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CIELE PRACE
Teoreticka ¢ast’

e Vypracovanie literarnej reSerSe na tému bakalarskej prace.
Prakticka cast’

e Realizacia navrhnutej klonovacej stratégie a overenie spravnosti pripravené¢ho
konstruktu, vratane zaujmového génu.

e Vykonat' transformaciu expresného vektoru do Agrobacterium tumefaciens
a overit’ spravnost’ vnesenia.

e Priprava rastlin tabaku na transformaciu a kultivacia rastlin vin vitro
podmienkach.

e Vykonanie transformacie a selekcia transformovanych pletiv.

e Vyhodnotenie procesu selekcie a transformacie.



1 UVOD

Transformacia rastlin je proces, ktorym je DNA vlozena do rastlinnych buniek a pletiv.
Pouzita DNA mdze pochadzat’ z akéhokol'vek organizmu. Rekombinantna technoldgia
prenosu génov sa stala sucast'ou zékladnej technoldgie manipulacie rastlin pre vedeckeé
| komer¢né Gcely. Transgénne rastliny su vhodné na sktimanie regulacie rastlinnych
génov. Taktiez suvyuzitelné na identifikdciu a postidenie pol'nohospodarsky
prospesnych génov a ich nasledné vlozenie do komercne vyznamnych plodin (Dandekar
a Fisk, 2005).

Tabak je jednoro¢na bylina patriaca do rodu Nicotiana, ¢el'ade Solanaceae. Pévodne
bola rozsirena v tropickej asubtropickej Amerike, juhozapadnej Afrike, Australii
ajuznom Pacifiku. Medzi najvyznamnejSiec druhy patri Nicotiana tabacum,
N. benthamiana, N. attenuata ¢i N. rustica. Momentalne je kultivovana celosvetovo,
ako primarny zdroj tabaku, ktory je fajéeny ¢&i zuty ako droga pre Svoje mierne
stimulac¢né ucinky (Goodin et al., 2008, Koob et al., 2014).

Tabak sa stal modelovym objektom pre pletivové kultiry a génové inZinierstvo.
Murashige a Skoog (1962) vytvorili médium na zaklade §tadii s tabakovymi kultarami,
ktoré sa dnes vyuziva ako kultivaéné médium pre stovky rastlinnych druhov. Stadie na
tabakovom pletive ozrejmili sposoby kontroly in vitro rastu a diferenciacie. Uspesne
dosiahnutd bola indukcia haploidov, tvorba embryi odvodenych z mikrospory a prvy
krat bola dosiahnuta i fuzia rastlinnych protoplastov. Transgénny tabak je vyznamny pre
vyvoj v oblasti produkcie rekombinantnych proteinov, vakcin a protilatok tzv. rastlinny
,,molecular farming” (Ganapathi et al., 2004).

Zaujmovy jaémenny gén, Hvabcl, je ortolog génu Atwbcl9 z Arabidopsis thaliana,
ktory koduje ,,ATP binding casette (ABC) transportér z rodiny ,,White—Brown
Complex®. Gén Atwbcl9 v nadexpresii udeluje rezistenciu vo¢i kanamycinu
u transgénneho tabaku (Mentewab a Stewart, 2005), melonu cukrového (Bombale et al.,
2010) a hybridného topol'a (Kang et al., 2010). Hybridny topol’ vykazoval rezistenciu
voci dalsim  trom aminoglykozidovym antibiotkdm: neomycinu, geneticinu
a paromomycinu. Transformaciou génu Hvabcl do tabaku bude overena jeho funkcia.
Sledovana bude pripadna podobnost’ s vplyvom génu Atwbcl9, na rezistenciu rastlin

voci antibiotiku kanamycinu.
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2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Metody transformacie rastlin

Metody genetickej transformacie rastlin sa rozdel'uji na metody priame a nepriame.
Priame metody sa oznacuju ako fyzikalne a s zalozené na penetracii bunkovej steny.
Elektroporacia je bezne vyuzivana na transport biochemickych latok ako lipidy,
proteiny, RNA a DNA do vnutra buniek. Pri elektroporacii dochadza k vytvoreniu
porov na povrchu buniek v dosledku zmeny polarity membrany v elektrickom poli
(Bates et al., 1983; Hofmann a Evans, 1986; Saulis et al., 1991). Elektroporacia sa
vyuziva pri transformdcii protoplastov, t.j. buniek zbavenych bunkovej steny. Biolistika
je zalozena na vneseni mikrocastic o vysokej hustote obalenych DNA a ich nastreleni na
cielové rastlinné pletivo. Biolistika moze byt pouzita na transformaciu buniek,
protoplastov, organizovanych pletiv, embryi alebo kalusu. (Sanford et al., 1993).
Transformované mozu byt priamo subcelularne organely, ako jadro ¢i chloroplasty
(Boynton et al., 1988). Hlavné aplikacie biolistiky vo vyskume rastlin zahfiaju studie
tranzientnej expresie génov, produkcia transgénnych rastlin a inokulacia rastlin
virovymi patogénmi (Southgate et al., 1995; Sanford, 2000; Taylor a Faquet, 2002).
Metoda véakuovej infiltracie kombinuje priamy a nepriamy pristup transformacie
prostrednictvom  baktérii rodu Agrobacterium. Vakuum generuje negativny
atmosféricky tlak, ktory spoOsobuje zuzenie vzduS$ného priestoru medzi bunkami
a umoziiuje penetraciu baktérii do medzibunkovych priestorov. Vyhody vékuovej
infiltracie st napriklad vytvorenie mnoho nezavisle transformovanych rastlin z jedinej
rastliny, redukcia somaklonalnej variacie a moznost vykonného testovania vd’aka
rychlemu procesu transformacie (Bechtold a Pelletier, 1998; Rivera et al., 2002).
Nepriame metody transformécie s zaloZené na sprostredkovani transferu DNA
pomocou vhodného vektoru. Medzi nepriame metddy patri transformacia rastlin
prostrednictvom baktérii rodu Agrobacterium (podkap. 2.2) alebo prostrednictvom
virovych vektorov. Transformacia rastlin virovymi vektormi sa vyuziva pri tranzientnej
produkcii heterolognych proteinov priemyselného vyznamu. Vyvinuté boli vektory
prvej a druhej generacie. Vektory prvej generacie si v podstate funkéné virusy, ktoré
exprimuju okrem virovych génov aj kédovaciu sekvenciu zdujmového proteinu. Protein

zaujmu je exprimovany zo silného virového promotoru.
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Druha generacia virovych vektorov vyuziva Agrobacterium ako vektor pre prenos
DNA kopii jedného alebo viacerych RNA replikénov do rastlinnych buniek (Gleba et
al., 2007).

2.2 Transformacia prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je podna baktéria, ktora spdsobuje u dvojkli¢nolistovych rastlin vznik
krckovych nadorov. Infikuje poranené miesta na rastline, kde nasledne dochadza
k proliferacii buniek a vzniku nadoru a syntéze derivatu argininu opinu (napr. nopalin,
oktopin). Opiny st infikujicimi baktériami degradované a vyuzité ako zdroj energie.
Schopnost” A. tumefaciens vytvarat’ nadory je riadena genetickou informéaciou ulozenou
na Ti-plazmide, ktory obsahuje dve dolezité oblasti: T-DNA aoblast’ vir. Pocas
procesu transformacie je T-DNA vystiepena z Ti—plazmidu, prenesena do rastlinnej
bunky a integrovana do jej DNA. T-DNA vo svojom Useku obsahuje niektoré gény,
ktoré kéduju enzymy, katalyzujiice syntézu fytohormoénov (indol-3—octova kyselina,
izopentenyladenozin). Fytohormény st zodpovedné za nadorovy rast buniek. Oblast’ vir
obsahuje gény potrebné na vystiepenie, prenos a zaclenenie T-DNA behom procesu
transformécie. Virulentné gény su indukovatelné fenolickymi latkami, ktoré vypusta
rastlina v mieste poranenia. Fenolickou latkou, je napriklad acetosyringén. Pridanim
fenolickych latok ku rastlinnym bunkam je moZné zvysit' rychlost’ transformaécie.
V praxi sa vyuzivaju ,,odzbrojené” kmene A. tumefaciens, ktoré maju odstranené useky

T-DNA zodpovedajlice za vznik nadorov (Snustad a Simmons, 2009).

2.2.1 Mechanizmus transformacie prostrednictvom A. tumefaciens

Agrobacterium je pritahované k aminokyselinam, cukrom a organickym kyselinam,
ktoré su vylu€ované poranenym rastlinnym pletivom. Reaguje na tieto chemoatraktanty
tym, Ze vyhlada poranené¢ bunky, ktoré ich vytvéaraji a naviaZe sa na ne polarnym
pripojnym mechanizmom (Winans, 1992; Tzfira a Citovsky, 2002). Behom pripojenia
nastdva koordinovanad expresia génovych operéonov nevyhnutnych pre prenos génov
(Stachel a Zambryski, 1985). Operony virB, virC, virD, virE, avirG— predstavujua
,Vir regulon® a st regulované VirA/irG dvoj—komponentovym systémom. Fenolické
latky a monosacharidy sposobuji autofosforylaciu virA transmembranovej receptorovej
kinazy, ktora fosforyluje cytoplazmaticky transkripény faktor virG. Aktivovany virG
stimuluje transkripciu individualnych vir operéonov (Winans, 1992; Zupan et al., 2000).
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Génové produkty generované transkripciou z Vir operénov vykonavaju funkcie
potrebné pre prenos T-DNA do rastlinnych buniek. Génové produkty virD1 a virD2 su
kooperativne zodpovedné za vynatie T—vlakna, ktory sa nachddza medzi pravou a I'avou
hrani¢nou sekvenciou. Protein virD2 sa viaze kovalentne na 5° koniec T—vlakna, ktoré
je nasledne obalené proteinom virE2 v baktérii alebo in planta a vznika T-komplex. T—
komplex je exportovany bakteridlnym sekreCnym systémom, ktory je kdédovany virB
operonom a VirD4. Oba proteiny virD2 a virE2 obsahujt jadrové lokaliza¢né sekvencie,
ktoré interaguji s rastlinnymi komponentmi (Chilton et al., 1977; Tzfira a Citovsky,
2002). Ked’ sa T—vlakno dostane do jadra, je integrované do rastlinného gendému
cez nehomologicki rekombinaciu sprostredkovant rastlinnymi proteinmi, ktoré sa
zGcCastiuju rekombinaénych alebo opravnych procesov v rastline (Ziemienowicz et al.,
2000; van Attikum et al., 2001).

