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Tranzientni produkce protilatky trastuzumab v rostlinach
tabaku

Abstrakt

Molekularni farmareni je biotechnologické odvétvi, které vyuziva rostliny pro produkci
farmaceutickych proteint. Diky tomu lze levné, rychle a bezpecné vyrobit velké mnozstvi
potfebného biofarmaka. Jednim z nich je trastuzumab, monoklonalni protilatka cilici na Her2
pozitivni karcinomy, nejcastéji prsu a zaludku.

Pro potfeby mé diplomové prace byly pomoci metod genového inzenyrstvi vytvoreny 2
typy vektort, nereplikujici se a replikujici se (zaloZené na rostlinnych virech TMV a PVX). Ve
vysledku vSak replikujici se vektory neposkytly zadnou expresi, a i pies opakované pokusy se
nepovedlo vyvolat stabilni expresi protilatky. Nereplikujici vektory vSak s uspéchem poskytly
vysokou expresi. Byly vytvoreny 3 pokusné varianty, kdy byla pomoci vakuové agroinfiltrace
kvantifikovana tranzientni exprese protilatky v rostlinach N. benthamiana WT, N. benthamiana
HCPro a N. rustica.

Ke kvantifikaci proteint byla vyuzita ELISA a nameéfené hodnoty byly normalizovany
na celkovy rozpustny protein. V prvni ¢asti byly rostliny koinfiltrovany vektory pro expresi
protilatky trastuzumab a GFP. Byla potvrzena korelace exprese GFP a trastuzumabu, kdy
fluorescence GFP dosahovala nejvyssich hodnot 5 DPI a mnozstvi trastuzumabu bylo nejvyssi
v rozmezi od 6.-7. DPI. GFP tak lze pouzit pro odhad optiméalni doby sklizn€, kdy rozdil mezi
nim a trastuzumabem je 1-2 dny. Nejvyssi sklizen biomasy poskytla N. rustica (praméme 26,12
g na rostlinu), ale exprese trastuzumabu se v ni nepodafila. Oba genotypy N. benthamiana se
ve sklizené biomase statisticky nelisily. U WT linie bylo primérné sklizeno 9,30 g a HCPro
prumeérné 8,62 g. Ovsem transgenni linie HCPro poskytla primérné 9,296 mg trastuzumabu na
rostlinu, tedy mnohem vétsi vytézek nez WT linie s 2,782 mg na rostlinu. Nakonec se protilatku
podarilo uspé$né vyizolovat a purifikovat pomoci afinitni chromatografie s proteinem G.

Klicova slova: tranzientni exprese, monoklonalni protilatky, agroinfiltrace, molekularni
farmarteni, Nicotiana benthamiana, Nicotiana rustica, trastuzumab, afinitni chromatografie,
virové vektory



Transient production of trastuzumab antibodies in tobacco
planst

Abstract:

Molecular farming is a biotechnology field which enables the use of plants for the
production of pharmaceutical proteins. This allows large quantities of the required
biopharmaceutical to be produced quickly and at a low cost. One of these is trastuzumab, an
antibody targeting Her2-positive carcinoma, most commonly breast and gastric ones.

For the purpose of my thesis, 2 types of vectors, non-replicating and replicating (based
on plant viruses TMV and PVX) were created using genetic engineering methods. However, in
the result, the replicating vectors did not provide any expression, and despite repeated attempts,
a stable expresion could not be provide. The non-replicating ones, however, successfully
provided high expression. Three experimental variants were designed by using a vacuum
agroinfiltration to ensure transient expression of the antibody in N. benthamiana WT, N.
benthamiana HCPro and N. rustica plants.

ELISA was used to quantify the proteins and the measured values were normalized to
total soluble protein. In the first part, plants were co-infiltrated with vectors for trastuzumab
and GFP. The correlation of GFP and trastuzumab expression was confirmed, with GFP
fluorescence peaking at 5 DPI and trastuzumab levels peeking from 6.-7 DPI. Thus, GFP can
be used to estimate the optimal harvest time, with a difference of 1-2 days compared to
trastuzumab concentration. N. rustica provided the highest biomass harvest with an average of
26.12 g per plant but failed to express trastuzumab. The two genotypes of N. benthamiana were
not statistically different in harvested biomass. The WT line yielded an average of 9.30 g and
HCPro averaged at 8.62 g. However, the HCPro transgenic line gave an average of 9.296 mg
of trastuzumab per plant, a much higher yield than the WT line with 2.782 mg per plant. Finally,
the antibody was successfully isolated and purified by protein G affinity chromatography.

Keywords: transient expression, monoclonal antibodies, agroinfiltration, molecular pharming,
Nicotiana benthamiana, Nicotiana rustica, trastuzumab, affinity chromatography, viral vectors
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1 Uvod

Rostliny predstavuji jeden ze zakladi zemeédélstvi. Poskytuji nejen potravu nam i
hospodarskym zvifatim, ale také material pro fadu pramyslovych odvétvi. V soucasné dobé
rozmachu molekularni biologie a genovych technologii ale nemusi slouzit jen pro potreby
klasického zeméd¢lstvi. Pomoci genetickych modifikaci byly vytvotreny napf. rostliny, které
v sobé dokazou hyperakumulovat tézké kovy z pudy. Jejich potencial je pak vyuziti v procesu
fytoremediace (ozdravovani pudy pomoci rostlin). Obdobné pak mohou byt vyuzity pro
fytomining, tedy k cilenému ziskavani kovt z ptidy nebo odpadnich kali (Kotrba et al. 2009).
Rozviji se tak nova biotechnologicka vyuziti rostlin.

Dalsi vyuziti mizeme najit v nove vznikajicim odvétvi zvaném molekularni farmareni.
Pomoci genetickych modifikaci mzeme rostliny upravit tak, aby tvorily vyznamné
farmaceutické molekuly, pfedev§im proteiny. Muze se jednat o protilatky, hormony, rastové
faktory, enzymy a dalsi (Engelhard 2007). Vyznamné jsou piedevsim protilatky, které jsou
kromé& vyuziti ve farmacii nepostradatelné v fadé diagnostickych metod (ELISA, antigenni
testy apod.) (Campbell et al. 1991). Kromé toho nachazi vyuziti 1 v tzv. biologické 1écbé
nadorovych onemocnéni, kdy umoziuji cilenou 1é&bu. Casto bez drastickych negativnich
nasledkd v porovnani s klasicky pouzivanou chemoterapii a radioterapii (Schirrmacher 2019).
Prikladem muze byt trastuzumab, hlavni slozka piipravku Hercpetin®. Ten je uspésné
pouzivany pro 1écbu karcinomua s nadmérnou expresi povrchového receptoru pro EGF, napf.
karcinom prsu a zaludku (Roy & Perez 2009, Park et al. 2020).

Rostlinny expresni systém nam poskytuje fadu vyhod, diky fotosyntéze neni naro¢ny na
vyzivu a neobsahuje zadné dosud objevené patogeny prenosné na cCloveka. Péstovani
transgennich rostlin, se az na pfisn¢jsi byrokracii a vétsi diraz na bezpecnost, nijak nelisi od
péstovani béznych rostlin. Diky tomu muze tento model poskytnout levnou, nenaro¢nou a
bezpeCnou alternativu k soucasnym a bézné pouzivanym metodam. To v kombinaci
s predikovanym rastem populace, zvySenym vyskytem civilizacnich chorob a klimatickymi
zménami predstavuje hlavni divody, pro¢ se této problematice vénovat (Engelhard 2007).

2 Védecké hypotézy a cile prace
2.1 Védecké hypotézy

Pro moji diplomovou praci byly vytvoreny nasledujici hypotézy, které budou dale ovéreny.
1. Existuji rozdily v expresi protilatky trastuzumabu mezi jednotlivymi druhy a genotypy
tabaku.
2. Existuji rozdily pfi pouziti replikativnich a nereplikativnich vektori na vyslednou
expresi proteind.

3. Koexprese GFP jakozto reportérového genu koreluje s expresi a akumulaci protilatky,
a tudiz Ize GFP pouzit pro odhad optimalni doby sklizné.



2.2 Cile prace

Na zakladé uvedenych hypotéz byly formulovany cile prace:

1.

Vytvorit genové vektory, které vyvolaji velmi silnou expresi rekombinantni protilatky
trastuzumab v rostlinach.

Vypéstovat dostate€né mnozstvi rostlin pro naslednou agroinfiltraci genovymi vektory.

Sklidit rostliny a vyhodnotit jednotlivé kvantitativni parametry (sklizena biomasa a
mnozstvi trastuzumabu a GFP).

Vytvorit extrakty, které budou déale analyzovany pomoci metody ELISA.

Provést statistické vyhodnoceni vysledkt s cilem porovnat rozdily v expresi mezi
jednotlivymi genotypy rostlin a pouzitymi vektory.

Izolovat trastuzumab z rostlinného materialu a nasledné ho vypurifikovat pomoci
afinitni chromatografie



3 Literarni reSerse

3.1 Molekularni farmareni (Molecular pharming)
3.1.1 Vyznam rekombinantnich proteinia

Podstatou genového inzenyrstvi je prace s rekombinantni DNA (rDNA). Jedna se o
molekulu DNA vytvofenou v laboratofi kombinaci n€kolika sekvenci rizného pavodu a je
upravena pro zdarné zaclenéni a funkci v cilovém organismu. DNA muze mit pfirodni pavod
(izolovana =z konkrétniho organismu), nebo byt pfipravena synteticky na zakazku ve
specializované laboratofi (Biologics International Corp 2018). Pomoci rDNA tak miZeme
prenaset DNA mezi organismy pro potieby vyzkumu (identifikace, analyza funkce a mapovani
genu), tvorbu genetickych modifikaci (rostliny odolné skidcim a chorobam), produkci
rekombinantnich proteint apod. (Vashishth & Tehri 2015).

Rekombinantni protein je takovy, ktery byl uméle vyprodukovan podle rDNA
v cilovém organismu, do které¢ho byla rDNA zaklonovana metodami genového inzenyrstvi.
Cilem je nejcasté€ji produkce velkého mnozstvi proteinu pii relativné nizkych nakladech, které
maji Siroké uplatnéni v fadé obortu (Biologics International Corp 2018). Produkovany jsou
v expresnich systémech, tedy v modelovych organismech, se kterymi je snadnd manipulace,
poskytuji vysoké vytézky, maji znamé genetické pozadi a rychlou generacni dobu.
Nejpouzivanéjsi organismy pro produkci rekombinantnich proteini jsou napf. E. coli, S.
cerevisiae, razné linie hmyzich a sav¢ich bunék (napt. CHO a HEK) a systémech odvozenych
od rostlin, které budou podrobnéji popsany dale. Kazdy systém ma nékteré vyhody a nevyhody.
Pro potteby produkce konkrétniho proteinu je tak tfeba zvolit vhodny expresni systém (Burnett
& Burnett 2020). Uplatnéni rekombinantnich proteini najdeme ve vyzkumu, lidské a
veterinarni medicin€, prumyslu, diagnostice chorob a nemoci, potravinafstvi a v dalSich
oborech (Biologics International Corp 2018).

