2,5 litru
deionizované vody pfipraveno koncentrované LB médium v mnozstvi na celkovy objem
20 litrii (byla potfeba dlouha doba rozpousténi jednotlivych komponent). pH elektroda
byla pfipojena k fermentoru a kalibrovdna pomoci kalibra¢nich roztokt pH 4,0; 7,0
a pH 10,0. Poté bylya pH elektroda spolu s Clarkovou kyslikovou elektrodou umistény
do pfislusnych vstupti na fermentoru. V kadiné¢ s LB médiem byl objem upraven
deionizovanou vodou na 5 litrii a pfidany 2 ml Defoameru. Cely objem byl pfelit
do fermentoru a ptidano 15 litrti deionizované vody. SACOVA adaptér byl nasroubovan

na fermentor a zapnuto michani na 400 rpm.
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Pied sterilizaci byla provedena vizudlni zkouSka vzduchovadla, kdy na fidici
jednotce byla nastavena hodnota aerace na 0,4 vvim (jednotka udévajici pocet litrii
vzduchu prochazejici jednim litrem média za jednu minutu). Vzduchovadlo
bylo umisténo do polohy pro sterilizaci a vypnut pfivod vody do chladi¢e. Ventil
pro topné téleso byl odvzduSnén a tlak v topném télese nastaven na 0,2 bar. Nasledné
byly zkontrolovany a lehce dotazeny vSechny kabely, proby a Cepy a zkontrolovan
pojistny ventil. Po findlni vizualni inspekci vSech ¢asti fermentoru byla zahajena
sterilizace: 121 °C po dobu 30 minut. Po celou dobu sterilizace byl neustéile
monitorovan tlak uvnitf fermentoru a tlak v topném télese. V ptipadé piekroceni
bezpecné hodnoty 3 bar v topném télese nebo 1 bar uvnitt fermentoru byl opatrné tlak
manualné regulovan pomoci ventil pro dosazeni bezpecnych hodnot.

Po dokonceni sterilizace byla nastavena teplota 37 °C a zahdjena aerace média
(0,4 vvm). Pfivod vody do chladi¢e byl zapnut, SACOVA adaptér otevien a piipojen
na peristaltické pumpy. K jedné hadicce byla pfipojena sterilni davkovaci ladhev
s 5 M roztokem hydroxidu draselné¢ho. Poté bylo zahéjena uprava pH na hodnotu 7,0
pomoci fidiciho a davkovaciho systému fermentoru. Po dokonceni byla kalibrovéna
Clarkova kyslikova elektroda a provedena sterilizace vypusti pomoci vyvijece prehiaté
pary (130 °C). Nakonec byl odebran vzorek (blank) do sterilni 50ml falkony a vypust’
opét sterilizovana.

Bakteridlni kultura byla ptelita ve flowboxu do jedné sterilni dévkovaci lahve
a do druhé pfelit sterilni 50% glycerol. Bakteridlni kultura byla inokulovana
do fermentoru (pomoci SACOVA adaptéru a peristaltick¢é pumpy) a poté kontinualné
ptidavan 50% glycerol rychlosti 3,5 ml za minutu, a to az do pfidani celého objemu
(cca 5 hodin). V prabéhu nésledujicich 2-3 hodin byl monitorovan riist ODeoo.
Po dosazeni ODs00=1,0 byla teplota ve fermentoru snizena na 30 °C.

Mezi tim bylo odvaZzeno pfislusné mnozstvi IPTG tak, aby vyslednd koncentrace
IPTG ve fermentoru byla 1 mM. Odvazené mnozstvi IPTG bylo rozpusténo
ve 200 ml deionizované vody a nasledné sterilizovano ptes 0,22um membranovy filtr.
Po ochlazeni fermentoru na 30 °C (obvykle 10 minut) byla indukovéana exprese pomoci
IPTG. Po 6 hodinach exprese byla bakteridlni kultura sklizena do pfipravenych

plastovych 5-litrovych kadin a kultura stacena na prutokové centrifuze.
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Do fermentoru bylo nalito 20 litrdi deionizované vody, promichavéani zvyseno
na 800 rpm a aerace zvySena na 10 vvm za ucelem odstranéni zbytkli média na sténach
fermentoru a ptipadnych usazenin. Po deseti minutach byl odpojen SACOVA adaptér
a sterilizovany vypusti. Nasledné byla provedena dekontaminace podle stejného postupu
jako sterilizace. Po dokonceni dekontaminace byla teplota nastavena na 60 °C
a po dosazeni této teploty byl obsah fermentoru vypuStén do odpadu. Elektrody
byly vyjmuty, oplachnuty deionizovanou vodou a umistény do pfisluSnych roztoka
pro uchovani a elektrodové vstupy uzavieny Cepy.

Nésledné bylo do fermentoru nalito 20 litrGi deionizované vody a nasypano
5 g kyseliny citronové. Roztok byl ponechan za stalého michdni 400 rpm ve fermentoru
30 minut, poté byl cely obsah fermentoru vypustén do odpadu a fermentor proplachnut
deionizovanou vodou pro odstranéni zbytkl kyseliny citronové.

Na zéavér byl vypnut kompresor a vypustén vzduch z expanzni nddoby. Hlavni uzavér
vody byl uzavien a vypnuta hlavni jednotka. Jeden wuzaviraci Cep z vika
byl vySroubovén, aby se nesrazela ve fermentoru voda a vSechny pouzit¢ davkovaci

lahve a SACOVA adaptér dekontaminovany 2% roztokem Inciduru.
3.2.20 Zpracovani bakterialni kultury

Nejprve bylo do vodni 14zné nasypano znacné mnozstvi ledu a na ob&hové Cerpadlo
pfipojeny hadice pro chlazeni pratokové centrifugy. Rotor pritokové centrifugy
byl sestaven dle navodu vyrobce za fadného promazani vSech spojii vazelinou. Rotor
byl nasroubovan do pritokové centrifugy a po ochlazeni plasté centrifugy pod 4 °C
byla priitokova centrifuga zapnuta.

Centrifugace probihala pii 30 000 xg za konstantniho pritoku 0,5 litru za minutu.
Celkem byla bakteridlni kultura centrifugovana 2x. Poté byl ziskany bunécny pelet
pienesen pomoci Spachtle do nerezové misky umisténé na ledu. VSechny casti ptistroje,
které ptiSly do styku s bakteridlni kulturou (GMO), byly dekontaminovany pomoci
2% roztoku Inciduru a nésledné umyty. PouZzité médium bylo po ¢astech autokldvovano

po dobu 30 minut na 121 °C a poté vylito do odpadu.
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Po centrifugaci byl bakteridlni pelet suspendovan ve 400 ml lyza¢niho pufru.
Cela French pressu byla umyta a vychlazena na ledu, po jejim vychlazeni sestavena
a zapojena do French pressu. Pfed zahajenim lyze bunék byly vSechny Srouby znova
dotaZeny a zkontrolovdna kolmice desky French pressu s lyzacni celou. Poté byl French
press promyt 2x 70% ethanolem a 2x deionizovanou vodou. Nésledné byl pomoci
Sroubu nastaven a udrzovan tlak v pribéhu lyze vrozmezi 20 000-22 000 psi.
Cely lyzacni postup byl opakovan 3x.

Dale byl lyzat zahifivan po dobu 30 minut ve vodni l4dzni pfedehiaté na 90 °C
(¢as pocitan od doby kdy teplota lyzatu dosahla 85 °C). Poté byl lyzat ponechan
ochladit na laboratorni teplotu a centrifugovan pifi 12 000 xg po dobu 10 minut.
Cast takto piipraveného vzorku byla $tdpena pomoci kyseliny trifluoroctové,

¢ast purifikovdna pomoci afinitni chromatografie.
3.2.21 Afinitni purifikace bakterialniho lyzatu

Nejprve bylo 5 ml matrice HisPur™ postupné naplnéno do kolony pro FPLC Bio-
Scale™, ptficemz byly odstranény vSechny bubliny, které béhem plnéni vznikly.
Nasledné byly primovany oba kanaly FPLC systému ekvilibraénim pufrem. Hodnota
absorbance pifi 205 nm byla nastavena na nulu a poté byla do systému zapojena
naplnéna kolona, ktera byla nasledn¢ promyvana lyza¢nim pufrem pro baktérie rychlosti
2 ml/min.

Po poklesu hodnoty absorbance pod 0,01 byl pritok zvysen na 2,5 ml/min a pomoci
injekéni stiikacky s jehlou naplnéna 10ml davkovaci smycka vzorkem bakteridlniho
lyzatu. Vzorek byl poté nanesen na kolonu a frakce jimana do kadinky.
Pii poklesu absorbance pod 0,5 byla opét naplnéna davkovaci smycka a postup
opakovan. Celkem bylo takto na kolonu naneseno 50 ml lyzatu. Poté bylo zastaveno
jimani frakce (Flow-through) a kolona ponechdna promyvat ekvilibraénim pufrem
do doby, nez absorbance poklesla pod 0,05. Poté byl pritok snizen na 2 ml/min a kolona
promyvana 50 ml promyvaciho pufru.

Protein byl eluovan za pouziti elu¢niho pufru, kdy byl za detektor zapojen frakeni
kolektor pro sbér frakci (frakce sbirdny po 5 ml do sklenénych zkumavek). Po eluci
byla pomoci programu BioLogic™ vyhodnocena absorbance pii 205 nm,

tj. ve kterych frakcich se nachazi eluovany protein a zbylé frakce byly vyhozeny.
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Kolona byla promyta 100 ml regenera¢niho pufru a poté prevedena do roztoku
pro ulozeni kolony. FPLC systém byl promyt deionizovanou vodou a poté roztokem

pro uloZeni kolony.
3.2.22 Stépeni bakterialnich vzorki

Vzorky byly koncentrovany centrifugaci ve falkonach pro ultrafiltraci za pouziti 5 kDa
filtru pfi 4°C a 5000xg a pouziti thlového rotoru. AZ objem vzorku poklesl
pod 500 pl, bylo ke vzorku pfilito 10 ml pufru pro LC-MS a centrifugace opakovéna.
Promyvani probihalo do doby, nez celkova koncentrace soli poklesla pod 1 mM.

V ptipadé vétsSitho objemu vzorku byl vzorek koncentrovan a promyvan na cele
pro koncentrovani proteinti rovnéz s 5 kDa filtry. Ultrafiltrace v tomto pfipad¢ probihala
za stalého michani pomoci magnetické michacky a dusiku jako hnaciho plynu.
Promyvani opét probihalo do doby, nez celkova koncentrace soli poklesla pod 1 mM.

V obou ptipadech byl nakonec vzorek koncentrovan na objem ptiblizn€ 2 ml. Vzorek
byl nasledné¢ alikvotovan po 500 pul do 1,5ml mikrozkumavek, ptidano piislusné
mnozstvi kyseliny trifluoroctové (specifikovano ve vyhodnoceni) a vzorky ponechany

Stépit v termobloku 24 hodin pti 60 °C.
3.2.23 Kvantifikace celkovych proteinii

Celkové proteiny byly kvantifikoviny metodou dle Bradforda (Bradford, 1976).
Nejprve bylo ¢inidlo fedéno deionizovanou vodou 1:4 (v/v). Do 1,5ml mikrozkumavek
bylo pipetovano 1 ml fedéného ¢inidla. Kalibra¢ni fada byla pipetovana ze zasobniho
roztoku komer¢niho standardu BSA a ze vzorku 0,5-10 pl tak, aby mél roztok slabé
modré zbarveni. Nasledné¢ byly mikrozkumavky kratce vortexovany a pomoci
NanoDropu meétfena koncentrace proteiniti. Nejprve byla proméfena kalibra¢ni tfada

a poté vzorky. Jako blank bylo pouzito fedéné reakéni ¢inidlo.
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3.2.24 Priprava polyakrylamidovych geli

Skla byla oplachnuta deionizovanou vodou a vysuSena papirovym ubrouskem
s pfidavkem 70% ethanolu. Mezi skla byl umistén 1mm plastovy spacer a skla
byla poté umisténa do systému SureCast™. Do 50ml falkony byly postupné pipetovany
roztoky pro ptipravu déliciho gelu (udand mnozstvi jsou pro ptipravu dvou gell),
poté¢ smés promichana opatrnym pievracenim a pipetovana mezi skla po rysku.
D¢lici gel byl prevrstven 500 pl isopropanolu a gel ponechan tuhnout 15 minut.

Poté¢ byl isopropanol odsat filtranim papirem, prostor mezi skly proplachnut
deionizovanou vodou ze stficky a zbyla voda vysuSena filtraénim papirem.
Do 15ml falkony byly smichany roztoky pro piipravu zaostiovaciho gelu, smés
promichana opatrnym pievracenim a pipetovana mezi skla. Nésledné byl mezi skla
vlozen plastovy hiebinek a gel ponechan tuhnout minimalné¢ 30 minut. Poté byl gel
vyjmut ze systému SureCast™ a pouzit pro SDS-PAGE, nebo obalen papirovymi

ubrousky navlhéenymi deionizovanou vodou a uchovén v lednici pro pozd¢jsi pouziti.
3.2.25 SDS-PAGE elektroforéza

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 7,5 ul vzorkovaciho pufru pro SDS-PAGE
a 3 pl redukéniho cinidla pro SDS-PAGE. Ze vzorku bylo pipetovano maximalné
19,5 pl (celkovy objem byl ptipadné doplnén do 30 pl Milli-Q vodou). Takto pfipravené
vzorky byly kratce vortexovany a stoCeny na pikofuze. Nasledné byly zahtaty 10 minut
v termobloku pfi 70 °C. Poté byly vzorky ponechany chladnout na laboratorni teplotu.
Mezitim byl piipraven elektrodovy pufr — 20 ml koncentrovaného elektrodového
pufru bylo smichdno s 380 ml deionizované vody a celd smés opatrné promichéna tak,
aby nedoSlo ke vzniku bublin. Gel byl umistén do -elektroforetické komurky
(v ptipadé¢ precast gelli byla odstranéna ochranna péska), vyjmut hiebinek a nalit
ptipraveny elektrodovy pufr. Jamky byly proplachnuty pipetovanim a na gel naneseny
vzorky spolu se standardem pro SDS-PAGE, ptipadné pozitivni kontrolou (syntetickym
LL-37). Elektroforeticka komtrka byla uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji
stejnosmérn¢ho napéti. Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 150 V

po dobu 40 az 45 minut.
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Po prob¢hnuti elektroforézy byl gel vyjmut ze skel (v ptipadé¢ precast geli z plasti),
oplachnut v deionizované vodé, odfiznuty hiebinky a spodni ¢ast geld, nakonec oznacen

levy horni roh.
3.2.26 Barveni gelu — barveni na stribro

Gel byl pfemistén do plastové vani¢ky a promyt 3x deionizovanou vodou. Do vanicky
byl nalit fixatni roztok a gel ponechan na orbitalni tiepacce pii 40 rpm
po dobu 30 minut. Poté byl promyvaci roztok fedén deionizovanou vodou v poméru 1:9
(v/v) a gel ponechan dalSich 30 minut tfepat. Nasledné byl fedény promyvaci roztok
odlit a gel promyt 3x deionizovanou vodou. Do vanicky byl nalit na 1 minutu roztok
thiosiranu a poté gel opét promyt 2x deionizovanou vodou. Dale byl do vanicky nalit
roztok dusi¢nanu stiibrného, ktery byl ponechan 20 minut pfi 40 rpm na orbitalni
trepacce.

Roztok dusi¢nanu stfibrného byl odlit a gel proplachnut velkym objemem
deionizované vody, maximaln¢ vSak 20 sekund. Gel byl nasledn¢ pfemistén do plastové
vanicky s vyvolavacim roztokem a za stalého tfepani byly postupné vizualizovany
separované proteiny. Po dosazeni dostate¢ného obarveni proteinovych bandi byl gel

premistén do fixa¢niho roztoku II, kde byl ponechdn minimalné 5 minut.

Nakonec byl gel dokumentovan pomoci systému pro dokumentaci Gel Doc™ EZ

Imager a vyhodnocen v programu Image Lab™ 6.0.
3.2.27 Barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue

Gel byl pfemistén do plastové vanicky, pielit barvicim roztokem a inkubovan
na orbitalni tfepacce 2 hodiny pii 40 rpm. Poté byl barvici roztok odlit do odpadni
nadoby a gel proplachnut velkym mnoZstvim deionizované vody. Do vanicky
byl poté nalit odbarvovaci roztok a vanicka ponechdna na orbitalni tfepacce minimalné
dalSich 30 minut. Pokud po 30 minutich nedoSlo k dostatecnému odbarveni,
byl odbarvovaci roztok vymeénén za novy. Po odbarveni gelu byl gel dokumentovan
pomoci systému pro dokumentaci Gel Doc™ EZ Imager a vyhodnocen v programu

Image Lab™ 6.0.
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3.2.28 Western blot

Gel byl po probéhnuti SDS-PAGE pfemistén do vanicky s pienosovym pufrem
a ponechan na orbitdlni tfepacce minimaln€¢ 10 minut pifi 40 rpm.
Mezitim byla ustfizena membrana podle Sablony tak, aby pfesahovala piiblizné
I mm velikost gelu. Hydrofobicita membrany byla snizena ponofenim membrany
na 30 sekund do methanolu, poté proplachnuta 2x deionizovanou vodou a ponechdna
ve vani¢ce s pienosovym pufrem na orbitalni tfepacce minimalné 5 minut.

Z filtraniho papiru byly vystfizeny Ctyii obdélniky podle velikosti vlozky ze savého
porézniho materidlu. Nésledné¢ byl sestaven ,,sandwich®, a to v nasledujicim potadi:
vlozka ze savého porézniho materidlu, dva filtrani papiry, gel, membrana, dva filtracni
papiry a vlozka ze savého porézniho materialu. Pti sestavovani byla pouzita pinzeta
a po sestaveni byly odstranény bubliny pomoci valecku.

»Sandwich® byl umistén do elektroforetické komurky ve spravné orientaci tak,
aby proteiny mohly piechdzet z gelu na membranu. Nakonec byla do elektroforetické
komitirky umisténa chladici kostka, komulrka uzaviena vikem a pfipojena na zdroj
stejnosmérného napéti. Pienos probihal 60 minut pfi konstantnim napéti 100 V
a poté bylo napéti snizeno na 20 V a pfenos ponechéan pies noc v chladu (4 °C).

Dalsi den byl nejprve fedén roztok pro imunoblot — 6 ml 5x iBind™ pufru
bylo pipetovano do 50ml falkony spolu s 300 ul iBind™ aditiva. Objem byl doplnén
na 30 ml deionizovanou vodou a smés promichana opatrnym pievracenim. ,,Sandwich*
byl vyjmut z elektroforetické komirky, gel barven pomoci Coomassie Brilliant Blue
(viz. kapitola 3.2.27) a na membrané zlehka tuzkou oznafen standard. Membrana
byla poté premisténa do vani¢ky s 5 ml pfipravené¢ho roztoku pro imunoblot tak,
aby strana membrany s pifenesenymi proteiny smeétovala dolt.

Primdrni a sekundarni protilatka byly fedény dle doporuceni vyrobce
do 2ml pfipraveného roztoku pro imunoblot. Primarni protilaitka byla fedéna
1:400 (v/v) a sekundarni protilatka 1:1 000 (v/v). Mikrozkumavky s fedénymi

protilatkami byly promichdny opatrnym pievracenim.
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Savé podlozka (iBind™ Card) byla vlozena do systému pro imunoblot iBind™
a cela plocha navlhéena 5 ml ptipraveného roztoku pro imunoblot. Poté byl pipetovan
I ml tohoto roztoku do stiedu savé podlozky a umistétna membrana tak,
aby byly proteiny v kontaktu se savou podlozkou. Bubliny byly odstranény véleckem
a systétm uzavien. Do jednotlivych jamek byly postupné pipetovany roztoky
v nasledujicim pofadi: 1) 2 ml fedéné primarni protilatky, 2) 2 ml pfipravené¢ho roztoku
pro imunoblot, 3) 2 ml fedéné sekundarni protilatky, 4) 8 ml piipravené¢ho roztoku
pro imunoblot.

Po 3-3,5hodinach inkubace byla zkontrolovdna posledni jamka systému
pro imunoblot. V pfipadé, Ze doSlo k uplnému spotiebovani vSech roztokd,
byla membrana piemisténa mezi dv¢ prithledné plastové folie a ptfipraven detekéni
roztok. Pro detekci bylo do mikrozkumavky pomoci Spicek s filtrem pipetovano
500 pl obou roztokii chemiluminiscenéniho substratu. Mikrozkumavka byla promichana
pfevracenim a smés pipetovana na membranu. Pfebyte¢né mnozZstvi bylo odsato pomoci
papirového ubrousku a membrana dokumentovana pomoci dokumenta¢niho systému
ChemiDoc XRS+.

V piipadé nizkého signalu byl na membranu pipetovan novy roztok ptipravené¢ho
chemiluminiscen¢niho substratu a membrana piilozena v temné mistnosti
na autoradiograficky film, pfi¢emz pro praci v temné mistnosti bylo pouzito Cervené
svétlo. DalSi den byl autoradiograficky film pfemistén do vanicky s vyvojkou
a po dostatecné vizualizaci byl oplachnut deionizovanou vodou a nésledné premistén
do vanicky s fixaénim roztokem. Nakonec byl film opét oplachnut deionizovanou

vodou a ponechan uschnout na laboratornim stole.

3.2.29 LC-MS

3.2.29.1 Analyticka kolona

V piipadé¢ pouziti analytické kolony byla kolona zapojena s pifimym nastfikem
do hmotnostniho spektrometru s jednoduchym kvadrupdlem. Pfed zahdjenim préce
byly oba kandly preparativni pumpy primovany alespoii 5 minut za pritoku 5 ml/min.
Kolona byla poté zapojena a ponechdna promyvat smési mobilnich fazi 5:95 (A:B; v/v)
a pfevedena dvacetiminutovym gradientem z uchovévaciho solventu do vychoziho

poméru gradientu (stejny prutok jako metoda pouzitd pro analyzu).
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Po ustéleni tlaku byly méteny vzorky — mezi kazdou analyzou byl pfitom zafazen blank
(prazdny nastfik).

Nastiik byl proveden nasatim vzorku rychlosti 900 pl/min, poté byla jehla
oplachovana ve flush portu 60 sekund. Samotny nastfik byl proveden rychlosti
3 000 pl/min. Pro ionizaci byl pouzit elektrosprej v pozitivnim modu. Teplota susSiciho
plynu byla nastavena na 350 °C, pouzitym su$icim plynem byl dusik pritok 12,0 1/min.
Tlak nebulizéru byl nastaven na 35 psig. Napéti na kapilate bylo 3 000 V. V piipadé
detekce se selektivnim zdznamem pro vice hmot byl pomér casu sbéru signalu
pro jednotlivé hmoty rozdélen rovnym dilem mezi v§echny hmoty.

Po dokonceni analyzy byla kolona pievedena zpét do smési 5:95 (A:B; v/v)

dvacetiminutovym gradientem.