2.2.2 Regeneracia rastlin z transformovanych buniek

Po stabilnej integracii DNA do rastlinnej bunky, je d’al§im krokom regeneracia rastliny
z transformovanych buniek. Pozicia, frekvencia a miera regeneracie su dolezité
pre izolaciu transgénnych rastlin. NajcastejSie, je limitujicim krokom izolacie
transgénnych rastlin nedostatok regeneracie z transgénnych bunkovych linii. EXistuje
velkéd variabilita vo frekvencii a miere regenerdcie medzi réznymi krytosemennymi
druhmi, ako aj medzi rozdielnymi kultivarmi istého druhu (Vernade et al., 1988).
U vacsiny krytosemennych rastlin boli pozorované dva druhy regeneracie, a to
organogenéza a somatickd embryogenéza. Organogenéza predstavuje regeneraciu
adventivnych vyhonov a korefiov cez vytvorenie organizovanych, meristémovych
pletiv. Somatickda embryogenéza predstavuje vytvorenie embryi alebo embryu

podobnych struktur zo somatickych pletiv (Dandekar, 1994).

2.2.3 Prva transgénna rastlina

Barton et al. (1983) transformovali tabak prostrednictvom A. tumefaciens. Do ,,rooty
locus® oblasti T-DNA boli vlozené klonované sekvencie pre kvasni¢ni alkohol
dehydrogenazu | (ADH I) a bakterialnu neomycin fosfotransferazu. Kvasni¢ny gén vSak
nebol v rastlinach tabaku exprimovany. Inzerciou génov do ,rooty locus®, vsak boli
vypnuté koreniové mutacie. Tymto krokom, bola prekonana prekazka pri neschopnosti
transformovanych rastlin tvorit’ korene a boli regenerované zdravé transgénne rastliny

tabaku.
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Bevan et al. (1983) transformovali tabak génom pre rezistenciu voci antibiotikam.
Jednalo sa o0gén, odvodeny zTn5 transpozonu, kodujuci enzym neomycin
fosfotransferazu II (neo). Kodujuca oblast’ neo bola pod kontrolou nopalin syntazového
promotoru, konstrukt obsahoval nativny terminator. Baktérie A.tumefaciens nestice
rekombinantny Ti—plazmid boli pouzité na indukciu tumorov na sterilnych stonkovych
explantatoch N. tabacum. Expresia bakteridlneho génu sa prejavila vo zvyseni
rezistencie tumorov voci antibiotiku G418.

Rastova krivka neo’ (AUG iniciaény kodén pril'ahly ku promotoru) a neo” (reverzna
orientacia) tumorov bola hodnotena na MS médiu s pridavkom G418. Tumory s neo’
konstruktom prestali rast’ pri koncentraciach 5 pg-ml™ a vyssich, podobne ako kontrolné
prirodné tumory. Tumory nestice neo’ gén nevykazovali znizeny rast po koncentracie
G418 15 az 20 pg'ml™. Vysledky demonstrovali, Ze chimérny gén zostaveny s T-DNA
regulacnej, bakterialnej kddujucej a T-DNA terminacnej sekvencie je transkribovany
v rastlinnych bunkach. Ocakdvand enzymova aktivita asociovand s translaciou
transkriptu, sa prejavila na zvySenej rezistencii rastlinnych buniek voc¢i antibiotiku

G418.

2.3 Rastlinny ,,molecular farming*

Rastlinny ,,molecular farming® (PMF) referuje na produkciu rekombinantnych
proteinov a inych sekundarnych metabolitov v rastlinach. PMF zahffia pestovanie, Zatie,
transport, uskladnenie a ,,downstream processing™ extrakcie a purifikacie proteinu
(De Wilde et al., 2002). Prvy rekombinantny rastlinny farmaceuticky protein, I'udsky
rastovy hormon, bol vyprodukovany v roku 1986 v tabaku a slne¢nici (Barta et al.,
1986). V roku 1997, bol prvy krat pre komerény ucel vyprodukovany rekombinantny
protein avidin v transgénnej kukurici (Hood et al., 1997). Odvtedy bolo potvrdené, ze
rastliny dokazu produkovat’ aj komplexnejSie cicavCie proteiny s terapeutickou
aktivitou, ako l'udské sérové proteiny a rastové regulatory, vakciny, hormoény, cytokiny,
enzymy a protilatky (Liénard et al., 2007). Rastliny maju potencial produkovat
farmaceutikd vo velkom mnoZstve acenovo menSich relaciach, nez je produkcia
tradicnymi metodami. Existuje eSte vSak mnoho vyziev pre vyrobu, ato doterajSia
kolisava produkcia, rastlinna glykozylacia a problémy pri ,,downstream processingu.
Aktualne prekazky tak zatial zamedzili vyvoj PMF farmaceutik v klinickej
a priemyselnej praxi (Yao et al., 2015).
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2.3.1 Produkcia terapeutickych proteinov v tabaku

Tabak patri medzi hlavné plodiny pre ,,molecular farming™ a pontka viacero vyhod
oproti ostatnym plodinam. Vytvara mnozstvo listovej biomasy, ma vysoky obsah
rozpustnych proteinov a nie je jedly, ¢im sa minimalizuje kontaminacia potravinového
retazca. Vyhodou je tiez flexibilita a efektivnost’ genetickej transformacie a regeneracie
tabaku. Tabak ponuka rézne moznosti produkcie zaujmovych proteinov: produkcia
zalozena na tranzientnej expresii cez agrobaktérium alebo virovu indukciu, ¢i stabilnt
produkciu zalozeni na jadrovom a chloroplastovom gendéme. V tabaku je mozné
vyrobit  mnozstvo  terapeutickych  proteinov, vratane  protilatok, vakcin
a imunomodulatornych molektl ako su cytokiny. Tranzientnou produkciou proteinov,
je tabak schopny v kratkom case generovat' kvanta proteinu potrebného napriklad

pri rapidnej odpovedi na vypuknutie epidémii (Tremblay et al., 2010).

2.3.2 Proteinové antibiotika proti pneumonii

Oey et al. (2009) vytvorili stratégiu, ktora umoznuje produkciu proteinov v plastidoch
tabaku, ktoré st toxické pre Escherichia coli. Stratégia je zalozena na blokovani
transkripcie v E. coli bakterialnymi transkripnymi terminatormi pred génom zaujmu,
aktoré su vynaté in planta miestne—Specifickymi rekombinazami. V §tadii
demonstrovali aplikaciu tejto stratégie na vysoko—stupnovi produkciu dvoch
proteinovych antibiotik, odvodenych z fagov napadajucich Streptococcus pneumoniae.
Identifikované¢ boli dva velmi efektivne lyziny: Cpll, lyzozym hydrolyzujtci
polysacharidové retazce v bakteridlnej bunkovej stene aPal, amiddza Stiepiaca
spojovacie peptidy siete peptidoglykdnu. Akumuldcia proteinov dosiahla hodnoty
priblizne 30 % TSP u Pal (2 g-kg™) a priblizne 10 % TSP u Cpl1 (0,5 g-kg™).
Biologicka aktivita bola proteinov bola stanovena, podl'a schopnosti efektivne zabit’
S. pneumoniae. Na zabitie baktérii v 1 ml hustej kultary do hodiny stacilo 100 pg Pal
a 200 pg Cpll. Proteiny pracovali synergicky a ich Kombinacia mala zosilnené ucinky.
Lyziny Pal a Cpll s pouzitel'né na kontrolu alebo eliminaciu kolonizacie nosohltanu
pneumokokmi. Efektivna syntéza tychto proteinov bola krokom vpred pri zvladani

celosvetového rozsirenia rezistencie k antibiotikam u pneumokokov.
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2.3.3 Inhibitor transmisie HIVV-1 grifitsin

O’Keefe et al. (2009) vyrobili v N. benthamiana jeden z najucinnejSich inhibitorov
transmisie HIV, protein grifitsin (GRFT) z ¢ervenej riasy Griffithsia. Rastliny boli
transdukované vektorom zalozenom na viruse tabakovej mozaiky, ktory exprimoval
rastlinny grifitsin (GRFT—P). Akumulacia GRFT-P dosiahla hodnoty viac ako 1 gram
rekombinantného proteinu na kilogram listového materialu. In vitro anti-HIV aktivita
rastlinného grifitsinu, pri inhibicii cytopatickych efektov HIV—1gg, bola testovana na T—
lymfoblastickych CEM-SS bunkéch. Rastlinny protein vykazoval vysoku aktivitu s
hodnotou ECsy 0,156 nM. V porovnani s povodnym GRFT (ECsq 0,054 nM) bol menej
ucinny.

Prevencia pred infikovanim HIV—-1 bola testovana u l'udskych explantitov z krcka
maternice. Explantaty boli infikované CCR5—tropickym HIV-1 podtypom B, kmeniom
BaL. Rastlinny GRFT-P bol vysoko potentny inhibitor infekcie u explantatov z krcka
maternice, abol desatkrat GcinnejSi pri prevencii infekcie ako latka Kyanovirin—N
s virucidnimi G¢inkami. Testovala sa taktiez infekcia migrujtcich buniek do média, ako
vzor pre transmisiu z bunky na bunku. Rastlinny GRFT-P uplne limitoval infekciu
pri nizkych koncentraciach ako 100 pM. GRFT-P nevykazoval mitogénne ucinky na
Iudskych lymfocytoch ani iritaéné, alebo zapalové ucinky in vitro, ani in vivo,
pri testoch na kralikoch. Spiia teda poziadavky ako mikrobicidna latka, je mozné ho

produkovat’ lacno a vo vel'kej miere a je i¢inny uz pri pikomolarnych koncentréaciach.

2.3.4 Biologicky aktivny Pudsky erytropoetin

Gurusamy et al. (2017) produkovali rekombinantny ludsky erytropoetin (rhEPO)
v koretiovej kultire tabaku aregenerovanych rastlinach Nicotiana tabacum.
Transformacia prebehla prostrednictvom A. rhizogenes. Vnutrobunkova koncentracia
rhEPO bola vycislenda na 66,75 ng-g'1 celkového rozpustného proteinu (TSP).
Maximélna mimobunkova sekrécia bola vy&islend na 185,48 pg-gt z 20—diovych
korenovych kultar. thEPO bol taktiez detegovany u listov Ty generacie regenerovanych
rastlin, a to 14,8 ng-g'1 TSP.