Konkrétni priklady rekombinantnich proteinti jsou napfiklad enzymy nepostradatelné
pro vyzkum, jako rtizné typy polymeraz a restriktaz. Dale se jedna o protilatky pouZzivané
v diagnostice (western blot, ELISA) a terapeutické protilatky, pouzivané napiiklad v tzv.
biologické 16&b& rakoviny. Rada enzymi je vyuZivana v potravinafstvi, napf. chymosin pro
vyrobu syrd nebo pektinazy a glukanazy pro upravu dzust. Diky enzymim v pracich prascich
(amylazy, protedzy, lipazy) je prani u¢inné i pii nizSich teplotach. V neposledni fadé je to cela
fada farmaceutickych proteind, které maji nezastupitelnou ulohu v 1écbé nemoci a chorob
(Bhatnagar 2007, Moon et al. 2019).



3.1.2 Molekularni farmareni

V anglicky psané literatufe se setkavame s vyrazem ,molecular pharming’*

tedy
slozeninou ze slov ,pharmaceutical” (farmaceutické) a , farming* (farmareni). Jedna se o
biotechnologické odvétvi, které vyuziva geneticky modifikovanych rostlin a Zzivocichu
k produkci vyznamnych farmaceutickych slouCenin, nejcastéji rekombinantnich proteind
(Engelhard 2007) popiipadé sekundarnich metabolitd (Ma & Wang 2012). Muzeme zminit
napf. protilatky, hormony, enzymy, komponenty vakcin a dalsi. Tyto molekuly je doposud
slozité pfipravit uméle a jejich ziskavani z pfirozeného biologického materialu ma také sva
omezeni. Proto se jejich produkce pomoci metod genového inzenyrstvi v zivych organismech
jevi jako velice perspektivni. Na proteinech zalozena 1éCiva jsou pak vyznamna kvili své
specifité, bezpecnosti a bioaktivité (Engelhard 2007). V nékterych piipadech jsou dokonce
nenahraditelnou soucasti 1écby, napft. inzulin (Aronson 2012).

Rozvoj genového inzenyrstvi, tedy prenos geni mezi jedinci, zaCal v 70. letech
minulého stoleti. Historicky prvnim lidskym rekombinantnim proteinem se stal v roce 1977
somatostatin produkovany v E. coli (Itakura et al. 1977). Zanedlouho nasledoval rekombinantni
inzulin produkovany taktéz v E. coli, ktery se roku 1982 stal prvnim rekombinantnim proteinem
uznanym jako 1é¢ivo pod znackou Humulin® (Quianzon & Cheikh 2012). Lék znamenal velky
pfinos, protoze do té doby se inzulin izoloval z prasecich a kravskych slinivek, ale jeho
struktura neodpovida pln€ lidskému inzulinu. Od té doby bylo vytvofeno nespocet proteint a
mnoho dalS§ich uznano jako lé¢ivo. Produkovany jsou nejCastéji v mikroorganismech a
bunéénych liniich. Kazdy expresni systém ma vSak své silné i slabé stranky (Burnett & Burnett
2020), které budou rozebrany v dalsi kapitole.

Molekularni farmateni misto mikroorganismii pouziva domestikované rostliny a
zvitata. Hlavni vyhodou je moznost péstovani, respektive chovu bez specialnich podminek
(kontrolovana teplota, sterilita atd.), jako v béznych podminkach zemédélstvi (Engelhard 2007,
Twyman et al. 2003). Z fad zvifat mizeme jmenovat napiiklad kozy produkujici v mléku
antitrombin, ktery je uznany a pouzivany lék pod znackou ATryn® pro lécbu srazlivosti krve
(Adiguzel et al. 2009). Déle bylo publikovano mnoho praci na produkci farmaceutickych
proteini ve vejcich, mléce, krevnim séru a moci (Miller-Terpitz 2007). Prvnim
rekombinantnim proteinem z rostlin, ktery byl uznan jako 1éCivy ptipravek byla taligluceraza-
o pod obchodni znackou Elelyso® produkovana v suspenzni kultufe mrkve. Jednd se o
rekombinantni enzym S§tépici glukocerebrosidy vyuzivany pii 1é¢bé Gaucherovy choroby I
typu (Fox 2012). Vyznamnym se stal 1ék ZMapp® béhem epidemie viru eboly v roce 2014-16.
Jedna se o smés tfi humanizovanych monoklonalnich protilatek produkovanych v tabaku (M.
benthamiana D.), které maji neutralizacni aktivitu proti znamym kmentim viru (Tran et al.
2016). Jeho piipravu pomoci tranzientni exprese shrnuje Obr. 1. Jak v pfipadé zvitat, tak i rostlin
se mnoho biofarmak produkovanych v nich jevi jako slibné a fada z nich se dostala do druhé i
tieti faze klinickych testt, nebo podstupuje komercializaci. Cesta uznani nového léku je vSak

"MiZeme se také setkat s pojmy ,,molecular farming “ a ,, biopharming “ a jedna se o synonyma. Pojem pharming
se také vyskytuje v informatice, kde oznacuje ziskavani citlivych informaci internetovymi podvodniky.



dlouha a néakladna procedura, navic je trh Casto uz dostateCné nasycen. Proto se s biofarmaky
produkovanymi v rostlinach a zvifatech zatim nesetkavame tak Casto (Park & Wi 2016).

b) agroinfiltrace

a) kultivace

rostlin a bakterii -1
1 R ¢) inkubace
-
e) izolace d) sklizen biomasy

Obr.1: Schéma pripravy produkce rekombinantnich proteinii pomoci tranzientni exprese. Na pocdtku

Je tFeba vypéstovat dostatecné mnozstvi rostlin a bakterii. Nasleduje vakuova agroinfiltrace rostlin a

Jjejich inkubace. Béhem této doby dochazi k expresi a produkci Zadaného proteinu. Ndsleduje sklizen

biomasy a jeji homogenizace. Poté mohou byt proteiny izolovany a purifikovany. Prevzato a upraveno
podle Gleba et al. 2007.

Molekularni farmafeni nam tak muize poskytnout novy, bezpecn€jsi a levny zpusob
vyroby léCiv. Mnoho firem jiz vyuziva ekonomickych vyhod plynoucich z tohoto oboru. Je
vSak stale nutné fesit otazky jako volba vhodného modelového organismu, dopad na zivotni
prostredi, zdravotni nezavadnost vyprodukovanych 1€Civ, etické otazky a ochotu pfijmout nové
metody spolecnosti. Do budoucna se da predpokladat, ze rozsifenim metod molekularniho
farmafeni (vyuzivani geneticky modifikovanych rostlin a zivoc¢ichll) muze byt rychlejsi,
levngjsi a vice flexibilni nez tradi¢ni zpisoby vyroby terapeutickych proteint. Také muze najit
uplatnéni pfi vyvoji zcela novych 1éCivych latek (Engelhard 2007). Molekularni farmareni
muze navic piinést nové vyuziti rostlin v zeméde¢lstvi, nez je klasicka produkce potravin, krmiv,
textilnich vlaken apod. (Park & Wi 2016).



3.2 Rostlina jako fotosynteticka tovarna

V laboratofich i ve farmaceutickém prumyslu se dnes se muzeme setkat s fadou
expresnich systému. Volba toho nejvhodnéjsiho pak zavisi na mnozstvi faktort. Zasadnim
hlediskem jsou vlastnosti daného proteinu (velikost, struktura, posttranslacni modifikace,
targeting). Déle pak kone¢né vyuziti proteinu (intravenozni terapeutické pouziti méa vyssi
naroky na Cistotu a kvalitu nez primyslové pouziti), pozadovany vytézek apod. Napriklad
jednim z nejcastéjSich systému je bakterie E. coli, ktera umoziiuje rychlou, masivni a levnou
produkci proteint, ale postrada vétsinu posttranslacnich modifikaci béznych u eukaryot a ma
problém dokonce i s tvorbou disulfidickych mustkt. Systémy odvozené od sav¢ich a hmyzich
bunék tyto modifikace umoziuji, ov§em za fadove€ vyssich naklada a dosazeni nizSich vytézku
ve srovnani s E. coli (Brondyk 2009). Popis nejbéznéjsich expresnich systému je shrnut v Tabl.

Produkce rekombinantnich proteinti v rostlinach ma velky potencial a poskytuje fadu
vyhod. Rostliny jsou diky fotosyntéze samostatné, co se tyCe vyzivy. Ke kultivaci jim tedy staci
dostate¢ny prostor, svétlo, voda a mineralni vyziva (Burnett & Burnett 2020). Neni tfeba
dodavat organické slouceniny, jako tfeba u bakterii, kvasinek, a dokonce ani komplexni
biologickd média jako savéim burikam. Rostlinné buiky umoziuji vSechny komplexni
eukaryotické posttranslacni modifikace proteinti, spravny folding (skladani) a kompletizaci
vice-proteinovych struktur, pro produkci slozitych a komplexnich proteinli se spravnou
biologickou aktivitou (Russell 2000, Shaaltiel et al. 2007). Dalsi vyhodou rostlin je, Ze se u nich
nevyskytuji ptvodci virovych, prionovych ¢i jinych onemocnéni, ktera by mohla byt prenesena
na Cloveka Ci zvirata, coz je dulezité pro bezpecnost vyslednych produktt (Park & Wi 2016).
V minulosti pfedstavovala problém jednodussi, specificky rostlinnad glykosylace. Nevyhodou
je zejména vyskyt imunogennich sacharidi, jako napiiklad fukozy a xylozy. Nicméné dnes jiz
existuji transgenni rostliny, které jsou schopné plné lidské glykosylace vCetné biosyntézy a
pfipojeni kyseliny sialové (Misaki et al. 2000).

Konkrétné u protilatek je glykosylace zodpovédna za efektorovou aktivitu proteinu,
vyskyt imunogennich sacharidi tak muaze zpusobit zménu efektorovych funkci protilatky,
zkréaceni poloc¢asu rozpadu v séru a v extrémnich pripadech i silné alergické reakce (Beck et al.
2008). Tymy vénujici se proteinovym glykosylacim vSak vytvortily nekolik transgennich linii,
které pomahaji tento problém piekonat. Zakladem byl genovy knock-out enzymu
zodpovédnych za fykosylaci a xylosylaci a transfer gend, které tidi lidské glykosyla¢ni drahy.
Manipulace s rostlinnymi glykosylacnimi drahami neméla vliv na vysledny fenotyp rostlin
(Kallolimath & Steinkellner 2015).



Tab. 1: Shrnuti nejvyznamnéjsich expresnich systémii. Prevzato a upraveno podle Burnett & Burnett

2020, Thermo Fisher Scientific 2022.