3.2.29.2 Preparativni kolona

V piipadé pouZiti preparativni kolony byla kapilara z kolony zapojena na splitovani,
které bylo nastaveno na 1:100. Kvarterni pumpou byla do splitu pfivadéna mobilni faze
70:30 (A:B; v/v) rychlosti 0,300 ml/min (fedici faktor 1:15). Detekce hmotnostnim
spektrometrem probihala pfi stejnych podminkach jako v piipadé pouziti analytické
kolony se selektivnim zdznamem iontl hmot m/z 749,60. Sbér pomoci frakéniho

kolektoru byl nastaven na sbér frakci v presné definovanych casovych usecich.
3.2.30 Testovani antimikrobialni aktivity

V pifipadé, Ze se jednalo o vzorky po S$tépeni kyselinou trifluoroctovou,
bylo ke vzorkiim ptidano 10 ml pufru pro LC-MS a vzorky koncentrovany centrifugaci
ve falkonach pro ultrafiltraci za pouziti 2 kDa filtru pti 4 °C a 5 000 xg za pouziti
uhlového rotoru. Jakmile objem vzorku poklesl pod 500 pl, bylo ve vzorcich méteno
pH. Pokud bylo pH<7,9 bylo ke vzorku piilito dalSich 10 ml pufru pro LC-MS
a centrifugace opakovana.

Pro antimikrobidlni test byla vyuzita baktérie Escherichia coli kmen TOP 10,
kterd byla nejprve inokulovdna do LB média bez piidavku selekénich antibiotik
dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2. Nasledujici den bylo do 10 ml LB média
v 50ml falkon¢ inokulovano 25, 100, 250 a 750 pl bakteridlni prekultury.
Poté byly falkony umistény do rota¢niho inkubatoru na 37 °C a 150 rpm.
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Po tfech hodinach bylo méfeno ODsoo v jednotlivych falkonach pomoci NanoDropu,
a to do doby, nez bylo dosazeno exponencidlni faze rlstu baktérii. Falkona
byla poté centrifugovana pii 6 000 xg, 22 °C 5 minut a pouzit¢ LB médium odlito
do GMO odpadu. Bakterialni pelet byl suspendovén v malém objemu pufru pro LC-MS,
poté byla bakteridlni suspenze déale fedéna pufrem pro LC-MS na ODe00=0,577.
Z takto piipravené suspenze baktérii bylo pipetovano 100 pul do mikrozkumavky
s 900 ul pufru pro LC-MS.

Do 0,2ml mikrozkumavek bylo pipetovano 19 ul vzorku/pozitivni kontroly
(syntetického LL-37) a poté 1 pul fedéné bakteridlni suspenze. Mikrozkumavky
byly kratce vortexovany a stoCeny na pikofuze. Nasledné¢ byly mikrozkumavky
inkubovany 60 minut pii 800 rpm pii1 37/22 °C (specifikovano ve vyhodnoceni).
Mezi tim byly oznaceny Petriho misky s LB agarem a pro kazdy vzorek vytvofena sada
trech mikrozkumavek. Do prvni pipetovano 990 ul, do zbylych dvou po 900 ul pufru
pro LC-MS.

Po inkubaci byly mikrozkumavky se vzorky umistény na led. Vzorek baktérii
byl nejprve promichdn pipetovanim, nasledn¢ pipetovano 10 pl  smési
do mikrozkumavky s 990 pl pufru (fedéni 102). Poté byla mikrozkumavka fadné
protfepana a dale pipetovano 100 ul z prvni mikrozkumavky do druhé (fedéni 103).
Mikrozkumavka opét fadné protiepana a do posledni mikrozkumavky pipetovano
100 pl z druhé mikrozkumavky (fedéni 104). Takto byla vytvofena fedici fada
a z kazdého tedéni po opétovném protiepani rozetfeno 100 ul na Petriho misku
s LB agarem. Baktérie byly poté kultivovany v inkubatoru pii 37 °C pies noc.
Nasledujici den byly na vSech miskach spocteny kolonie a vypoctena hodnota CFU
(pro vypocet CFU bylo pouZzito fedéni s poctem kolonii v rozmezi 30-300, hodnoty

pro vypocet jsou ve vyhodnoceni znaceny tucné).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Prehled konstruktu

Konstrukty elastinového typu

rhLL-37_A1 Signaini LL-37 ELP 60 KDEL

rhLL-37_A2 Signéini LL-37 ELP 120 KDEL
Konstrukty s DAMP.
_ Signalni S EDEN
rhLL-37_B1 Septid DAMP, STEPEN| KYSELINOU
rhLL-37_B1 His 12x His DAMP, STEPENI KYSELINOU
rhLL-37_B2 il DAMP, STEPENI Ni2* ionty LL-37
rhLL-37_B3 DAMP, STEPENI Ni2* jonty LL-37

Konstrukty s dalSimi purifikacnimi znackami

rhLL-37_CA1 M INTEIN KDEL

peptid
Signalni .
rhLL-37_C3 beptid 6x His LL-37 KDEL




4.2 Popis konstrukti pouzitych v praktické ¢asti

4.2.1 Konstrukty elastinového typu

rhLL-37_Al

Konstrukt obsahuje signalni sekvenci, ktera je ur€ené pro expresi v jeCmeni (12S seed
storage globulin). Za touto signalni sekvenci je sekvence kddujici antimikrobialni peptid
LL-37, nasleduje linker, za kterym je zafazen intein pro snadné odStépeni znacky
v redukujicim prostfedi. Nasleduje dalsi linker a zbytek CBD, do které bylo klonovano
v ramci bakalatské prace 60 ELP motivii (pomoci nich je mozné ¢astecné purifikovat
tento konstrukt reverzibilni precipitaci). Na konci tohoto konstruktu je sekvence
¢tyf aminokyselin KDEL (sekvence pro navrat do endoplazmatického retikula).
rhLL-37_A2

Konstrukt je totozny s rhLL-37 Al s rozdilem poc¢tu ELP motivi — 120.

Tento konstrukt byl taktéz klonovan v ramci bakalarské prace.

4.2.2 Konstrukty s DAMP4

rhLL-37 B1

Konstrukt obsahuje signdlni sekvenci pro expresi v jemeni (128 seed storage globulin),
za kterou nasleduje helikalni protein DAMP4, ktery se sklada ze ctyt Sroubovic
a zvySuje stabilitu rekombinantniho proteinu pfi termalni denaturaci a precipitaci soli.
Nésleduje sekvence aminokyselin DPS, kterd umoZiluje S$tépeni znacky
od antimikrobialniho peptidu LL-37, ktery se nachazi na C-termindlnim konci.
Pro $tépeni aminokyselin DPS je pouZito kyselé prostiedi za zvysené teploty. Stépeni
probiha mezi aminokyselinami D a P, proto po Stépeni zlstavaji na rekombinantnim
antimikrobialnim peptidu LL-37 navdzany aminokyseliny P a S (PS-LL-37).
rhLL-37_B1 His

Tento konstrukt obsahuje za START kodonem His-12 pro afinitni purifikaci, nésleduje
helikalni protein DAMPA4, §tépici misto DPS a sekvenci kodujici antimikrobialni peptid
LL-37. Tento konstrukt byl pfipraven pro testovani afinitni purifikace v bakteridlnim

expresnim systému.
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rhLL-37 B2

Konstrukt je stejny jako rhLL-37 Bl s rozdilem §té€piciho mista, které¢ bylo navrzeno
pro Stépeni v pfitomnosti nikelnatych iontl za zvysené teploty.

rhLL-37_B3

Konstrukt je stejny jako rhLL-37 B2, ale neobsahuje signalni sekvenci pro 12S seed

storage globulin.
4.2.3 Konstrukty s dalSimi purifika¢nimi znackami

rhLL-37_C1

Konstrukt obsahuje signalni sekvenci (125 seed storage globulin), za kterou je sekvence
kédujici antimikrobidlni peptid LL-37. Nasleduje linker, za kterym je zafazen intein
pro snadné odstépeni znacky v redukujicim prostfedi. Nasleduje dalsi linker a CBD
pro afinitni purifikaci. Na konci tohoto konstruktu je KDEL sekvence.

rhLL-37_C2

Konstrukt obsahuje signdlni sekvenci (ZmCKXT1), za kterou je His-6 pro afinitni
purifikaci. Nasleduje MBP, kterd umoziuje taktéz afinitni purifikaci. Za touto doménou
nasleduje linker a $tépici misto pro enterokinasu. Na konci konstruktu je sekvence
kodujici antimikrobidlni peptid LL-37 a KDEL sekvence. Tento konstrukt byl obdrzen
od Mgr. Edity Holaskové, Ph.D. ve vektoru pENTR 3C. Doktorka Holaskova
tento konstrukt pfipravila a pouzila v ramci své dizertacni prace pro expresi
v H. vulgare.

rhLL-37_C3

Tento konstrukt je totozny s thLL-37 C2, kdy namisto MBP je pouzit small ubiquitin-
like modifier (SUMO) pro zvySeni rozpustnosti rekombinantniho proteinu. Konstrukt

byl rovnéz obdrzen od Mgr. Edity Holaskové, Ph.D. ve vektoru pENTR 3C.

Sekvence konstrukta jsou umistény v Piiloze 1. Obrazky sekvenci ptrevzaty z bakalaiské

prace (Kopecny, 2018).
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4.3 Priprava konstrukti na transformaci

Konstrukty elastinového typu byly klonovany do vektoru pENTR 3C pomoci
restrikénich enzymG BamHI a Xhol. Poté byla izolovana plazmidovda DNA,
kterd byla zasldna na sekvenaci.

Konstrukty s DAMP4 byly piipraveny v ramci bakalaiské prace klonovanim
do bakteridlniho expresniho vektoru pET 28b+. Nejprve byly vSechny tyto konstrukty
klonovéany do konstruktu pENTR 3C::rhLL-37 C1 pomoci restrikénich enzyml Ncol
a Xhol. Poté byla izolovana plazmidovda DNA, kterd byla zaslana na sekvenaci.
Pro testovani funkcnosti signdlni sekvence byl konstrukt rhLL-37 B2 klonovan
do vektoru pomoci restrikénich enzymt BamHI a Xhol, aby byl findlni konstrukt
ve vektoru pPGWB 17 bez signalni sekvence (konstrukt rhLL-37 B3).

Vsechny konstrukty ve vektoru pENTR 3C byly nésledné¢ klonovany do vektoru
pGWB 17 pomoci LR rekombinace viz. kapitola 3.2.14. Néasledn¢ byly izolovany
plazmidy ze tfech ndahodnych kolonii a provedena restrikce pro rozliSeni ptivodniho
a destinacniho vektoru pGWB 17. Reprezentativni vysledek je uveden na Obr. 7.

Nakonec byly vSechny klonované konstrukty ovéfeny sekvenaci.

M Vzorky Vzorky CTRL M
thLL-37 Al thLL-37 A2 pGWB 17
bp
—— ——— S SR e -

6000 - —
-_—

3000 et ———
—_—

1000 — L

Obrazek 7: Reprezentativni vysledek pro rozliSeni destinacniho a pivodniho vektoru
(Stepeno enzymem Xhol — jedno restrikcni misto). M — marker, CTRL — Stépeny prazdny
vektor pGWB 17
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4.3.1 Modifikace konstruktu rhLL-37_B1 pro expresi ve fermentoru

Konstrukt pET 28b+::rhLL-37 Bl byl modifikovan pomoci primer, a to tak,
aby pred start kodonem bylo 12x His pro umoZznéni afinitni purifikace. Plazmidova
DNA byla stépena pomoci restrikéniho enzymu Ncol, fragment purifikovan a provedeno
pét reakci Phusion PCR s primery DAMP His fw a DAMP His rev. Reakce
poté byly smichany a templat $t€pen pridavkem restrikéniho enzymu Dpnl.

Poté byl enzym inaktivovan a fragment purifikovan. Nésledovalo §t€peni pomoci
restrikéniho enzymu Ncol, aby doslo ke vzniku lepivych konct. Poté byla reakce opét
inaktivovana a fragment purifikovan. Nakonec byla provedena ligace a elektroporace
do E. coli TOP 10. Nasledovala colony PCR a plazmidy ze dvou pozitivnich kolonii
byly zaslany na sekvenaci. Takto piipraveny konstrukt (dale rhLL-37 B1 His)
byl transformovan do expresnich bunc¢k E. coli BL21 STAR DE3. Expresni buiky

byly pouzZity pro expresi katelicidinu ve fermentoru.
4.4 Stabilni transformace A. thaliana

Pro stabilni transformaci byly vybrany konstrukty rhLL-37 Al a rhLL-37 A2,
které¢ byly neuspés$né testovany v rdmci bakalafské prace v bakteridlnim expresnim
systétmu. Tyto konstrukty byly nejprve klonovany do expresniho vektoru pGWB 17
viz. kapitola 4.3 a transformace probihala dle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.2.16.
Nasledné byla provedena genotypizace dle kapitoly 3.2.17. Reprezentativni vysledek
genotypizace je na Obr. 8 (velikost PCR produktu 665 bp).

M Vzorky M Vzorky M Vzorky M Vzorky CTRL M
bp rhLL-37_Al rhL.1-37 Al thL.L-37_A2 A2 - +
1000 : - “ - -
<0 "““““_-I'-U _.' 9 o - - .E

Obrazek 8: Reprezentativni vysledek genotypizace. M — marker, CTRL (-) — reakce bez tepmlatu,
CTRL (+) — jako templat pouzita plazmidova DNA
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4.4.1 Selekce jedné inzerce a homozygotnich jedinci

V nasledujici generaci byly selektovany linie s jednou inzerci pomoci selekce na MS
médiu s pfidavkem hygromycinu B (20 pg/ml). V ptipad¢, Zze pomér mezi rezistentnimi
a senzitivnimi rostlinami vii¢i pfidanému antibiotiku byl 3:1 (rezistentni:senzitivni),
byly rostliny dané linie oznaceny jako rostliny s jednou T-DNA inzerci. Senzitivni
rostliny byly odliSeny dle rozdilného fenotypového projevu — kratsi kofen a pomale;jsi
rust nadzemni ¢asti, kdy po Case dochazelo také ke Zloutnuti listh a postupnému
odumirani celé rostliny.

Dle Mendelovych zakont dédicnosti je pii jedné inzerci jedna Ctvrtina rostlin dané
linie homozygotni, dvé ¢tvrtiny heterozygotni a jedna ¢tvrtina bez inzerce. Z toho plyne,
ze pii jedné inzerci by mél byt pomér mezi rezistentnimi a senzitivnimi rostlinami
pravé 3:1. V ptipad¢é, Ze byl tento pomér nizsi, dochazelo pravdépodobné k umlceni
daného genu a s danou linii nebylo déle pracovano. V pfipad¢, ze tento pomér je vyssi
nez 3:1, je pravdépodobné, Ze doslo k vice nez jedné T-DNA inzerci a s témito liniemi
nebylo taktéz dale pracovano.

V  nasledujici generaci byli selektovani homozygotni jedinci dané linie,
a to opét pomoci selekce na MS médiu s ptidavkem hygromycinu B (15 pg/ml). Semena
jednotlivych rostlin dané linie byla vysazena na MS médium s hygromycinem B
a v ptipadé, ze byla téméf vSechna semena dané rostliny rezistentni,
jednalo se o homozygota. V ptipad¢, ze pomér mezi rezistentnimi a senzitivnimi
rostlinami byl 3:1, byla dané rostlina oznacena jako heterozygotni a pokud byla vSechna

semena dané rostliny senzitivni, jednalo se o rostliny bez inzerce.
4.4.2 Testovani purifikace pomoci citratu

Selektované homozygotni linie byly vysazeny do zeminy a péstovany do doby,
nez rostliny zacaly nasazovat na kvét. Poté byly vSechny rostliny homogenizovany
ve tfeci misce s tekutym dusikem. Vzorky byly nasledné ponechany lyofilizovat
do dal$iho dne. Z kazdého vzorku bylo do mikrozkumavky odebran 1 gram a provedena
extrakce do vychlazeného extrakéniho pufru pro A. thaliana v poméru 1:4 (w/v).
Extrakce probihala jednu hodinu na ledu za obcasného promichani pfevracenim.

Pot¢ byly vzorky centrifugovany pii 15000xg 4°C po dobu 10 minut.
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Nasledné byl supernatant premistén do nové falkony a rekombinantni protein srazen
0,3 M citratem sodnym (inkubace 10 minut pti 45 °C). Poté byla falkona centrifugovana
pii 45°C 15000xg 10 minut. Supernatant byl odlit a pelet suspendovan
ve 100 pl vychlazeného extrakéniho pufru pro 4. thaliana.

Timto postupem lze reverzibilné precipitovat konstrukty thLL-37 Al arhLL-37 A2,
které obsahuji elastinovy motiv a tim je c¢asteéné purifikovat a koncentrovat.
Nasledné byla s extraktem pied a po reverzibilni precipitaci provedena SDS-PAGE
a Western blot. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 9. Z vysledkii je patrné,
ze doslo ke koncentrovani rekombinantnich proteini a po méfeni obsahu proteint
v jednotlivych vzorcich bylo zjisténo, ze doslo k poklesu koncentrace celkovych
proteind pfiblizn€ na polovinu. Cely postup reverzibilni precipitace lze vSak nékolikrat

opakovat a zna¢né tak zvysit Cistotu rekombinantnich proteind.

M Vzorky pied purifikaci Vzorky po purifikaci LL-37 M
kDa CTRL ...Al ...A2 CTRL ...A2 ...Al 50ng

b . -
Rekombinantni protein
tf—

+— LL-37

&

Obrazek 9: Purifikace konstruktii s ELP motivem pomoci reverzibilni precipitace citratem
(Western blot)
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4.5 Transientni transformace N. benthamiana

Konstrukty pGWB 17::thLL-37 Al, A2, B1, B2, B3, C1, C2, C3 byly dale testovany
pomoci transientni transformace v N. benthamiana. Rostliny byly transformovany
dle kapitoly 3.2.18, kdy transformovany byly vzdy tfi rostliny na konstrukt
a jako pozitivni kontrola pouzit konstrukt pGWB 17::GFP. Jako negativni kontrola,
oznactenda jako WT, byly pouzity buiky elektrokompetentniho A. tumefaciens,
které neobsahovaly Zadny konstrukt. Pro sbér listi byl vybran 2., 3. a 4. den po infiltraci
a dany den byl vzdy sesbiran rostlinny material z jedné rostliny. Cas pro sbér listd
byl urfen sledovanim exprese pozitivniho konstruktu pomoci epifluorescencniho
mikroskopu (provedeno ve spolupréaci se Siarhei Dabrovolski, MSc). Reprezentativni

vysledky pro tfeti den po infiltraci jsou na Obr. 10 pro GFP a na Obr. 11 pro RFP.

 S0pm

Obrazek 10: Sledovani exprese kontrolniho konstruktu pGWB 17::GFP  pomoci
epifluorescencniho mikroskopu.
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 S0pum

Obrazek 11: Sledovani exprese kontrolniho konstruktu pGWB 17::GFP  pomoci
epifluorescencniho mikroskopu

Vysledky Western blotu po transformaci jsou na Obr. 12, 13 a 14. Z vysledkl
je patrné, ze exprese dosahovala maximum druhy den po infiltraci u témét vsech
konstruktii, kromé& rhLL-37 C3, ktery se nepodafilo v N. benthamiana exprimovat.

Bohuzel odhad produkce rekombinantniho proteinu na zékladé porovnani intenzity
signalll pozitivni kontroly s intenzitou signélu jednotlivych rekombinantnich proteinti
ukazal, ze vytézek se u konstruktu pGWB 17::rhLL-37 B2 (nejvyssi exprese ze vSech
konstruktit) pohyboval piiblizné na 5 ug/g lyofilizovanych listl, coZ po piepoctu
na gram cerstvé hmoty odpovida ptiblizné 0,5 pg/g Cerstvych listli. Z diivodu nizkého
vytéZku a malého mnoZstvi rostlinného materidlu vSak nemohly byt rekombinantni

proteiny dale purifikovany.
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thLL-37 B1  rhLL-37 B2  rhLL-37 B3 CTRL LL-37 [ng]

2 3 4 2 3 4 2 3 4 3 5 10
DPI DPI DPI  DPI

-"-—.-—.-‘-.

o D e RS F — rini proein

+— [ [.-37

Obrazek 12: Vysledky exprese rekombinantnich proteinil
(Western blot). CTRL — rostliny transformované A. tumefaciens bez konstruktu, LL-37 —
synteticky katelicidin

M rhLL-37 Cl thLL-37 Al thLL-37 A2
kDa —

2 3 4 2 3 4 2 3 4
DPI DPI DPI

80
60

50
40

30
20

15
10

Obrazek 13: Vysledky exprese rekombinantnich proteinii (Western blot). M —
marker, Sipky oznacuji rekombinantni protein odpovidajici velikosti
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M CTRL thLL-37 C2  thLL-37 C3  LL-37 [ng]

KDa 302 3 4 2 3 4 50 100
DPI DPI DPI

80
60

50 «+— Rekombinantni protein
40

30
20

15

10 - — 1137

3.5

Obrazek 14: Vysledky exprese rekombinantnich proteinii (Western blot). M —
marker, CTRL — rostliny transformované A. tumefaciens neobsahujici konstrukt,
LL-37 — synteticky katelicidin

4.6 Exprese a purifikace v bakterialnim expresnim systému

4.6.1 Optimalizace podminek exprese

U konstruktu pET28b+::rhLL-37 B1 byla nejprve provedena optimalizace exprese
v 50 ml LB média v Erlenmayerovych bankach. Optimalizovany byly nasledujici
podminky: koncentrace IPTG pro indukci exprese (0,1-1,0 mM), teplota exprese
(37,30,25,18°C) a cas exprese (1,2,4,6a16hodin). Vysledky optimalizace
jsou na Obr. 15 (koncentrace IPTG), 16 (teplota), 17 (Cas exprese).