Biologicka aktivita bola potvrdena v MTT teste U sietnicovych pigmentovanych
epitelovych bunkach (ARPE) kedy po pridani vyprodukovaného rhEPO doslo
k imerne 6,4-n4sobnému rastu pri koncentracii 1 ng-ml™ ako u kontroly. Efekt bol

testovany taktiez testom bunkovej proliferacie vyuzitim BrdU. Koncentracia thEPO
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bola 1 ng'ml™ a doglo k umerne trojnasobnému narastu bunkového delenia. Maximalne
hodnoty dosiahli rastliny transformované konStruktom s pritomnost'ou cal signalneho

peptidu (smerovanie do ER), ktory bol nevyhnutny i pre sekréciu thEPO do média.

2.4 Rastlinne produkované vakcinové antigény

Rastlinné bunky su vhodné bioreaktory na produkciu vakcin a ich nasledné podavanie ¢i
uz oralne, alebo injek¢éne po purifikacii terapeutického proteinu. Eliminujtc tak drahé
prostriedky fermentacie, uskladnenia v mraze, transportu a sterilného podania.
Na produkciu sa vyuzivaju jadrové a chloroplastové expresné systémy Cci tranzientné
virové systémy (Daniell et al., 2009). Spolo¢nost Mapp Biopharmaceutical, Inc.
so sidlom v San Diegu vyprodukovala liek v tabakovych listoch s ndzvom ZMapp'",
ktory bol pouzity pri boji voéi rozsireniu virusu eboly v Afrike v roku 2014 (Arntzen,
2015). V oktobri 2014, sedem infikovanych pacientov prijalo skora lie¢bu
experimentalnym ZMapp™ a kompletne sa zotavili. Dal§i pacient v novembri 2014
prijal neskort lieCbu ZMapp'™, pacient viak chorobe podlahol. Spolo&nost’ Planet
Biotechnology, Inc. vyprodukovala imunoadhezin (DPP4-Fc) v transgénnom tabaku
(planetbiotechnology.com — Planet Biotechnology Inc.). Purifikovany DPP4—Fc sa silne
viaze na MERS—CoV a zabranuje virusu infikovat’ pl'icne bunky (Yao et al., 2015).

2.4.1 Vakcina proti cholere a malarii

Davoodi—Semiromi et al. (2010) vytvorili vakcinu, ktora udel'uje dualnu imunitu voci
cholere amalarii. Podjednotka toxinu B (CTB) cholery (Vibrio cholerae) bola
pripojend k apikdlnemu membranovému antigénu 1 (AMAI1) a merozoovému
povrchovému proteinu 1 (MSP1). Antigény boli exprimované v chloroplastoch tabaku.
CTB-AMAL a CTB-MSP1 proteiny sa akumulovali na 13,17 %, resp. 10,11 % TSP.
Devit skupin mysi bolo imunizovanych podkozne alebo oralne purifikovanym
antigénom, alebo transplastomickymi listami tabaku. Vyznamné hodnoty titrov
Specifickych protilatok imunizovanych mysi Uplne inhibovali delenie parazita malarie
a krizovo reagovali s nativnymi proteinmi parazita v imunoblotoch
a imunofluorescencnych Stadiach. Ochrana voci toxinu cholery korelovala s CTB—
Specifickymi titrami ¢revnych a sérovych IgA a IgGl u oralne imunizovanych mysi,
U podkozne imunizovanych myS$i len s IgGl. Zaznamenané boli taktiez zvySené
hodnoty interleukin—-10" T buniek, supresia interferonu—y a absencia interleukinu—17

u zaoCkovanych mys$i, naznacujic imunitni odpoved” cez Thl/Th2 drahu.
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Chloroplastové vakciny, ktoré poskytuji dlhodobu dudlnu imunitu (>300 dni) podla

studie predstavuju redlnu platformu pre dostupnti vakcinaciu.

2.4.2 Hemaglutinin proti kmenu vtacej chripky

Shoji et al. (2009) pripravili v N. benthamiana rastlinny hemaglutinin, ktory ochranil
fretky pred infekciou kmenom ,,A/Indonesia/05/05%“ virusu chripky HSN1. Priemerny
vynos bol 60 rng-kg'1 cerstvej biomasy. Mysi imunizované rastlinnym hemaglutininom
produkovali Specifické IgG1, IgG2a a IgG2b, naznacujic imunitni odpoved’ cez Thl aj
Th2 dréhu. Fretky boli imunizované podkozne a intranazalne 45 pg, resp. 90 g
hemaglutininu, po desiatich dioch boli infikované homoldégnym virom vtacej chripky.
Vsetky fretky imunizované hemaglutininom prezili infekciu a preukazovali mald,
¢1 Ziadnu stratu hmotnosti. V kontrolnej skupine doslo k velkej strate hmotnosti a 50 %
mortalite. Imunizované fretky nepreukazovali ziadne klinické symptomy, az na dvoch
jedincov, kde boli symptémy limitované len na tedenie z nosa. Studia naznaéila, ze by
rastliny boli vhodné systémy na rychlu, vel'koplosnu produkciu vakcin proti chripke

Vv pripade pandemického rozsirenia virusu.

2.4.3 Cholera toxin B—proinzulin fliizny protein

Ruhlman et al. (2007) vytvorili fuzny protein v transplastomickych liniach tabaku, ktory
ochranil mys$i pred vyvinom inzulitidy u neobéznych diabetickych mysi. Protein sa
skladal podjednotky toxinu B cholery al'udského proinzulinu. Produkovany bol
v chloroplastoch. Fazny protein sa akumuloval na urovni 16 % vsetkych rozpustnych
proteinov. Protein bol podany diabetickym mySiam oréalne v priebehu siedmich tyzdiov
(8 mg podrvenych tabakovych listov). Pankreas mySi vykazoval znizent infiltraciu
lymfocytov, inzulin produkujuce B bunky v pankreatickych ostrovéekoch boli vyrazne
zachované, Vv kontraste so zlym stavom [ buniek U negativnej kontroly. Zachytena bola
zvySena produkcia imunosupresivnych cytokinov, ako interleukin—4 a interleukin—10,
ako aj zvySené sérové levely IgG1. Vysledky naznacuju, Ze tolerancia cez Th2 drahu je
pravdepodobnym mechanizmom pre prevenciu pankreatickej inzulitidy a zachovania
inzulin produkujucich  buniek. V §tudii bola popisana moznost’ lacnej produkcie
a podania T'udskych terapeutickych proteinov, a mozna stratégia pre liecbu rdéznych

autoimunitnych ochoreni.
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2.5 Produkcia protilatok v rastlinach

Produkcia protilatok v rastlinach bola prvykrat publikovana v roku 1989, kedy Hiatt
et al. (1989) zostavili v tabaku z tazkych a l'ahkych retazcov mysi IgG1. Odvtedy boli
vyprodukované uplné, chimerické a sekretorické IgG i IgA, IgM, jednoretazcové Fv
fragmenty, Fab fragmenty ¢i variabilné domény tazkych retazcov. Komeréne dostupna,
je napriklad chimericka IgG—IgA protilatka proti povrchovému antigénu Streptococcus
mutans, ktora zabrafiuje rekolonizacii S. mutans spésobujiuceho zubny kaz (Ma et al.,
1998).

Rastliny st vhodné na produkciu protilatok vd’aka ich komplexnej glykozylacii,
ktora sa vSak 1iSi od cicavcéej, aschopnosti zostavit Styri polypeptidové retazce
prepojené disulfidovymi mostikmi. Vyhody rastlinnej produkcie oproti cicavéim
systtmom pozostavaji z nizSej ceny produkcie a absencie kontaminacie cicavéimi
patogénmi. Dalej moZnost’ produkcie vylepsenych protilatok vd’aka glykoiZinierstvu.
Nevyhodou je vSak napriklad proteolyticka degradéacia protilatok, ktord predstavuje
znizené vynosy i ekonomickt zat'az, ¢i vydavky a problémy pri extrakcii a purifikacii

protilatok (De Muynck et al., 2010).

2.5.1 Anti-Lewis Y monoklonalna protilatka

Brodzik et al. (2006) opisali produkciu monoklonalnej protilatky BR55-2 (1gG2a)
Vv transgénnom tabaku rozpoznavajiicu antigén Lewis Y oligosacharid (LeY), ktory je
nadexprimovany l'udskymi karcindmami, hlavne karcindmom pfs a kolorektalnymi
karcindémami. Tazké a Pahké retazce protilatky boli produkované oddelene a zostavené
v bunkéch transgénneho tabaku s nizkym obsahom alkaloidov. Urovei expresie bola
vysoka: 30 miligramov proteinu na kilogram ¢erstvych listov u T; generacie rastlin.

Specificita protilatok bola testovana na SK-BR3 Tudskych bunkach rakoviny pfs
a SW948 kolorektalnych rakovinovych bunkach nadexprimujucich LeY. Pri ELISA
teste mala protilatka vyrazne vacsiu absorbciu K uvedenym bunkam ako u kontroly.
Cytotoxicita bola testovana u SK-BR3 buniek. Miera cytotoxicity dosiahla v ADCC
teste 16.8 + 4.0 % Specifickej lyzy, ¢o je podobny vysledok ako u mysej protilatky (20,2
+ 3.1 %).

Skiimala sa taktieZ schopnost protilatky spomalit’ rast kolorektdlneho tumoru
(SW948 bunky). Po 35 dioch bol objem tumoru vyrazne mensi ako u kontroly (607

mm?®, P < 0,002). Po 25 dnoch sa vSak oproti mySej protilatke rast tumoru zvysil,
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naznadujiic kratdi polas rozpadu rastlinnej protilatky. Stadia potvrdila, Ze rastlinna

protilatka BR55-2 preukazuje biologicku aktivitu vhodnu pre imunoterapiu rakoviny.

2.5.2 ldiotypové vakciny na liecbu non—Hodgkinovho lymfému

McCormick et al. (2003, 2008) vyvinuli personalizovani rekombinantni vakcinu
na liecbu folikularneho B bunkového lymfému. Vakcina pozostava z idiotypickych
jednoretazcovych protilatok (scFv) odvodenych z pacientovho tumoru proti antigénnym
tumor—specifickym Ig (idiotypom) na povrchu lymfomovych B buniek. Protilatka sa
skladala z variabilného tazkého a 'ahkého ret'azca bez konstantnych regionov. Rastliny
N. benthamiana boli infikované TMV vektorom obsahujucim variabilné regiony,
ktorych sekvencia bola odvodena z hybriddomu tumoru alebo biopsie I'udskych buniek
tumoru. Vybranych bolo 8 proteinov. MnozZstvo proteinov V intersticialnej tekutine
z tabakovych listov dosahovalo hodnét 100 a7 800 pg-ml™.