Druh expresniho Vyhody Nevyhody
systému
Bakteridlni Nizké naklady Rozpustnost proteini
- E. coli Nenaro¢né na médium a kultivacni Potieba specifické optimalizace
- B. subtilis podminky pro n¢které proteiny
Moznost rozsifeni Proteiny >30 kDa maji problém se
Dobfe popsané a odvozené bunécné linie sklddanim (folding) a exportem
Velmi kratka produkéni doba (tvorba inkluznich télisek)
Dobra manipulace metodami genového Problém s tvorbou SS mustki
inzenyrstvi Kultivace ve fermentacnich
nadrzich, nutna sterilita prace
Posttransla¢ni modifikace typické
pro eukaryota chybi
Kvasinkovy Nizké naklady Chybi lidské glykosylace
- S. cerevisiae Nenaro¢né na médium a kultivaéni Proteiny obsahuji imunogenni
- P. pastoris podminky sacharidy
Optimalizované Pro vysokou vytéZnost nutna
Moznost rozsifeni fermentacni nadrz
Dobie popsané a odvozené bunécné linie Naro¢né na sterilitu
Spravny folding a posttranslacni modifikace Narocna extrakce proteint z bunck
Kratka produkéni doba a stabilni produkce
Sav¢i buiiky Vysoka uroveti zpracovani proteini Velké vytézky mozné jen
- CHO Vysoké vytézky v suspenznich kulturach
- HEK Produkce moznd pomoci tranzientni i Naro¢né na médium a podminky
stabilni exprese Vysokeé riziko vyskytu pfenosnych
Optimalizovany systém pro rychlou a patogenu
vytéznou tranzientni expresi Nestabilni buné¢né linie
Tvorba komplexnich proteini Naro¢ny na Cas a transformaci
Posttransla¢ni modifikace Narocné na sterilitu
Slozité na rozsifeni
Hmyzi buiiky Vysoka urovei produkce proteini Casové naroény na pripravu
Moznost rozsifeni bakulovirovych vektora
Mozné pouzit v statickych i suspenznich Naro¢ny na médium a kultivacni
kulturdch podminky
Schopnost tvorby komplexnich proteinii Nevytvari lidské glykosylace
Posttransla¢ni modifikace Nechténé posttranslacni
modifikace
Rostliny Nenaro¢né na kultivaci Nevytvati lidské glykosylace
- tabak Nizkonakladovy a optimalizovany Kontroverze ohledn¢ GMO rostlin
- soja Nehrozi riziko kontaminaci patogeny Komplikace ptfi izolaci proteind
- jecmen pfenosnych na Cloveéka kvili sekundarnim metabolitim
- 1yZe Maximalni moznosti rozsifeni
Kompletni posttranslacni modifikace
Zvirata Potencidl pro masivni roz§ifeni Naro¢né na Cas a ptipravu GMO
- kozy Spravné posttransla¢ni modifikace zvitat
- ovce Snadny zisk biofarmak (dojeni, sbér vajec) Regulacni a etické problémy
- slepice Optimalizované techniky chovu Malo charakterizovany systém
- bourec Nenaro¢né na finance a as




Konkrétnich druht rostlin, které 1ze pro produkci rekombinantnich proteint vyuzit je
cela fada. Volba konkrétni rostliny souvisi s i¢elem, pro ktery méa byt protein pouzit, (naptiklad
pro komercni ucely ve velkém méftitku nebo pro potreby vyzkumu), typu kultivace (oteviena
polni, nebo uzaviena ve skleniku a kultiva¢ni mistnosti), rychlosti zpracovani biomasy (semena
1ze bezpecné a jednoduse uskladnit déle nez listi a duznaté plody). Vhodné jsou napiiklad
obilniny jako kukufice, ryze, jeCmen a pSenice. Ty poskytuji vysoky vytézek, stabilni
uskladnéni proteini v semenech a neobsahuji nezadouci alkaloidy. Problémy jsou vSak
s kiizenim v otevienych polnich podminkach, které se tyka vSech takto péstovanych plodin a
obecné slozitéjsi transformace jednodéloznych rostlin. Vyhody vysokych vytézkt a dobré
skladovatelnosti poskytuji 1 lusténiny hrach (Ramessar et al. 2008). Stézejni je soja (Moravec
et al. 2007), ktera je oblibeny modelovy organismus, dale napt. hrach (Ramessar et al. 2008).
Pro rychlé zpracovani jsou vhodné plodiny sklizené pro listovou biomasu, jako tabak, salat,
$penat a vojtéSka. Nevyhodou je vSak nizka stabilita proteini v listech a moznost vyskytu
nezadoucich metaboliti (alkaloidy, chlorofyl), které pak komplikuji zpracovani a purifikaci
proteini (Ramessar et al. 2008). Zajimavou moznost predstavuji olejniny jako fepka a
slunecnice, kde je mozné vyuzit fizi proteini s oleosinem pro jednodussi postup izolace
(Ramessar et al. 2008, Bhatla et al. 2010). V pocatecnich fazich vyzkumu byla pro expresi
vakciny zvazovana moznost pouzit ¢asti rostlin, které jsou pozivatelné ptfimo, bez tepelné
upravy jako napf. plody rajcat, banani nebo kofen mrkve. Pokud jsou uchovavany v chladu a
spotiebovany v kratké dob€, poskytuji stabilni ulozeni proteint (Lal et al. 2007, Ramessar et al.
2008). Nevyhodou této pfimé konzumace je velmi problematické davkovani, zpisobené
nestejnomérnou expresi v riznych plodech, skladovani a nestandardni administrace (Sharma &
Sood 2011).

Kromé zemeédé€lskych plodin je mozné vyuzit 1 alternativni produkéni platformy
zalozené na bioreaktorech. Jde o rizné suspenzni bunécné kultury odvozené od modelovych
rostlin. Nejrozsifenéjsi je suspenzni kultura BY-2 odvozena od kultivaru N. tabacum Bright
Yellow (Nagata et al. 1992). Znama je napftiklad i suspenzni kultura mrkve, ktera se pouziva k
prumyslové produkci 1éCiva na Gaucherovu chorobu I. typu (Xu et al. 2011). Nové pojeti
produkce proteinti predstavuje exprese v geneticky modifikovanych fasach, napf. rozsivkach
(Hemple et al. 2011) a plasténkach (Rosales-Mendoza et al. 2012). Zajimavy model je zastupce
mecha Physcomitrella patens B&S., ve kterém byla také vyprodukovana fada rekombinantnich
proteint (Rosales-Mendoza et al. 2014). Vyhodou mechu Physcomitrella patens je, ze v ném
velmi ucinné funguje homologni rekombinace a lze tak transgeny pifidavat na vybrana mista
v genomu. Tim lze zajistit vysokou a stabilni hladinu exprese (Kamisugi et al. 2006).



3.3 Moznosti exprese rekombinantnich proteint v rostlinach

Pro produkci rekombinantnich proteint v rostlinach 1ze vyuzit 2 zptisobd, a to stabilni
transgenezi, nebo docCasnou tranzientni expresi. Oba jsou vSak zalozeny na stejném
mechanismu, a to vpraveni binarnich vektora pomoci A. tumefaciens. Transgenni exprese je
naro¢na na Cas (v fadech meésici) a finance, protoze po transformaci rostlin je tfeba ustalit novou
transgenni linii. Také sila exprese cilového proteinu nebyva tak vysoka. Tranzientni exprese je
na druhou stranu relativné rychla (v fadech dni), dobfe optimalizovatelna a poskytuje vysoké
vytézky. Je tieba ovSem zajistit technické zdzemi pro kultivaci bakterii a naslednou vakuovou
agroinfiltraci rostlin (Garabagi et al. 2012).

Pfi tranzientni expresi zprostiedkované agrobakteriemi Ize pak vyuzit 2 typt plazmida.
Prvnimi jsou nereplikujici se plazmidy. Pti jejich pouziti dojde k prenosu T-DNA do jadra
vétSiny bunék infiltrovaného pletiva a nasledné dojde k expresi pozadovanych proteint. Vétsina
vektort tohoto typu vyuziva koexprese né€kterého silného supresoru genového silencingu. Pii
této metodé musi byt v infiltracnim roztoku dostateCny pocet bakterii, aby se dostaly k co
nejvice buiikam. Mimo infiltrovanou oblast k expresi nedochazi. Druhy zptsob je zalozen na
pouziti vektorii odvozenych od rostlinnych virt, které jsou schopny se autonomné replikovat a
Sifit rostlinnym pletivem (Garabagi et al. 2012). Obdobné jako vySe dojde nejprve k pienosu
T-DNA obsahujici cDNA virového vektoru do jadra bunky. Z ni nasledné vznika v jadie
primarni virovy transkript. Pokud se infek¢ni virovy transkript dostane v poradku do
cytoplazmy, dojde k iniciaci virové infekce a dale je jiz virovy vektor zcela autonomni a muze
se dale sifit v zavislosti na tom, jaké funkce mu byly ponechany (Chung et al. 2006). Na druhou
stranu ne vSechny rostliny jsou pro tento zpusob vhodné, protoZze mohou vznikat silné imunitni
odpoveédi na pfitomnost viri (hypersenzitivni reakce a nekrozy) (Garabagi et al. 2012).
Nevyhodou je také nestabilita genomu a omezena velikost vkladaného genu, ktera je nejCastéji
kolem 2 kb (Chapman et al. 1992). Genomy nékterych virt rovnéz obsahuji skryté introny,
které brani prenosu celé virové RNA do cytoplazmy. Dnes jiz existuji i upravené verze virovych
vektort, které maji skryté introny odstranény (Marillonnet et al. 2005).

Pro tranzientni expresi se pouzivaji tzv. dekonstruované viry. Z jejich genomu jsou
nejcastéji odstranény geny pro pohybovy a/nebo plastovy protein, ktery je poté nahrazen genem
pro rekombinantni protein. Bez této upravy by nebylo mozné do puvodniho viru dalsi gen
vlozit, protoze by ve vysledku nebyl stabilni. Dal§i vyhodou je, ze dekonstruované viry nejsou
schopny tvofit infek¢ni Castice a nehrozi tak jejich tnik mimo laboratof. Na druhou stranu se
po takové modifikaci virus neni schopen §ifit rostlinou tak, jako pivodni WT verze. Resenim
pak muze byt koexprese s konstruktem obsahujici gen pro tyto proteiny, ¢i vyuziti transgennich
rostlin, které nahradi chybé¢jici funkce viru (Gleba et al. 2004, Lindbo 2007, Garabagi et al.
2012).

Protilatka typu IgG se sklada ze 2 Casti (viz kapitola 3.5.1). Obé cCasti neni mozné
zaklonovat do jednoho virového vektoru kvuli jeho omezené velikosti. Lze vSak vyuzit 2
raznych virovych vektort, které jsou schopny koinfikovat rostliny souasné a navzajem se
neomezuji. NejCastéji se pro tyto ucely vyuziva kombinace vira TMV a PVX. Po agroinfiltraci



maji oba viry schopnost se replikovat v jedné bunce. Diky tomu lze ve vysledku ziskat plné
slozené IgG i za pouziti 2 rozdilnych vektort (Giritch et al. 2006).