Z téchto vysledkti byly postupné vybrany nejvhodnéjsi podminky exprese
koncentrace ITPG 1 mM, exprese pii 30 °C po dobu 6 hodin. Nasledn¢ byly provedeny
dvé testovaci exprese ve fermentoru (5 1) s konstruktem pET28b+::rhLL-37 B1 His
a po vyhodnoceni vytéZku pomoci Western blotu bylo zjisténo, ze je mozné teoreticky
ziskat az 45 mg rekombinantniho PS-LL-37 z 20litrG média ve fermentoru
pted purifikaci a po parcidlni purifikaci (termalni denaturaci kontaminujicich proteint) a
afinitni purifikaci FPLC je ocekéavany vytézek 35 mg. Poté byla provedena exprese

ve 20 litrech LB média a bakteridlni extrakt zpracovan dle kapitoly 3.2.20.
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M Koncentrace IPTG [mM]
Da 1 0,75 0,5 0,25 0,1 0

& ey

50
40

30
20

<«+— Fuzni protein

15
10

3.5

Obrdazek 15: Optimalizace koncentrace IPTG pro indukci exprese, inkubace
pri 25 °C, 6 hodin (gel barveny na stribro). M — marker, 0 — kultura
bez indukce IPTG

M CTRL Teplota [°C]
kDa 37 30 25 18

50
40

30
20

15 <«+— Fuzni protein
10

35

Obrazek 16: Optimalizace teploty pouzité pro expresi, inkubace s 1 mM
IPTG 6 hodin (gel barven na stiibro). M — marker, CTRL — kultura
pred indukci
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M Cas exprese [hod]
\Da 0 1 2 4 6 16

Bt
o O

<«—— Fizni protein

Obrazek 17: Optimalizace ¢asu exprese, inkubace pri 30 °C s 1 mM IPTG
(gel barven na stiibro). M — marker, cas 0 — kultura pred indukct

4.6.2 Purifikace pomoci LPLC a FPLC

Purifikace bakterialniho extraktu probihala dle ndvodu 3.2.21, nejprve byla schopnost
proteinu véazat se na matrici (ovéfeni funkcnosti 12x His) testovana za pouziti LPLC
purifika¢niho systému s matrici NTA Agarosa od firmy QIAGEN s rozdilem pouzit¢ho
pritoku, ktery byl po celou dobu konstantni 0,5 ml/min. Po purifikaci byly vzorky
koncentrovany centrifugaci ve falkonach pro ultrafiltraci za pouziti 5 kDa ,,cut-off™.
Az objem vzorku poklesl na 500 ul, byly vzorky odebrany a provedena SDS-PAGE
s barvenim na Coomassie Brilliant Blue. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 18.

Nasledné¢ byly vzorky purifikovany pomoci FPLC a po purifikaci vzorky
opét koncentrovany centrifugaci ve falkonach pro ultrafiltraci a provedena SDS-PAGE
s barvenim na Coomassie Brilliant Blue. Vysledky purifikace jsou zobrazeny
na Obr. 19. Z vysledki purifikace pomoci afinitni FPLC je patrné, ze pii pouziti
promyvaciho pufru nedochazi k eluci rekombinantniho proteinu. Navic porovnanim
vysledkt purifikace pomoci LPLC a FPLC je patrné, Ze FPLC purifikace je u¢innéjsi.
To zfejmé souvisi s pouzitou matrici, kterd byla u FPLC odlisna (HisPur™ Ni-NTA

Superflow Agarose).
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M CTRL rhLL-37 Bl His

EX FT E EX FT E

kDa

<«+— Fuzni protein

Obrazek 18: Vysledky purifikace pomoci afinitni chromatografie s vyuzitim LPLC
(gel barven na Coomassie). M — marker, EX — extrakt po termalni denaturaci,
FT — flow-through, E — eluovana frakce

M rhLL-37 B1 His M

EX 10mM 20mM 50mM E

kDa

50
40

30

20
<«+— Flzni protein

15

10

35

Obrazek 19: Vysledky purifikace pomoci afinitni chromatografie s vyuzitim FPLC
(gel barven na Coomassie). M — marker, EX — extrakt, 10-50 mM — koncentrace
imidazolu v pufru, E — eluovand frakce
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4.6.3 Optimalizace Stépeni pomoci kyseliny trifluoroctové

Pro Stépeni byly pouzity vzorky z exprese ve fermentoru pted a po afinitni purifikaci
pomoci LPLC, postup Stépeni je uveden v kapitole 3.2.22. Nejprve bylo provedeno
testovani Sté€peni pomoci rizné procentudlni koncentrace (v/v) kyseliny trifluoroctové.
Vysledky jsou uvedeny na Obr. 20. Z vysledkii Western blotu je patrné, ze dochézi
k témét uplnému S$tépeni fuzniho proteinu pET 28b+::rhLL-37 BI1 His pfi pouziti
procentualni koncentrace 0,5 (v/v). Proto byla pfi dal§im §t€peni pouzivana koncentrace
0,5 % (v/v) (testovany byly i vySsi koncentrace, pii kterych dochédzelo k degradaci
proteinu, vzhledem k vysoké acidité¢ pouzité kyseliny). V piipadé pouZiti vzorka
pro LC-MS byly vzorky po Stépeni filtrovany pfes 0,22um membranovy filtr

a poté ithned analyzovany, nebo zmrazeny (-80 °C).

Koncentrace TFA [%] LL-37 [ng]
01 02 03 0,5 50 100

<+— 1hI.1-37 Bl His

S — 1137(PS-LL-37)

Obrazek 20: Optimalizace podminek Stepeni rekombinantniho proteinu pomoct
TFA (Western blot). LL-37 — synteticky katelicidin
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4.7 LC-MS analyza

4.7.1 Vytvoreni metody pro detekci

Metoda pro separaci a analyzu syntetického lidského katelicidinu byla vytvofena
Mgr. Michalem Karady, Ph.D. na UHPLC-MS/MS (Waters Acquity-Waters Quattro
Micro API) v ramci projektu ,,Ovéfeni purifikacniho postupu pro izolaci
rekombinantniho produktu LL-37 ve vétsSim métitku® (Frébort et al., 2019).

Tato metoda byla nejprve pienesena na semipreparativni LC-MS, kdy byl systém
zapojen s pfimym nastfikem do hmotnostniho spektrometru a na kolon€ Zorbax Eclipse
Plus CI18 provedena analyza fragmentace standardu (viz. Piiloha 2). Z detekce
hmotnostnim spektrometrem ve SCANu byly vybrany hmoty m/z 642,0 a 749,6.

V nésledujicim nastiiku byl blank zatazen za standard. Bylo zjiSténo, Ze pfi nastiiku
standardu (v pfepoctu na absolutni mnozstvi 100 ng), byla v nésledujici analyze
ptfi pouziti Milli-Q vody jako blanku detekovany pik 30 % (data nejsou zobrazena).
Cela analyza byla zopakovana se stejnym vysledkem, proto byla kolona vymeénéna
za kolonu Aeris PEPTIDE 5 pum 250x4,6 mm, u které se tento problém vyskytoval
v mensi mife (cca. 5 %). Pro separaci byl pouzit pratok 1 ml/min a gradient uvedeny
v Tab. 4. Chromatogramy jsou umistény v Ptiloze 3.

Bohuzel pik standardu zna¢né chvostoval, a to i po optimalizaci gradientu.
Proto byla nasledné testovana a pro dalsi analyzy pouzita kolona Poroshell 300SB-C18,
u které se podobny problém jiz nevyskytoval a carry-over pii nastiiku 1 000 ng

se pohyboval v rozmezi 0,2-0,3 % viz. kapitola 4.8.2.

Tabulka 4: Gradient pouzity pro kolonu Aeris PEPTIDE
Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%] Pratok [ml/min]

0,00 75,00 25,00 1,00
19,00 20,00 80,00 -
21,00 25,00 75,00 ---
25,00 75,00 25,00 ---
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4.7.2 Méreni kalibraéni kiivky

Dale bylo provedeno meéieni kalibracni kiivky pro standard,
pfi kterém byl pozorovan pokles plochy signéalu pti opakovaném nastfiku z jedné vialky
(namétena data nejsou zobrazena). To vedlo k domnénce, ze standard neni pfili§ stabilni
v Milli-Q vodé¢ pti dlouhodobéjSim ponechani pti laboratorni teploté (autosampler
nedisponuje v zdkladni konfiguraci moZnosti chlazeni vzorku). Z tohoto divodu
byl zasobni roztok standardu fedén rliznymi roztoky a ponechdn pies vikend
v autosampleru pii laboratorni teploté (22 °C). Z kazdého roztoku bylo nastfiknuto
20 pl odpovidajici absolutnimu mnoZzstvi 1 000 ng plivodniho standardu.

Vzhledem k pouziti vétSiho mnozstvi standardu analyza probihala za prodlouzeni
gradientu v metodé, dle Tab. 5 za konstantniho pritoku 0,63 ml/min. Vysledky analyzy
jsou uvedeny v Tab. 6 a pfislusné chromatogramy v Piiloze 4. Z vysledkl analyzy
stability v raznych roztocich byla vybrana 20 mM kyselina chlorovodikova,
kterou byl nasledn¢ standard vzdy fedén. Kyselina chlorovodikova byla vybrana

kvtli vétsi kompatibilité s analyzou Western blotem.

Tabulka 5: Gradient pouzity pro méreni stability standardu
Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%] Pratok [ml/min]

0,00 80,00 20,00 0,63
20,00 10,00 90,00 -
23,00 80,00 20,00 -
27,00 80,00 20,00 -

Tabulka 6: Vysledky testovani stability
standardu v jednotlivych rozpoustédlech

Pouzité rozpoustédlo Plocha piku
0,1% FA 44 057 060

10% ACN 23754 322

10% ACN +0,1% FA 51452 572
50% ACN 29212916

50% ACN +0,1% FA 63 869 992
20mM HCI 56 756 500
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Poté byla optimalizovana metoda pro detekci — nejprve bylo upraveno nastaveni
fragmentoru u hmotnostniho spektrometru pro dosaZeni nejvyssi hodnoty plochy piku
pii nastiiku stejného absolutniho mnozstvi standardu, dale byl upraven priitok a gradient
preparativni pumpy pro dosazeni optimalni Sitky zdékladny piku a minimalizace
chvostovani piku. Nasledné byl zménén roztok pro oplach jehly pro minimalizaci carry-
overu.

Pro méteni kalibracni kiivky byl zdsobni roztok standardu fedén postupnym fedénim
na koncentrace 800, 100 a 10 ng/ul. Kalibracni kiivka byla méfena s blankem
mezi kazdou analyzou standardu za pouziti metody vytvotrené pro analyzu. Tato metoda
byla pouzita u vSech dalSich analyz. Analyza probihala pfi konstantnim pratoku
0,6 ml/min a gradientu dle Tab. 7. Vysledky analyzy jsou zobrazeny v Tab. 8 a ptisluSna

kalibra¢ni kiivka v grafu na Obr. 21. Chromatogramy jsou umistény v Ptiloze 5.

Tabulka 7: Gradient pouZity pro detekci pomoci analytické kolony
Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%] Pratok [ml/min]

0,00 75,00 25,00 0,60
6,00 20,00 80,00 ---
8,00 25,00 75,00 ---
9,00 75,00 25,00 ---
14,00 75,00 25,00 —

Tabulka 8: Vysledky méreni kalibracni kiivky

(* neni zahrnuto v ramci kalibracni kiivky)
Absolutni mnozstvi STD [ng] Plocha piku

0 233929

1 65 609*

50 3481259,0

100 6090 126,0

500 36267 828,0

1000 61517372,0
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Kalibra¢ni kiivka pro synteticky standard LL-37

(x) = 62672,659 x + 794018,257
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Absolutni mnozstvi standardu [ng]

Obrdzek 21: Graf kalibracni kiivky pro synteticky standard

Za méteni kalibracni kiivky byla zafazena analyza standardu tedéného
20 mM kyselinou chlorovodikovou, kdy standard byl ponechén 7 tydnt pii laboratorni
teplot¢ (22 °C). Nastiik pfedstavoval 500 ng absolutniho mnozZstvi standardu.
Plocha piku (37270 160) se velmi blizila ploSe piku standardu analyzovaného
v ramci kalibracni kiivky (36 267 828), pokles 2,68 %. Tim byla potvrzena hypotéza,

ze je standard v roztoku 20 mM HCI stabilni. Chromatogram je umistén v Ptiloze 5.
4.7.3 Analyza bakterialniho extraktu po termalni denaturaci

Vzorky byly piipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.20 za pouziti termalni
denaturace. Vzorek byl nejprve analyzovan v rozmezi m/z 400-1 000. Pro detekci
hmotnostnim spektrometrem se selektivnim zdznamem iontu byla vybrana hmota
749,70. Chromatogramy jsou umistény v Ptiloze 6.

Z vysledki je patrné, ze parcidlni purifikace termalni denaturaci neni pfili§ G¢inna.
Z tohoto divodu byl vzorek purifikovan pomoci LPLC a nasledné Stépen dle postupu
uvedeného v kapitole 4.6.3. Po $tépeni ve vzorku byl patrny zakal, proto byl vzorek
pfed LC-MS analyzou filtrovan pfes 0,22um membranovy filtr. Vysledky analyzy
jsou zobrazeny v Pfiloze 6. Porovnadnim Obr. 59 a Obr. 60 je patrné, ze doslo
ke znacnému zvysSeni Cistoty rekombinantniho proteinu, ¢emuz odpovida i pokles
koncentrace celkovych proteini méfenych ve vzorcich pii stejné koncentraci

rekombinantniho proteinu.
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4.7.4 Analyza vlivu nastfikovaného objemu

Protoze dodany systém je urcen pro pouziti s preparativni kolonou, davkovaci smycka
ma objem 1 ml. Z tohoto divodu byl analyzovan vliv nastfikovaného objemu na
symetrii a plochu piku. Z jedné vialky s koncentraci standardu 15 ng/ul
bylo nastfiknuto postupné 5; 7,5; 10 a 25 pl a analyzovana plocha piku pfi hmoté¢
m/z 749,60. Z vysledkd uvedenych v Tab. 9 a grafu na Obr. 22 plyne, Ze pro nastiik
je mozné pouzit objem od 5 do 25 ul bez zasadniho vlivu na zménu symetrie piku
nebo jeho plochy. Chromatogramy jsou umistény v Pfiloze 7 (pozn. na téchto
a nckterych nasledujicich chromatogramech je zmeéna sbéru dat hmotnostnim

spektrometrem - pouze od 4,0 do 10 minuty).

Tabulka 9: Vysledky méreni viivu nastiikovaného objemu na plochu

plku
Absolutni mnozstvi STD [ng] Objem néstiiku [pl] Plocha piku
0 50 171 823,8
75 5 5803 164,5
112,5 7,5 8217 051,0
150 10 9 879 684,0
375 25 20 360 876,0
Vliv nastfikovaného objemu na plochu piku
f(x) =51897,230 x + 1491164,534
25000 000 R>= 0,984
20 000 000 ////I
5 /////////
& 15000 000 ——
e, —
< -
S 10000 000 -
2 |
- .
5000 000 —

om
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Absolutni mnoZstvi standardu [ng]

Obrazek 22: Graf vilivu nastiikovaného objemu na plochu piku
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4.7.5 Kalibrace s novym standardem

Vzhledem k provedeni znacného mnozstvi analyz byly alikvoty zésobniho roztoku
standardu (uchovavanych pii -80 °C) spottebovany. Novy standard byl fedén pufrem
pro LC-MS s ptidavkem 0,1% hovéziho sérového albuminu (w/v). Pfidavek BSA
byl za Gcelem zvySeni stability katelicidinu pfi mrazeni a opétovnému rozmrazovani
(testovano pomoci Western blotu, data nejsou zobrazena). Standard byl fedén na zasobni
koncentraci 1 mg/ml a alikvotovan po 10 ul (alikvoty byly uchovavany pii -80 °C).
Nasledné byla meéfena kalibrac¢ni kifivka pro noveé ptipraveny standard dle metody
uvedené v kapitole 4.3.2 Tab. 7. Pfehled vysledki je uveden v Tab. 10, kalibra¢ni kiivka

na Obr. 23 a chromatogramy jsou umistény v Pfiloze 8.

Tabulka 10: Vysledky mereni kalibracni kiivky s
novym standardem
Absolutni mnozstvi STD [ng]  Plocha piku

0 63 013,5
10 353 818,8
15 651 239,8
25 1014 429,5
50 2729 874,5
100 6 727 255,0
250 15812 032,0

Kalibra¢ni kiivka pro novy standard
f(x) =64706,106 x —252297,809

18 000 000 R? 2 0,007
16 000 000
14 000 000 /.
— 12000 000 =
= 10 000 000 -
%‘; 8 000 000 —
£ 6000000 /y
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2 000 000 'l//
om
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Absolutni mnozstvi [ng]

Obrazek 23: Graf kalibracni krivky pro novy standard
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4.7.6 Ovéreni nastirikovaného mnozstvi

Z divodu ovéfeni presnosti nastfikovaného mnozstvi bylo z vialky se standardem
o koncentraci 10 ng/ul nastfiknuto ihned po kalibraci s novym standardem dvakrat
5 pl (absolutni mnozstvi 50 ng), kdy mezi kazdou analyzou byly zatazen blank. Analyza
probihala dle kapitoly 4.3.2 Tab.7. Z vysledkii uvedenych v Tab. 11 je patrné,
ze nedochazi k nepiesnostem vlivem malého nastiikovaného objemu. Chromatogramy

jsou umistény v Ptiloze 8.
4.7.77 Zapojeni preparativni kolony a nastaveni sbéru frakci

Preparativni kolona byla zapojena dle kapitoly 3.2.29.2 a provedena analyza pii pouziti
gradientu a pritoki uvedenych v Tab. 12. Chromatogram je uveden v Pifiloze 9.
Gradient byl poté modifikovan pro dosazeni optimalni Sitky zakladny piku. Upravené
podminky separace jsou uvedeny v Tab. 13.

Pomoci upravené metody bylo na preparativni kolonu nastiiknuto 45 pug standardu
(pouzitd koncentrace 1 mg/ml). Pomoci frakéniho kolektoru byla sbirdna frakce
odpovidajici retencnimu ¢asu standardu (5,0-6,0 minut). Frakce byla nasledné odpatena
pomoci centrifuga¢niho koncentratoru a odparek suspendovan ve 450 pl pufru pro LC-
MS. Nasledné¢ byl nastaven antimikrobidlni test. Vysledek antimikrobialniho testu

je v kapitole 4.8.3.

Tabulka 11: Ovéreni nastiikovaného mnozstvi
Absolutni mnozstvi STD [ng] Plocha piku

0 88 597,7

50 (z kalibragni kfivky) 2 729 874,5
50 (1. nastiik) 2982 601,2

50 (2. nastiik) 2 983 664,2

Tabulka 12: Pilotni gradient pouZity s preparativni kolonou
Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%] Prutok [ml/min]

0,00 75,00 25,00 3,00
18,00 20,00 80,00 -
24,00 25,00 75,00 ---
27,00 75,00 25,00 ---
30,00 75,00 25,00 ---
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Tabulka 13: Gradient pouZity pro preparativni kolonu
Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faize B [%] Priitok [ml/min]

0,00 90,00 10,00 3,00
6,00 25,00 75,00 4,00
8,00 5,00 95,00 -
9,00 5,00 95,00 -
11,00 90,00 10,00 -
11,25 90,00 10,00 3,00
11,50 90,00 10,00 3,00

4.7.8 Pouziti preparativni kolony pro purifikaci bakterialnich vzorki

po FPLC

Vzorek bakteridlniho extraktu po purifikaci pomoci teplotni denaturace a afinitni FPLC
byl analyzovan spolu s extraktem purifikovanym afinitni LPLC pomoci analytické
kolony s pfimym zapojenim do hmotnostniho spektrometru. Podminky separace
byly stejné jako pfi méfeni kalibracnich kiivek. Pro detekci byly vybrany hmoty
m/z 708,00; 749,60, 799,90; 853,20. Vysledky jsou umistény v Ptiloze 10. Porovnanim
vysledkd purifikace pomoci LPLC a FPLC ukdazalo rozdily v ¢istoté rekombinantniho
proteinu, nejvice jsou rozdily patrné u hmoty m/z 799,90 Obr. 88 a Obr. §9.

Nésledné byl vzorek po afinitni FPLC purifikovan pomoci preparativni kolony
se sbérem frakce obsahujici rekombinantni PS-LL-37. Chromatogram je umistén
v Priloze 11. Frakce byla odpafena pomoci centrifugaéniho koncentratoru, odparek
suspendovan v 40 p pufru pro LC-MS a 10 pl analyzovano na analytické kolong.
Chromatogram je umistén v ptiloze 12.

Dalsich 20 ul bylo naneseno spolu s ptivodnim purifikovanym extraktem z FPLC
na SDS-PAGE (dva gely, na kazdy 10 pl) a jeden gel barven pomoci SyproRuby™
(dle doporuceni vyrobce — basic protocol) a druhy gel pomoci Coomassie Brilliant Blue.
Dokumentované gely jsou na Obr. 24 a Obr. 25. Nasledné byl se zbyvajicimi
10 ul suspendovaného odparku a 20 ul purifikovaného extraktu z FPLC proveden
Western Blot. Vysledek Western blotu je na Obr. 26.
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Z vysledku je patrné, ze purifikaci pomoci LC-MS s vyuzitim preparativni kolony
byl rekombinantni protein ziskan s vysokou Cistotou. Porovnanim barveni gelii pomoci
Coomassie  Brilliant Blue a SyproRuby™ nebyly zjistény rozdily,
ackoli je SyproRuby™ podle dostupnych informaci od vyrobce zna¢né citlivejsi
oproti Coomassie Brilliant Blue. Western blot odhalil, Ze $tépeni pomoci TFA nebylo
prilis u€inné, ackoli byla pouzita optimalni koncentrace (viz. kapitola 4.6.3). Je mozné,
ze tento vysledek souvisi s vyssi koncentraci purifikovaného rekombinantniho proteinu
pouzité¢ho pro Stépeni (100x). Nicméné, po piepotu intenzity signalu PS-LL-37
bylo zjisténo, ze pti ptipravé vzorkli po FPLC a analyze pomoci LC-MS dochazi

ke ztratam okolo 10 %.

Vzoreck M Vzorek Vzorek M Vzorek
kDa FPLC ) HP_LC kDa FPLC HPLC
——
& %
| -
50 .
40 - b o >0 "
‘ . 40 —
30
20 . — 30
<+— Fuzni protein
20 —
15 <— Flzni protein
+— DAMP4
0 15 — «— DAMP4
10 —
35
.
35 Sy

Obrdzek 24: Srovnani ucinnosti purifikace FPLC a  Obrazek 25: Srovnani ticinnosti purifikace FPLC a
HPLC (gel barven pomoci SyproRuby™) M — HPLC (gel barve na Coomassie). M - marker
marker
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Vzorek
FPLC HPLC

- <+— Fuzni protein

. — +— LL-37(PS-LL-37)

Obrazek 26: Srovnani ucinnosti purifikace
FPLC a HPLC (Western blot)

4.8 Antimikrobialni testy

4.8.1 Optimalizace metody

Pro optimalizaci metody bylo vychdzeno z postupu publikovaného v ¢lanku ,,Molecular
farming in barley: development of a novel production platform to produce human
antimicrobial peptide LL-37 (Holaskova et al., 2018). Nejprve byla metoda testovana
se standardem, avSak pfi zahrnuti Sesti technickych replikatt pro LB médium a standard
v LB médiu (1 000 ng) bylo dosazeno zna¢né nehomogennich vysledki (vysledky
jsou umistény v Tab. 14). Z tohoto divodu byla bakterialni kultura spolu se vzorky
inkubovana pouze v pufru pro LC-MS a teplota inkubace snizena na 22 °C. Tato zména
méla za nasledek sniZeni variability mezi technickymi replikdty a zaroven sniZeni
mnozstvi syntetického katelicidinu potfebné pro dosazeni uplné inhibice ristu.