V klinickej stadii sa jednalo o fazu I, kedy bola hodnotena bezpe¢nost’ a imunogenita
vakciny. Bunkova odpoved, proliferacia T buniek, nastala u 69 % pacientov (11 z 16),
ztoho 38 % odpovedi bolo specifickych k pacientovmu scFv. Odpoved’ nastala po
druhej imunizacii audrzala sa po dobu sedem mesiacov po vakcine. Z jedenastich
pacientov s bunkovou odpovedou, usiedmich nastala aj humoralna odpoved.
V skupinach, kde bola vakcina podana s adjuvantom GM-CSF, 71 % pacientov malo
Specifickll bunkovil odpoved’ a 29 % malo Specificki humoralnu odpoved’. Celkova
miera odpovede bola 66 %, ztoho 44 % pacientov splnilo kritérida pre antigén—
Specificki odpoved’. Vakcina bola ohodnotend ako bezpecnd a imunogénna s tumor—

Specifickou odpovedou.

2.6 Rezistencia rastlin vo¢i hmyzu a tolerancia k herbicidom

Rozvoj v modernej molekularnej biologii a technologii rekombinantnej DNA vyustil
do znacného narastu typov rastlin rezistentnych voc¢i hmyzu (IR) a tolerantnych
K herbicidom (HT). Prva komercna plodina rastlina tolerantna k herbicidu bola vyvinuta
konvenénym S$lachtenim v roku 1984, repka olejna rezistentna vocéi triazinu (Ferry
a Gatehouse, 2010). Vdaka schopnosti umelo upravovat’ rastlinny material odvtedy
vyrazne pribudlo IR a HT rastlin cestou mutagenézy a génového inZinierstva.
Mutagenéza spociva vo vyuZziti ionizujuceho Ziarenia, chemickych mutagénov alebo
mobilnych genetickych elementov v navodeni uzito¢nej mutacie (Krihsnan et al., 2009).
Stratégie vyvinu geneticky upravenych IR transgénnych rastlin bezne spocivaju
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vinzercii Bt toxinovych génov kodujicich krystalovy protein (Cry) z Bacillus
thuringiensis ¢i inych variant s podobnym ucinkom (BtCrylAb, Vip3Aa20). Krystalové
proteiny vytvaraju idnové kanaly alebo pory v epitelovej membrane v ¢revach hmyzu
(Lee et al., 2003; Vachon et al., 2012). Vyuzivaju sa taktieZ u rastlin prirodzene
vyskytujlce sa inhibitory proteaz (Smigocki et al., 2013).

Stratégie vyvinu HT rastlin genetickou upravou spocivaju v zavedeni génov
kodujucich enzymy ako glyfosat—N—-acetyl transferdza a glyfosat oxidaza, ktoré
degraduju herbicid na netoxické zlu¢eniny. Dalfou mozZnostou je modifikacia
rastlinnych génov kodujucich biochemické ciele herbicidu, napr. 5S—enolpyruvylSikimat—
3—fosfat syntaza (EPSPS, aroA) alebo indukovanim nadprodukcie nemodifikovaného
cielového proteinu (Rao, 2015). Medzi novsie pristupy patri vyuZzitie upravenych
nukleaz (ZFN, CRISPR/Cas9) alebo ,,antisense* technologii (,,antisense DNA a RNA)
(Lombardo et al., 2016).

2.6.1 Bt tabak

Vaeck et al. (1987) wvytvorili transgénny tabak exprimujici modifikované gény
odvodené zbt2, z B. thuringiensis kmetu berliner 1715. Bt2 protein je protoxin
a generuje mens$i polypeptid, ktory si udrzuje plnu toxickd aktivitu aje toxicky
pre skodcu tabaku, larvy no¢ného motyl'a Manduca sexta. Listy transgénnych rastlin
boli podané larvam M. sexta, pricom mortalita lariev dosiahla 75-100%. Selektované
transgénne rastliny boli potom vystavené larvam M. sexta v skleniku. Po 18 hodinach
salarvy prestali kimit' rastlinami a do troch dni boli miftve. Poskodenie rastlin
jednotlivymi larvami dosahovalo plochy len par mm?, Najviac rezistentné rastliny
obsahovali skratené gény pre bt2, fuzované s génom pre neomycin fosfotransferazu. Fq
rastliny tieZ preukazovali toxicitu na urovni 100 % pri 6 diiovom teste. MnoZstvo
proteinu sa u Fy generacie pohybovalo na urovni 50 ng'mg” oproti 30 ng'mg”

u rodicovskej rastline.

2.6.2 Expresia mutantného aroA génu v tabaku

Comai et al. (1985) vlozili do tabaku mutantnu alelu génu aroA zo Salmonella
typhimurium, ktora koduje enzym EPSPS menej senzitivny ku herbicidu glyfosatu.
Znizenu afinitu enzymu ku glyfosatu spdsobila aminokyselinova substiticia prolinu
zaserin bez zmeny v kinetickej aktivite enzymu (Stalker et al., 1985). Pri teste

tolerancie boli rastliny sprejované ekvivalentom 0,5 kg-ha™glyfosatu. Kontrolné aroA
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negativne rastliny po 20 dioch vazili len 10 % hmotnosti oproti nesprejovanym
rastlinam. Transformované rastliny vazili 30 %, resp. 70 % hmotnosti oproti
nesprejovanym rastlinam. Urovefi tolerancie suvisela s Groviiou expresie aroA génu
U jednotlivych linii. Aktivita enzymu bola merana metédou Boococka a Cogginsa, ako
rozdiel v aktivite extraktov s pridavkom a bez pridavku antiséra proti bakterialnemu
enzymu (Boocock a Coggins, 1983). U najmenej tolerantnych rastlin bola aktivita
enzymu 9 U (nmol antranildtu'min™® na gram véhy), stipajic ku 38,2 U u najviac
tolerantnych rastlin. Stidia demonstrovala, e klu¢ové enzymy rastlinného
metabolizmu, moézu byt doplnené oich bakteridlne naprotivky pri vyvoji plodin

kompatibilnych s environmentalne Setrnej$imi herbicidmi.

2.7 Fytoremediacia

Fytoremediécia, ako pristup ku sanacii zivotného prostredia, vyuziva vlastnost’ rastlin
akumulovat’ prvky a zlt¢eniny z prostredia a metabolizovat rézne molekuly v ich
pletivach. Fytoremedidcia moze byt pouzitd na organické aj anorganické znecistujuce
latky nachadzajiice sa v pdde, vode a vzduchu. Hlavnym cielom fytoremedidcie st
toxické tazké kovy a organické znecistujice latky (Salt et al., 1998). Fytoremediacia je
vnimana ako rentabilnd, efektivna a ekologicka technologia akceptovana verejnost’ou
(Ali et al., 2013).

Rozdelena bola na viacero odvetvi, pricom najvacsi zaujem vzbudzuje fytoextrakcia
a fytodegradacia. Fytoextrakcia spociva v prijme kontaminujtcich latok z pody alebo
vody korenmi rastlin aich translokacii a akumulacii v nadzemnej biomase (Sekara
etal., 2005; Yoon et al., 2006; Rafati et al., 2011). Fytodegradacia vyuziva rastliny
a pridruzené mikroorganizmy na degradaciu organickych znecist'ujticich latok. Rastliny
akumulujii organické xenobiotika zo zneCisteného prostredia a detoxifikuju ich cez

vlastné metabolické aktivity (Doty et al., 2007).

2.7.1 Transformacia TNT rastlinami tabaku

Hannink et al. (2007) vytvorili transgénny tabak konstitutivne exprimujuci nsfl gén
pre nitroreduktazu z Enterobacter cloacae za ucelom detoxifikacie 2,4,6—-trinitrotoluénu
(TNT) avyvinu tolerantnej$ich rastlin k trhavine. Transgénne rastliny a,wild—type*
rastliny boli kultivované na médiu s koncentraciou TNT 0,1 mM az po koncentraciu
TNT 0,5 mM. Transgénne rastliny kultivované v médiach pri koncentracii TNT vyssej

ako 0,1 mM preukazovali lepsi rastovy index, pribrali priblizne 3—krat viac biomasy
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ako ,,wild—type* rastliny a nepreukazovali znamky chlorézy. ,Wild-type* rastliny
kultivované na 0,1 mM médiu odstranili v§etko TNT za 120 hodin. Transgénne rastliny
oproti tomu za 25 hodin. Wild-type* rastliny kultivované na 0,5 mM médiu odstranili
za 120 hodin 25 % TNT z média. Transgénne rastliny odstranili v priebehu 50 hodin
100 % TNT z média.

Hlavny produkt transformécie TNT bol identifikovany ako 4—hydroxylamino—2,6—
dinitrotoluén. Na zaklade vysledkov Studie, bakteridlna nitroreduktdza zlepSuje
aurychl'uje transforméaciu TNT oproti endogénnym enzymom tabaku, umoziuje tak

lepSiu konjugaciu a sekvestraciu TNT, a tym zniZenie fytotoxicity.

2.8 Gén Atwbcl9

Zaujmovy ja¢menny gén pouZity v tejto bakalarskej praci, Hvabcl, je ortolog génu
Atwbcl19 z Arabidopsis thaliana. Gén Atwbcl9 koduje ABC transportér z rodiny
»White—Brown Complex®, najvdc¢sej rodiny ABC transportérov u A. thaliana.
AtWBCI19 transportér ma typicki organizaciu domén pre ¢lenov WBC rodiny,
atojednu ABC doménu, jednu transmembrdnovi  doménu  sO Siestimi
transmembranovymi segmentmi. AtWBC19, ako ,,halftransportér* pravdepodobne tvori
u tabaku homodimér (Mentewab a Stewart, 2005). Ortologom AtWBC19 u ¢loveka je
BCRP/ABCG2, ktory udeluje rezistenciu rakovinovym bunkdm, napriklad voci

protirakovinovym antracyklinom a mitoxantronu (Kage et al., 2002).