3.4 Tabak, nejen jako oblibeny model pro produkci proteina

Rod tabak (Nicotiana L.) obsahuje ptes 70 druht pievazné tropickych a subtropickych
rostlin (Knapp et al. 2004). V ramci rodu doslo béhem evoluce k Castym hybridizacnim a
polyploidizacnim udéalostem. Rod zahrnuje i bézné kultivovany a ekonomicky vyznamny tabak
virginsky (N. tabacum L.), diky ¢emuz se tak stal zdjmem vyzkumu. Obecné tak rod Nicotiana
poskytuje data pro studium evoluce, cytogenetiky, hybridizace a dalsi (Smith 1968). Kromé
vyzkumu a produkce tabaku je mozné vyuzit nékteré druhy 1 jako okrasnou zelefi, napt. tabak
ktidlaty (N. alata L&O) (Lay et al. 2003). Rostliny jsou bohatym zdrojem alkaloidd,
nejznaméjSim piikladem je nikotin, ktery se pouziva jako insekticid a nékteré druhy se tak
péstuji pro vyuziti pti ochrané rostlin, napt. tabak sivy (N. glauca G.) (Alghamdi 2021).

Jednim z nejpouzivané€jSich modeld je allotetraploidni druh tabaku N. benthamiana D,
dale jen N. benthamiana. pivodem z Australie. Je hostitelem celé fady virt, které 1ze vyuzit
jako vektory pro tranzientni expresi. D4 se také jednoduse geneticky modifikovat, neni naro¢ny
na podminky péstovani a dosahuje dobré sklizné listové biomasy (Goodin et al. 2008, Bally et
al. 2018). Linie pouzivana v laboratofich pochazi z populace jedinct, ktera nese ztratovou
mutaci v genu Rdrl (RNA dependentni RNA polymeraza 1), ktery se podili na tvorbé iRNA.
Diky tomu jsou rostliny nachylné k infekci celou fadou virti, protoze postradaji cennou slozku
obrany vuci nim (Bally et al. 2015). Obecné se da N. benthamiana geneticky transformovat s
velmi dobrou ucinnosti, reaguje dobfe na agroinfiltraci, poskytuje dobrou expresi
rekombinantnich proteint, je nenaro¢na na kultivaci a je tak idealnim modelovym organismem
pro vyzkum (Bally et al. 2015, Grosse-Holz et al. 2018).

Dal§im pouzivanym druhem je tabak selsky (N. rustica L., dale jen N. rustica). Ten se
stal prvnim tabakem ptivezenym do Evropy po objeveni Ameriky a podobné jako tabak
virginsky je vyuzivan ke kouteni. Na rozdil od n€j ma ale tabak virginsky jemné;si chut’ (Shaw
1960). Avsak v nékterych oblastech svéta je stadle upfednostiiovan pro jeho odolnost ke
klimatickym podminkam (Sierro et al. 2018). Tabak selsky neni pro produkci rekombinantnich
proteinti bézné pouzivan, kvili jeho nizsi produkcni schopnosti proteint (Conley et al. 2011).
Srovnani obou druhti je na Obr.9.



3.5 Protilatky

Protilatky jsou typem bilkovin patfici do skupiny imunoglobulind. Jedna se o rozpustné
molekuly produkované plazmocyty, diferencovanymi B-lymfocyty. Ty vznikaji v kostni dieni
a poté se diferencuji v sekundarnich lymfatickych organech (lymfatické uzliny, slezina, a dalsi)
v plazmocyty. Na principu B-lymfocytu a jimi produkovanych protilatek je postavena ziskana
imunita (Hofejsi et al. 2013).

Tab.2: Charakteristika béznych typu imunoglobulinii. Upraveno podle Horejsi et al. 2013.

Typ Typ | Molekulova Lokalizace Funkce
imunoglobulinu HC hmotnost
Typ (kDa)
Ig
IgA o2 160-1000 Sérum, slzy, Ochrana sliznic,
sliny, povrch opsonizace
IgAl-2 e
sliznic, mléko
IgG Yi4 155 Sérum, Opsonizace,
intersticialni neutralizace,
IgG1-4 . o,
tekutina pronika
placentou
Igh ) 180 Sérum, povrch Receptor pro
B-lymfocytu antigen
IgE € 190 Sérum, Ochrana proti
intersticialni parazitim
tekutina
IgM 0 900 Sérum, povrch Aktivace
B-lymfocytu komponentu,
primami
odpoveéd’,
receptor pro
antigen
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3.5.1 Struktura a funkce

Typickou vyslednou strukturou protilatky typu IgGje tvar pismene Y (Obr.3). Protilatka
je pak slozena ze dvou tézkych (HC) a dvou lehkych (LC) fetézct spojenych disulfidickymi
mustky. Tézky fetézec se sklada ze 4 (u nekterych tiid z 5), lehky fetézec pak ze 2 strukturné
podobnych domén. Struktura domén pfipominad soudek tvofeny smyckami polypeptidového
fetézce navzajem stabilizovanych disulfidickymi mustky. Jednotlivé domény spojuji kratké
useky polypeptidového fetézce. Jeden tézky fetézec se poté paruje s jednim lehkym fetézcem a
druhym tézkym (a lehkym) fetézcem, vznika heterotetramer. Pfiblizna molekulova hmotnost
tézkého fetézce je 50-75 kDa, lehkého pak kolem 25 kDa. N-koncova doména obou fetézcu je
variabilni (VL a Vu). Jejich struktura pak vytvaii vazebné misto pro antigen. Variabilni doména
se li§i mezi raznymi klony B-lymfocytl a miize byt optimalizovana pomoci afinitni maturace.
Ostatni domény jsou konstantni. Existuji 2 typy lehkych fetézca (A a «), které se mohou
libovolné parovat s riznymi typy, respektive subtypy té€zkych fetézct (-2, yi-4, O, €, a p).
Shrnuti jednotlivych typt imunoglobulinti je v Tab.2. V jedné molekule jsou oba LC i HC
totozné. Podle typu tézkého fetézce pak rozeznavame rtizné formy imunoglobulint, viz Tab.2
(Hofejsi et al. 2013).

Obr.2: Schéma struktury molekuly imunoglobulinu typu G. Zeleny retézec predstavuje lehky
Fetézec, modré Fetézce tézky, oranzové zndzornéna glykosylace, Zluté disulfidické mustky. VI, —
variabilni doména lehkého retézce, VH — variabilni doména tézkého retézce, CL — konstantni doména
lehkého Fetézce, CH1-3 konstantni domény tézkého retézce. Fab — fragment tvoreny lehkym a VH a
CH1 doménou tézkého retézce, Fc — fragment tvoreny CH2 a CH3 doménami tézkych retézcii.
Prevzato a upraveno podle Chiu et al. 2019.



3.5.2 Moznosti vyuziti protiliatek

Protilatky maji Siroké uplatnéni jak ve vyzkumu, tak v klinické praxi, forenzni védé a v
jinych aplikovanych oborech. Metody zalozené na vyuzivani protilatek 1ze obecné oznacit jako
imunochemické metody. Zakladni vyuziti ve vyzkumu je pro ruzné formy kvalitativni, ¢i
kvantitativni detekce, kde se vyuziva specifické vazby protilatek na antigen. Protilatky pak
mohou byt rizné znacené at’ uz fluorescencn€, nebo konjugovany s enzymem, ktery nasledné
misto ozna¢i chemicky. Pomoci protilatek tak muzeme rozlisit specifické typy bunék,
jednotlivé bunécné struktury ale také identifikovat konkrétni proteiny. Jedna se o metody jako
flotacni cytometrie, ELISA, ELISpot, western blot, imunoprecipitace, imunohistochemie,
imunofluorescence a dalsi (Campbell et al. 1991).

V mediciné je na pfitomnosti konkrétnich protilatek v séru zalozena diagnostika
onemocnéni, napt. virus Epstein-Barrové (Henle et al. 1974), Limska borelioza (Wilske 2005),
HIV (Daar et al. 2001) a dalsi jsou diagnostikovany pravé na zakladé pritomnosti specifickych
protilatek. ZvySené mnozstvi raznych typtu protilatek muaze indikovat poSkozeni organi a
probihajici chronické onemocnéni. Napf. zvySené mnozstvi IgA ma spojitost s cirhdzou
zpusobenou alkoholem (Sarvan et al. 2020), IgE zase souvisi s napadenim parazity a
alergickymi reakcemi (Gounni et al. 1994). Na protilatkach jsou zalozené i antigenni testy.
Nejznamgjsi priklad muze byt t€hotensky test, kde protilatky reaguji s proteinem
choriogonadotropinem (hormon produkovany placentou a vyluCovany moci) (Gelletli &
Nielsen 1986) a test na virus SARS-CoV-2 kde reaguji s virovymi obalovymi bilkovinami
(Becker et al. 2021).
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3.6 Trastuzumab

Trastuzumab je humanizovand monoklonalni protilatka typu IgG specificky
rozeznavajici lidsky receptor pro epidermalni rastovy faktor (erbB-2) koédovany genem
ERBB2?. Receptor je transmembranovy protein, ktery funguje jako tyrozinova kinaza a fadi se
mezi protoonkogeny. Po aktivaci piislusnym ligandem (EGF) zptsobi fosforylaci tyrozinovych
zbytk( a tim spusti signalni drahy vedouci k proliferaci bunék. Poruchy ve funkci, nebo
overexprese erbB-2 maji za nasledek fady malignich nadori (Roy & Perez 2009, Park et al.
2020). Overexprese erbB-2 je napf. spojovana s puvodem 20-30 % pfipadu rakoviny prsu
(Meric-Bernstam & Hung 2006). Dale je overexprese erbB-2 spojovana napriklad s rakovinou
vajecniku a plic (Gazdar et al. 1994), zaludku (Lemoine et al. 1991) a fady dalSich. Inhibice
receptoru a jeho kinazové aktivity pomoci specifickych protilatek se tak jevi jako perspektivni
forma lécby.

Fendly et al. 1990 vytvorili nékolik verzi monoklonalnich protilatek cilici na erbB-2
pomoci fze splenocyt z imunizovanych mysi s butikami mySich myelomovych nadorovych
bunék. K imunizaci zvolili kombinaci injekci nadorovych bunék a izolovanych erbB-2 proteint.
Nasledné jednotlivé varianty izolovanych protilatek podrobili charakterizaci. Carter et al. 1992
poté zvolili verzi mumAb4DS5, kterd byla nasledné humanizovéana a tim optimalizovana pro
pouziti pro terapii u lidi. Po humanizaci zastala z pivodni protilatky jen antigen vazebna Cast
variabilni domény cilici na extracelularni doménu erbB2. Zbytek variabilni domény a
konstantnich domén je totoznych lidskému IgG. Bylo vytvofeno 7 humanizovanych variant, z
nichz konkrétné humAb4D5-8 vykazovala nejlepsi afinitu k erbB-2 receptoru. Dale také méla
potencial zastavit proliferaci SK-BR-3 bunék (nddorovych bunék karcinomu prsu
overexprimujici erbB-2), ale neovlivnila zivotnost WI-38 bunék (linie fibroblastovych
kmenovych bunék s béznou expresi ebrB-2) (Carter et al. 1992).