Vysledky pro LC-MS pufr jsou umistény v Tab. 15.
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Tabulka 14: Vysledky testovani antimikrobialniho testu — inkubace v LB
médiu

Pocet kolonii

Vzorek Redéni 10° Redéni 10* CFU-ml"!
CTRL (1) - 187 935 000 000
CTRL (2) - 269 1 345 000 000
CTRL (3) - 415 2 075 000 000
CTRL (4) - 194 970 000 000
CTRL (5) - 399 1 995 000 000
CTRL (6) - 235 1 175 000 000

LL-37 1 000 ng (1) 404 35 175 000 000
LL-37 1 000 ng (2) 521 49 245 000 000
LL-37 1 000 ng (3) 365 29 145 000 000
LL-37 1 000 ng (4) 673 66 330 000 000
LL-37 1 000 ng (5) 530 58 290 000 000
LL-37 1 000 ng (6) 489 47 235 000 000

Tabulka 15: Vysledky antimikrobialnich testii - inkubace v LC-MS
pufru pri 22 °C

Pocet kolonii

Vzorek Redéni 10° Redéni 10* CFU-ml’
CTRL (1) 387 37 185 000 000
CTRL (2) 281 30 150 000 000
CTRL (3) 394 34 170 000 000
CTRL (4) 354 32 160 000 000
CTRL (5) 380 40 200 000 000
CTRL (6) 336 37 185 000 000

LL-37 400 ng (1) 30 1 15 000 000
LL-37 400 ng (2) 36 2 18 000 000
LL-37 400 ng (3) 32 2 16 000 000
LL-37 400 ng (4) 40 1 20 000 000
LL-37 400 ng (5) 31 3 15 500 000
LL-37 400 ng (6) 30 2 15 000 000
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4.8.2 Antimikrobialni aktivita rekombinantniho proteinu z je¢mene

Pro test antimikrobialni aktivity s rekombinantnim proteinem byl vzhledem k nizkym
vytéZzklim transientni exprese v N. benthamiana pouzit rostlinny material pfipraveny
Mgr. Editou Holaskovou, Ph.D. v ramci doktorského studia (Holaskova et al., 2018).
Aminokyselinova sekvence tohoto rekombinantniho proteinu odpovidd konstruktu
rhLL-37 C2.

Nejprve bylo 50 g zrn, sbiranych ve stddiu mlécné zralosti, homogenizovano
v tekutém dusiku. Nasledné byla provedena extrakce celkovych proteinti s extrakénim
pufrem pro jeCmen 1:2 (w/v). Proteiny byly extrahovany jednu hodinu na ledu
za obCasné¢ho michdni pfevracenim. Nasledné byla smés centrifugovana pii 15 000 xg
pii 4 °C po dobu 15 minut. Poté byl odebran supernatant a provedena afinitni purifikace
pomoci FPLC dle kapitoly 3.2.21. Po eluci byl ve vzorku zménén pufr pomoci
centrifugace ve falkonach pro ultrafiltraci (5 kDa ,,cut-off“) na pufr pro Stépeni
enterokinasou viz. kapitola 3.2.30. Stejnym zplsobem byly pfipraveny 1 vzorky
oznatené¢ jako WT, kdy pro extrakci byla pouzita zrna netransgenniho je¢mene
Hordeum vulgare kultivar Golden Promise.

Vzorky byly Stépeny pifidavkem enterokinasy a po Stépeni pufr ve vzorku zménén
pomoci centrifugace ve falkonach pro ultrafiltraci (2 kDa ,,cut-off) za pufr pro LC-MS.
Dale bylo postupovéano dle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.2.30 (kultivace pii 22 °C
1 hodinu), kdy antimikrobialni aktivita byla nastavena vzdy ve tfech technickych a dvou
biologickych replikatech. Vysledky antimikrobidlni aktivity jsou zobrazeny v Tab. 16.

Z grafu na Obr. 27 je patrné, Ze doslo k caste¢né inhibici rlstu bakterii,
avSak antimikrobidlni aktivita byla pravdépodobné sniZzena piitomnosti balastnich

proteintl, které se pfi afinitni purifikaci nepodafilo ze vzorku zcela odstranit.
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Tabulka 16: Vysledek antimikrobialniho testu s rekombinantnim

proteinem
Pocet kolonii

Vzorek Redéni 10° Redéni 10 CFU-ml’
WT (1) 643 61 305 000 000
WT (2) 574 59 295 000 000
WT (3) 652 64 320 000 000
WT (1) 618 65 325000 000
WT (29) 597 61 305 000 000
WT (39) 602 57 285000 000
Vzorek stépeno (1) 195 24 97 500 000
Vzorek stépeno (2) 200 10 100 000 000
Vzorek §tépeno (3) 188 4 94 000 000
Vzorek Stépeno (1°) 193 27 96 500 000
Vzorek stépeno (2°) 167 8 83 500 000
Vzorek stépeno (3°) 212 13 106 000 000
Vzorek nestépeno (1) 646 63 315 000 000
Vzorek nestépeno (2) 582 60 300 000 000
Vzorek nestépeno (3) 599 58 290 000 000
Vzorek nestépeno (1°) 671 64 320 000 000
Vzorek nestépeno (2°) 628 58 290 000 000
Vzorek nestépeno (3°) 684 62 310 000 000
LL-37 400 ng (1) 34 2 17 000 000
LL-37 400 ng (2) 31 1 15500 000
LL-37 400 ng (3) 35 3 17 500 000
LL-37 400 ng (4) 42 2 21 000 000
LL-37 400 ng (5) 32 2 16 000 000
LL-37 400 ng (6) 37 3 18 500 000

Graf antimikrobialni aktivity

Pocet CFL %]

WT Vzorek pfed Stépenim  Vzorek po Stépeni LL-37 (400 ng)

Obrazek 27: Graf inhibice rustu bakterii pro jednotlivé testované vzorky.
LL-37 — synteticky katelicidin
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4.8.3 Antimikrobialni aktivita standardu purifikovaného pomoci LC-

MS

Standard byl nejprve purifikovan dle kapitoly 4.7.7, antimikrobidlni test byl nastaven
v technickych triplikatech, inkubace probihala pii 22 °C po dobu 1 hodiny. Vysledky
antimikrobialniho testu jsou uvedeny v Tab. 17. Vysledky naznacuji, ze pravdépodobné
nedoslo k uplnému odpareni kyseliny mravenci (pouzité v mobilni fazi pti LC-MS),
coz mélo za nasledek inhibici ristu bakterii, a to jak u kontroly, tak u standardu
(jako kontrola slouzil LC-MS pufr, ktery byl purifikovin pomoci LC-MS
a dale zpracovan stejnym zplUsobem jako standard). Z casovych davodi
vsak antimikrobidlni testy nebyly opakovéany (druhy biologicky replikat, technicky

hexaplikat) a vySe uvedena hypotéza nebyla ovétena.

Tabulka 17: Vysledky antimikrobialnich testii pro vzorky purifikované

pomoci HPLC
Pocet kolonii
Vzorek Redéni 10° Redéni 10* CFU-ml"
CTRL (1) 240 25 120 000 000
CTRL (2) 220 23 110 000 000
CTRL (3) 235 24 117 500 000
LL-37 400 ng (1) 42 3 21 000 000
LL-37 400 ng (2) 38 4 19 000 000
LL-37 400 ng (3) 39 3 19 500 000
HPLC 200 ng (1) 84 8 42 000 000
HPLC 200 ng (2) 79 7 39 500 000
HPLC 200 ng (3) 81 6 40 500 000
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4.9 Dalsi vysledky

4.9.1 Srovnani raznych typu geli pro SDS-PAGE

Pro rutinni analyzu vzorkli pomoci SDS-PAGE byly testovany gely Tris-Glycinové
a Tris-Tricinové. Bohuzel v piipadé¢ Tris-Glycinovych geli nebylo dosazeno
optimalniho déleni proteinti v rozmezi 3,5-10 kDa, coz mé¢lo za nésledek horsi kvalitu
vysledkli pfi pfenosu na membranu a nasledném Western blotu. V pfipadé gela
Tris-Tricinovych bylo sice dosazeno dostate¢né separace, avsak elektroforéza probihala
pfi konstantnich 150 V 3-3,5 hodin. Z tohoto divodu byla zakoupena chemikalie

Bis-Tris a piisluSenstvi pro piipravu geli SureCast™

. Nasledné byl optimalizovan
postup pro ,home-made* pfipravu Bis-Tris geld. Vysledky jsou zobrazeny

na Obr. 28 a 29.

M Vzorky

Obrazek 28: Separace proteinii v Tris-Glycinovém
gelu (barveno na stiibro). M — marker

M Vzorky

kDa
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40
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20
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35

Obrazek 29: Separace proteinii v Bis-Tris gelu
(barveno na stribro). M — marker
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4.9.2 Porovnani pfenosu na membranu po SDS-PAGE

Pro usporu ¢asu byl v zavéru prace testovan rizny pienos na membranu po SDS-PAGE.
Vzhledem k malé velikosti proteini se doporucuje pienos pres noc, avsak pii testovani
byly vysledky ptfenosu pouze pii 100 V po dobu jedné hodiny dostacujici pro pienos
pozitivni kontroly. Vysledky pienosu pies noc jsou na Obr. 30 a 31 a vysledky pfenosu
po dobu jedné hodiny na Obr. 32 a 33. Porovnadnim obou metod pfenosu je patrné,

ze nedochazi ke snizeni citlivosti detekce vlivem kratSiho pienosu.

LL-37 [ng]
01 05 1 25 5 10 25 50

Obrazek 30: Prenos na membranu pres noc (Western
blot), detekce 7 sec. LL-37 — synteticky katelicidin

LL-37 [ng]
0,1 05 1 25 5 10 25 50

- =aeuly

Obrazek 31: Prenos na membrdanu pres noc (Western
blot), detekce 120 sec. LL-37 — synteticky katelicidin

LL-37 [ng]
01 05 1 25 5 10 25 50

-'-‘

Obrazek 32: Prenos na membranu 1 hodina (Western
blot), detekce 7 sec. LL-37 — synteticky katelicidin

LL-37 [ng]
01 05 1 25 5 10 25 50

— e-ausunliliP\

Obrazek 33: Prenos na membranu pres noc (Western
blot), detekce 120 sec. LL-37 — synteticky katelicidin
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4.9.3 Exprese ve fermentoru a srovnani centrifuga¢nich metod

Pii pilotni expresi ve fermentoru konstruktu pET 28b+::rhLL-37 B1 byl vytézek
v pfepoctu 32mg na 20 litr média. Pfi expresi v Erlenmayerovych bankach
byl vytézek vsak v prepoctu pouze 20 mg na 20 litrh média. Tyto rozdilné vytézky
mohou byt zplsobeny lepsi aeraci média ve fermentoru a kontinudlnim piidavkem
glycerolu, ktery bakterie mlze vyuzit jako zdroj energie. Navic ptfidavek glycerolu
nema negativni vliv na expresi, na rozdil od roztoku glukosy. Tato hypotéza
byla podpofena zvySenou turbiditou méfenou pii staceni kultury (v Elrenmayerovych
bankach ODgy=1,0-1,25; pti expresi ve fermentoru ODgy=4,5-5,0).

Z tohoto divodu byla indukce exprese ve fermentoru posunuta pii ODeo=1,0
(pti pilotni expresi ve fermentoru indukce provedena pii ODeo=0,5). Celkovy vytézek
rekombinantniho proteinu se zvysil na 45 mg na 20 litri média (pfi opakovani exprese
byl vytéZzek 46 mg na 20 litri média).

Pti pilotni expresi ve fermentoru byly testovany tfi moZnosti centrifugace bakteridlni
kultury. Kultura byla nejprve stdcena ve 200ml nadobach pii 4 800 xg, avSak bakteridlni
buniky nebylo mozné po 30 minutach efektivné stocit. Pfi méteni turbidity bylo zjiSténo,
Ze v supernatantu zlstava jesté piiblizné 15 % bunék. Proto byly nadoby zaménény
za 50ml falkony. U té€ch byla separace bunc¢k od média efektivni uz po 15 minutach,
avSak tato metoda je pfili§ casov€é ndrocnd vzhledem k nutnosti vyvazit jednotlivé
falkony na pfedvazkach. V ptipad¢é pouziti prutokové centrifugy doslo k dostatecné
separaci bun¢k (v médiu zustalo 3-5 % bun¢k) a jedna centrifugace celého objemu (20 1)

trvala necelych 45 minut.
4.9.4 Porovnani ristovych podminek A. thaliana a N. benthamiana

Pti péstovani A. thaliana a N. benthamiana byla zvolena rozdilnd fotoperioda.
V ptipadé¢ A. thaliana byla fotoperioda 16 hodin svétla, 8 hodin tma.
To mélo za nésledek urychleni rlstu rostliny a kratSi ¢as pottebny pro dosaZeni
dal§i generace. V piipad¢ N. benthamiana byla pouzitd fotoperioda 8 hodin svétla
a 16 hodin tma, coz sice znacné zpomalilo rlst rostliny, ale zna¢n¢ zvysilo listovou

plochu, kterou bylo mozné pouzit pro infiltraci.
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S5 DISKUZE

Konstrukt rhLLL-37 B1 byl designovan dle ¢lanku ,,A simple and low-cost platform
technology for producing pexiganan antimicrobial peptide in E. coli
(Zhao et al., 2015). Na rozdil od pexigananu byl pouzit lidsky antimikrobialni peptid
katelicidin. Uz v ramci bakalafské prace bylo potvrzeno, Ze novy helikalni protein
DAMP4 umoznuje expresi v bakteridlnim systému. V  diplomové praci
byla optimalizovana produkce a v porovnani s publikaci Sun et al., 2018 bylo dosazeno
pfiblizné¢  stejného vytézku rekombinantniho proteinu ve vE&tSim objemu,
ackoli byl exprimovan jiny antimikrobiélni peptid (40 mg na 20 litrti kultiva¢niho média
v pfipad¢ pexigananu a 45mg na 201 vytézek v radmci diplomové prace
s katelicidinem). Antimikrobidlni peptid navazany na helikalni protein DAMP4 navic
nevykazuje antimikrobidlni aktivitu az do jeho odstépeni, coZz otevird fadu moZnosti
pro expresi dalSich antimikrobidlnich peptidl a peptida jinak toxickych pro E. coli.

V ramci praktické prace byl taktéz modifikovan postup pro parcialni purifikaci
rekombinantniho proteinu. Zhao et al, 2015 vyuziva pro precipitaci siran sodny
v koncentraci az 0,8 M a souCasnou termdlni denaturaci balastnich proteint.
Tato metoda je u€ingj$i, avSak nasledné odstranéni siranu sodného ptedstavuje znacny
problém. V ramci diplomové prace byla testovana dialyza i ultrafiltrace, ale tyto metody
jsou Casoveé narocné a muze pii nich dochéazet ke ztratam rekombinantniho proteinu.
Zhao et al., 2015 tento problém fesi precipitaci fuize DAMP4 s pexigananem v kyselém
prostiedi (HCIl), v ¢lanku Sun et al, 2018 fuzi reverzibiln€ precipituji pifidavkem
2 M siranu sodného. Ob¢é tyto metody byly v ramci diplomové prace neuspésné
testovany, v piipadé precipitace v kyselém prostiedi nebyl pozorovan zadny zékal
a v piipad¢ reverzibilni precipitace 2 M siranem sodnym bylo moZzné precipitovany
rekombinantni protein centrifugovat pouze pomoci ultracentrifugy, coz by vzhledem
ke znacnému objemu lyzatu ziskaného fermentaci bylo taktéz velmi Casové narocné.
Proto byl konstrukt rhLL-37 B1 modifikovan tak, aby byla umoznéna afinitni
purifikace a vySe popsany problém eliminovan.

Stépeni fuze DAMP4 a antimikrobialniho peptidu bylo zménéno oproti postupu
uvedeném v bakalarské praci (Kopecny, 2018). Pro Stépeni byla vyuzita kyselina
trifluoroctova, ktera je kompatibilni s dalsi LC-MS analyzou. Pokud by byla pouzita

50% kyselina mravenc¢i, bylo by nutné kyselinu pfed analyzou odpafit, nebo fedit,
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jinak by mohlo dochazet ke snizeni citlivosti detekce hmotnostnim spektrometrem.
Navic by mohlo dochazet k neZaddouci formylaci aminokyselin serinu a threoninu,
coz by mohlo negativné ovlivnit antimikrobidlni funkci katelicidinu, a to vzhledem
k vyssi koncentraci pouzité kyseliny (50 %) a zvySené teploty pii Stépeni (60 °C).
Zhao et al., 2015 vyuzivaji pro Stépeni kyselinu chlorovodikovou, avSak Stépeni fuze
DAMP4 a katelicidinu nebylo pfili§ t¢inné (ptiblizn€ 30 % po 24 hodinach).

Antimikrobidlni aktivita byla méfena po normalizovani na McFarlandiav standard
turbidity €. 0,5. Dle literatury (Cockerill et al., 2012) odpovida pouzité fedéni bakterie
Escherichia coli pravé tomuto standardu, coz v piepoctu na CFU/ml je pfiblizné
1,5-10% Tento pocet kolonii se blizil pozorovanému poétu v ramci diplomové prace
(viz. Tab. 15). Proto bylo posléze mozné vysledky reprodukovat bez vétSich odchylek.
V réamci publikace Mgr. Holaskové a kol. (Holaskova et al., 2018) byla pozorovana
silnd inhibice (72 %) pfi pouziti 2 500 ng syntetického katelicidinu, zatimco
v této diplomové praci bylo pro dosazeni 96% inhibice zapotiebi pouze
400 ng syntetického katelicidinu. To pravdépodobné souvisi s pouzitym fedénim E. coli
pro antimikrobidlni testy. Variabilitu mezi jednotlivymi technickymi replikaty se taktéz
podafilo snizit, a to zdaménou LC-MS pufru za LB médium a snizenim inkubacni teploty
na 22 °C.

V ptipadé¢ HPLC analyzy byla v rdmci ¢lanku Zhao et al., 2018 métena absorbance
fazovaného pexigananu pii 214 nm. BohuzZel se v ramci diplomové prace pii této vlnové
délce nepodafilo fizni protein s katelicidinem ani odStépeny DAMP4 protein detekovat.
To pravdépodobné souvisi s mnozstvim proteinu, které¢ bylo pro analyzu pouzito
a dals$imi podminkami separace. Byla tedy optimalizovana detekce pomoci
hmotnostniho spektrometru, kterou ale nelze sledovat mnozstvi fuze DAMP4
a katelicidinu, a to z divodu nedostupnosti komer¢éniho standardu. V piipadé méfeni
kalibrac¢ni kiivky nebylo dale mozné méfit kalibracni kfivku v rozsahu nékolika tada,
kvili prekroCeni kapacity kolony pifi nastfiku absolutniho mnozstvi vétsiho
nez 1500 ng a méfeni mnozstvi <10 ng nebylo mozné kvili carry-over efektu.
Tento efekt je pravdépodobné zplisoben vazbou katelicidinu na kovové ¢asti kolony,

kapilary nebo na reverzni fazi.
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V ramci diplomové prace se podafilo exprimovat katelicidin transientni expresi
v N. benthamiana, avSak s velmi nizkym vytézkem. Mgr. Holaskova a kol. (Holaskova
etal., 2018) pracovali taktéz s konstruktem rhLL-37 C2 a transformaci jeCmene
vyprodukovali 0,107 mg rekombinantniho proteinu z jednoho kilogramu zrn.
Ackoli byl v rdmci diplomové prace pouzit vektor pGWB 17, ktery obsahuje velice
silny konstitutivni promotor pro expresi v rostlindch, tak vytézky nebyly srovnatelné.
To muze byt zpiisobeno optimalizaci vSech pouzitych konstruktti pro jecmen (Hordeum
vulgare). V ramci prace byla taktéz analyzovdna dlleZitost signalni sekvence
pfi transientni transformaci N. benthamiana. Vysledky vSak nepotvrdily, Ze je signalni

sekvence pro expresi v tabaku dlleZita.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace v radmci teoretické casti shrnuje poznatky o obrannych
mechanismech rostlin pfi reakci na patogenni mikroorganismy. Dale popisuje
mechanismy pusobeni antimikrobidlnich peptidi a moZnosti bakteridlni rezistence
vaci témto peptidim. V dalSich kapitoldch jsou piehledné rozdéleny rostlinné
antimikrobialni peptidy do jednotlivych rodin. V poslednich kapitolach teoretické casti
prace je popsana exprese antimikrobidlnich peptidil v rostlindch se zaméfenim na vybér
vhodného promotoru pro expresi a na zaveér popis antimikrobidlniho peptidu
katelicidinu, ktery byl exprimovan v ramci praktické ¢asti této prace.

Naplni praktické casti bylo ovéfit funkénost konstruktl, které byly pfipraveny
a neuspesné testovany v ramci bakalafské prace, a to pomoci stabilni transformace
A. thaliana. U obou konstrukti s elastinovym motivem byla detekovéna exprese
rekombinantnich proteinti a pomoci parcidlni purifikace ovétena funkce ELP.

Vsechny konstrukty byly také testovany agroinfiltraci N. benthamiana,
kdy se podafilo u vSech konstruktd kromé¢ rhLLL-37 C3 (SUMO) detekovat expresi.
Bohuzel vytézky exprese nebyly dostatené pro testovani purifikace pomoci
jednotlivych afinitnich znaéek/parcialni purifikace.

Dale byl modifikovan konstrukt s DAMP4, ktery byl pouZzit v rdmci bakalédiské
prace. Klonovanim byl konstrukt doplnén o 12x His, ktery umoznil dals§i stupeni
purifikace. Exprese v bakteridlnim systému byla optimalizovana pro dosazeni vysokého
vytézku, ovéfena moznost parcialni a afinitni purifikace. Optimalizovano bylo rovnéz
Stépeni pomoci kyseliny trifluoroctové, ktera byla upfednostnéna oproti Stépeni
50% kyselinou mravenci (pouzitd v ramci bakalatské prace), pro lepsi kompatibilitu
s LC-MS analyzou a purifikaci.