2.8.1 Ortologne gény

Ortology aparalégy su typy homolognych génov, ktoré su pribuzné speciaciou,
respektive duplikaciou. Ortology su teda gény odvodené v procese speciacie (vznik
novych druhov), kym paralogy sa vyvinuli cez duplikéciu. Predpoklada sa, Ze ortologne
gény si zachovavaju ekvivalentné funkcie ainé kIiGové vlastnosti u rozdielnych
organizmov. Pomocou ortologov je mozné presne opisat rozdiely a podobnosti
v kompozicii génomov rozdielnych druhov . Dovodom je, Ze cez ortology je mozné sa
dopatratt ku povodnému génu, ktory bol pritomny v spolocnom predkovi

porovnavanych druhov (Gabaldén a Koonin, 2013).
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2.8.2 ABC transportéry

ABC transportéry su multidoménové integralne membranové proteiny, ktoré za vyuzitia
energie z hydrolyzy ATP translokuju latky cez bunkové membrany. ABC transportéry
su vSadepritomné od prokaryot az po ¢loveka. Transportuji molekuly ako i6ny, cukry,
aminokyseliny, vitaminy, peptidy, polysacharidy, hormény, lipidy a xenobiotika. ABC
transportéry su teda zapojené v rozmanitych bunkovych procesoch ako udrziavanie
homeostazy, prijem zivin, rezistencia vo¢i xenotoxinom, prezentacia antigénov, delenie
bunky, bakterialna imunita, patogenéza a sporulacia, doprava cholesterolu a lipidov,
¢i vyvojova biologia kmenovych buniek (Ames et al., 1990; Higgins, 1992; Fath a
Kolter, 1993; Young a Holland, 1999; Martinoia et al., 2002; Bunting, 2002).

ABC transportéry si udrziavaji konzervovanu zakladnu Struktaru ato dve
transmembranové domény (TMD) a dve cytosolické nukleotid—viazice (NBD) domény.
Primarne sekvencie transmembranovych domén su zretene variabilné oproti NBD
doménam, ktoré obsahuju vysoko konzervované Walker A a B motivy (Walker et al.,
1982) a LSGGQ motiv (Bianchet et al., 1997), diagnosticku signaturnu sekvenciu ABC
proteinov.

TMD vytvaraju transmembranovy kanal, a pravdepodobne obsahuji vdzobné miesta
pre substrat. NBD st molekularne motory, ktoré transformuji chemicka potencidlnu
energiu ATP do zmien konformdcie proteinu. U eukaryot sa vyskytuju len ABC
exportéry, S jednym polypeptidom pre zakladnu Struktiru s kazdou NBD C—termindlnou
ku kazdej TMD. Vynimky su ,halftransportéry”. Kompletnii zdkladnt Strukturu
,halftransportéru® tvoria homo— alebo heterodiméry (Jones a George, 2004).

2.8.3 Nadexpresia génu Atwbcl9 v tabaku

Mentewab a Stewart (2005) transformovali tabak génom Atwbcl9, ktory transgénnym
rastlinam udelil rezistenciu vo¢i kanamycinu. Kanamycin je aminoglykozidové
antibiotikum izolované z pddnej baktérie Streptomyces kanamyceticus. Aminoglykozidy
posobia ako inhibitory proteosyntézy. U prokaryot primarne pdsobia naviazanim sa
na 30S podjednotku prokaryotického ribozému a tym inhibuja proteosyntézu (Mingeot—
Leclercq et al., 1999). U eukaryot inhibuji proteosyntézu viazanim sa na ribozomalny
komplex (Vasquez, 1979). V stadii porovnavali G¢innost’ transformacie tabaku tromi
plazmidmi, ktoré obsahovali v nadexpresii gén nptll z E. coli, Atwbc1l9 aoba gény

dohromady.
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Transgénne rastliny boli ziskané z kazdého konstruktu so selekénou koncentraciou
kanamycinu 50, 100, 200 mg-1™. Ked’ bol Atwbc19 pouzity ako selekény gén, vicsina
rastlin ktoré regenerovali pri koncentraciach 100 mg-l‘1 aj 200 mg-l’l, boli transgénne
(73 %, resp. 69 %). Selekcia na 200 mg‘1™ bola menej efektivna ako 100 mg-17, kvéli
niz§iemu poctu regenerovanych rastlin (19 % oproti 40 %). Javi sa teda, ze
najvhodne;jsia selekéna koncentracia antibiotika pre tabak, pri vyuziti ABC transportéru
pod dvojitym 35S promotorom, je 100 mg-l'1 kanamycinu. Pri tychto podmienkach je
tato G¢innost’ porovnatena s nptll pod dvojitym 35S promotorom, pri koncentracii
kanamycinu 200 mg-1™. Pritomnost’ oboch génov v konstrukte vyrazne zvysila G&innost
transformécie oproti obom génom samostatne. Efekt sa odrazil vo vy$Som pocte
regenerovanych a transgénnych rastlin pri selekcii na médiu s 200 mg-1™* kanamycinu.
V sucasnosti existuji obavy o horizontdlny prenos génov bakteridlneho pdvodu,
a tym rozsirenia rezistentnych kmefov. Stadia potvrdzuje vyuzitie génu Atwbc19 ako
selekény marker, ateda aj ako alternativu ku selekénym markerom bakteridlneho

povodu.
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Rastlinny material

Na transformaciu boli pouzité rastliny Nicotiana tabacum L., cv. Xanthi.

3.1.2 Bakterialny material

Pre mnozenie plazmidovej DNA boli pouzité baktérie E. coli, kmen DHS5a. Na

transformaciu tabaku boli pouzité baktérie A. tumefaciens, kmen GV3850.

3.1.3 Zaujmovy gén Hvabcl

Zaujmovy gén Hvabcl (ABCak251608) bol synteticky pripraveny firmou Thermo
Fisher Scientific: GeneArt™ a vlozeny do donorového vektoru pDONR207 (obr. 1) BP
klonazovou reakciou. Vektor bol transformovany do kompetentnych buniek E. coli
One Shot™ OmniMax™. Vektor bol izolovany z kompetentnych buniek pomocou

Plasmid Miniprep Kit: Qiaprep Spin Miniprep Kit.

pDOMRZDT_HvABCH

5772 bp

Obr. 1 Donorovy vektor pPDONR207::Hvabcl.— Vytvorené
v programe ApE.
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3.1.4 Zoznam pouzitych chemikalii a roztokov

e 3'5'-dimetoxy—4'—hydroxyacetofenon (acetosyringén) (Sigma, kat.¢. D134406)
e BAP (Sigma, kat.¢. B3408)

e CutSmart pufor (New England Biolabs, kat. ¢. B7204S)

e Destilovand voda

e EDTA (Serva, kat. ¢. 11278.01)

e Etanol (Selico)

e Etidium bromid (Invitrogen, kat. ¢. 15585-011)

e Gateway® LR clonase® II enzyme mix (Invitrogen, kat. ¢. 11791-100)
e Gel loading dye, Purple (6X) (New England Biolabs, kat. ¢. B7024S)

e Glycerol (Sigma, kat. ¢. G2025)

e Hydroxid draselny (KOH) (Lachema)

e HyperLadder I (Bioline, kat. ¢. BIO—33025)

e Hexahydrat chloridu hore¢natého (MgCl; . 6H,0)

e Chldrnan sodny (NaClO) 10 % (Fluka)

e Kanamycin monosulfat (Duchefa, kat. ¢. K0126)

e Kyselina octova (Pluta)

e LB (Sigma, kat. ¢. 28713)

e LB agar (Sigma, kat. ¢. L2897)

e LR klonazovy mix Gateway® LR Clonase® (Invitrogen, kat. ¢. 11791-020)
e MES (Sigma, M8652)

e Murashige & Skoog plant salt base (Duchefa, kat. ¢. M0222.0050)

e NAA (Sigma, kat. ¢. N-0640)

e Nikotinova kyselina (Sigma, kat. ¢. N-0765)

e PCR H,0 (Sigma, kat. ¢. W4502)

e Phytoagar (Duchefa, kat. ¢. P1003)

e Pvul-HF (New England Biolabs, kat. ¢. R3150L)

e Plasmid Miniprep Kit: QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAgen, kat. ¢. 27106)
e Pyridoxin (Sigma, kat. ¢. P—8666)

e QIAEX Il Gel Extraction Kit (150) (QIAGEN, kat. ¢. 20021)

e Rifampicin (Duchefa, kat. ¢. R0146)

e Sachardza (Lach—Ner, kat. ¢. 40135-AP0)
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e S.0.C. médium (vlastna vyroba)

e Tiamin HCI (Sigma, kat. ¢. T1270)

e Timentin (Duchefa, kat. ¢. T0190)

e Tris baza (Serva, kat. ¢. 37180.02)

e Trypton (Duchefa, kat ¢. T1332.0100)

e UltraPure™ Agarose (Invitrogen, kat. ¢. 16500-500)

e X-GlIcA, cyklohexylamoniova sol’ (Duchefa, kat. ¢. X1405.0100)

3.1.5 Zoznam pouzitych pristrojov

e Autoklav (PS20A, BMT)

e Binokulédrna lupa (PZO)

e Digestor (Merci)

e Centriftiga (BR4, Jouan)

e Digitalne vahy (A200S, Sartorius)

e DS-11 Spektrofotometer na mikroobjemy (DeNovix)
e Elektroforeticka komora (BioRad)

e Inkubacna trepacka (ES20)

e Kultivacnéd komora (Adaptis 1000)

e Laminarny box (Thermo Scientific)

e Magnetickd mieSacka (Variomag)

e Mikroskop Axio Zoom.V16 (ZEISS)

e Minicentrifiiga (centrifuge 5418, Eppendorf)
e pH meter (pH526, WTV)

e Vodny ktpel’ (SUB6, Grant)
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3.2 Metody

3.2.1 Realizacia klonovacej stratégie

Jednym z cielov experimentalnej Casti bakalarskej prace bola realizacia navrhnutej
klonovacej stratégie pre vloZenie zaujmového jaémenného génu Hvabcl do expresného
vektoru pCBA (obr. 3), a nasledna transformacia zaujmového génu do tabaku.
Donorovy vektor pDONR207::Hvabcl (obr. 1) nestuci zaujmovy gén bol
linearizovany pomocou restrikénej endonukledzy Pvul. Linearizovany vektor bol
pouzity v LR klonazovej reakcii, ktora je sucastou Gateway® klonovacej technologie.
LR klonazova reakcia spoCiva v in vitro rekombinacii medzi vstupnym vektorom,
ohranicenym attL miestami, a destinaénym vektorom obsahujucim attR miesta.
Donorovy vektor obsahoval gén Hvabcl ohranieny attL1l aattL2 rekombinaénymi
miestami. Expresny vektor naproti tomu obsahoval rekombinacné miesta attR1 a attR2.
Miestne—$pecificka rekombinacia medzi vstupnym a destinaénym vektorom bola

katalyzovana prostrednictvom Gateway® LR clonase® Il enzyme mix.