Trastuzumab byl poté podroben nékolika klinickym studiim, které ovéfovali jeho
bezpecnost (Vogel et al. 2002, Baselga et al. 2005) az byl nakonec uznan jako oficialni 1éCivy
ptipravek (Herceptin, Genentech, Inc., San Francisco, CA). Vice detaili o cesté k vyvoji
Herceptinu a jeho uspé$nych aplikacich se lze docist na Genentech 2012.

2 Miizeme se setkat se synonymnim pojmenovanim jak genu (HER2, MLN19, NEU, NGL) tak receptoru (MLN19,
Neu, c-ErbB-2, HER2, p185erbB2 a CD340). V m¢ praci bude uvedeno doporucené pojmenovani erbB-2 a ERBB2
podle databaze UniProt (UniProt 2022).



4 Metodika

4.1 Pouzité chemikalie
Pufry jsou vyjadfeny k objemu 1 litr. K upravé pH bylo vzdy pouzito 1M HCI nebo 1M KOH.
K doplnéni objemu byla pouzita destilovana voda.
Zdkladni pracovni pufry
1x TBS (Tris Buffer saline, pH 7.4)
- 20 mM Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol), 150 mM NaCl
1x PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7.4)
- 137 mM Na(l, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPOj, 1,8 mM KH,PO4
Tvorba extraktii

Vzorkovy extrakéni pufr (pH 7,4)
- 1x PBS, 10 mM EDTA, 20 mg polyvinylpyrrolidon, 0,05 % (v/v) Tween20

Izolacni extrakéni pufr (pH 7,4)
- 1x TBS, 50 mM Na;SOs, 50 mM askorbat sodny, 1| mM PMSF, 0,01% (v/v) Tween20, 10 mM
EDTA

Prdce s A. tumefaciens a E. coli

Infiltraéni pufr (pH 5,6)

- 10 mM MES, 10 mM MgCI2*6 H20, 20 g glukoéza, 5 mM kyselina askorbova, 30 ul Silwet L-77,
0,2 mM acetosyringon

- Pozn. acetosyringon byl rozpustén v DMSO (20 mg/ml) a pfidan se Silwet L-77 tésn¢ pred
agroinfiltraci.

Luria-Bertani (LB) medium (pH 7) (Sigma-Aldrich, USA)
- 10 g trypton, 5 g yeast extract, 5 g NaCl
Selekcni antibiotika

- 50 mg/1 chloramfenikol pro UPD plazmidy
- 50 mg/l kanamycin pro alfa plazmidy
- 100 mg/l spectinomycin pro omega plazmidy

PTAD ELISA

Karbonatovy potahovaci pufr (pH 9,6)

- 0.15M Na,COs3, 0.035M NaHCO:;

Promyvaci pufr (pH 7.4)

- 1xTBS, 0,05 % (v/v) Tween20

Roztok primarni protilatky (pH 7)

- 1x TBS, 1:500 (v/v) Mouse anti-human IgG (Sigma-Aldrich, USA), 0.02% (w/v) NaNj3

Roztok sekundarni konjugované protilatky (pH 7)
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- 1x TBS, 1:30 000 (v/v) Sheep anti-mouse IgG-AP (Sigma-Aldrich, USA), 0.02% (w/v) NaNj3
Alkalicky substratovy pufr (pH 9,8)

- 100 ml diethanolamin, 1 mg/ml p-nitrofenyl fosfat
- Pozn. p-nitrofenyl fosfat byl pfidan tésn¢ pfed pouzitim

Afinitni chromatografie
Promyvaci pufr (pH 7.4)
- 1xTBS

Eluéni pufr (pH 3)

- 50 mM glycin
Neutraliza¢ni pufr (pH 8)

- 1M Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol), 1,5M NaCl, ImM EDTA (2,2',2",2"-
(Ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraacetic acid)

Skladovaci pufr

- 1xTBS, 0,02% (w/v) NaN3
SDS-PAGE

2x SDS vzorkovy pufr (pH 6.8)

- 200 mM Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol), 8% (w/v) sodium dodecyl sulfat, 0.4%
(w/v) bromfenolova modr, 40% (v/v) glycerol, 400 mM beta merkaptoethanol
- Pozn. beta merkaptoethanol pridat az pfed samotnou piipravou vzorku (50 ul/ml)

SDS elektroforézovy pufr (pH 8,3)

- 14,4 g glycin, 3,02 g Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol), 1 g sodium dodecyl
sulfat

CBB barvici roztok

- 1 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 1 g CuSOs, 200 ml vysokoprocentni kyseliny octové, 250 ml
vysokoprocentni methanol
- Pozn. Skladovat ve tm¢ nebo v tmavé nadobeg.

Western blot
Prenosovy pufr (pH 8.3)

- 5.8 g Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol), 2.9 g glycin, 0.37 g sodium dodecyl sulfat,
200 mL vysokoprocentni methanol

Promyvaci pufr (pH 7.4)

- 1xPBS, 0.05% (v/v) Tween 20

Ponceau S barvici roztok

- 1 gPonceau S, 50 ml vysokoprocentni kyseliny octové

Blokovaci pufr (pH 7.4)

- 1x PBS, 5 % (w/v) suseného odtuénéného mléka, 0.05% (v/v) Tween 20



- Pozn. neskladovat déle nez tyden.

Roztok primarni protilatky (pH 7)

- 1xPBS, 0.05% (v/v) Tween 20, 1:10 000 (w/v) Mouse anti-human IgG (Sigma-Aldrich, USA)
Roztok konjugované sekundarni protilatky s alkalickou fosfatazou (pH 7)

- 1x PBS, 0.05% (v/v) Tween 20, 1:30 000 (v/v) Sheep anti-mouse IgG-AP (Sigma-Aldrich, USA)
Alkalicky substratovy pufr (pH 9.6)

- 100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,
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4.2 Popis pokusného materialu
4.2.1 Charakteristika pokusnych rostlin

Pro experiment byly pouzity rostliny typu “Wild Type" (N. benthamiana WT a N.
rustica WT), tedy ptivodni botanické druhy a jeden odliSny genotyp. Jedna se o transgenni linii
N. benthamiana HcPro. Osivo kazdé varianty pochéazelo ze semenné banky laboratofe
Virologie.

Vyhody N. benthamiana WT byly popsany vysSe v kap 3.3. Linie HcPro obsahuje navic
vneseny gen pro pomocnou slozku proteinazy (Helper Component Proteinase — HCPro)
puvodem z PVA (Potato virus A, Potyvirus). Jedna se o suppressor RNA silencingu, ktery u
vira ptirozené funguje jako zptsob boje proti hostitelskym mechanismtim obrany. Podili se také
na pohybu virovych ¢astic cévnimi svazky. Genotyp je vhodny zejména pro pouziti s virovymi
vektory, které se v ném snadnéji mnozi a §ifi (Savenkov & Valkonen 2001).

4.2.2 Charakteristika pokusnych bakterii

Escherichia coli je znamy a ovéfeny modelovy organismus v mnoha oborech
molekularni biologie. Nékteré kmeny jako DHSa jsou schopny vytvofit vysoky pocet kopii
rekombinantni DNA (tzv. klonovaci kmeny). Kromé toho je nenaro¢na na kultivaci a podminky
(Kostylev et al. 2015).

Agrobacterium tumefaciens, puvodné pudni bakterie parazitujici na kofenech rostlin, je
dnes oblibeny nastroj v genovém inzenyrstvi rostlin. Umoziiuje rychlou a i€innou transformaci
vétsSiny dvoudéloznych a s omezenim i jednod€loznych rostlin. EHA105 je hypervirulentni
kmen. Zkratka EH pochazi od “Elizabeth Hood”, ktera popsala pivodni verzi kmene EHA101,
A je zkratka pro "Agrobacterium". Kmen EHA105 se od 101 li§i deleci rezistence pro
kanamycin v Ti-plazmidu a jeho nahradou za rifampicin. Po deleci genu rezistence byl kmen
EHA101 znovu podroben selekci a domestikaci. Nakonec byl vyselektovan kmen EHA105,
ktery vykazoval siln&j$i virulenci (Hood et al 1993).

Pro diplomovou praci byly vyuzity kompetentni buiiky A. tumefaciens kmene EHA105
a E. coli kmene DH5a pouzivané v laboratoti Virologie, kde jsou uskladnény v glycerolovych
konzervach v hlubokomrazicich boxech (-80 °C).

4.2.3 Vektory

V obou ptipadech se pouzivaji plazmidy se stejnou kostrou, lisi se jen vlozena T-DNA.
Kostra plazmidu zahrnuje pravou a levou hrani¢ni oblast T-DNA (RB a LB), vir geny, které
umoziuji pfenos T-DNA do jadra rostlinné buiiky. Dale pocatek replikace pro E. coli a pro A.
tumefaciens a selekéni marker uplatiiujici se v bakteriich. Selekéni marker zahrnuje prokaryotni
promotor, gen rezistence na selek¢ni antibiotikum a bakteridlni terminator. Mezi LB a RB
hranicemi je typicky vlozen jesté néktery marker usnadfiujici vizualni identifikaci spravnosti
klonovani, naptiklad LacZ gen, ktery umoziiuje modrobilou selekci. Jednotlivé plazmidy
pouzité béhem mé diplomové prace budou popsany nize.



4.3 Molekularni klonovani pomoci metody GB 2.0

GoldenBraid je jedna z metod molekularniho klonovani odvozend od metody
GoldenGate (Engler et al. 2008). K sestavovani vysledného produktu vyuziva tzv. modularniho
klonovani. Jednotlivé ¢asti (kazety) jsou predem piipraveny (domestikovany) a nasledné dojde
k jejich spojeni do vétsiho celku pomoci pfedem stanovenych pravidel. Metoda nabizi nékolik
vyhod, jako napf. univerzalnost, rychlost, kombinatorické moznosti a nizkou cenu (Ellis et al.
2011). Klonovani zacina domestikaci DNA sekvence do pUPD plazmida (Obr.3). Ty mohou
byt poté sestaveny do binarniho plazmidu trovné alfa. Ten predstavuje Uplnou transkripcni
jednotku, ktera obsahuje vSechny nalezité Casti (Sarrion-Perdigones et al. 2011). Dva alfa
plazmidy je poté mozné sestavit do plazmidu urovné omega. Dva plazmidy omega je poté
znovu mozné vlozit do plazmidu alfa, a tak stale dokola. Systém je navrzen tak, ze se opakované
stiidav€ pouzivaji enzymy BsmBI a Bsal, pfi¢emz ve spravné sestaveném konstruktu prave
pouzité restrikéni misto zanika a vznika nové, které je pouzito v dal§im cyklu. Pocet celkovych
casti finalniho plazmidu je tak omezen pouze stabilitou vysledného produktu (Dusek et al.
2020). Bioinformaticka cast byla vypracovana pomoci volné dostupného software Benchling
(Benchling 2022).

bacterial terminator

Lambda-Term
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Obr.3: Schéma zakladniho vstupniho plazmidu pUPD2 pouZitého pro domestikaci sekvence
trastuzumabu. Modrd — rezistence na chloramfenikol, Zluta — LacZ gen, zelend — pMBlori (pocdtek
replikace). Bsal oznacuje mista restrikce pro vioZeni pozZadované DNA sekvence. Vytvoreno pomoci

Benchling.