Nasledné¢ byla optimalizovdna metoda pro LC-MS analyzu a detekei,
a to jak pro synteticky standard, tak pro realné vzorky. V posledni ¢asti byla provedena
optimalizace metody pro testovani antimikrobidlni aktivity a nésledn¢ provedeno

testovani s redlnymi vzorky z transgenniho jeCmene.
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Tato prace bude dale vyuzita pii navrhu konstruktl, kterymi bude transformovan
H. vulgare v ramci projektu ,,Rozvoj piedaplikacniho vyzkumu v oblasti nano-
a biotechnologii*“ (CZ.02.1.01/0.0/0.0/17 048/0007323). Zarovein budou vyuzity
optimalizované metody pro detekci a purifikaci pomoci LC-MS a testovani
antimikrobialni aktivity u transgennich linii je¢mene, u kterych jsou v soucasné dobé

provadény polni pokusy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A. thaliana — Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens

carry-over — nezaddouci pfenos analytu do nasledujici analyzy

CBD - chitin vazebna doména

DAMP4 — umély biosurfaktantni protein (designer amphipathic peptide)

E. coli — Escherichia coli

ELP - elastinovy polypeptid

FA — kyselina mravenci (formic acid)

His-12 - 12x histidin

His-6 — 6x histidin

LL-37 — lidsky katelicidin

MBP - maltosa vazebny protein

MS-SCAN (SCAN) — detekce hmotnostnim spektrometrem, detekce hmot v daném

rozsahu (SCAN je v ptipadé tohoto MS ekvivalentem Fullscan-u)

MS-SIM (SIM) — detekce hmotnostnim spektrometrem, selektivni zaznam iontu

N. benthamiana — Nicotiana benthamiana

PR proteiny — proteiny souvisejici s patogenezi

PS-LL-37 — rekombinantni lidsky katelicidin, ktery obsahuje navic na zac¢atku
aminokyseliny P a S.

rhLL-37 — rekombinantni lidsky katelicidin

SUMO - ,,small ubiquitin-like modifier*

TFA — kyselina trifluoroctova
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9 PRILOHY

Priloha 1 Sekvence pouzitych konstrukti

10 20 30 40! 50! 60! 70! 80! 90! 100

BamHI Necol

5" GGATCCCGTACGATGGCAACTACTAGGTTTCCATCATTGTTGTTTTACTCCTATATTTTTCTCTTGTGCAATGGGTCCATGGCTCTCCTTGGCGATTTCT
1

+ + + + + + + } + } + + + } + + + + + t 100

I
3" CCTAGGGCATGCTACCGTTGATGATCCAAAGGTAGTAACAACAAAATGAGGATATAAAAAGAGAACACGTTACCCAGGTACCGAGAGGAACCGCTAAAGA

11 5 10 15 20 1 1 _1 5
Met Ala Thr Thr Arg Phe Pro Ser Leu Leu Phe Tyr Ser Tyr lle Phe Leu Leu Cys Asn Gly Ser Met Ala Leu Leu Gly Asp Phe
[ g LL-37 (Cathelicidin) _Jig
START |
START
Rest of Signal sequence

TCCGCAAGTCCAAGGAGAAGATCGGCAAGGAGTTCAAGAGGATCGTCCAGAGGATCAAGGACTTCCTCCGCAACCTCGTGCCAAGGACCGAGTCTTGCAT

4 + ' + ' + 4 + ' + ' + 4 + 4 + ' + ' + 200

AGGCGTTCAGGTTCCTCTTCTAGCCGTTCCTCAAGTTCTCCTAGCAGGTCTCCTAGTTCCTGAAGGAGGCGTTGGAGCACGGTTCCTGGCTCAGAACGTA

10 15 20 25 30 35 11
Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu Phe Lys Arg Ile Val GIn Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser Cys lle
LL-37 (Cathelicidin > >
| Intein domain
Linker

TACCGGCGACGCTCTTGTTGCCCTCCCAGAGGGCGAGTCTGTGAGGATCGCTGATATTGTGCCAGGCGCCAGGCCGAACTCCGACAACGCTATTGATCTC

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } ' } 300

ATGGCCGCTGCGAGAACAACGGGAGGGTCTCCCGCTCAGACACTCCTAGCGACTATAACACGGTCCGCGGTCCGGCTTGAGGCTGTTGCGATAACTAGAG

5 10 15 20 25 30
Thr Gly Asp Ala Leu Val Ala Leu Pro Glu Gly Glu Ser Val Arg Ile Ala Asp Ile Val Pro Gly Ala Arg Pro Asn Ser Asp Asn Ala lle Asp Leu
Intein domain

v

AAGGTGCTCGACAGGCACGGCAACCCAGTTCTCGCCGACAGGCTTTTCCATTCCGGCGAGCATCCAGTGTACACCGTGAGGACCGTCGAGGGCCTCAGGG

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 400

TTCCACGAGCTGTCCGTGCCGTTGGGTCAAGAGCGGCTGTCCGAAAAGGTAAGGCCGCTCGTAGGTCACATGTGGCACTCCTGGCAGCTCCCGGAGTCCC

35 L s s L 40 L s L L 45 s s s .50 L s s . 55 L L L . 60 s s L .65 s s
Lys Val Leu Asp Arg His Gly Asn Pro Val Leu Ala Asp Arg Leu Phe His Ser Gly Glu His Pro Val Tyr Thr Val Arg Thr Val Glu Gly Leu Arg
Intein domain >

TGACCBGCACCGCCAACCACCCACTCCTCTGCCTTGTGGATGTTGCCGGCETTCCAACCCTCCTGTGGAAGCTCATCGACGAGATCAAGCCAGGCGACTA

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 500

ACTGGCCGTGGCGGTTGGTGGGTGAGGAGACGGAACACCTACAACGGCCGCAAGGTTGGGAGGACACCTTCGAGTAGCTGCTCTAGTTCGGTCCGCTGAT

, , v , ., , , ¥ , ., , , ® , , , , 8 , , ., , SO , ., , , 9 , , , , 100 ,

Val Thr Gly Thr Ala Asn His Pro Leu leu Cys Leu Val Asp Val Ala Gly Val Pro Thr Leu Leu Trp Lys Leu Ile Asp Glu lle Lys Pro Gly Asp Tyr
Intein domain >

CBCCBTGATTCAGAGGTCTGCCTTCTCCGTGGATTGCGCCGGCTTCGCCAGGGGCAAGCCAGAGTTCGCCCCAACCACCTACACCGTGGGCGTGCCAGGT

s ! s ! s ! s ! s 1 s ! s ! s ! s ! s !
t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t { 600

GCGGCACTAAGTCTCCAGACGGAAGAGGCACCTAACGCGGCCBAAGCGGTCCCCGTTCGGTCTCAAGCGGGGTTGGTGGATGTGGCACCCGCACGGTCCG

L s , 105 L L s 10 L L L 1 \ L L . 120 L \ L 25 L L s 30 . L L L
Az Val Tle Gin Arg Ser Ala Phe Ser Val Asp Cys Ala Gly Phe Ala Arg Gly Lys Pro Glu Phe Ala Pro Thr Thr Tyr Thr Val Gly Val Fro Gly
Intein domain >

CTCGTGCGCTTCCTTGAGGCCCATCACAGGGACCCAGATGCCCAGGCTATCGCTGACGAGCTTACCGACGGCAGGTTCTACTACGCCAAGGTGGCCTCTG

' + ' + 4 + 4 + ' + ' + 4 + ' I ' + 4 + 700

GAGCACGCGAAGGAACTCCGGGTAGTGTCCCTGGGTCTACGGGTCCGATAGCGACTGCTCGAATGGCTGCCGTCCAAGATGATGCGGTTCCACCGGAGAC

135 s s L 140 L s L 145 s s L 150 s s L 155 s L L 160 s s L 165 s

Leu Val Arg Phe Leu Glu Ala His His Arg Asp Pro Asp Ala GIn Ala Tle Ala Asp Glu Leu Thr Asp Gly Arg Phe Tyr Tyr Ala Lys Val Ala Ser
Intein domain

4

TTACCGATGCTGGCGTGCAGCCAGTTTACTCCCTCAGGGTTGACACCGCCGACCACGCCTTCATTACCAACGGCTTCGTGTCTCACGCCACCGGCCTTAC
+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 800
AATGGCTACGACCGCACGTCGGTCAAATGAGGGAGTCCCAACTGTGGCGGCTGGTGCGGAAGTAATGGTTGCCGAAGCACAGAGTGCGGTGGCCGGAATG
s , 170 L s L 175 L ' L 180 L s . 185 L \ . 150 L \ s 95 L 1 ' L
val Thr Asp Ala Gly Val GIn Pro Val Tyr Ser Leu Arg Val Asp Thr Ala Asp His Ala Phe Ile Thr Asn Gly Phe Val Ser His Ala Thr Gly Leu Thr
Intein domain > >

-y
Linker Chitin binding domain

BseYl

CGGCCTCAACTCCGGCCTCACCACCAACCCAGGCGTGTCCGCCTGECAGGTCAACACCGCCTACACGGCTGGGCAGCTCGTGACCTACAACGGCAAGACC
' !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 900

GCCGGAGTTGAGGCCGGAGTGGTGGTTGGGTCCGCACAGGCGGACCGTCCAGTTGTGGCGGATGTGCCGACCCGTCGAGCACTGGATGTTGCCGTTCTGE

, 5 , , , , w , , , , i , , ., . P , , , ., 3 , , , ., 3 , , , ., 35 ,
Gly Leu Asn Ser Gly Leu Thr Thr Asn Pro Gly Val Ser Ala Trp Gln Val Asn Thr Ala Tyr Thr Ala Gly Gln Leu Val Thr Tyr Asn Gly Lys Thr
Chitin binding domain

v

BseYl

TACAAGTGCCTCCAGCCGCATACCTCTCTTGCTGGTTGGGAGCCATCTAACGTTCCAGCCCTTTGGCAGCTCCAGTGAGCTGGGAAGGACGAGCTCTGAC

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1000

ATGTTCACGBAGGTCGGCGTATGGAGAGAACGACCAACCCTCGGTAGATTGCAAGGTCGGGAAACCGTCGAGBTCACTCGACCCTTCCTGCTCGAGACTE
40 45 50 55 60
Tyr Lys Cys Leu Gln Pro His Thr Ser Leu Ala Gly Trp Glu Pro Ser Asn Val Pro Ala Leu Trp Gin Leu Gin E
Chitin binding domain

|Xho]
TCGAG 3"

1005
AGCTC 5"

Sekvence rhLL-37 CI

110



10 20 30 40! 50! 60| 70| 80! 90! 100

BamHI Ncol
57 GGATCCCGTACGATGGCAACTACTAGGTTTCCATCATTGTTGTTTTACTCCTATATTTTTCTCTTGTGCAATGGGTCCATGGCTCTCCTTGGCGATTTCT
et } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 100
37 CCTAGGGCATGCTACCGTTGATGATCCAAAGGTAGTAACAACAAAATGAGGATATAAAAAGAGAACACGTTACCCAGGTACCGAGAGGAACCGCTAAAGA
fLf nnn M 00 n o S0l nnn o f@ nnn o Mo Sl P
Met Ala Thr Thr Arg Phe Pro Ser Leu Leu Phe Tyr Ser Tyr lle Phe Leu Leu Cys Asn Gly Ser Met Ala Leu Leu Gly Asp Phe
| W LL-37 (Cathelicidin >
START START
Rest of Singnal sequence
TCCGCAAGTCCAAGGAGAAGATCGGCAAGGAGTTCAAGAGGATCGTCCAGAGGATCAAGGACTTCCTCCGCAACCTCGTGCCAAGGACCGAGTCTTGCAT
; | ; ! ; ' ; ' ; ! " ' ; ' X ! ; ' N ! 200

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + t

AGGCGTTCAGGTTCCTCTTCTAGCCGTTCCTCAAGTTCTCCTAGCAGGTCTCCTAGTTCCTGAAGGAGGCGTTGGAGCACGGTTCCTGGCTCAGAACGTA

, ., ., . 1© , ., , ., 15 , 4, ., ., 2 , , , , 2 . , ., ., 30 , , , ., 3 , , 1 1

Phe Arg Lys Ser lys Glu Lys Ile Gly lys Glu Phe Lys Arg lle Val Gln Arg lIle Llys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser Cys Ile
LL-37 (Cathelicidin

| Intein domain
Linker

TACCGGCGACGCTCTTGTTGCCCTCCCAGAGGGCGAGTCTGTGAGGATCGCTGATATTGTGCCAGGCGCCAGGCCGAACTCCGACAACGCTATTGATCTC
N !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } ' } 300

ATGGCCGCTGCGAGAACAACGGGAGGGTCTCCCGCTCAGACACTCCTAGCGACTATAACACGGTCCGCGGTCCGGCTTGAGGCTGTTGCGATAACTAGAG

' L L 5 L ' s L 10 n L L L 15 L s s L 20 n ' L s 25 L ' ' ' 30 L s ' '
Thr Gly Asp Ala Leu Val Ala Leu Pro Glu Gly Glu Ser Val Arg Ile Ala Asp Ile Val Pro Gly Ala Arg Pro Asn Ser Asp Asn Ala Ile Asp Leu
Intein domain

AAGGTGCTCGACAGGCACGGCAACCCAGTTCTCGCCGACAGGCTTTTCCATTCCGGCGAGCATCCAGTGTACACCGTGAGGACCGTCGAGGGCCTCAGGG
: !

: ! s ! N 1 : 1 : ! N ! s ! : ! : !
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 400

TTCCACGAGCTGTCCGTGCCGTTGGGTCAAGAGCGGCTGTCCGAAAAGGTAAGGCCGCTCGTAGGTCACATGTGGCACTCCTGGCAGCTCCCGGAGTCCC

S s s s L 40 s s s L 45 s s s s 50 L s L L 55 s s s s 60 s s L L 65 s s
lys val Leu Asp Arg His Gly Asn Pro Val Leu Ala Asp Arg Leu Phe His Ser Gly Glu His Pro Val Tyr Thr Val Arg Thr Val Glu Gly Leu Arg
Intein domain

TGACCGGCACCGCCAACCACCCACTCCTCTGCCTTGTGGATGTTGCCGGCGTTCCAACCCTCCTGTGGAAGCTCATCGACGAGATCAAGCCAGGCGACTA
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 500

ACTGGCCGTGGCGGTTGGTGGGTGAGGAGACGGAACACCTACAACGGCCGCAAGGBTTGGGAGGACACCTTCGAGTAGCTGCTCTAGTTCGGTCCGCTGAT

s P s s s L 75 s s s .80 s L s . 85 s s s .90 s s | L. 95 | s s L 100
Val_Thr Gly Thr Ala Asn His Pro Leu Leu Cys Leu Val Asp Val Ala Gly val Pro Thr Leu leu Trp Lys Leu Il Asp Glu Ile lys Pro Gly Asp Tyr
Intein domain

CGCCGTGATTCAGAGGTCTGCCTTCTCCGTGGATTGCGCCGGCTTCGCCAGGGGCAAGCCAGAGTTCGCCCCAACCACCTACACCGTGGGCGTGCCAGGT
N !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 500

GCGGCACTAAGTCTCCAGACGGAAGAGGCACCTAACGCGGCCGAAGCGGTCCCCBTTCGGTCTCAAGCGGGGTTGGTGGATGTGGCACCCGCACGGTCCG

L L , 105 L L ‘ 1 L L L L 1 ‘ L L . 120 L s L 2! ‘ s L s 30 L L L
Ala Val Ile GIn Arg Ser Ala Phe Ser Val Asp Cys Ala Gly Phe Als Arg Gly lys Pro Glu Phe Ala Pro Thr Thr Tyr Thr Val Gly val Pro Gly
Intein domain

CTCGTGCGCTTCCTTGAGGCCCATCACAGGGACCCAGATGCCCAGGCTATCGCTGACGAGCTTACCGACGGCAGGTTCTACTACGCCAAGGTGGCCTCTG
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 700

GAGCACGCGAAGGAACTCCGGGTAGTGTCCCTGGGTCTACGGGTCCGATAGCGACTGCTCGAATGGCTGCCGTCCAAGATGATGCGGTTCCACCGGAGAC

135 L ‘ L 4 L s L L 145 L L . 150 L L . 155 L L L 6 L L L L 6! L L

Leu Val Arg Phe Leu Glu Ala His His Arg Asp Pro Asp Ala Gln Ala Ile Ala Asp Glu Leu Thr Asp Gly Arg Phe Tyr Tyr Ala lys Val Ala Ser
Intein domain

TTACCGATGCTGGCGTGCAGCCAGTTTACTCCCTCAGGGTTGACACCGCCGACCACGCCTTCATTACCAACGGCTTCGTGTCTCACGCCACCGGCCTTAC
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } ' } 800

AATGGCTACGACCGCACGTCGGTCAAATGAGGGAGTCCCAACTGTGGCGGCTGGTGCGGAAGTAATGGTTGCCGAAGCACAGAGTGCGGTGGCCGGAATG

L , 170 L L L 175 L L L L L L L 185 L \ , 190 L \ L 95 L 1 L \
val Thr Asp Ala Gly Val GIn Pro Val Tyr Ser Leu Arg Val Asp Thr Ala Asp His Ala Phe Ile Thr Asn Gly Phe val Ser His Ala Thr Gly Leu Thr
Intein domain

ELP motiv in pDRIVE fw BseYl
GCCTGGCAGGTCAACACCH ‘
CGGCCTCAACTCCGGCCTCACCACCAACCCAGGCGTGTCCGCCTGGCAGGTCAACACCGCCTACACGGCTGGGGTGCCAGGCGTCG66GTGCCCGGEGTT
' ! ' 1 N ! ' ! ' 1 N ! ' 1 N 1 N 1 ' 1

Linker Chitin binding domain - part

+ T + T + T + t + T + t + t + } + } + } 900
GCCGGAGTTGAGGCCGGAGTGGTGGTTGGGTCCGCACAGGCGGACCGTCCAGTTGTGGCGGATGTGCCGACCCCACGGTCCGCAGCCCCACGGGCCGCAA
, § , , . ., 1 , , , , 15 , ., ., , 20 , , , , 35 ., , 10 , ., , , 15
Gly Leu Asn Ser Gly Leu Thr Thr Asn Pro Gly val Ser Ala Trp GIn Val Asn Thr Ala Tyr Thr Gly val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval
Chitin binding domain - part [ ELP 60
GGGGTTCCAGGCGTGGGCGTTCCCGGCGGGGGGGTGCCAGGCGCTGGCGTTCCAGGGGGCGGGGTGCCGGGGGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGCGTTCCGE
N ! ' ! ' ! N ! N ! ' ! N ! N ! ' ! N 1 1000
+ T + T + T + T + T + T + T + T + T + T

CCCCAAGGTCCGCACCCGCAAGGGCCGCCCCCCCACGGTCCGCGACCGCAAGGTCCCCCGCCCCACGGCCCCCAGCCGCACGGCCCGCACCCGCAAGGCC

L L L L 20 L L L 25 L L L 30 L L L 35 L L L 40 L L L 45 L L
Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro
ELP 60

Sekvence rhLL-37 Al (1. ¢ast)
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GGGGTTCCAGGCGTGGGCGTTCCCGGCEGGGGGGTGCCAGGCGCTGGCGTTCCAGGGGGCGGGGTGCCGGGGGTCGGCGTGCCGEGCATGGGCGTTCCGE
s !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1000

CCCCAAGGTCCGCACCCGCAAGGGCCGCCCCCCCACGGTCCGCGACCGCAAGGTCCCCCGCCCCACGGCCCCCAGCCGCACGGCCCGCACCCGCAAGGET

L L L L 20 L L L 25 L L L 30 L L L 35 L L L 40 L L L 45 L L
Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro

GGGGCGGCGTTCCCGGGGCTGGCOTGCCAGGGGTTGGCGTTCCCGGCGTGGGCGTCCCAGGCGTCGGCGTGCCGG66GGGGGCGTGCCAGGGGCTGGCGT
s !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1100

CCCCGCCGCAAGGGCCCCGACCGCACGGTCCCCAACCGCAAGGGCCGCACCCGCAGGGTCCGCAGCCGCACGGCCCCCCCCCGCACGGTCCCCGACCGCA

, S0 , ., , , ss , , ., , & , , ., , & , . , , 0 , . ., , 5 , , ., , 8 ,
Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Fro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Vval

CCCGGGCGGCGGCGTTCCAGGCGTCGGGGTTCCAGGCGTTGGCGTCCCAGGGGGG6G666TTCCCGGCGCTGGCGTGCCGGGCGTCGGCGTCCCCGGGGT
N !