Hvabcl Hvabcl

|

attL1 attl.2 attR1 attR2 LR klonazova
== - reakcia 5 —
Entry Clone =} —_— xpression Clone
2<®
pDONR207::Hvabc1l pCBA s\°‘6\ pCBA::Hvabcl
,“z:‘/
o
A2
Hvabc1 ((\Q\\'\\V"é\a E. coli
2
l P’ \10\
Hvabcl
Expression Clone — A tUMEfACIENS ey
Transformacia Transformacia
pCBA::Hvabc1 Nicotiana tabacum

cv. Xanthi

Obr. 2 Schéma navrhnutej klonovacej stratégie pre
vnesenie génu Hvabcl do tabaku.
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Obr. 3 Expresny vektor pCBA.— Vytvorené v programe ApE.

Klonazovou reakciou bol vlozeny gén Hvabcl do expresného vektoru pCBA (obr. 3),
za vzniku vektoru pCBA::Hvabcl (obr.4).

Produkt klondzovej reakcie bol tepelnym Sokom transformovany do
chemokompetentnych buniek E. coli, kmena DH5a. Vytvorené zasobné glycerolové
roztoky boli uchované pri —80 °C. Plazmidova DNA bola izolovana z buniek pomocou
Plasmid Miniprep Kit: Qiaprep Spin Miniprep Kit. Spravnost’ klonazovej reakcie bola

overena restrikciou plazmidovej DNA enzymom Pvul.

oS (nopaline synthase) 3IUTR (pohyA signa
right border

pCEA_HvABCH

14236 bp

srminmahimnside nhos

Obr. 4 Produkt klondzovej reakcie: vektor pCBA::Hvabcl.—
Vytvorené v programe ApE.
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Vytvoreny  expresny  vektor pCBA::Hvabcl bol transformovany do
chemokompetentnych buniek Agrobacterium tumefaciens, kmena GV 3850, tepelnym
Sokom a boli vytvorené zadsobné glycerolové roztoky uchované pri —80 °C. Plazmidova
DNA bola izolovana z buniek pomocou Plasmid Miniprep Kit: Qiaprep Spin Miniprep
Kit. Uspesnost’ transformacie bola overena restrikciou plazmidovej DNA enzymom
Pvul.

Uspesne transformované baktérie A. tumefaciens boli pouzité na transformaciu
tabaku. Na transformaciu tabaku boli pouzité listové disky z rastlin N. tabacum
kultivovanych in vitro. Transformované listové disky boli kultivované na regeneratnom
médiu, S pridavkom antibiotika kanamycinu. Regenerované rastliny boli ziskané

z listovych diskov procesom somatickej embryogenézy.

3.2.2 Tranzientna expresia

Prostrednictvom A. tumefaciens boli tranzientne transformované 5-tyzdnové rastliny
tabaku kultivované ex vitro. Expresny vektor obsahoval reportérovy gén gus, ktory
koduje enzym P—glukuronidazu. Enzym B—glukuronidaza premiena substrat X-Gluc za
vzniku modrého precipitatu. Expresia reportérového génu gus, ktord sa prejavila
v aktivite kddovaného enzymu bola detegovana pomocou GUS histochemickej reakcie.
Tranzientnou expresiou reportérového génu gus bola overovana spravnost’ pripraveného

konstruktu.
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3.3 Metodické postupy

3.3.1 Linearizacia vektoru pDONR207::Hvabcl

1.

Podla tab. 1 bola pripravena 3—krat reakéna zmes, ktora bola inkubovana pri
37 °C po dobu jednej hodiny.

Po jednej hodine bola reakcia zastavend pridanim 10 pl ,,Gel Loading dye,
Purple (6X)*.

Objem reakénej zmesi bol separovany elektroforeticky na 1% agar6zovom géle.
Detegované boli fragmenty o velkosti 5772 bp.

Fragmenty boli vyrezané¢ z gélu a plazmidovd DNA bola extrahovana z gélu

pomocou QIAEX Il Gel Extraction Kit podl'a protokolu vyrobcu (giagen.com —
Qiagen).

3.3.2 Elektroforéza na agarézovom gély

1.

Priprava agardzového gélu: praskova agaroza bola zmie$ana z 1X TAE pufrom
v pomere podl'a pozadovanej tuhosti a objemu gélu.

Do zmesi bol pridany etidium bromid v mnozstve 1 pl na 40 ml objemu gélu.

Po stuhnuti bol gél presunuty do elektroforetickej komory naplnenej 1x TAE
pufrom.

Vzorky boli nanesené do jamiek a separované v elektrickom poli.

Po separécii bol gél umiestneny do UV transiluminatora. Pdsobenim UV

zZiarenia boli vizualizované separované fragmenty.

3.3.3 LR klonazova reakcia

1.

Podra tab. 2 bola pripravena reakéna zmes pre priebeh LR klonazovej reakcie.

Reakéna zmes bola inkubovana cez noc pri 25 °C.

Tab. 1 Zlozenie reakénej zmesi pre restrikciu vektoru pPDONR207::Hvabcl

Latky Mnozstvo
PCR H,0 41,5 pl
CutSmart pufor 5ul
Pvul-HF 1,5 ul
Plazmidova DNA 1 ng 2 ul
Objem 50 ul
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Tab. 2 Zlozenie reakénej zmesi pre LR klonazovi reakciu

Latky Mnozstvo
linear. pPDONR207::Hvabcl 100 ng 3ul
Expresny vektor pCBA 100 ng 1,5 ul
LR Clonase Il enzyme mix 1,5 ul
TE pufor, pH 8 0,7 ul
Objem 6,7 ul

2.

3.

Nasledne bolo do reakénej zmesi pridanych 0,7 pl Proteinazy K a zmes bola
inkubovana po dobu 10 minut pri 37 °C.

Produkt klonazovej reakcie bol transformovany do E. coli kmen DH5a.

3.3.4 Transformacia E. coli DH5a teplotnym Sokom

1.

10.

Do 150 pl bakterialnej suspenzie bolo pridanych 5 ul produktu LR klonazovej
reakcie. Nasledovala inkubéacia 20 minut na l'ade.

Po 20 minutach bola bakteridlna suspenzia vystavena teplotnému Soku pri 42 °C
po dobu 35 sekind vo vodnom kupeli.

Bakterialna suspenzia bola presunutd na lad apo 5 mintatach knej bolo
pridanych 250 pl S.0.C média.

Suspenzia baktérii bola kultivovana 1 hodinu pri 37 °C.

Po 1 hodine bola suspenzia rozostreta na selekéné tuhé LB média s obsahom
kanamycinu v koncentracii 50 mg-17.

Baktérie boli kultivované cez noc pri 37 °C.

Na druhy dent bolo vybranych 6 vzniknutych kolonii, ktoré boli naockované
jednotlivo do 6 skimaviek s2,5ml LB média a kanamycinom (50 mg-1™).
Baktérie boli kultivované cez noc v trepacke pri 37 °C a 180 rpm.

Po kultivacii boli zalozené glycerolové roztoky (250 ul bakteridlnej suspenzie
v 250 pul 50% glycerolu) a izolovana plazmidova DNA.

Uspesnost’  transforméacie a klonazovej reakcie bola overena restrikénou
analyzou plazmidovej DNA pomocou enzymu Pvul.

Pozitivna koldnia bola pouzita na amplifikaciu vektoru. Do 5 ml LB média

s kanamycinom (50 mg-1™") bolo pridanych 5 pl zo zasobného glycerolového
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roztoku. Kultivacia prebehla cez noc pri 37 °C a 180 rpm. Na druhy den bol

izolovany zo suspenzie vektor pCBA::Hvabcl.

3.3.5 Izolacia plazmidovej DNA

1.

Bakterialna suspenzia o objeme 5 ml bola centrifugovana 30 sekand
pri 10 000 rpm.

Supernatant bol odstraneny a pelet bol resuspendovany v 250 ul pufru P1.

Po resuspendacii bolo do zmesi pridanych 250 ul pufru P2. Zmes bola
premieSana prevracanim skimavky.

Dalej bolo pridanych 350 ul pufru N3 azmes bola ihned premie$ana
prevracanim skumavky. Zmes bola centrifugovana 10 mintt pri 13 000 rpm.

Po centrifugicii bol supernatant prevedeny do mikroskiimavky s koldénkou.
Supernatant bol centrifugovany 1 minuatu pri 13 000 rpm. Objem, ktory pretiekol
kolonkou bol odstraneny akolonka bola premyta 750 pl PB pufru
a centrifugovana 1 minuatu pri 13 000 rpm.

PreteCeny objem bol odstraneny a kolonka bola opit’ centrifugovana 1 minttu
pri 13 000 rpm.

Kolénka bola prenesend do Ccistej mikroskimavky. Do kolénky bolo
napipetovanych 30 pl sterilnej vody.

Po 1 mintte bola koloénka centrifugovand 1 minutu pri 13 000 rpm pri¢om

bola plazmidova DNA z kolonky eluovana.

3.3.6 Transformacia A. tumefaciens teplotnym Sokom

1.

Do 50 ul bakterialnej suspenzie bol pridany 1 pl vektoru pCBA::Hvabcl, ktory
predstavoval 100 ng DNA. Nasledovala inkubacia 5 minut na l'ade.

Po 5 minttach bola bakterialna suspenzia prenesend do tekutého dusika na dobu
5 mintt.

Po zmrazeni v dusiku bola bakteridlna suspenzia prenesend na ohriatie
do vodného kupel’a s teplotou 37 °C na d’alSich 5 minut.

Po ohriati bol k bakterialnej suspenzii pridany 1 ml LB média. Zmes
sa kultivovala 2 hodiny v trepacke pri 28 °C a 180 rpm.

Po kultivacii bola bakteridlna suspenzia centrifugovana po dobu 2 minut
pri 5000 rpm. Supernatant bol odstraneny a bakteridlny pelet bol
resuspendovany v 200 pl LB média.
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6.

7.

8.

9.