4.3.1 Ziskanisekvence a jeji domestikace

Po potreby mé diplomové prace byla vyuzita jiz znamé aminokyselinova sekvence pro
trastuzumab z dostupné databaze (DrugBank, 2022). U jednotlivych fetézct byly CD sestaveny
do jednoho a VD do druhého konstruktu. Dale byl pak z HC byl odstranén stopkodon. Obé
upravy byly provedeny pro moznou budouci optimalizaci protilatek (moznost zaménovat
jednotlivé dily a fuze protilatky s jinymi proteiny pres HC). Sekvence byla poté podrobena
kodonové optimalizaci pro N. benthamiana a kompatibilitu s GoldenBraid klonovacim
systtmem pomoci volné dostupného softwaru (GeneArt Gene Synthesis, 2022). Byla
odstranéna nezadouci restrikéni mista (BsmBI, Bsal a dalsi) uvnitf sekvenci a posledni
aminokyselina v HC byla nahrazena serinem. Na konce sekvenci byla pfidana pozadovana
restrikéni mista s manualné ur¢enymi 4bp konvencnimi piesahy. DNA byla nesyntetizovana ve
specializované laboratofi. Vstupni PCR fragmenty byly nasledné diky restrikéné-ligacni reakci
vlozeny do univerzalniho vstupniho plazmidu pUPD2 (Obr.4). Byly pouzity enzymy T4 ligaza
a BsmBI. Obecné podminky reakce jsou uvedeny v Tab.3-4.

pUPD2: Her2-HC (3455 bp)

Bsal Bsal

5@a 1, aaa 1,560 2,008 2,500 3,808

ChloR Her2=-HC pHB1

pUPD2: Her2-LC (2757 bp)

Bsal Bsal

268 1,808 1,509 2,808 2,508

ChloR Her2=LC pHB1

Obr.4: Domestikovand DNA sekvence trastuzumabu ve vstupnich pUPD?2 plazmidech. Modra —
rezistence na chloramfenikol, tmavé zelend — tézky retézec, rizova — lehky retézec, svétle zelend —
PpMBlori (pocdtek replikace). Bsal oznacuje restrikcni mista nové vznikla domestikacni reakci. Mista
pro enzym BsmBI pouZity v reakci zanikla. Vytvoreno pomoci Benchling.



Tab.3: Obecné sloZeni restrikcné-ligacni reakce pro metodu GoldenBraid.

slozka restrik¢né-ligacni smési objem
DNA 100 ng plazmidu
80 ng PCR fragmentu
pufr 10x 1wl
T4 ligaza Il
restrikéni enzym Il
ddH20 doplnéno do 10 pl

Tab.4: Obecné podminky restrikcné-ligacni reakce pro metodu GoldenBraid.

faze restrik¢né-ligacni reakce | teplota (°C) ¢as (m) pocet cyklu
iniciacni faze 37 15 1

C e et e 37 2
restrikéné-ligacni reakce 6 5 15-45
terminacéni faze 37 15 1
deaktivace enzymu 80 15 1

4.3.2 Transformace Escherichia coli a jejich kultivace

Po domestikaéni reakci byl vznikly konstrukt zaklonovan do E. coli kmene DH5a.
Bakterie pochazi ze zasob laboratofe Virologie, kde jsou skladovany v hlubokomrazicich
boxech pii -80 °C. Vyuzita byla metoda teplotniho Soku (Van Die et al. 1983). Bylo smichano
5 ul domestika¢ni reakce se 40 ul kompetentnich bunék. Smés byla inkubovana 30 min na ledu,
vlozena do termobloku na 2 min/42 °C a poté opé&t 2 min na led. Nasledné bylo pfidano 600 pl
sterilntho LB média bez selek¢nich antibiotik. Smés byla poté inkubovana za konstantniho
ttepani 30 min/37 °C/250 rpm (Shaking incubator NB-205, USA). Nakonec byla smés
centrifugovana pfi 2 min/10 000 g (MIKRO 120 centrifuge, Hettich, Némecko). Ze
supernatantu bylo odebrano 500 pl a peleta poté resuspendovana ve zbylém médiu.

Na Petriho misky s pevnym LB mediem bylo vyseto 100 pl transformovanych bakterii
a rozetfeno mikrobiologickou hokejkou. Medium obsahovalo patfi¢né selek¢ni antibiotikum a
X-gal substrat. Inkubace probéhla pfi 37 °C pies noc (Heraeus B6 incubator, Némecko).
Pozitivni transformanti byly vybrani pfes dvoji selekci (antibiotickd a modrobila). Vybrané bilé
kolonie byly oznaCeny a Cast z nich napéstovana v 5 ml tekutého LB média s ptisluSnymi
antibiotiky za konstantniho michéani 37 °C /24 h/250 rpm. Kultury byly vzdy nasazeny v
duplikatech.

4.3.3 Izolace plazmidové DNA

Z vypéstovanych kolonii v tekutém LB mediu byla nésledné vyizolovana plazmidova
DNA. Byl pouzit komeréni kolonkovy kit GeneJET (Thermo Fisher Scientific, USA) a
postupovano podle navodu. Vyizolovana DNA byla poté zmeéfena na spektrofotometru
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, USA) a uskladnéna pfi -20 °C.
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4.3.4 Restrikéni analyza

K rychlému ovéteni spravnosti transformace lze vyuzit restrikéni analyzu. Finalni
konstrukty jsou navrzeny tak, aby ve vkladané DNA nebyla restrikéni mista pro pouzité
restrikéni enzymy. Diky tomu je usek plazmidové kostry konstantni. Reakce probihala pfi
objemu 20 ul, 37 °C a 3 h. Jeji obecny predpis je v Tab.5.

Tab.5: Obecny predpis a konkrétni restrikcni enzymy podle typu plazmidu pro restrikcni analyzu
plazmidii. Objem celkové reakce je 20 ul.

slozka reakce objem

restrikéni enzym | 0,25 pl
pufr CutSmart 2wl
plazmidova DNA | 4 pul (cca 200 az 500 ng)

ddH20 13,25 ul

typ plazmidu restrikéni enzymy
pUPD2 EcoRI + Pstl

alfa HindIII

omega BamHI

4.3.5 Sekvenovani

Po restrik¢ni analyze byly konstrukty ovéreny sekvenaci. Tu zajistuje specializovana
firma (Eurofins). Obecny ptedpis pro reakéni smés je 5 pl sekvenacniho primeru (koncentrace
5 umol) a 5 pl plazmidové DNA (koncentrace 80-100 ng/ ul). Pro sekvenaci byly vyuzity
primery rozeznavajici specifické sekvence finalnich vektoru (viz Tab.6). Ziskané udaje byly
vyhodnoceny pomoci programu ContigExpress z baliku Vector NTI Advance 11.

Tab.6: Primery navrzené dle plazmidové kostry vektorii.

Nazev primeru | Nukleotidova sekvence 5°-3° | Délka primeru (bp)
pUPD2 plazmid

pUPD2-Seq-F2 | CCCGATCAACTCGAGTGCCA 20
pUPD2-Seq-R2 | GAGGAAGCCTGCATAACG 18

Alpha plazmid

Alfa-Seq-F GGGCTTCTGGATTTCCGATC 20
Alfa-Seq-R TTTTGCTCACATGAGATCTC 20

Omega plazmid

Omega-Seq-F | GCCGTTCTTCCGAATAGCATCG 22
Omega-Seq-R | TACAAATGGACGAACGGATAAA 22

4.3.6 Sestaveni finalnich vektoru

Domestikovana a ovéfena sekvence protilatky byla nasledné spojena s dal§imi castmi
pomoci restrikéné-ligacni reakce. Ty pochazely z genové banky laboratofe Virologie. K obéma
fetézcim byla pfidana sekvence pro signalni peptid H7 SP, ktera nasméruje proteosyntézu do



endoplazmatického retikula. Nachéazi se na zacatku aminokyselinové sekvence a pozdéji je
odstranéna bunécnymi protedzami. K HC byl na konec sekvence dale pfidan KDEL signal, aby
molekula IgG ztstala v endoplazmatickém retikulu a stopkodon. V§e bylo zaklonovano pod
silny konstitutivni promotor 35S z viru CaMV. Exprese genu pro trastuzumab byla dale
zesilena 5’UTR a 3’UTR oblastmi z viru CPMV. Také byla ptfidana druha kazeta zahrnujici
represor silencingu P19 pod druhym 35S promotorem.

U virovych vektora byly diky modularni koncepci pouzity stejné plazmidy kodujici
signalni peptid, lehky a tézky retézec protilatky a pripadné C-terminalni KDEL signal. Misto 5
UTR oblasti viry CPMYV byl vSak pouzit modul obsahujici vétsi ¢ast infekéniho klonu TMV,
respektive PVX (SNTR, RdRp polymeraza, MP, respektive TGB a subgenomovy promotor
CP). Misto 3 UTR oblasti CPMV byly pouzity zbyvajici ¢asti infekcnich klona vira TMV,
respektive PVX (tj. 3 UTR, ribozym, Nos terminator).

Finalni vektory byly opét zaklonovany do E. coli a podrobeny antibiotické a modrobilé
selekci. Plazmidova DNA byla poté izolovana a podrobena restrikéni analyze a sekvenaci.
Virové vektory byly kvali jejich velikosti sekvenovany jen CasteCné v oblasti obsahujici gen
protilatky.
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4.4 Prace s Agrobacterium tumefaciens
4.4.1 Transformace plazmida do A. tumefaciens

Po amplifikaci vektora v E. coli a jejich izolaci, ovéfeni pomoci sekvenace a restrikcni
analyzy mohlo dojit k jejich transformaci do A. tumefaciens. K transformaci byla vyuzita
metoda teplotniho Soku. Kompetentni buriky A. tumefaciens byly odebrany z hlubokomrazicich
boxt a nechany pozvolna roztat asi 30 min na ledu. Nasledné byly rozdéleny po 40 ul do 1,5
ml zkumavek a ke kazdé pfidano 2 ul plazmidové DNA a fadné€ promichany pipetovanim.
Zkumavky byly vhozeny do tekutého dusiku na 5 minut zmrznout. Poté vlozeny do termobloku
na 30 s/37 °C roztat. Pti pfeneseni zkumavek z dusiku do termobloku je tfeba zajistit vicka
lehkym pfiloZzenim dlané, dochazi k rapidnimu nartstu tlaku uvnitf zkumavky a vicko muze
uletét. Znovu nasledovalo zmrazeni v tekutém dusiku na 30 s a roztati v termobloku. Bylo
ptidano 500 ul tekutého LB média bez selekcnich antibiotik. Buiiky byly inkubovany 5 minut
na ledu a poté na tfepacce 40 min/28 °C/100 rpm. Zkumavky byly centrifugovany 10
minut/3700 x g (MIKRO 120 centrifuge, Hettich, Némecko), odebrano 400 ul supernatantu a
peleta resuspendovana ve zbyvajicim supernatantu.