GGGCCCGCCGCCGCAAGGTCCGCAGCCCCAAGGTCCGCAACCGCAGGGTCCCCCCCCCCAAGGGCCGCGACCGCACGGCCCGCAGCCGCAGGGGCCCCAG

1200

, ., 8 , , , , %% , , , , 9 , , , , 100 , ., , , 10§ , ., , , 110 , ,_ , , 15
Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval

GGCGTGCCCGGCGTTGGGGTGCCG6GCGGCGGGGTTCCCG666CTGGCGTTCCAGGCGG66GGGTCCCGGGCGTCGGGGTTCCGG6CGTGGGCGTGCCAG
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1300

CCGCACGGGCCGCAACCCCACGGCCCGCCGCCCCAAGGGBCCCCGACCGCAAGGTCCGCCCCCCCAGGGCCCGCAGCCCCAAGGCCCGCACCCGCACGGTC

. . ., 120 , ., ., 126 , , , , 130 , , , , 135 , , , , 140 , , , , 145 , ,
Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro

GCGGCGGGGTCCCAGGGGCTGGCGTGCCGGGGGTGGGGGTCCCAGGCGTTGGCGTGCCCGGEGTCGGGGTCCCCGGGGGGGGGGTTCCGGGGGCTGGCGT
+ t + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1400
CGCCGCCCCAGGGTCCCCGACCGCACGGCCCCCACCCCCAGGGTCCGCAACCGCACGGGCCGCAGCCCCAGGGGCCCCCCCCCCAAGGCCCCCGACCGCA

, 150 , ., ., , 155 , ., ., , 160 , ., ., ., 16§ , ., , , 130 , ., ., ., 195 , ., ., ., 180 ,
Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly val

TCCGGGGGGGEGCATGCCGGGCGTTGGGGTCCCAGGGGTCGGGGTGCCAGGCGGGGGCGTCCCAGGCGCTGBCETGCCCGGCGTTGRCGTGCCGGGGEGTT
N !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1500

AGGCCCCCCCCCGCACGGCCCGCAACCCCAGGGTCCCCAGCCCCACGGTCCGCCCCCGCAGGGTCCGCGACCGCACGGGCCGCAACCGCACGGCCCCCAA

, , 18 , ., , , 18 , ., , , 195 , ., ., , 200 , , , , 25 , ., , ., 20 , ., , , 215
Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval

GGCGTCCCGGGGGTTGGCGTTCCAGGCGGCGGCGTGCCAGGBCGCTGGCGTTCCCGGCGGCEGCGTCCCAGGCGTTGGCGTCCCGEGCATGGGCGTGCCCE
s !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1600

CCGCAGGGCCCCCAACCGCAAGGTCCGCCGCCGCACGGTCCGCGACCGCAAGGGCCGCCGCCGCAGGGTCCGCAACCGCAGGGCCCGCACCCGCACGGGE

, . ., 20 , ., , ., 2 , , , ., 2% , , , , 235 , , , , 240 , , , , 245 ., ,
Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro

GCGGGGGCGTTCCCGGCGCTGGCGTCCCAGGCGTTGGGGTTCCAGGGGTTGGGGTCCCCGGGGTTGGCGTCCCGGGCGGGGGGGTTCCAGGGGCTGGCGT
N !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1700

CGCCCCCGCAAGGGCCGCGACCGCAGGGTCCGCAACCCCAAGGTCCCCAACCCCAGGGGCCCCAACCGCAGGGCCCGCCCCCCCAAGGTCCCCGACCGCA

250 , , , , 25 , . , , 260 , , ., , 265 , ., ., 270 , ., , , 275 , ,_, , 280 ,
Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Fro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly val

Bsevl |Xho]
BCCCGGCOBECEEE6TCCCGEECGTEE6GETCCCCGGCETTGR66TCCCABGGEECGGCETTCCGGEGGCTEGGAABGACGAGCTCTBACTCGAG — 37
+ } + } + } + } + } + } + } + } + ] 1794
CGGGCCGCCBCCCCAGGGCCCGCACCCCCAGGGGCCGCAACCCCAGGGTCCCCCGCCGCAAGGCCCCCGACCCTTCCTGCTCGAGACTGAGCTC 5"

s L 285 n ' L 290 n ' L 295 n ' L 300 n ' L 1 n 1 ' L '
Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Lys Asp Glu Leu @
KDEL

Linker
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10 20 30 40! 50! 60| 70| 80! 90! 100

BamHI Ncol
57 GGATCCCGTACGATGGCAACTACTAGGTTTCCATCATTGTTGTTTTACTCCTATATTTTTCTCTTGTGCAATGGGTCCATGGCTCTCCTTGGCGATTTCT
et } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 100
37 CCTAGGGCATGCTACCGTTGATGATCCAAAGGTAGTAACAACAAAATGAGGATATAAAAAGAGAACACGTTACCCAGGTACCGAGAGGAACCGCTAAAGA
fLf nnn M 00 n o S0l nnn o f@ nnn o Mo Sl P
Met Ala Thr Thr Arg Phe Pro Ser Leu Leu Phe Tyr Ser Tyr lle Phe Leu Leu Cys Asn Gly Ser Met Ala Leu Leu Gly Asp Phe
LL-37 (Cathelicidin =
START START
Rest of signal sequence
TCCGCAAGTCCAAGGAGAAGATCGGCAAGGAGTTCAAGAGGATCGTCCAGAGGATCAAGGACTTCCTCCGCAACCTCGTGCCAAGGACCGAGTCTTGCAT
; | ; ! ; ' ; ' ; ! " ' ; ' X ! ; ' N ! 200

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + t

AGGCGTTCAGGTTCCTCTTCTAGCCGTTCCTCAAGTTCTCCTAGCAGGTCTCCTAGTTCCTGAAGGAGGCGTTGGAGCACGGTTCCTGGCTCAGAACGTA

, ., ., . 1© , ., , ., 15 , 4, ., ., 2 , , , , 2 . , ., ., 30 , , , ., 3 , , 1 1

Phe Arg Lys Ser lys Glu Lys Ile Gly lys Glu Phe Lys Arg lle Val GIn Arg lIle Llys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser Cys Ile
LL-37 (Cathelicidin

| Intein domain
Linker

TACCGGCGACGCTCTTGTTGCCCTCCCAGAGGGCGAGTCTGTGAGGATCGCTGATATTGTGCCAGGCGCCAGGCCGAACTCCGACAACGCTATTGATCTC
N !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } ' } 300

ATGGCCGCTGCGAGAACAACGGGAGGGTCTCCCGCTCAGACACTCCTAGCGACTATAACACGGTCCGCGGTCCGGCTTGAGGCTGTTGCGATAACTAGAG

' L L 5 L ' s L 10 n L L L 15 L s s L 20 n ' L s 25 L ' ' ' 30 L s ' '
Thr Gly Asp Ala Leu Val Ala Leu Pro Glu Gly Glu Ser Val Arg Ile Ala Asp Ile Val Pro Gly Ala Arg Pro Asn Ser Asp Asn Ala Ile Asp Leu
Intein domain

AAGGTGCTCGACAGGCACGGCAACCCAGTTCTCGCCGACAGGCTTTTCCATTCCGGCGAGCATCCAGTGTACACCGTGAGGACCGTCGAGGGCCTCAGGG
: !

: ! s ! N 1 : 1 : ! N ! s ! : ! : !
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 400

TTCCACGAGCTGTCCGTGCCGTTGGGTCAAGAGCGGCTGTCCGAAAAGGTAAGGCCGCTCGTAGGTCACATGTGGCACTCCTGGCAGCTCCCGGAGTCCC

S s s s L 40 s s s L 45 s s s s 50 L s L L 55 s s s s 60 s s L L 65 s s
lys val Leu Asp Arg His Gly Asn Pro Val Leu Ala Asp Arg Leu Phe His Ser Gly Glu His Pro Val Tyr Thr Val Arg Thr Val Glu Gly Leu Arg
Intein domain

TGACCGGCACCGCCAACCACCCACTCCTCTGCCTTGTGGATGTTGCCGGCGTTCCAACCCTCCTGTGGAAGCTCATCGACGAGATCAAGCCAGGCGACTA
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 500

ACTGGCCGTGGCGGTTGGTGGGTGAGGAGACGGAACACCTACAACGGCCGCAAGGBTTGGGAGGACACCTTCGAGTAGCTGCTCTAGTTCGGTCCGCTGAT

s P s s s L 75 s s s .80 s L s . 85 s s s .90 s s | L. 95 | s s L 100
Val_Thr Gly Thr Ala Asn His Pro Leu Leu Cys Leu Val Asp Val Ala Gly val Pro Thr Leu leu Trp Lys Leu Il Asp Glu Ile lys Pro Gly Asp Tyr
Intein domain

CGCCGTGATTCAGAGGTCTGCCTTCTCCGTGGATTGCGCCGGCTTCGCCAGGGGCAAGCCAGAGTTCGCCCCAACCACCTACACCGTGGGCGTGCCAGGT
N !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 500

GCGGCACTAAGTCTCCAGACGGAAGAGGCACCTAACGCGGCCGAAGCGGTCCCCBTTCGGTCTCAAGCGGGGTTGGTGGATGTGGCACCCGCACGGTCCG

L L , 105 L L ‘ 1 L L L L 1 ‘ L L . 120 L s L 2! ‘ s L s 30 L L L
Ala Val Ile GIn Arg Ser Ala Phe Ser Val Asp Cys Ala Gly Phe Als Arg Gly lys Pro Glu Phe Ala Pro Thr Thr Tyr Thr Val Gly val Pro Gly
Intein domain

CTCGTGCGCTTCCTTGAGGCCCATCACAGGGACCCAGATGCCCAGGCTATCGCTGACGAGCTTACCGACGGCAGGTTCTACTACGCCAAGGTGGCCTCTG
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 700

GAGCACGCGAAGGAACTCCGGGTAGTGTCCCTGGGTCTACGGGTCCGATAGCGACTGCTCGAATGGCTGCCGTCCAAGATGATGCGGTTCCACCGGAGAC

135 L ‘ L 4 L s L L 145 L L . 150 L L . 155 L L L 6 L L L L 6! L L

Leu Val Arg Phe Leu Glu Ala His His Arg Asp Pro Asp Ala Gln Ala Ile Ala Asp Glu Leu Thr Asp Gly Arg Phe Tyr Tyr Ala lys Val Ala Ser
Intein domain

TTACCGATGCTGGCGTGCAGCCAGTTTACTCCCTCAGGGTTGACACCGCCGACCACGCCTTCATTACCAACGGCTTCGTGTCTCACGCCACCGGCCTTAC
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } ' } 800

AATGGCTACGACCGCACGTCGGTCAAATGAGGGAGTCCCAACTGTGGCGGCTGGTGCGGAAGTAATGGTTGCCGAAGCACAGAGTGCGGTGGCCGGAATG

L , 170 L L L 175 L L L L L L L 185 L \ , 190 L \ L 95 L 1 L \
val Thr Asp Ala Gly Val GIn Pro Val Tyr Ser Leu Arg Val Asp Thr Ala Asp His Ala Phe Ile Thr Asn Gly Phe val Ser His Ala Thr Gly Leu Thr
Intein domain

ELP motiv in pDRIVE fw BseYl
GCCTGGCAGGTCAACACCH ‘
CGGCCTCAACTCCGGCCTCACCACCAACCCAGGCGTGTCCGCCTGGCAGGTCAACACCGCCTACACGGCTGGGGTGCCAGGCGTCG66GTGCCCGGEGTT
' ! ' 1 N ! ' ! ' 1 N ! ' 1 N 1 N 1 ' 1

Linker Chitin binding domain - part

+ T + T + T + t + T + t + t + } + } + } 900
GCCGGAGTTGAGGCCGGAGTGGTGGTTGGGTCCGCACAGGCGGACCGTCCAGTTGTGGCGGATGTGCCGACCCCACGGTCCGCAGCCCCACGGGCCGCAA
, § , , . ., 1 , , , , 15 , ., ., , 20 , , , , 35 ., , 10 , ., , , 15
Gly Leu Asn Ser Gly Leu Thr Thr Asn Pro Gly val Ser Ala Trp GIn Val Asn Thr Ala Tyr Thr Gly val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval
Chitin binding domain - part [ ELP 60
GGGGTTCCAGGCGTGGGCGTTCCCGGCGGGGGGGTGCCAGGCGCTGGCGTTCCAGGGGGCGGGGTGCCGGGGGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGCGTTCCGE
N ! ' ! ' ! N ! N ! ' ! N ! N ! ' ! N 1 1000
+ T + T + T + T + T + T + T + T + T + T

CCCCAAGGTCCGCACCCGCAAGGGCCGCCCCCCCACGGTCCGCGACCGCAAGGTCCCCCGCCCCACGGCCCCCAGCCGCACGGCCCGCACCCGCAAGGCC

L L L L 20 L L L 25 L L L 30 L L L 35 L L L 40 L L L 45 L L
Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro
ELP 60
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GGGGTTCCAGGCGTGGGCGTTCCCGGCGGGGGGGTGCCAGGCGCTGGCGTTCCAGGGGGCG6GGGTGCCGGGGGTCGGCGTGCCGG6CGTGGGCGTTCCGG
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1000

CCCCAAGGTCCGCACCCGCAAGGGCCGCCCCCCCACGGTCCGCGACCGCAAGGTCCCCCGCCCCACGGCCCCCAGCCGCACGGCCCGCACCCGCAAGGCC

. 4 ., 2 , ., , , % , , , , 3 , , , , 3 , , , ., 40 , , , , 45 , ,
Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro

GGGGCGGCGBTTCCCGGGGCTGGCGTGCCAGGGGTTGGCGTTCCCGGCGTGGGCGTCCCAGGCGTCGGCGTGCCGG6GGGGGGCGTGCCAGGGGCTGGCGT
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1100

CCCCGCCGCAAGGGCCCCGACCGCACGBTCCCCAACCGCAAGGGCCGCACCCGCAGGGTCCGCAGCCGCACGGCCCCCCCCCGCACGBTCCCCGACCGCA

, 5% , , , , ss , , , , s , , , , & , , , .,y , , , ., 373 , , , , 8® ,
Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Vval Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly val

CCCGGGCGBCEGCGTTCCAGGCGTCBGBGTTCCAGGCGTTGGCGTCCCAGGGGGBGEGGTTCCCGGCGCTEBCETECCGGGCGTCEGCATCCCCEGGGTC
+ t + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1200
GGGCCCGCCGCCBCAAGGTCCGCAGCCCCAAGGTCCGCAACCGCAGGGTCCCCCCCCCCAAGGGCCGCGACCGCACGGCCCGCAGCCGCABGGGCCCCAG

, . 8 . ., , , 9 , , , , ° , ., , , 00 , , , , 05 , , , , 110 , ., , , 115
Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval

GGCGTGCCCGGCBTTGGGGTGCCGGGCEGCGGGGTTCCCOGEGGCTGGCGTTCCAGGCGGGGGGGTCCCGGGCATCGGGGTTCCGGGCATGGGCGTGCCAG
s !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1300

CCGCACGGGCCGCAACCCCACGGCCCGCCGCCCCAAGGGCCCCGACCGCAAGGTCCGCCCCCCCAGGGCCCGCAGCCCCAAGGCCCGCACCCGCACGGTC

, . ., 120 , , , , 1?6 , , , , 13 , , , , 135 , , , , 140 , , , , 145 , ,
Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro

GCGGCGGGGTCCCAGGGGCTGGCATGCCGEGGGTGGGGGTCCCAGGCGTTGGCGTGCCCGGCGTCGGGGTCCCCGGGGGGGGGGTTCCGEGGGCTGGCGT
s !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1400

CGCCGCCCCAGGGTCCCCGACCGCACGGCCCCCACCCCCAGGGTCCGCAACCGCACGGGCCGCAGCCCCAGGGGCCCCCCCCCCAAGGCCCCCGACCGCA

, 150 , ., ., , 15 , ., ., ., 60 , ., ., , 165 , ., , ., 130 , ., ., ., 175 , ., ., ., 180 ,
Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly val

TCCGGGGGGG66CGTGCCGGGCGTTGGGGTCCCAGGGGTCG666TGCCAGGCGGG66CGTCCCAGGCGCTGGCGTGCCCGGCGTTGGCGTGCCGGGGGTT
s !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 1500

AGGCCCCCCCCCGCACGGCCCGCAACCCCAGGGTCCCCAGCCCCACGGTCCGCCCCCGCAGGGTCCGCGACCGCACGGGCCGCAACCGCACGGCCCCCAA

, , 18 , . , , %0 , , , , 195 , , , , 200 , ., , , 208 , ., , , =20 , ,_ , , 25
Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval

GGCGTCCCGGGGGTTGGCGTTCCAGGCGGCGGCGTGCCAGGCGCTGGCGTTCCCGGCG6CG6GCGTCCCAGGCGTTGGCGTCCCGG6CETGGGCGTGCCCG
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1600

CCGCAGGGCCCCCAACCGCAAGGTCCGCCGCCGCACGGTCCGCGACCGCAAGGGCCGCCGCCGCAGGGTCCGCAACCGCAGGGCCCGCACCCGCACGGGE

. . ., 20 , o, ., 25 , , , ., 230 , , , , 235 , , , , 240 , , , , 245 , ,
Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro

GCGGGGGCGBTTCCCGGCGCTGGCGTCCCAGGCGTTGGGGTTCCAGGGGTTGGGGTCCCCGG6GGTTGGCGTCCCGGGCGGGGGGGTTCCAGGGGCTGGEGT
N !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1700

CGCCCCCGCAAGGGCCGCGACCGCAGGBTCCGCAACCCCAAGGTCCCCAACCCCAGGBGGCCCCAACCGCAGGBGCCCGCCCCCCCAAGGBTCCCCGACCGCA

250 , , , , 25 , . , , 260 , , ., , 265 , ., ., 270 , ., , , 275 , ,_, , 280 ,
Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Fro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Vval

BseYl

GCCCGGCGGCGGG6TCCCGGGCGTGGGGGTCCCCGGCGTTG66GTCCCAGGGGGCGGCGTTCCGGGGGCTGGGGTGCCAGGCGTCGG66GTGCCCGGEGTT
N !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1800

CGGGCCGCCBCCCCAGGGCCCGCACCCCCAGGGGCCGCAACCCCAGGGTCCCCCBCCGCAAGGCCCCCGACCCCACGGTCCGCAGCCCCACGGGCCGCAA

, , 28 , , , , %0 , . , , 295 , , ., , 300 , , , .., o, 10, ., ., 15
Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Gly val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval

GGGGTTCCAGGCGTGGGCGTTCCCGGCGGGGGGGTGCCAGGCGCTGGCGTTCCAGGGGGCG6GGGTGCCGGGGGTCGGCGTGCCGG6CGTGGGCGTTCCGG
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1900

CCCCAAGGTCCGCACCCGCAAGGGCCGCCCCCCCACGGTCCGCGACCGCAAGGTCCCCCGCCCCACGGCCCCCAGCCGCACGGCCCGCACCCGCAAGGCC

L L L L 20 L L L 25 L L L 30 L L L 35 L L L 40 L L . 45 L
Gly val Pro Gly val Gly val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro

GGGGCGGCGTTCCCGGGGCTGGCATGCCAGGGGTTGGCGTTCCCGGCGTGGGCGTCCCAGGCGTCGGCGTGCCGGGGGGGGGCGTGCCAGGGGCTGGCGT
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 2000

CCCCGCCGCAAGGGCCCCGACCGCACGBTCCCCAACCGCAAGGGCCGCACCCGCAGGGTCCGCAGCCGCACGGCCCCCCCCCGCACGBTCCCCGACCGCA

, 5% , , , , ss , , , , s , , , , & , , , .,y , , , ., 373 , , , , 8® ,
Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly val
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CCCGGGCGBGCGGCGTTCCAGGCGTCGGEGTTCCAGGCGTTGGCGTCCCAGGGGGGGGGBTTCCCGGCGCTGECETGCCGGGCGTCGBCGTCCCCGGGGTC
+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 2100

GGGCCCGCCGCCECAAGGTCCGCAGCCCCAAGGTCCGEAACCECAGGGTCCCCCCCCCCAAGGGCCGEGACCECACGGCECGCAGCCGCAGGGGCLCTAG
, ., 8 . . ., , % ., , , ., . ., , , 10 , . , , 105 , ., ., , 110 ., , ., , 115
Pro_Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val

GGCGTGCCCGGCGTTGGGGTGCCGG6C66CGGGGTTCCCGGGGCTGGCGTTCCAGGCGGG6GGGTCCCGEGCGTCGGGGTTCCGGGCGTGGGCGTGCCAG
s !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 2200

CCGCACGGGCCGCAACCCCACGGCCCGCCGCCCCAAGGGCCCCGACCGCAAGGTCCGCCCCCCCAGGGCCCGCAGCCCCAAGGCCCGCACCCGCACGGTC

. . ., 120 , ., ., 126 , , , , 130 , , , , 135 , , , , 140 , , , , 145 , ,
Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro

GCGGCGGGGTCCCAGGGGCTGGCGTGCCGGGGGTGGGG6TCCCAGGCGTTGGCGTGCCCGGCGTCGGGGTCCCCGGGGGGGGGGTTCCGGGGGCTGGEGT
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 2300

CGCCGCCCCAGGGTCCCCGACCGCACGGCCCCCACCCCCAGGGTCCGCAACCGCACGGGCCGCAGCCCCAGGGGCCCCCCCCCCAAGGCCCCCGACCGCA

, 10 , ., ., , 18 , ., , , 160 , ., , ., 165 , , , , 130 , ., ., 175 , ., , 180 ,
Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Fro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Ala Gly Vval

TCCGGGGGGG66CGTGCCGGGCGTTGGGGTCCCAGGGGTCG666TGCCAGGCGGG66CGTCCCAGGCGCTGGCGTGCCCGGCGTTGGCGTGCCGGGGGTT
N !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 2400

AGGCCCCCCCCCGCACGGCCCGCAACCCCAGGGTCCCCAGCCCCACGGTCCGCCCCCGCAGGGTCCGCGACCGCACGGGCCGCAACCGCACGGCCCCCAA

, , 18 , . , , %0 , , , , 195 , , , , 200 , ., , , 208 , ., , , =20 , ,_ , , 25
Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Vval

GGCGTCCCGGGGGTTGGCGTTCCAGGCGGCGGCGTGCCAGGBCGCTGGCGTTCCCBGCGGCEGCGTCCCAGBGCGTTGGCGTCCCGGGCBTEGGEGCGTGCCCE
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 2500

CCGCAGGGCCCCCAACCGCAAGGTCCGCCGCCGCACGGTCCGCGACCGCAAGGGCCGCCGCCGCAGGGTCCGCAACCGCAGGGCCCGCACCCGCACGGGE

, . ., 20 , ., , ., 2 , , , ., 2% , , , , 235 , , , , 240 , , , , 245 ., ,
Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Gly Gly val Pro Gly Val Gly val Pro Gly Val Gly Val Pro

GCGGGGGCGTTCCCBGCGCTGGCBTCCCAGGCGTTGGGGTTCCAGGGGTTGGGGTCCCCGGGGTTGGCGTCCCGGGCGGGGGGGTTCCAGGGGCTGGCGT
N !