Bakterialna suspenzia bola rozostreta na pevné selekéné LB médium s obsahom
kanamycinu a rifampicinu v koncentracii 50 mg-1. Baktérie boli kultivované 3
dni pri laboratornej teplote.

Po 3 dioch boli vybrané 4 vzniknuté kolonie, ktoré boli naockované jednotlivo
do 4 skumaviek s2,5 ml LB média s obsahom kanamycinu a rifampicinu
50 mg-1"". Baktérie boli kultivované v trepacke pri 28 °C a 180 rpm.

Po vytvoreni zakalu bolo odobranych 250 pl suspenzie aboli pripravené
glycerolové roztoky. Objem bol doplneny na 5 ml LB médiom s prislusSnymi
antibiotikami.

Po 3 dinioch bola z bakteridlnych suspenzii izolovana plazmidova DNA.

10. Overenie UspeSnosti transformacie A. tumefaciens bolo vykonané restrikénou

analyzou plazmidovej DNA pomocou restrik¢nej endonukledzy Pvul.

3.3.7 Priprava rastlin tabaku na transformaciu

1
2
3.
4

o

Semena tabaku boli sterilizované v 500 pl 70% etanolu po dobu 1 minuty.
Semena boli potom premyté 3—krat v 1 ml sterilnej vody po dobu 1 minuty.

Po premyti bol k semenam pridany 1 ml 4% chlérnanu sodného na 10 minut.

Po sterilizacii boli semena premyvané 4-krat v 1 ml sterilnej vody a nechali
sa vysusit’ na filtranom papieri v laminarnom boxe.

Semena boli nasadené na kultiva¢né 2 MS médium (tab. 3) v Petriho miske.

Po vykliceni boli rastliny presunuté do Sirokohrdlych Erlenmeyerovych baniek
s kultivacnym 2 MS médiom.

Rastliny boli kultivované v kultivacnej komore pri rezime 16 hodin svetlo/
8 hodin tma pri teplote 23 °C.

Na transformaciu boli pouzité rastliny po 2 mesiacoch in vitro kultivacie.

Tab. 3 Zlozenie kultivaéného 2 MS média

Latka Mnozstvo latky na 1 I média
Murashige and Skoog plant salt base 2,249
Sacharo6za 209
B5 vitaminy (tab.4) 2ml
Sterilna destilovana voda doplnit’ do 11

pH 5,8 — tiprava KOH
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Tab. 4 Zlozenie roztoku B5 vitaminov (2 ml/l média)

Latka Mnozstvo latky na 20 ml roztoku
Tiamin HCI 100 mg
Pyridoxin 10 mg
Nikotinova kyselina 10 mg
Sterilna destilovana voda doplnit’ do 20 ml

3.3.8 Transformacia listovych diskov tabaku

1.

Pripravené bolo 30 ml inokulum A. tumefaciens. Do skumavky s 30 ml LB
média bolo pridanych 65 pl bakteridlnej suspenzie zo zasobného glycerolového
roztoku. Inokulum bolo kultivované v trepacke pri 28 °C a 180 rpm.

Bakterialna suspenzia bola kultivovana do dosiahnutia hodnoty ODgpo= 0,8.

Po dosiahnuti optimalnej optickej denzity bola bakteridlna suspenzia
centrifugovana po dobu 15 minut pri 5000 rpm.

Supernatant bol oddeleny a vzniknuty pelet bol resuspendovany v 30 ml %2 MS
média s koncentraciou acetosyringéonu 100 pM.

Z listov tabaku boli pripravené listové disky, ktoré boli vlozené do bakterialnej
suspenzie na 10 mintt.

Po infiltracii boli disky vysuSené na filtraCnom papieri a presunuté
na regeneracné /2 MS médium.

Kokultivacia prebiehala 3 dni v tme.

Po 3 dnoch boli disky presunuté na regeneracné » MS médium (tab. 5)
s obsahom kanamycinu 25 mg-17, resp. 50 mg-1" atimentinom (200 mg-1™).
Kultivacia prebiehala v kultiva¢nej komore pri reZime 16 hodin svetlo/ 8 hodin
tma pri teplote 23 °C.

Rastliny regenerované =z listovych diskov boli odstrihnuté a prenesené
na kultivaéné % MS médium s obsahom kanamycinu 25 mg-1", resp. 50 mg-1*

a timentinom (200 mg-1™%).
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Tab. 5 Zlozenie regeneracného 2 MS média

Latka Mnozstvo latky na 1 | média
Murashige and Skoog plant salt base 2,29
Sachar6za 209
B5 vitaminy (tab.5) 2ml
BAP 1mg
NAA 0,1 mg
Sterilna destilovana voda doplnit' do 11

pH 5,8 — tiprava KOH

3.3.9 Tranzientna transformacia tabaku

1.

Pripravené bolo 5 ml inokulum A. tumefaciens. Do skumavky s 5 ml LB média
bolo pridanych 10 pl bakteridlnej suspenzie zo zasobného glycerolového
roztoku. Inokulum bolo kultivované v trepacke pri 28 °C a 180 rpm.

Bakteridlna suspenzia bola kultivovana do dosiahnutia hodnoty ODggo= 0,5.

Z bakterialnej suspenzie bol odobrany objem 1,5 ml. Odobrana bakterialna
suspenzia bola centrifugovand 3 minuty pri 5000 rpm.

Supernatant bol odstraneny a pelet bol resuspendovany v 1 ml infiltraéného
média (tab. 6). Zmes bola centrifugovand 3 mintty pri 5000 rpm.

Supernatant bol odstraneny a pelet bol opat’ resuspendovany v 1 ml infiltracného
média. Objem bol doplneny na 10 ml pridanim infiltracného média. Bakterialna
suspenzia bola tym zriedend na ODggo= 0,05.

Rastliny boli 2 hodiny pred transformaciou zaliate vodou pre otvorenie
prieduchov. Objem bakteridlnej suspenzie bol nasaty do injekcnej striekacky
a vtlaceny do listov tabaku.

Rastliny boli kultivované deii v tme a nasledne v beznych podmienkach.

Po troch dnoch boli vystrihnuté infiltrované oblasti listov a bola vykonana GUS

histochemicka reakcia.
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Tab.6 ZloZenie infiltratného média

Latka Koncentracia latky

MgCl, 10 mM

MES 10 mM
Acetosyringon 100 uM

Sterilna destilovana voda

3.3.10 GUS histochemicka reakcia

1. Infiltrované oblasti listov boli vlozené do skumavky s 500 ul pripraveného
roztoku X-—Gluc pre histochemicku reakciu (Jefferson et al., 1987).

2. Pre lepsi prienik roztoku do listov boli skimavky vystavené pdsobeniu vakua
po dobu 1 minuty vo vakuovom exikéatore.

3. Listy boli inkubované v roztoku 3 dni pri 37 °C pre priebeh histochemickej
reakcie.

4. Po priebehu histochemickej reakcie boli listy odfarbené v 96% etanole pri 60 °C

a nasledne uchované v 70% etanole.
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4 VYSLEDKY

4.1 Realizacia klonovacej stratégie

Vektor pDONR:207::Hvabcl nesuci zaujmovy gén bol pre zvysenie efektivity LR
klonazovej reakcie linearizovany restrikénou endonukledzou Pvul. Reakéna zmes bola
separovana na 1% agar6zovom gély. Detegované boli fragmenty o velkosti 5772 bp,

ktoré odpovedaju dizke linearizovaného vektoru (obr. 5).

e—— 8000bp
& 5000bp

5772bp ——>

&—— 3000bp

& 1000bp

Obr. 5 Linearizacia vektoru pDONR207::Hvabc1l.
C- negativna kontrola, 1-6 linearizovany vektor, ocakavany fragment-5772
bp, LI Ladder I.

39



Zaujmovy gén Hvabcl bol vlozeny do expresného vektoru pCBA pomocou
LR klondzovej reakcie. Produkt LR klonazovej reakcie bol transformovany
do kompetentnych buniek E. coli DH5a teplotnym Sokom. Po transformacii boli
baktérie kultivované na tuhom LB médiu s pridavkom selekéného antibiotika.
Vzniknuté kolonie boli kultivované v tekutom LB médiu so selekénym antibiotikom.
Po kultivacii bola z bakteridlnej suspenzie izolovana plazmidova DNA, ktora bola
podrobena restrikénej analyze pomocou enzymu Pvul. Uspe$nost LR klonazovej
reakcie bola potvrdena pritomnost'ou troch fragmentov o velkosti 8109 bp, 3466 bp
a 2721 bp. Z 6 testovanych bakterialnych kolonii bolo 5 pozitivnych, ktoré obsahovali

vektor pCBA so zaclenenym génom Hvabcl (obr. 6).

& 10000 bp
& 5000bp
€— 3000bp

8109bp >

3466 bp
2721bp —>

<— 1000 bp

Obr. 6 Restrik¢na analyza produktu LR klonazovej reakcie.

LI Ladder I, C— negativna kontrola, 1 negativna vzorka

2-6 pozitivne vzorky, vektor pCBA::Hvabcl- ocakavané fragmenty 8109 bp, 3466 bp
a 2721 bp, C1- negativna kontrola— vektor pCBA bez inzertu, L1 Ladder I.
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Vektor pCBA::Hvabcl bol transformovany do A. tumefaciens GV3850 teplotnym
Sokom. Po transformacii boli baktérie kultivované na tuhom LB médiu, s pridavkom
selekénych antibiotik. Vzniknuté kolonie boli kultivované v tekutom LB médiu
so selekénymi antibiotikami. Po kultivacii bola z bakteridlnej suspenzie izolovana
plazmidovda DNA, ktord bola podrobend restrikénej analyze pomocou enzymu Pvul.
Detegované boli tri fragmenty 0 predpokladanej velkosti 8109 bp, 3466 bp a 2721 bp.
Pritomnost’ fragmentov potvrdila GspeSnost’ transformacie vektoru pCBA::Hvabcl
do A. tumefaciens. Vsetky 4 testované bakterialne kolonie obsahovali spravne za¢leneny
vektor pCBA::Hvabcl (obr. 7).

8109bp =

3466 bp —»
2721bp —>

Obr. 7 Restrikéna analyza plazmidovej DNA A. tumefaciens.