Zbylé suspenze byly naoCkovany do plastovych Petriho misek (o 9 cm) obsahujici
pevné LB médium s odpovidajicim seleknim antibiotikem a dukladné rozetfeny po povrchu
plotny mikrobiologickou hokejkou. Plotny byly kultivovany v inkubatoru 24 h/28 °C (ON-12G
Natural Convection Oven; Lab Companion, USA). Narostlé kolonie byly odebrany z povrchu
plotny bilou §pickou, pfeneseny do sterilnich 15 ml polystyrenovych zkumavek (GAMA, Ceska
republika) s 5 ml tekutého LB média s odpovidajicim selekénim antibiotikem. Zkumavky byly
uzavieny volné€ kvuli ptistupu kysliku, pfeneseny do inkubatoru a kultivovany na tfepacce 24
h/28 °C/250 rpm (INR 200 Orbital Incubator; Sanyo Gallenkamp, UK). Takto pfipravené
kultury mohou byt pouzity pro injek¢ni agroinfiltraci, nebo dale kultivovany pro vakuovou
agroinfiltraci (viz dalsi odstavec). Pro injek¢ni agroinfiltraci byly narostlé kultury v tekutém
LB médiu centrifugovany 10 minut pfi 3700 x g (3K30; Sigma, Némecko). Supernatant byl
slit, pfidano 5 ml infiltra¢niho pufru a pelet byl resuspendovan. Kultury byly ponechany 1,5
hodiny pfi pokojové teploté v infiltracnim roztoku, aby doslo k nastartovani mechanismi
virulence. Bakterialni suspenze byla zméfena na denzitometru (DENTI; Biosan, Loty§sko) a
nafedéna na pozadovanou optickou denzitu. Nasledovala agroinfiltrace do predem
pfipravenych rostlin.

Narostlé kultury byly poté ze zkumavek ptelity do 250ml Erlenmayerovych ban¢k s 50
ml tekutého LB média a patfi€nym selekénim antibiotikem. Hrdlo 1ahve bylo utésnéno zatkou
z gazy a nasledné byly kultivovany na tfepac¢ce (INR 200 Orbital Incubator; Sanyo Gallenkamp,
UK) pii 24 h/28 °C/250 rpm. Poté byly kultury ptelity do 50 ml centrifugacnich kyvet a
centrifugovany na 15 minut/PT/3700 x g (3K30; Sigma, Némecko). Supernatanty byly slity a
peleta byla rozpusténa v 50 ml infiltracniho pufru. Kultury byly opét ponechany 1,5 hodiny pii
pokojové teploté na tfepacce pii 50 rpm (KS250 basic; IKA, Némecko). Nakonec byla zmérena
a upravena opticka denzita.



4.4.2 Tvorba glycerolovych konzerv

Pro dlouhodobé uskladnéni transformovanych agrobakterii byly vytvofeny glycerolové
konzervy. Ty zaroven slouzi jako pojistka pro pfipad poskozeni kultur na agarovych plotnach.
Kultury byly péstovany v 5 ml tekutého LB média jako vySe. Nasledné byla suspenze bakterii
smichana se sterilnim 50% glycerolem v poméru 1:1 pomoci pipety. Glycerolova suspenze byla
prepitetovana do 2 ml popsanych zkumavek se Sroubovacim uzavérem a pinzetou ponoifena do
tekutého dusiku na 5 minut zmrznout. Nasledovalo uskladnéni v hlubokomrazicim boxu (-80
°C).

4.5 Agroinfiltrace

Asponi 2 hodiny pred agroinfiltraci byly rostliny tabaku ptevezeny z kultivaéni mistnosti
do laboratofe a do podmisek nalita voda. Rostliny byly probrany, odstranény zluté listy, kvéty
a bo¢ni vyhony. Nasledné byly vSechny fadn€ ovlhéeny pomoci rozprasovace (spodni i svrchni
strana) a umistény do plastového pytle. Vysoka vzdusna vlhkost stimuluje otevieni praduchd,
coz usnadriuje pronikani infiltra¢niho roztoku.

Obr.5: Srovnani injekcni (vpravo) a vakuové agroinfiltrace (vlevo) na rostlinach N. benthamiana. Bilé
Sipky oznacuji mista, kam nepronikl infiltracni roztok.

4.5.1 Testovaci agroinfiltrace

Najit vhodnou optickou denzitu je zasadni hlavné u virovych vektori. Rostliny maji
ptirozené obranné mechanismy, které mohou ve vysledku skoncit hypersenzitivni reakci a smrti
bunék. Byly tak provedeny testovaci infiltrace pomoci 1ml injekénich stfikacek, kdy se
overovala kompatibilita vytvofenych vektort. Listy tabaku byly oznaceny, rozdéleny na
sektory a nainfiltrovany roztoky o rizné optické denzité (ODgoo= 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1).
Hodnotily se kvalitativni a kvantitativni parametry exprese a reakce rostlin na dané vektory.
Jako kontrola byly pouzity konstrukty s fluorescencnimi proteiny (GFP a dsRed) jako reportéry
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namisto sekvence protilatky. Pribézné byl hodnocen zdravotni stav rostlin, a nakonec odebrany
vzorky pro analyzu.

Suspenze byla aplikovana pomoci 1ml injekénich stfikacek bez jehly. Misto pro aplikaci
bylo vybrano mimo zilnatiny. Listy byly opatrné natoCeny spodni stranou nahoru, byla
ptilozena stiikacka a z druhé strany listu byl pfilozen prst, aby do§lo k utésnéni otvoru stiikacky.
Tlak na list nesmi byt pfilis silny, jinak dojde k protrZeni a je tfeba najit nové misto pro aplikaci.
Jemnym tlakem na pist stiikacky byla suspenze vpravena do listu, a pfitom se vytvarel viditelny
edém (mezofyl listu zaplnény infiltraénim roztokem). Kdyz se edém prestal Sifit, byla aplikace
ukoncena a pokracovalo se na dalSim miste.

4.5.2 Vakuova agroinfiltrace

Vakuova agroinfiltrace byla provedena az po ovéfeni konstrukti a agrobakteriich.
Metoda umoziuje maximalni pranik bakterialni suspenze do mezofylu listu. Srovnani injek¢ni
a vakuové infiltrace je na Obr.5. Do sklenéného exsikatoru byly vlozeny 3 jednolitrové kadinky
a naplnény piiblizné 800 ml pfipraveného infiltracniho roztoku. Povrch kvétinace byl obalen
gazou, rostliny byly opatrné zabaleny do plastové sitky, vlozeny do kadinky s roztokem a
nasledovalo vytvofeni podtlaku. Pomoci vyvévy (Rocker 811; Activair, Ceska republika) se
nechal v nadobé snizit tlak na 80 kPa. Nasledné byl podtlak opatrné uvolnén a cely postup
zopakovan 3x.

Infiltrované rostliny byly pfeneseny zpét do kultivacni mistnosti. Tam byly uspotfadany
ndhodné€ v Sachovnicich. Pokud se jednalo o replikujici se virové vektory, byly rostliny
umistény zvlast do vlastni podmisky a fadn€ oznaCeny, kvili potencialnimu nebezpeci
mechanického prenosu virt.

Obr.6: N. benthamiana HCPro koexprimujict trastuzumab a GFP pro stanoveni idedlni doby sklizné.
Rostlina byla vakuoveé infiltrovdna a vyfotografovana 7 DPI. Odbér vzorkii byl provaden z mist
s viditelnou expresi GFP.



4.6 Kultivace, sklizen a zpracovani rostlin

Rostliny byly celou dobu péstované v klimatizované kultiva¢ni mistnosti. Fotoperioda
byla nastavena na 16/8 hodin (den/noc), teplota 24 °C. Jednou tydné bylo aplikovano hnojivo
formou zalivky 1 g/l (Kristalon Start; AGRO CS, Cesk4 republika). Osvétleni bylo zajisténo
pomoci kombinace uspornych zarivek (36W/840 G13 MASTER TL-D; Philips, Nizozemsko)
a LED zafivkami (8BEN-120cm-15W-GL-230V-T-G13; Frontier Technologies, Cesko) v
pomeru 1:1.

Seminka byla vyseta do smési raseliny a pisku v poméru 1:1. Po 2-3 tydnech byly
semenacky presazeny do smési raseliny a perlitu v poméru 3:1 do samostatnych plastovych
kvétinacu (8x8x10 cm). Pribézné byl kontrolovan zdravotni stav a odstranovany zluté listy. V.
benthamiana ma tendenci délat nékolik vyhont a s kazdym dal§im se zmensuje plocha novych
listd. Byl tedy zachovan hlavni vyhon ostatni byly odstranovany vylomenim (podobné¢ jako u
rajcat). Po dalSich 2-3 tydnech az rostlinky dorostly pozadované velikosti byly podrobeny
agroinfiltraci a nasledné dokultivaci. Po 7 dnech od agroinfiltrace byly rostliny sklizeny. Listy
byly zbaveny fapikd, nahodné vyskladany na sebe do alobalu a zvazeny. Pro sklizen nebyly
odebrany vyrazné zluté listy a listy mensi nez 1 cm. Nasledné bylo korkovrtem (0,5 cm) z vrstvy

listi nahodné odebrano po cca 100 mg pro pfipravu vzorkd. Zbytek listi byl zmrazen.
4.7 Priprava extraktu
4.7.1 Extrakce pomoci keramickych kuli¢ek

Do 2 ml plastovych zkumavek se Sroubovacim vickem bylo pfidano cca 100 mg malych
(1,3 mm) a 2 velké (0,5 cm) keramické kulicky. Vzorky byly odebirany korkovrtem (¢ 0,5 cm),
zvazeny, ulozeny do zkumavky a vlozeny do tekutého dusiku zmrznout na 5 min. Poté byly
zkumavky vlozeny do homogenizatoru (FastPrep®-24; MP Biomedicals, Francie) a
homogenizovany pii 4,5 M/s, 2x20 s. Po protfepani na sucho byl piidan vzorkovy extrakcni
pufr (petindsobné mnozstvi navazené hmotnosti) a vzorky znovu homogenizovany pfi stejném
nastaveni. Vzorky byly centrifugovany 10 min/10 000 g (MIKRO 120 centrifuge, Hettich,
Némecko). Vysledny supernatant byl odebran do nové zkumavky a peleta vyhozena. Vysledné
extrakty byly docasné uchovany v lednici (4 °C), nebo zamrazeny (-18 °C).