+ t + t + t + t + t + t + t + t + t + } 2600

CGCCCCCGCAAGGGCCGCGACCGCAGGBTCCGCAACCCCAAGGTCCCCAACCCCAGGBGGCCCCAACCGCAGGBGCCCGCCCCCCCAAGGBTCCCCGACCGCA

250 , ., ., , »s5 , , , , %0 , ., ., ., 265 , ., . , 290 , ., ., ., 295 , ., ., 280 ,
Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly Val Gly Val Pro Gly val Gly Val Pro Gly Gly Gly Val Pro Gly Ala Gly val

BseYl |Xhol
BCCCGGCOBECEEE6TCCCGEECGTEE6GETCCCCGGCETTGR66TCCCABGGEECGGCETTCCGGEGGCTEGGAABGACGAGCTCTBACTCGAG — 37
+ } + } + } + } + } + } + } + } + ] 2694
C6GECCECCBCCCCABBECCEECACCCCCAGGEECCECAACCCCABGGTCCCCCECCECAAGECCECCBACCCTTCCTECTCBAGACTGABETE 57

., , 28 , , , , 280 , , , , 295 , ., ., , 30 , ., , , 1 . 1 , ,
Pro Gly Gly Gly val Pro Gly val Gly Val Pro Gly val Gly val Pro Gly Gly Gly Vval Pro Gly Ala Gly lys Asp Glu Leu
KDEL
Linker
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Acid c\eava)ge

Ncol

CCATGGAGCCGTCCATGAAGCAGCTCGCCGATTCCCTCCACCAGCTCGCCAGGCAGGTTTCCAGGCTTGAGCACGCCGAGCCTAGCATGAAGCAGCTTGE
1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1

s ! s ! s ! s ! s ! 100
I t 1 t 1 t 1 t 1 t T t T t T t T t T T T
GGTACCTCGGCAGGTACTTCGTCGAGCGGCTAAGGGAGGTGGTCGAGCGGTCCGTCCAAAGGTCCGAACTCGTGCGGCTCGGATCGTACTTCGTCGAACG

1 1 s s s 5 s s s s 10 s L L s 15 s L L s 20 s L L s 25 s s s s 30 s s
Met Glu Pro Ser Met Lys Gin Leu Ala Asp Ser Leu His GIn Leu Ala Arg GIn Val Ser Arg Leu Glu His Ala Glu Pro Ser Met lys Gin Leu Ala
DAMP4 variant >
START

TGACAGCCTCCATCAGCTTGCCCGCCAGGTGTCACGCCTTGAGCATGCTGAGCCATCGATGAAGCAGCTGGCGGACTCTCTGCATCAGCTGGCTAGGCAG
s ! ! ! ! ! ! !

s s s s s s s s ! s ! 200
t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t
CGGAGGTAGTCGAACGGGCGGTCCACAGTGCGGAACTCGTACGACTCGGTAGCTACTTCGTCGACCGCCTGAGAGACGTAGTCGACCGATCCGTC

ACT

s s 35 L L s L 40 L L s L 45 L L s .50 s s s L 55 s s s .60 L s s L 65
Asp Ser Leu His GIn Leu Als Arg GIn Val Ser Arg Leu Glu His Ala Glu Pro Ser Met Llys GIn Leu Ala Asp Ser Leu His GIn Leu Als Arg Gin
DAMP4 variant

GTCAGCAGGCTTGAGCATGCGGAGCCTTCCATGAAGCAGCTTGCGGATAGCCTTCACCAGCTGGCGCGGCAGGTTAGCCGCCTTGAGCACGCGGATCCAT
N ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! 300
t T t T t T t T t T t T t T t T t T t T

CAGTCGTCCGAACTCGTACGCCTCGGAAGGTACTTCGTCGAACGCCTATCGGAAGTGGTCGACCGCGCCBTCCAATCGGCGGAACTCGTGCGCCTAGGTA

, . ., 30 ., , . , ¥ , , , , 8 ., , ., ., 8 , , , , 9% , , , , 9 , 1
Val_Ser Arg Leu Glu His Ala Glu Pro Ser Met Lys GIn Leu Ala Asp Ser Leu His Gln Leu Ala Arg Gln Val Ser Arg Leu Glu_His Ala Asp Pro

DAMP4 variant

>
Acid cleavage

CTCTGCTCGGCGATTTCTTCCGCAAGTCCAAGGAGAAGATCGGCAAGGAGTTCAAGAGGATCGTCCAGAGGATCAAGGACTTCCTCCGCAACCTEGTGEC
N ! s ! s ! N ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! 400
T T t T t T t T t T t T t T t T t T t 1

GAGACGAGCCGCTAAAGAAGGCGTTCAGGTTCCTCTTCTAGCCGTTCCTCAAGTTCTCCTAGCAGGTCTCCTAGTTCCTGAAGGAGGCGTTGGAGCACGG

a1 I L L 5 n I n n 10 L L | L 15 L y L L 20 L L L | 25 L y L L 30 L L L
Ser leu leu Gly Asp Phe Phe Arg lys Ser lys Glu lys Ile Gly lys Glu Phe Lys Arg Ile Val GIn Arg Ile lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro
» LL-37 (Cathelicidin

XhoI
AAGGACCGAGTCTTGACTCGAG 3’
+ t + | a22
TTCCTGGCTCAGAACTGAGCTC 5"

35
Arg Thr Glu Ser @

LL-37 (Cathelicidin)

Sekvence rhLL-37 Bl
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Ncol

CCATGGAGCCGTCCATGAAGCAGCTCGCCGATTCCCTCCACCAGCTCGCCAGGCAGGTTTCCAGGCTTGAGCACGCCGAGCCTAGCATGAAGCAGCTTGE
1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1

100
I t 1 t 1 t 1 t 1 t T t T t T t T t T T T
GGTACCTCGGCAGGTACTTCGTCGAGCGGCTAAGGGAGGTGGTCGAGCGGTCCGTCCAAAGGTCCGAACTCGTGCGGCTCGGATCGTACTTCGTCGAACG

1 1 s s s 5 s s s s 10 s L L s 15 s L L s 20 s L L s 25 s s s s 30 s s
Met Glu Pro Ser Met Lys Gin Leu Ala Asp Ser Leu His GIn Leu Ala Arg GIn Val Ser Arg Leu Glu His Ala Glu Pro Ser Met lys Gin Leu Ala
DAMP4 variant >
START

TGACAGCCTCCATCAGCTTGCCCGCCAGGTGTCACGCCTTGAGCATGCTGAGCCATCGATGAAGCAGCTGGCGGACTCTCTGCATCAGCTGGCTAGGCAG
N ! N

R ! X ! X ! R ! R ! X ! N ! R !
+ { + { + { + { + { + { + { + { + t + 200

ACT

CGGAGGTAGTCGAACGGGCGGTCCACAGTGCGGAACTCGTACGACTCGGTAGCTACTTCGTCGACCGCCTGAGAGACGTAGTCGACCGATCCGTC

s s 35 L L s L 40 L L s L 45 L L s s 50 s s s s 55 s s s s 60 L s s s 6

Asp Ser Leu His GIn Leu Ala Arg GIn Val Ser Arg Leu Glu His Ala Glu Pro Ser Met lys GIn Leu Ala Asp Ser Leu His GIn Leu Ala Arg Gin
DAMP4 variant >

GTCAGCAGGCTTGAGCATGCGGAGCCTTCCATGAAGCAGCTTGCGGATAGCCTTCACCAGCTGGCGCGGCAGGTTAGCCGCCTTGAGCACGCGTCCAGGE
N !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 300

CAGTCGTCCGAACTCGTACGCCTCGGAAGGTACTTCGTCGAACGCCTATCGGAAGTGGTCGACCGCGCCGTCCAATCGGCGGAACTCGTGCGCAGGTCCG

' ' s s 0 L s s s 75 s s s s 80 s s s L 85 s s s L S0 s s s L 9 s 1 s

Val Ser Arg Leu Glu His Als Glu Pro Ser Met Lys GIn Leu Ala Asp Ser Leu His Gin Leu Ala Arg GIn Val Ser Arg Leu Glu His Als Ser Arg
DAMP4 variant

>
Ni cleavage

ATTGGGCTCCTCTGCTCGGCGATTTCTTCCGCAAGTCCAAGGAGAAGATCGGCAAGGAGTTCAAGAGGATCGTCCAGAGGATCAAGGACTTCCTCCGCAA
N !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 400

TAACCCGAGGAGACGAGCCGCTAAAGAAGGCGTTCAGGTTCCTCTTCTAGCCGTTCCTCAAGTTCTCCTAGCAGGTCTCCTAGTTCCTGAAGGAGGCGTT
s s 5 L 1 s ' s 5 L s s L 10 L s 15 L s L 20 L s . 25 L s .30
His Trp Ala Pro Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser lys Glu Lys Ile Gly Llys Glu Phe Lys Arg lle Val Gln Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn
-

Nicleavage > LL-37 (Cathelicidin g

XhoI

CCTCGTGCCAAGGACCGAGTCTTGACTCGAG 3r
n 1 ]

GGAGCACGGTTCCTGGCTCAGAACTGAGCTC 5"

L. 35 4
Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser @

7 (Cathelicidin

Sekvence rhLL-37 B3
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BamHI

5" GGATCCGCGGCAGCGATGGCCGTGGTGTACTACCTCCTCCTCGCCGGCCTGATCGCCTGCTCCCACGCGCACCACCACCATCACCATAAGATCGAGGAGG
1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1
100

I t 1 t 1 t 1 t 1 t T t T t T t T t T T T
3’ CCTAGGCGCCGTCGCTACCGGCACCACATGATGGAGGAGGAGCGGCCGGACTAGCGGACGAGGGTGCGCGTGGTGGTGGTAGTGGTATTCTAGCTCCTCC

1 1 ' n L 5 ' ' L L 10 ' s L L 15 s s 1 L s s 5 L 1 n L L
Met Ala Val Val Tyr Tyr Leu Leu Leu Ala Gly Leu Ile Ala Cys Ser His Ala His His His His His His Lys Ile Glu Glu
6xHis >
START Maltose binding protein

GCAAGCTCGTCATCTGGATCAACGGCGACAAGGGCTACAACGGCCTCGCCGAGGTGGGCAAGAAGTTCGAGAAGGACACCGGCATCAAGGTGACCGTCGA

! ! ! ! ! ! ! ! ! !
t t t t t t t t t t t t t t + t t t t } 200

CGTTCGAGCAGTAGACCTAGTTGCCGCTGTTCCCGATGTTGCCGGAGCGGCTCCACCCGTTCTTCAAGCTCTTCCTGTGGCCGTAGTTCCACTGGCAGCT

5 s s L | 10 s s L s 15 s s s L 20 s s L L 25 s s L s 30 s s | s 35 s s L
Gly Lys Leu Val Il Trp Ile _Asn Gly Asp lys Gly Tyr Asn Gly Leu Als Glu Val Gly Llys Lys Phe Glu Lys Asp Thr Gly Ile Lys Val Thr Val Glu
Maltose binding protein >

GCACCCAGATAAGCTGGAGGAGAAGTTCCCGCAGGTCGCCGCCACCGGCGACGGCCCGGATATCATCTTCTGGGCCCACGACAGGTTCGGCGGCTACGEC
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 300

CGTGGGTCTATTCGACCTCCTCTTCAAGGGCGTCCAGCGGCGGTGGCCGCTGCCGGGCCTATAGTAGAAGACCCGGGTGE CCAAGCCGCCGATGCGG

L 40 s s s s 45 s | s s 50 s s s s 55 L s s s 60 s s s L 65 s | L s 70 s

His Pro Asp Lys Leu Glu Glu Lys Phe Pro Gn val Ala Ala_Thr Gly Asp Gly Pro Asp Ile Ile Phe Trp Ala_His Asp Arg Phe Gly Gly Tyr Als
Maltose binding protein >

CAGTCCGGCCTCCTCGCCGAGATCACCCCGGACAAGGCCTTCCAGGATAAGCTCTACCCGTTCACCTGGGACGCCGTGAGGTACAACGGCAAGCTCATTG
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } 200

GTCAGGCCGGAGGAGCGGCTCTAGTGGGGCCTGTTCCGGAAGGTCCTATTCGAGATGGGCAAGTGGACCCTGCGGCACTCCATGTTGCCGTTCGAGTAAC

' s L 75 s ' ., 80 s s , 85 s s L 80 s s . 95 s s . 100 L s s
Gin Ser Gly Leu Leu Ala Glu_Ile Thr Pro Asp Lys Ala Phe Gln Asp Lys Leu Tyr Fro Phe Thr Trp Asp Ala Val Arg Tyr Asn Gly Lys Leu lle

Maltose binding protein >

CCTACCCGATTGCCGTCGAGGCCCTCTCCCTGATCTACAACAAGGACCTCCTCCCGAACCCGCCCAAGACCTGGBAGGAGATCCCGGCCCTCGACAAGGA

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + 500

GGATGGGCTAACGGCAGCTCCGGGAGAGGGACTAGATGTTGTTCCTGGAGGAGGGCTTGGGCGGGTTCTGGACCCTCCTCTAGGGCCGGGAGCTGTTCCT
105, L ‘ L 110 L L L 115 L L P ¢ L L L L 125 L L . 130 \ L L 135 L L
Ala_Tyr Pro_lle Ala Val Glu Ala Leu Ser Leu Ile Tyr Asn Lys Asp Leu Leu Pro Asn Pro Pro Lys Thr Trp Glu Glu Ile Pro Ala Leu Asp Lys Glu

Maltose binding protein >

GCTGAAGGCCAAGGGCAAGTCCGCCCTCATGTTCAACCTCCAGGAGCCGTACTTCACCTGGCCACTCATTGCGGCCGACGGGGGGTACGCCTTCAAGTAC
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } : } 500

CGACTTCCGGTTCCCGTTCAGGCGGGAGTACAAGTTGGAGGTCCTCGGCATGAAGTGGACCGGTGAGTAACGCCGGCTGCCCCCCATGCGGAAGTTCATG
, 140 , . , , 145 , , , , 1so0 , ., ., , iss , , , , 160 , . ., ., 165 , ., ., , 170
leu Lys Ala Lys Gly Lys Ser Ala Leu Met Phe Asn Leu GIn Glu Pro Tyr Phe Thr Trp Pro Leu Ile Ala Ala Asp Gly Gly Tyr Ala Phe Lys Tyr

Maltose binding protein

GAGAACGGCAAGTACGACATCAAGGACGTGGGCGTGGACAACGCTGGCGCCAAGGCGGGCCTCACCTTCCTCGTGGATCTCATCAAGAACAAGCACATGA
s !

+ } + } + } + } + } + } + } + } + } : } 700

CTCTTGCCGTTCATGCTGTAGTTCCTGCACCCGCACCTBTTGCGACCGCGGTTCCBCCCGGAGTGGAAGGAGCACCTAGAGTAGTTCTTGTTCGTGTACT
L L L 175 L \ . 180 L L L 185 L L L 180 L s , 185 L L , 200 L s L
Glu Asn Gly Llys Tyr Asp lle Lys Asp Val Gly Val Asp Asn Ala Gly Ala Lys Ala Gly Leu Thr Phe Leu Val Asp Leu Ile Lys Asn lys His Met

Maltose binding protein

ACGCCGACACCGACTACTCGATCGCCGAGGCCGCCTTCAACAAGGGCGAGACCGCCATGACCATTAACGGCCCGTGGGCCTGGTCCAACATCGACACE
s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s ! s 800

t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t 1 t
TGCGGCTGTGGCTGATGAGCTAGCGGCTCCGGCGGAAGTTGTTCCCGCTCTGGCGGTACTGGTAATTGCCGGGCACCCGGACCAGGTTGTAGCTGTGGAG

2 s s s L 210 s s L 215 s s L 220 s s L 225 s L L 230 L s L 235 s s
Asn Ala Asp Thr Asp Tyr Ser Ile Ala Glu Ala Ala Phe Asn Lys Gly Glu Thr Ala Met Thr Ile Asn Gly Pro Trp Ala Trp Ser Asn Ile Asp Thr Ser

Maltose binding protein

TAAGGTGAACTACGGCGTGACCGTGCTCCCGACCTTCAAGGGCCAGCCGTCCAAGCCGTTCGTGGGCGTGCTCTCCGCCGGCATCAACGCCGCCTCCCCG

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
+ . + . + . + . + . + . + . + . + } + } 300

ATTCCACTTGATGCCGCACTGGCACGAGGGCTGGAAGTTCCCGGTCGGCAGGTTCGGCAAGCACCCGCACGAGAGGCGGCCGTAGTTGCGGCGGAGGGGT

L 240 ., , , 245 , , , , 250 , , , , 25 , ., , , 260 , , ., ., 265 , , , , 270 ,
Lys Val Asn Tyr Gly Val Thr Val Leu Pro Thr Phe Lys Gly Gln Pro Ser Lys Pro Phe Val Gly Val Leu Ser Ala Gly Ile Asn Ala Ala Ser Pro

Maltose binding protein >

AACAAGGAGCTGGCCAAGGAGTTCCTGGAGAACTACCTCCTCACCGACGAGGGCCTGGAGGCCGTGAACAAGGACAAGCCGCTCGGCGCCGTGGCCCTCA
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1000

TTGTTCCTCGACCGGTTCCTCAAGGACCTCTTGATGGAGGAGTGGCTGCTCCCGGACCTCCGGCACTTGTTCCTGTTCGGCGAGCCGCGGCACCGGGAGT

. . . 25 , , , , 280 , , , , 28 , ., , , 20 , , , , 29§ , , , , 300 , . ,
Asn Lys Glu Leu Ala Lys Glu FPhe Leu Glu Asn Tyr Leu Leu Thr Asp Glu Gly Leu Glu Ala Val Asn Lys Asp Lys Pro Leu Gly Ala Val Als Leu

Maltose binding protein >

Sekvence rhLL-37 C2 (1. ¢ast)
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AGTCCTACGAGGAGGAGCTGGCGAAGGACCCGAGGATCGCCGCGACCATGGAGAACGCCCAGAAGGGCGAGATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGE
s ! !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1100

TCAGGATGCTCCTCCTCGACCGCTTCCTGGGCTCCTAGCGGCGCTGGTACCTCTTGCGGGTCTTCCCGCTCTAGTACGGCTTGTAGGGCGTCTACAGGCG

305 ' n . 310 s L L 315 s L L 320 L L L 325 L n . 330 ' n L 335 ' L

Lys Ser Tyr Glu Glu Glu Leu Ala Lys Asp Pro Arg Ile Ala Ala Thr Met Glu Asn Ala Gln Lys Gly Glu Ile Met Pro Asn Ile Pro Gin Met Ser Ala
Maltose binding protein >

CTTCTGGTACGCCGTCAGGACCGCCGTGATTAACGCCGCCAGCGGCAGGCAGACCGTGGACGAGGCCCTGAAGGACGCCCAGACCAACTCTTCCTCGAAC
s !

+ } + t + t + t + t + t + } + } + } + } 1200

GAAGACCATGCGGCAGTCCTGGCGGCACTAATTGCGGCGGTCGCCGTCCGTCTGGCACCTGCTCCGGGACTTCCTGCGGGTCTGOTTGAGAAGGAGCTTG

, 340 , . ., 345 . . ., .., 385 , ., ., 380 , ., . , 1 . ., ., 5
Phe Trp Tyr Ala Val Arg Thr Ala Val Ile Asn Ala_Ala Ser Gly Arg Gln Thr Val Asp Glu Ala Leu Lys Asp Ala GIn Thr Asn Ser Ser Ser Asn

Maltose binding protein Linker >

AATAACAATAACAACAATAATAACAACCTCGGCGACGACGACGACAAGCTCCTCGGCGACTTCTTCCGCAAGTCCAAGGAGAAGATCGGCAAGGAGTTCA
s ! s I s ! s ! s ! s ! s ! s I s ! s ! 1300
T T t T t T t T t T t T t T t T t T t 1

TTATTGTTATTGTTGTTATTATTGTTGGAGCCGCTGCTGCTGCTGTTCGAGGAGCCGCTGAAGAAGGCGTTCAGGTTCCTCTTCTAGCCGTTCCTCAAGT

. 4 . ., w0 , , , , 3 , 1 , , ., s 1 , . , 5 , 4 ., , 0 , , , , 158 ,

Asn_Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Leu Gly Asp Asp Asp Asp Lys Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg lys Ser lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu phe

Cinker >

Enterokinase cleavage
XhoI
AGAGGATCGTCCAGAGGATCAAGGACTTCCTCCGCAACCTCGTGCCAAGGACCGAGTCCAAGGATGAGCTGTGACTCGAG 3r
t } t } t } + } + } + } + } + { 1380

TCTCCTAGCAGGTCTCCTAGTTCCTGAAGGAGGCGTTGGAGCACGGTTCCTGGCTCAGGTTCCTACTCGACACTGAGCTC 5

L .20 L L L , 25 L ‘ L .30 L L L L 35 L L 1 L L L
Lys Arg Ile Val GIn Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser lys Asp Glu Leu
LL-37 (Cathelicidin

KDEL sequence

Sekvence rhLL-37 C2 (2. cast)
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BamHI
5 GGATCCGCGGCAGCGATGGCTGTTGTTTACTACCTCCTCCTCGCCGGCCTCATTGCCTGCTCTCATGCCCACCACCACCATCACCACTCTGGCGTTACCG
et } + } + } + } + } + } + } + } + } + }
3’ CCTAGGCGCCBTCGCTACCGACAACAAATGATGGAGGAGGAGCGGCCGGAGTAACGGACGAGAGTACGGGTGGTGGTGGTAGTGGTGAGACCGCAATGGE

1 1 ' n L 5 ' ' L L 10 ' s L L 15 s s 1 L s s 5 L 1 n ' '
Met Ala Val Val Tyr Tyr Leu Leu Leu Ala Gly Leu Ile Ala Cys Ser His Ala His His His His His His Ser Gly Val Thr
6xHis

START

CCGACGAGGATAAGAAGCCAGCCGGCGACGGCGGCGGCGCTCATATCAACCTCAAGGTTAAGGGCCAGGACGGCAACGAGGTGTTCTTCAGGATCAAGAG

GGCTGCTCCTATTCTTCGGTCGGCCGCTGCCGCCGCCGCGAGTATAGTTGGAGTTCCAATTCCCGGTCCTGCCGTTGCTCCACAAGAAGTCCTAGTT

s, , ., 0 , , ., . i , ., ., 2 , , , . 25 , , ., , 30 , ., ., ., 38 , ,
Ala_Asp Glu Asp Lys Lys Pro Ala Gly Asp Gly Gly Gly Ala His Ile Asn Leu Lys Val lys Gly GIn Asp Gly Asn Glu Val Phe Phe Arg Ille Lys Arg
-

SUMO g

GTCCACCCAGCTCAAGAAGCTCATGAACGCCTACTGCGACAGGCAGTCCGTGGACCTCAACTCGATCGCCTTCCTGTTCGATGGCAGGCGCCTCAGGGGE
s !

CAGGTGGGTCBAGTTCTTCGAGTACTTGCGGATGACGCTGTCCOGTCAGGCACCTGGAGTTGAGCTAGCGGAAGGACAAGCTACCGTCCGCGGAGTCCCCG

, 40 . , , , 4 , , , , so , ., , , s , . , , & , ., ., , & , ., ., , 70
Ser Thr Gln Leu Lys Lys Leu Met Asn Ala Tyr Cys Asp Arg Gin Ser Val Asp Leu Asn Ser lle Ala Phe Leu Phe Asp Gly Arg Arg Leu Arg Gly

SUMO >

GAGCAGACCCCAGACGAGCTTGAGATGGAGGAGGGCGACGAGATTGACGCCATGCTTCACCAGACCGGCGGCGACGATGATGATAAGCTCCTCGGEGACT
s !

CTCGTCTGGGGTCTGCTCGAACTCTACCTCCTCCCGCTGCTCTAACTGCGGTACGAAGTGGTCTGGCCGCCGCTGCTACTACTATTCGAGGAGCCGCTGA

' ' L 75 ' s . 80 ' ' s L s s . 80 ' s , 95 1 s s s 5 1 L ' s
Glu Gln Thr Pro Asp Glu Leu Glu Met Glu Glu Gly Asp Glu Il Asp Ala Met Leu His GIn Thr Gly Gly Asp Asp Asp Asp Lys Leu Leu Gly Asp
SUMO

TCTTCCGCAAGTCCAAGGAGAAGATCGGCAAGGAGTTCAAGAGGATCGTCCAGAGGATCAAGGACTTCCTGAGGAACCTCGTGCCGAGGACCGAGTCTTG
s !