LI Ladder I, 14 pozitivne vzorky— o¢akavané fragmenty 8109 bp, 3466 bp a 2721 bp,

C- negativna kontrola, C+ pozitivna kontrola — vektor pCBA::Hvabcl, C1- negativna kontrola,
C2- negativna kontrola — vektor pCBA bez inzertu, LI Ladder 1.
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4.2 Transformacia tabaku

Z listov tabaku boli pripravené listové disky, ktoré boli transformované suspenziou
baktérii A. tumefaciens GV3850 nesucich vektor pCBA::Hvabcl. Listové disky boli
umiestnené¢ na regeneracné médium s koncentraciou kanamycinu 25 mg-l‘l, resp.
50 mg-1™.

Po 2 tyzdnoch od transformacie sa zacali na explantatoch formovat vyhonky.
Rastliny boli po 4 tyzdhoch odstrihnuté aumiestnené na kultivaéné médium.
Regenerované rastliny boli d’alej kultivované a selektované na kultivaénom médiu
s prislusnou koncentraciou antibiotika.

Touto cestou bolo vyselektovanych 18 regenerovanych rastlin na médiu s obsahom
kanamycinu 25 mg1?. Zlistovych diskov kultivovanych na médiu s obsahom

kanamycinu 50 mg-1™ boli vyselektované 4 regenerované rastliny (tab. 7).

Tab. 7 Vyhodnotenie procesu regeneracie a selekcie rastlin po transformacii.

Médium s koncentraciou kanamycinu: Kan 25 mg-1™ Kan 50 mg-1™
Pocet listovych diskov 90 90
Pocet regenerovanych rastlin 28 17
Pocet vyselektovanych rastlin 18 4
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Obr. 10 Regenerované rastliny tabaku kultivované na selekénom médiu. 7 tyzdnov po
transformaécii.
A—Kan 25 mg-1" ,B—Kan 50 mg-1™.
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4.3 Tranzientna transformacia tabaku

Tranzientnou transformaciou tabaku bola overend spravnost’ pripraveného konstruktu
na transformaciu tabaku. Uspesnost’ transformécie bola hodnotend podla pritomnosti
modrého sfarbenia na transformovanych oblastiach po GUS histochemickej reakcii
(obr. 11). Tranzientne transformované boli 3 rastliny tabaku, pricom, listové segmenty
vSetkych transformovanych rastlin boli sfarbené na modro po GUS histochemickej
reakcii. Uspesne transformované boli teda vietky 3 rastliny. Pritomnost modrého
sfarbenia zaroven potvrdila aktivitu enzymu [-glukuronidazy v transformovanych
pletivach, a tym aj expresiu reportérového génu gus. Tranzientna expresia reportérového

gus potvrdila spravnost’ pripraveného konstruktu pCBA::Hvabc1l.

Obr. 11 Listy tabaku po GUS histochemickej reakcii. Fotky zhotovené pomocou softvéru
Zenblue na mikroskope Axio Zoom.V16 (ZEISS). Mierka 2000 um.

A — List transformovany vektorom pCBA::Hvabcl, B — pozitivna kontrola, C — negativna
kontrola.
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5 DISKUSIA

Realizaciou klonovacej stratégie bol pripraveny expresny vektor pCBA::Hvabcl
s vyuzitim Gateway® klonovacej technoldgie. Gateway® klonovacia technoldgia
ulahCuje  klonovanie cielovych sekvencii s vyuzitim miestne—Specifického
rekombinacného systému bakteriofaga A. Gateway® klonovacia technologia je s
obl'ubou vyuzivana V rastlinnych biotechnologiach pri dizajne vektorov. Vektory su
dizajnované na analyzu promotorov, stadium proteinovej expresie, lokalizacie
a vzajomnych interakcii, dalej na,knockdown*“ génov pomocou RNAi ¢i
pri experimentoch s afinitnou purifikaciou (Earley et al., 2006). Na tieto ucely je
dostupnych na objednavku viac ako 200 Gateway® vektorov na funkénu
Agrobacterium—sprostredkovanu transformaciu rastlin (gateway.psb.ugent.be — VIB).
Tabak bol transformovany prostrednictvom baktérii A. tumefaciens nesucich
pripraveny konstrukt pCBA::Hvabcl, vktorom bol gén Hvabcl pod kontrolou
duplikovaného silného 35S promotoru. Konstrukt neobsahoval selekény gén rezistencie
vo¢i kanamycinu v T-DNA tuseku. Pozorovala sa schopnost’ regeneracie a selekcia
rastlin na médiu s obsahom kanamycinu, a pripadné podobnosti so §tiidiami s ortolégom

Hvabcl, génom Atwbc19.

Pri selekcii na médiu s koncentraciou kanamycinu 50 mg‘l_l kanamycinu regeneroval
nizky pocet rastlin, 17 z90 explantatov, ztoho 4 rastliny boli vyselektované
po presunuti na kultivatné médium. Zvolend koncentracia kanamycinu predstavuje
silny selek¢ny tlak na rastliny regenerujice po transformécii. Rastliny vykazuju pomalsi
rast achlorézu oproti rastlindm kultivovanym na médiu s obsahom kanamycinu
25 mg-1"". Vykazuju teda znamky kanamycinovej toxicity.

Mentewab a Stewart (2005) transformovali listové disky tabaku génom Atwbcl9.
Prirovnakom selekénom tlaku regenerovalo priblizne 100 rastlin na 100
transformovanych explantatov, vSak pri nizkej frekvencii transformantov (< 8 %) a bol
oznaceny ako nedostacujuci. Rastliny boli schopné regenerécie, pri koncentraciach
vysokych ako 100 a 200 mg-1™ kanamycinu, priom, za najvhodnejsiu koncentraciu
oznacili 100 mg-l'1 kanamycinu (73 % transgénnych pri 40 % regeneracii).

Kang et al. (2010) sktimali schopnost’ regeneracie rastlin z listovych segmentov
hybridného topol'a, transformovanych génom Atwbcl9, na médiu s obsahom
kanamycinu v rozmedzi od 50 do 200 mg-1™. Pri koncentracii kanamycinu 50 mg-I*

bola frekvencia regeneracie rastlin na urovni 65 rastlin na 100 explantatov. Regeneracia
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rastlin bola zaznamenana do koncentracie 100 mg-1™. Pri tejto koncentracii bola
frekvencia regenerdcie na urovni 36 rastlin na 100 explantatov. Transgénne rastliny
Vv oboch stadiach nevykazovali morfologické odliSnosti.

Frekvencia regeneracie rastlin z listovych diskov, pri koncentracii kanamycinu
vmédiu 50 mg1" nedosahuje hodnoty zaznamenané v §tudidch s génom Atwbcl9.
Pri znizenej koncentracii kanamycinu v médiu, 25 mg~l'1, bola dosiahnutd vyssia
frekvencia regenerdcie. Znizena koncentracia sa vSak podla predchadzajucich Studii

nejavi ako dostatoc¢ne efektivna pri procese selekcie transgénnych rastlin.
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6 ZAVER

Pre zistenie funkcie jaémenného ortoléga génu Atwbcl9 bola realizovand navrhnuta
klonovacia stratégia. V ramci bakalarskej prace bol pripraveny expresny vektor
obsahujici zaujmovy gén Hvabcl, svyuzitim Gateway® klonovacej technologie.
Tranzientnd expresia reportérového génu gus potvrdila spravnost’ pripravené¢ho
konStruktu na transformaciu tabaku. Tranzientnou transforméaciou bola T-DNA
zaClenena do gendmu transformovanych buniek, genetickd informacia bola
exprimovana a expresia sa prejavila na urovni proteinu. Expresny vektor bol pouzity
na Agrobacterium—sprostredkovant transformaciu listovych diskov tabaku. Ziskanych
bolo 22 regenerovanych rastlin, ktoré boli vyselektované na médiu s obsahom
antibiotika kanamycinu. Rastliny budu v budicnosti testované na pritomnost’ transgénu

a bude overena jeho funkcia.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

35S — 35S promotor virusu karfiolovej mozaiky

ABC transportér — ,,ATP-binding casette* transportér
ADCC — bunkova cytotoxicita zavisla na protilatkach
AMAL — apikalny membranovy antigén 1

BAP- benzylaminopurin

bakteriofag A — bakteriofag lambda

bp — par baz

Bt — rastliny modifikované génom z Bacillus thuringiensis
BrdU — bromodeoxyuridin

cal —signalny peptid proteinu kalretikulinu

CCR5 — C—C chemokinovy receptor 5

CRISPR/Cas9 — ,,CRISPR-associated protein—9* nukleaza
CTB — podjednotka toxinu B cholery (Vibrio cholerae)

cv. — kultivar

ECso— polovicna maximalna efektivna koncentracia

ER — endoplazmatické retikulum

Fv — variabilny fragment

Fab — antigén—viazuci fragment

GM-CSF — granulocytovy—makrofagovy kolonie—stimulacny faktor
GRFT — grifitsin

GRFT-P — rastlinny grifitsin

HIV-1 — virus l'udskej imunodeficiencie podtyp 1

HT — rastliny tolerantné k herbicidom

Ig — imunoglobulin

IgA — imunoglobulin A

IgG — imunoglobulin G

1gG1, IgG2a, 1gG2b — podtriedy imunoglobulinu G

IgM — imunoglobulin M
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IR — rastliny rezistentné voc¢i hmyzu

Kan — kanamycin

KOH — hydroxid draselny

LB — Luria—Bertani

LeY — Lewis Y oligosacharid

MERS—-CoV — koronavirus MERS

MgCl; — chlorid hore¢naty

MSP1 — merozoovy povrchovy protein 1

MTT — 3—(4,5-dimetyltiazol-2—yl)-2,5—difenyltetrazolium bromid
NAA — naftalénoctova kyselina

NBD — nukleotid-viazuca doména

PMF — rastlinny ,,molecular farming*

rhEPO — rekombinantny 'udsky erytropoetin

RNAI — RNA interferencia

rpm — otacky za minutu

scFv — jednoret’azcovy variabilny fragment

T-DNA — transferova DNA

TAE — Tris—acetat-EDTA

Ti—plazmid — ,,Tumor indukujtci“— plazmid

TMD — transmembranova doména

TNT — 2,4,6-trinitrotoluén

Th1/Th2 —typ 1 T-pomocnych buniek/ typ 2 T—pomocnych buniek
TMV — virus tabakovej mozaiky

TSP — celkovy rozpustny protein

U — jednotka aktivity enzymu

X-Gluc — 5-brom—4—chlér—3-indolyl-beta—D—glukuronova kyselina

ZFN — ,,zinc finger* nukledzy
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