AGAAGGCGTTCAGGTTCCTCTTCTAGCCGTTCCTCAAGTTCTCCTAGCAGGTCTCCTAGTTCCTGAAGGACTCCTTGGAGCACGGCTCCTGGCTCAGAAC

5 , , ., , w0 , , , , 5 , , ., , 0 , , , , 5 , 4, , , 30 , , ., , 3/ ,
Phe Phe Arg Lys Ser lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu Phe Lys Arg Ile Val GIn Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser [
LL-37 (Cathelicidin

‘XhoI
ACTCGAG 50
507
TGAGCTC 5"

Sekvence rhLL-37 C3
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Priloha 2 Analyza fragmentace standardu
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Priloha 3 LC-MS analyza — kolona Aegis PEPTIDE

MSD1 TIC, MS File SIM €

4600
4400
4200
4000
3800+
3600+
3400+
3200+
3000+
2800+
2600+
2400+
2200+
2000+
18004
16004
1400
1200
1000

500+

600+

400+

2004

Total Abundance

i 2 3 4 5 g 7 g g 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21
Time [min]

Obrazek 36: Chromatogram pro kolonu Aegis PEPTIDE: Blank SIM m/z 642,80

MS01 TIC, MS File SIM €

%10 6]
0.95

0.9
0.854
0.8
0.754
0.7
0.854
0.64
0.554
0.5
0.454
0.4
0.354
0.3
0.254
0.2
0.154
0.1
0.054

‘RTITO.OOGP Area:63696020

Total Abundance

1 p) 3 4 5 6 7 g 9 0 11 12 13 1% 15 18 17 18 19 20 21
Time [min]

Obrazek 37: Chromatogram pro kolonu Argis PEPTIDE: STD (100 ng) SIM m/z 642,80
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,70

4200
4000
3800+
36004
3400+
32004
3000+
2800+
2600+
2400+
2200+
2000+
1800
1600
1400
1200
1000
800+
600+
400

Total Abundance

i p) 3 i 5 6 7 8 3 o 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time [min]

Obrazek 38: Chromatogram pro kolonu Aegis PEPTIDE: Blank SIM m/z 749,70

MSD2 TIC, MS File SIM 749,70

x10 3]
RT:9.992, Area:62033472

8.5

7.54

6.5

5.5

454

Total Abundance

35
25

N
151

0.5

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 4 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Tirme [min]

Obrazek 39: Chromatogram pro kolonu Aegis PEPTIDE: STD (100 ng) SIM m/z 749,70
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Priloha 4 LC-MS analyza - stabilita standardu

MSD3 TIC, MS File SIM 749,70

3800
2600+
3400+
32004
3000+
2800+
2600+
2400+
2200+
2000
18004
1600
1400
1200
1000

800+

600+

400+

2004

Total Abundance

i1 2 3 4 & 6 7 & @ 0 11 12z 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 35 27
Time [min]

Obrazek 40: Chromatogram pro testovani stability: Blank SIM m/z 749,70

MS03 TIC, MS File SIM 749,70

x10 9
4 44 ‘RT:TZ.WSS.Area:MOS?OBO

424

3.8
3.6
3.4
3.2

284
264
244
2724

Total Abundance

1.84
1.64
1.44
1.24

0.8
0.6
0.4
0.2

1 2 3 4 & 6 7 & 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 5 27
Time [min]

Obrazek 41: Chromatogram pro testovani stability: 0,1% kyselina mravenci SIM m/z 749,70
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MSD3 TIC, MS File SIM 749,70
=4
X J RT:12.81, Area:23754322

1.9
1.8
1.7
1.6
1.5
1.4
1.3
1.2
1.1

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Total Abundance

i1 2 3 4 & 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 35 27
Time [min]

Obrazek 42: Chromatogram pro testovani stability: 10% acetonitril SIM m/z 749,70

MSD3 TIC, MS File SIM 749,70

x10 9
RT:12.097, Area:51452572
5.25 !

4.754
45
4.354

3.754
3.5
3.254

2754
2.5
2254

Total Abundance

1,75
1.54
1.25

0.754
0.5
0.254

1 2 5 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Tirme [min]

Obrazek 43: Chromatogram pro testovani stability: 10% acetonitril + 0,1% kyselina mravenci
SIM m/z 749,70
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MSD3 TIC, MS File SIM 749,70

%10 97
2.24

2.14

‘RT:12.96‘ Area:29212916

1.94
1.84
1.7
1.64
1.54
1.44
1.3
1.24
1.14

Total Abundance

0.9
0.84
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.14

i1 2 3 4 & 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 35 27
Time [min]

Obrazek 44: Chromatogram pro testovani stability: 50% acetonitril SIM m/z 749,70

MSD3 TIC, MS File SIM 749,70
=
X0 RT:11.969, Area 63869992

6.5

Total Abundance

0.5 J

1 2 5 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Tirme [min]

Obrazek 45: Chromatogram pro testovani stability: 50% acetonitril + 0,1% kyselina mravenci
SIM m/z 749,70
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MSD3 TIC, MS File SIM 749,70

%10 8
1 RT:11.854, Area:56756500

Total Abundance

i1 2 3 4 & 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 35 27
Time [min]

Obrazek 46: Chromatogram pro testovani stability: 20mM kyselina chlorovodikova
SIM m/z 749,70
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Priloha 5 LC-MS analyza — méreni kalibra¢ni krivky

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

1600+ |RT‘6‘918‘Area:23392‘9

1500
14004
1300
1200
1100
1000

900+

800+

Total Abundance

700+

600+

500+

400

3004

200+

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 @ 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]

Obrazek 47: Chromatogram pro méreni kalibracni krivky: Blank SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

4400
43200
4000
3800+
3600+
3400+
32004
3000+
2800
2600+
2400+
2200+
2000+
1800
1600
1400
1200
1000

800+

600+

400

2004

RT:6.905, Area:65609

Total Abundance

05 1 15 2 25 & 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 0 95 10 105 11 115 12 135 13 135 14
Time [min]

Obrazek 48: Chromatogram pro méreni kalibracni kiivky: STD (1 ng) SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 57

Total Abundance

RT:6.53, Area:3481259

7500+
7000+
6500+
6000
5500+
5000

Total Abundance

3000+
2500
2000+
1500
1000

500+

45004
4000
3500+

05 15 25 3 35 4 45 & 55 6 65 7 75 § &5 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]
Obrazek 49: Chromatogram pro méreni kalibracni krivky: STD (50 ng) SIM m/z 749,60
MSD2 TIC, MS File SIM 749,60
RT:6.917, Area:160873
\P\K\KAAWigif
05 15 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 0 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14

Tirme [min]

Obrazek 50: Chromatogram pro méreni kalibracni krivky: Blank (carry-over) SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 3
3.84
364
2.4
3.2

RT:6.642, Area:6090126

2.8
264
244
2724

1.8
1.64
1.44
1.24

Total Abundance

0.8
0.6
0.4
0.2

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 0 95 10 105 11 115 12 135 13 135 14
Time [min]

Obrazek 51: Chromatogram pro méreni kalibracni kiiivky: STD (100 ng) SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

3 4: RT:6.491, Area:36267828

Total Abundance
o

05 1 15 2 25 3 35 4 45 &5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 15 12 125 13 135 14
Tirme [min]

Obrazek 52: Chromatogram pro méreni kalibracni kiivky: STD (500 ng) SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 64

424

3.84
3.6
3.4
3.2

2 .84
2.6
2.4
2.2

Total Abundance

1.84

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

RT:6.446, Area:61517372
v

25

3

35

i

4’5

g

55

6

65 7 75 8 85 9
Time [min]

95

10

105

11

115

12

125 13

125

Obrazek 53: Chromatogram pro méreni kalibracni krivky: STD (1 000 ng) SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

14

x10 6 |

Total Abundance

RT:6.151, Area:195440880

25

3

35

4

45

5

55

6

65 7 75 & 85 9
Tirme [min]

95

10

105

™

115

12

125 13

135

Obrazek 54: Chromatogram pro méreni kalibracni krivky: STD (4 000 ng) SIM m/z 749,60
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MSED2 TIC, MS File SIM 74¢
6
K0 S RT6.554, Area:37270160
344 v
3.2

2.8
26
244
2.2

1.84
1.64
1.44
1.24

Total Abundance

0.8
064
044
0.2

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 6 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]

Obrazek 55: Chromatogram pro testovani stability: 50 ng ve 20 mM kyseliné mravenci (7 tydnii)
SIM m/z 749,70
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Priloha 6 LC-MS analyza — bakterialni extrakt po termalni denaturaci

a LPLC

%10 8
3.64

344
324

2.8
2 64
2.4
2.24

1.8
1.6
1.4
1.2

Total Abundance

0.8
0.6
0.4
0.2

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 65 0 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]

Obrazek 56: Chromatogram pro analyzu bakterialniho extraktu: Blank SCAN 400,0-1110,0

%10 6]

2.8
264
244
2.2

1.8
1.6
1.4

Total Abundance

1.24

0.8
0.6
0.4
0.2

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 0 95 10 105 11 115 12 135 13 135 14
Time [min]

Obrazek 57: Chromatogram pro analyzu bakterialniho extraktu: Termalni denaturace

SCAN 400,0-1110,0
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,70

RT:6.938, Area:104465.9

6500+

5000

5500+

5000+

4500

4000

3500+

Total Abundance

3000+

2500+

2000+

1500

1000

500

o5 1 15 2 25 & 35 4 45 5 55 & 65 7 75 & &5 8 @5 10 105 11 115 12 135 13 135 14
Time [min]

Obrazek 58: Chromatogram pro analyzu bakteridlniho extraktu: Blank SIM m/z 749,70

MSD2 TIC, MS File SIM 749,70

x10 4 A
1 sl RT:6.173, Area:965452.3

1.74
1.64
1.5
1.44
1.3
1.24
1.1

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.2
0.2
0.14

Total Abundance

e ok

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]

Obrazek 59: Chromatogram pro analyzu bakterialniho extraktu: Termdlni denaturace
SIM m/z 749,70
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,70
&
0 = RT:6.344, Area702411.6

Total Abundance
=
o

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 0 95 10 105 11 115 12 135 13 135 14
Time [min]

Obrazek 60: Chromatogram pro analyzu bakterialniho extraktu: LPLC afinitni pufifikace
SIM m/z 749,70
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Priloha 7 LC-MS analyza — vliv nastfikovaného objemu na plochu

piku

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

e
“? . RT®.7, Area:171823 8

1.7
164
154
144
124
1.2
114

0.84
0.8
0.74
0.6
0.54
0.4
0.3
0.2
0.1

Total Abundance

42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8§ 82 84 86 883 O 92 94 96 98 10
Tirme [min]

Obrazek 61: Chromatogram pro analyzu vlivu nastrikovaného objemu: Blank SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

x10 9 .
RT:6.552, Area:5803164.5
5.25

475
454
425

3.754
3.5
3.254

2.754
2.5
2.254

Total Abundance

1.75
1.54
1.254

0.754
0.5
0.254

42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 T4 76 78 8§ 82 84 86 88 O 92 94 96 98 10
Time [min]

Obrazek 62: Chromatogram pro analyzu viivu nastvikovaného objemu: STD 5 ul (75 ng)
SIM m/z 749,60
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MSED2 TIC, MS File SIM 74¢
=
X1 RT:6.533, Area:8217051

7.54

6.5

5.5

4.5

Total Abundance
i

3.5

2.5

1.54

0.5

: o
42 44 48 48 & 52 54 56 58 5 62 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 84 86 88 O 92 94 96 98 10
Time [min]

Obrazek 63: Chromatogram pro analyzu vlivu nastrikovaného objemu: STD 7,5 ul (112,5 ng)
SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 6
1 RT:6.529, Area:9879684
1.05+4

0.95
0.9
0.851
0.8
0.751
0.7
0.65-
0.6
0.55-
0.5
0.451
0.4
0.251
0.3
0.25-
0.2
0.151
0.14
0.051
. S
42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 7.8 & 82 84 86 88 O 92 94 96 98 10
Tirme [min]

Obrazek 64: Chromatogram pro analyzu vlivu nastrikovaného objemu: STD 10 ul (150 ng)
SIM m/z 749,60

Total Abundance
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MSED2 TIC, MS File SIM 74¢

N
X9 5] RT:6.502, Area:20360876
21

1.9
1.84
1.74
1.64
1.5
1.44
1.3
1.24
1.1

Total Abundance

0.8
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.14
i S

22 44 46 48 & 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 84 86 88 O 92 94 96 98 10

Time [min]

Obrazek 65: Chromatogram pro analyzu vlivu nastrikovaného objemu: STD 25 ul (375 ng)
SIM m/z 749,60
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Priloha 8 LC-MS analyza — kalibrace s novym standardem

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60
6250+

6000 RT:6.728, Area:63013.5
5750+
5500+
5250+
5000+
47504
4500
4250
4000
37504
3500
32504
3000+
27504
2500+
22504
2000+
1750+
1500
12504
1000
7504
500+

Total Abundance

42 44 48 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 7.8 8 82 84 86 88 9 92 94 96 08 10
Time [min]

Obrazek 66: Chromatogram pro méreni kalibracni krivky: Blank SIM m/z 749,60

MsD2 TIC, MS File SIM 749,60

4
x10 4 RT:6.577, Area:353818.8

344
324

2.8
2.6
2.4
2.24

1.84
1.64
1.44
1.24

Total Abundance

0.8
0.6
0.4
0.2

07 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
42 44 46 48 &5 52 54 56 58 6 62 64 686 68 7 72 V4 V6 78 8 82 84 86 88 9 82 84 96 98 10
Time [min]

Obrazek 67: Chromatogram pro méveni kalibracni kiivky: Novy STD (10 ng) SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 4 |

6.5

5.5

Total Abundance
Lo
o

RT:6.667, Area:651239.8

47 44 46 48

g

52 54 56 58

&

62 64 66 58 7 72 74 76 78 5 82 34 $6 88 4 92 94 96 98 10
Time [min]

Obrazek 68: Chromatogram pro méreni kalibracni kiivky: Novy STD (15 ng) SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 3
1.054

0.854
0.9
0.854
0.8
0.754
0.7
0.854
0.6
0.554
0.5
0.454
0.4
0.354
0.3
0.254
0.2
0.154
0.1
0.054

Total Abundance

RT:6.649, Area:1014429.5

42 44 46 48

5

52 54 56 58

6

62 64 66 68 7 72 74 76 78 8§ 82 84 86 88 9 92 94 96 98 10
Tirme [min]

Obrazek 69: Chromatogram pro méreni kalibracni kiivky: Novy STD (25 ng) SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 5
|
1.94
1.84
1.7
1.64
1.54
141
1.3
1.2
1.1

0.9
0.8
0.7
0.6
0.54
0.44
0.3
0.2
0.1

Total Abundance

RT:6.551, Area:2729874.5

Obrazek 70: Chromatogram pro méreni kalibracni kiivky: Novy STD (50 ng) SIM m/z 749,60

47 44 46 48

5

52 54 56 58

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

6

62 64 66 58 7 72 74 76 78 8

Time [min]

52 84 86 88

9

92 94 95 98

10

%10 3

6.5

Total Abundance
L]
o

RT:6.553, Area:6727255

42 44 46 48

5

52 54 56 58

6

62 64 66 68 7 72 74 76 78
Tirme [min]

8

82 84 86 838

9

92 94 96 938

10

Obrazek 71: Chromatogram pro méreni kalibracni kiivky: Novy STD (100 ng) SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 6
1.7
1.64
1.54
1.44
1.34
1.24
1.1

0.9
0.5
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Total Abundance

RT:6.519, Area:15812032

47 44 46 48

5

52 54 56 58

6

62 64 66 68 T 72 74 76 78 8 82 84 55 88 9 92 94 96 98 10
Time [min]

Obrazek 72: Chromatogram pro méreni kalibracni kiivky: Novy STD (250 ng) SIM m/z 749,60

8500+
8000+
7500+
7000+
6500+
6000+
5500+

Total Abundance

500+

MSD2 TIC, MS File SIM 749,6

5000+
4500
4000
35004
30004
2500+
2000+
1500
1000

‘RT‘G 754, Area:88597.7

42 44 4% 48

5

52 54 56 58

6

62 64 66 68 7 72 74 76 78 8§ 82 84 86 8% 9 02 94 96 98 10
Tirme [min]

Obrazek 73: Chromatogram pro ovéreni nastiikovaného mnozstvi: Blank SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 94
234
2.1

RT:8.547, Area:2982601.2

1.94
1.84

1.64
1.54
1.44
1.34
1.24
1.14

Total Abundance

0.9
0.8
0.7
0.6
0.54
0.4
0.3
0.2
0.1

Mot ]

42 44 45 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 7.8 & 82 64 86 88 0 92 94 96 98 10
Time [min]

Obrazek 74: Chromatogram pro overeni nastiikovaného mnozstvi: Novy STD (50 ng)
SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

RT:6.547, Area:2983664.2

Total Abundance

42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 84 86 88 9 92 94 96 68 10
Time [min]

Obrazek 75: Chromatogram pro ovéreni nastiikovaného mnozstvi: Novy STD (50 ng 2. nastiik)
SIM m/z 749,60
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Priloha 9 LC-MS zapojeni preparativni kolony a sbéru frakci

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

9500
9000+
8500+
80004
7500+
7000+
6500+
6000
5500+
5000+
4500+
4000
3500+
3000+
2500
2000+
1500
1000

GOO—JL

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Time [min]

Obrazek 76: Chromatogram pro pilotni analyzu pomoci preparaticni kolony: Blank
SIM m/z 749,60

Total Abundance

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60
RT:4.598, Area:4230497

x10 9

0.854
0.9
0.854
0.8
0.754
0.7
0.854
0.6
0.554
0.5
0.454
0.4
0.354
0.3
0.254
0.2
0.154
0.1
0.054

Total Abundance

1 2 4 4 5 6 7 & & 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 38 27 28 29 30 31 32 33
Time [min]

Obrazek 77: Chromatogram pro pilotni analyzu pomoci preparaticni kolony: STD (8 000 ng)
SIM m/z 749,60
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

8254
8004
7754
750
7354
700+
675
650
625
600+
575
550+
5354
500
475
4504
495
4004
3754
3504
3254
300+

Total Abundance

2754
RPNl

225235275 3 35535375 4 42545475 5 52555575 6 62565675 7 12575775 6 82585875 0 93595975 10
Time [min]

Obrazek 78: Chromatogram pro purifikaci pomoci preparaticni kolony: Blank SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

&
x10 2] RT:5.078, Area:4111609.2
2 B4
244

2.2

Total Abundance
:

0.8

0.6

044

0.2

2252355275 3 35535375 4 42545475 5 52555575 6 62565675 7 12575775 8 825685875 0 93595975 10
Tirme [min]

Obrazek 79: Chromatogram pro purifikaci pomoci preparaticni kolony: STD (4 000 ng)
SIM m/z 749,60
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Priloha 10 Porovnani uc¢innosti LPLC a FPLC afinitni purifikace

MSD1 TIC, MS File SIM 708,00

600+
5801
560+
5401
5201
5001
480
450
440
420+
400+
3801
3601 \
3401
i

3004 “\\ﬁ/ﬁf\\\

280+ L
2601
2401

2204
2004

Total Abundance

42 44 48 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 & 82 84 86 88 9 92 94 96 48 10
Time [min]

Obrazek 80: Porovnani vucinnosti LPLC a FPLC: Blank SIM m/z 708,00

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60
3200
30004
2800
2600
2400
22004
3 2000
c
o
£ 1800
=)
< 1600+
=
2 11001
12004
10004
800
ee0 \‘\J
400,J e
2004

42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 B8 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88 9 92 94 96 98 10
Time [min]

Obrazek 81: Porovnani vucinnosti LPLC a FPLC: Blank SIM m/z 749,60
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MSD3 TIC, MS File SIM

430
4204
4104
400
390+
3804
3704
360+
3504
3404
3304
3204
3104
3004
2904
280+
2704
260+
250
2404
2304
2204

Total Abundance

mw ————
42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 68 9 92 94 96 98 10
Time [min]

Obrazek 82: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Blank SIM m/z 799,90

MSD4 TIC, MS File SIM

430
430
410
400+
3904
380
3704
360
350
340/
330
3304
3104
300
2901
2801
270/

260 \/w
250
2404
2304
220/
2101

Total Abundance

42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88 9 92 94 96 98 10
Tirme [min]

Obrazek 83: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Blank SIM m/z 853,20
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MSD1 TIC, MS File SIM

RT:6.472, Area:231257 4

Total Abundance

0054 k

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 6 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]

Obrazek 84: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace LPLC SIM m/z 708,00

MSD1 TIC, MS File SIM

RT:6.596, Area:3972532.8

Total Abundance
o
b

42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 T2 74 T6 78 & 82 84 86 88 9 92 94 96 498 10
Tirme [min]

Obrazek 85: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace FPLC SIM m/z 708,00
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MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

%10 9
0.95
0.84
0.85
0.84
0.754
0.74
0.65
0.6
0.55
0.54
0.45
0.4
0.35
0.34
0.25
0.24
0.15
0.14
0.05

RT:8.477, Area:719068.1

Total Abundance

05 1 16 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 6 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]

Obrazek 86: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace LPLC SIM m/z 749,60

MSD2 TIC, MS File SIM 749,60

4 6 RT:6.602, Area:4750624.5

Total Abundance

42 44 46 48 &5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 T 72 T4 76 T8 § 82 84 86 88 9 92 94 96 98 10
Tirme [min]

Obrazek 87: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace FPLC SIM m/z 749,60
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MSD3 TIC, MS File SIM

%10 8

- RT:6.523, Area:1232534.5
1.94
1.84
1.74
1.64
1.5
1.44
1.34
1.24
1.14

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.44
0.34

0.2
0.1
a-

Total Abundance

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 8§ 65 7 75 8 85 9 095 10 105 11 115 12 125 13 135 14
Time [min]

Obrazek 88: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace LPLC SIM m/z 799,90

MSD3 TIC, MS File SIM 79

%10 47
B RT:6.61, Area:794714.6
5.754

5 5.
4751
495
275
3.25:

2754

Total Abundance
L)

225:
175:
1.254
075:

025: \\

S

42 44 46 48 &5 52 54 56 58 6 62 64 66 683 7 V2 T4 76 78 8§ 82 &84 86 88 9 92 94 96 98 10
Tirme [min]

Obrazek 89: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace FPLC SIM m/z 799,90
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MSD4 TIC, MS File SIV

%10 3

Total Abundance

RT:6.519, Area:1434806.8

5 55 6 65 7 75 8 85 0 95
Time [min]

10 105 11 115

12 125 13 135

Obrazek 90: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace LPLC SIM m/z 853,20

MSD4 TIC, MS File SIM

14

%10 4
5.5

5.254

4.754
45
4.354

3754
3.5

Total Abundance

1.754
1.5
1.25

0.754
0.54
0.254

3.254

2754
2.5
2.254

RT:6.606, Area:478055.7

—

42 44 46 48

5

52 54 56 538

3

62 64 66 68 7 72 74 76 78 8
Tirme [min]

82 84 88 88 9

92 94 96 03

Obrazek 91: Porovnani ucinnosti LPLC a FPLC: Afinitni purifikace FPLC SIM m/z 853,20
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Priloha 11 Purifikace bakterialnich vzorki po FPLC na preparativni

koloné

Total Abundance

22 24 28 28 3 32 34 385 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 1 72 14 15 18 6
Time [min]

Obrazek 92: Purifikace vzorkit z FPLC preparativni kolonou: Blank SIM m/z 749,60

Total Abundance

22 24 28 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 1 72 14 16 78 8
Time [min]

Obrazek 93: Purifikace vzorkii z FPLC preparativni kolonou: PS-LL-37 SIM m/z 749,60
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Priloha 12 Analyza purifikovanych vzorkii pomoci semipreparativni

kolony

0.9

0.8

0.7

Total Abundance

0.6

0.5

044

0.3

0.2

0.1

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 65 0 95 10 105 11 115 12 135 13 135 14
Time [min]

Obrazek 94: Analyza vzorkut po purifikaci preparativni kolonou pomoci analytické kolony:
Blank SIM m/z 749,60

%10 6

244

2.24

Total Abundance

0.8

0.6

044

0.2

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 & 85 0 45 10 105 11 115 12 135 13 135 14
Time [min]

Obrazek 95: Analyza vzorkit po purifikaci preparativni kolonou pomoci analytické kolony:
PS-LL-37 SIM m/z 749,60
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