4.7.2 Treniv tekutém dusiku

Navazené listi bylo nastfihano na mensi kusy, vlozeno do tfeci misky a zalito tekutym
dusikem. Poté se listi nechalo v dusiku chvili promrznout a dikladn€ se rozdrtilo tlouckem na
prasek. Pri ulpivani prasku na misce a tloucku si lze pomoci kopistkou. Opét se piidalo
pétinasobné mnozstvi izolacniho extrakcniho pufru a pokraovalo v drceni. Extrakt byl poté
prefiltrovan pres nalevku vylozenou gazou a papirovymi kapesniky do Erlenmayerovy bariky
umisténé na ledu. Diky gaze 1ze extrakt poradné€ vymackat od zbytku biomasy. Poté byl extrakt
prenesen do 40ml centrifugacnich kyvet. Ty byly vybalancovany na vaze a nasledn¢ stoCeny na

27



centrifuze 30 minut na 17 500 g pti 4 °C (3K30; Sigma, Némecko). Supernatant byl odebran a
uschovan na ledu, peleta vyhozena.

4.7.3 Priprava extraktu v mixéru

Vétsi mnozstvi listi bylo z mrazaku vlozeno do mixéru (0010; Eta, Ceska republika) se
Ctyfnasobnym mnozstvim vychlazeného izola¢niho extrakénim pufru a mixovano na nejvyssi
rychlost 5 minut. Poté byla smes zpracovana stejné jako pii tfeni v tekutém dusiku.

4.8 Extrakce trastuzumabu

4.8.1 Izolace precipitaci

Po zhodnoceni exprese bylo tfeba protilatky vyizolovat a vypurifikovat. K tomu byla
pouzita metoda vysrazeni (precipitace) pomoci siranu amonného (Perosa et al. 1990) a upravena
metodika podle Lai et al. 2010. Byly odebirany vzorky po jednotlivych krocich izolace pro
nasledné zhodnoceni G¢innosti pomoci SDS-PAGE a western blotu. Pro pfipravu vzorkl z pelet
a zbytka po filtrovani bylo jako rozpoustédlo vyuzito SDS elektroforetického pufru kvali jeho
dobré schopnosti rozpoustét proteiny.

Byly vytvoreny extrakty podle kap. 4.6, zméten jejich objem a dale s nimi bylo
pracovano na ledu. K vypoctu potfebného mnozstvi (NH4)2SO4 byla vyuzita online kalkulacka
(EnCor Biotechnology Inc, 2022). K extraktu byl za stalého michani na magnetické michacce
pomalu pifidan sypky (NH4)2SOs. Po uplném rozpusténi nasledovala inkubace 10 min na ledu.
Nasledovalo preliti do centrifugacnich kyvet, vybalancovani na vaze a centrifugace 30 min na
17 000 g pti 4 °C (3K30; Sigma, Némecko). Supernatant byl slit a peleta odstranéna. Opét byl
zméfen objem a obdobné jako vySe doplnén (NH4)2SO4na 50% koncentraci. Nasledovala 10
min inkubace na ledu po jeho Gplném rozpusténi. Extrakty byly znovu centrifugovany na stejné
nastaveni. Supernatant byl odstranén. Peleta miZe byt uchovana v mrazaku (-18 °C), nebo
rozpusténa v poloviénim mnozstvi TBS oproti vychozimu extraktu. Pfi procesu srazeni se
extrakt po piidani (NH4)2SO4 zakali, jedna se vSak o normalni pribéh reakce.

Izolat 1 jednotlivé vzorky obsahujici siran amonny byly umistény do dialyzacnich
stiivek (Visking; P-Lab, Cesko), vlozeny do 21 kadinky s TBS. Nésledovala inkubace za stalého
michani na magnetické michacce v chladové mistnosti na 100 rpm /4 °C/12 h.

4.8.2 Purifikace afinitni chromatografii s proteinem G

Afinitni chromatografie je jedna z nejrozsifenéjSich metod pro purifikaci protilatek. Jeji
vyhodou je predevs§im vysoka selektivita a rychlost (Ayyar et al. 2012). Pro ucely mé prace
byla vyuzita agar6zova matrix s proteinem G (Protein G Agarose, Fast Flow; Sigma-Aldrich,
USA). Jedna se o protein nachazejici se v bunécné sténé bakterii streptococcus skupiny G.
Podobné jako protein A ma silnou schopnost vazat imunoglobuliny, predevsim z fad IgG.
Narozdil od néj ale vaze IgG z fady modelovych zvitat, k jejichz IgG protein A nevykazuje
afinitu, nebo je velice slaba (mys, krysa, ovce, kozy apod.). Obecné ma také protein G vyssi
afinitu nez protein A (Akerstrom et al. 1985).



Agar6zova matrix byla pfepipetovana po 5 ml do 15ml chromatografické kolony a dale
bylo postupovano podle navodu od vyrobce. Po celou dobu prace je tieba hlidat, aby matrix
byla ponotena v pufru. Byly odebirany vzorky po jednotlivych krocich purifikace pro nasledné
zhodnoceni ucinnosti pomoci SDS-PAGE a western blotu.

Ptipraveny izolat podle kap. 4.8.1 byl po dialyzaci znovu centrifugovan 15 min/10 000 g
(3K30; Sigma, Némecko). Poté byl supernatant prefiltrovan pres filtraéni nastavec na injekcni
stiikacce (velikost pora 0,45 um). Peleta byla odstranéna.

Chromatografickéd kolona byla na zacatku promyta 150 ml vychlazenym promyvacim
pufrem. Nasledovalo naneseni izolatu tak, aby se usazena matrix nerozvifila. Izolat se nechal
pomalu protékat pfes matrix (cca 2 ml/min). Néasledovalo promyti kolony 150 ml promyvaciho
pufru kvali odstranéni nenavazanych proteini a zbytkovych metabolitd. Béhem promyvani
kolony bylo do 1,5 ml zkumavek napipetovano po 50 ul neutralizaéniho pufru. Po procisténi
byly naneseny 4 ml elu¢niho pufru a frakce byly zachyceny po 0,5 ml do pfipravenych
zkumavek s neutralizacnim pufrem. Nasledovala druha eluce stejnym zptisobem. Zkumavky s
vypurifikovanou protilatkou byly lehce zvortexovany kvuli lepsi neutralizaci pH roztoku. Po
dokonceni purifikace byla kolona 1x promyta 8 ml neutralizacniho pufru a nasledné 150 ml
promyvaciho pufru. Nakonec byl pfidan uskladiiovaci pufr a kolona byla ulozena do lednice pii
4°C.

4.9 Obrazové zaznamy
4.9.1 Fotograficka dokumentace

Béhem diplomové prace byly pofizeny fotografie pomoci digitalniho fotoaparatu
Olympus E-PL3 s objektivem Zeiss Pancolar (50/1,8). Fluorescence GFP byla vizualizovana
pomoci UV LED panelt (cca 400 nm) vyrobenych svépomoci a LEE 124 DarkGreen filtru
(Thomann, Némecko).

4.9.2 Fluorescencni mikroskopie

Pomoci korkovrtu byly odebrany listové disky a vytvofen nativni mikroskopicky
preparat. Pomoci fluorescenéniho mikroskopu (DM1000; Leica, Némecko) byly nasledné
porizeny snimky. Byla pouzita kombinace filtri GFP, FluoA, N2.1 a I3 (Leica Microsystems,
Némecko) pro vizualizaci fluorescenénich reportérovych proteint.

4.10 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu Dell Statistica version 13. Grafy byly
vytvofeny pomoci nastroje Microsoft Excel. Vyhodnoceni normality bylo provedeno pomoci
Shapiro-Wilkova testu a K-S & Lillieforsav testu . Zavislost sledovanych veli¢in byla vyhodnocena
korela¢ni analyzou. K vyhodnoceni rozdili mezi sledovanymi veli¢inami byla pouzita
jednofaktorovda ANOVA a Tukeytuv HSD test. Hodnoceni bylo stanoveno podle hladiny
vyznamnosti p <0.05.
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4.11 Metody pro kvalifikaci a kvantifikaci proteinu
4.11.1 Stanoveni celkového obsahu rozpustnych proteini

Pro stanoveni celkového obsahu rozpustnych proteint bylo pouzito metody stanoveni
viuci BSA na zakladé biuretové reakce (Pierce™ BCA Protein Assay Kit; Thermo Fisher
Scientific, USA). Stanoveni bylo provedeno pro naslednou normalizaci exprimované protilatky
na CRP. Bylo postupovano podle navodu od vyrobce. Do 96 jamkové Ciré polystyrenové
desti¢ky (Gamma, Ceska republika) bylo v duplikatech naneseno 25 pl piipravenych standardd
pro kalibra¢ni kiivku. Standardy na kalibra¢ni fadu byly pfipraveny ze zasobniho roztoku BSA
dvojkovym fedénim (2000-31,25 pg/ml) do vzorkového extrakéniho pufru. Poté bylo naneseno
20 ul vzorkového extrakéniho pufru a k nim pfidano v duplikatech 5 pl vzorkt. Nakonec bylo
pfidano 200 pl reakéniho pufru. Nasledovala inkubace 30 min/37 °C v inkubatoru (ON-12G
Natural Convection Oven; Lab Companion, USA).

Desticka byla vyhodnocena méfenim absorbance pii 562 nm a poctem 10 zableskt na
spektrofotometru (Infinite M Plex; Tecan, Svycarsko). Kazda desticka byla zméfena 2x kvali
odchylce méfeni.

4.11.2 Fluorescence GFP

Pripravené extrakty byly naneseny po 50 ul do Cerné neprihledné 94 jamkové desticky
pro malé objemy. Poté byla rovnou zméfena fluorescence na spektrofotometru (Infinite M Plex;
Tecan, Svycarsko). Byla nastavena excitace 485/20 nm, emise 535/25 nm a podet zébleskd na
10. Prvné probéhlo automatické kalibraéni méfeni, po kterém nasledovalo manuélni méteni s
definovanymi hodnotami. Kazda desti¢ka byla zméfena 2x kvili odchylce méfeni.

4.11.3 ELISA

Kvantifikace exprimovanych protilatek byla vyhodnocena pomoci metody IPTA
ELISA (Plate Trapping Antigen Direct Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Vyuzita byla
upravend metodika podle Jiang et al. 2019.

Standardy byly pfipraveny dvojkovym fedénim (200-3,125 npg/ml) komer¢niho
lidského IgG (Sigma-Aldrich, USA) do extraktu z neoSetfenych rostlin N. benthamiana WT.
Ty byly pfipraveny stejné jako extrakty na vyhodnoceni exprese, tedy odvazeni urcitého
mnozstvi listi a pfidani pétindsobného mnozstvi vzorkového extrakéniho pufru. Do 96 jamkové
¢iré polystyrenové desticky bylo napipetovano po 100 ul potahovaciho pufru. Nasledné bylo
naneseno po 10 pl blanku (vzorkovy extrakcni pufr), standardi, vzorkl a negativni kontroly v
duplikatech. Desticka byla pfikryta parafilmem, vlozena do plastové krabicky s vlhkym
ubrouskem na dné a nasledovala inkubace v lednici pti 12 h/4 °C.

Druhy den byla tekutina z desti¢ky opatrn€ vyklepana do dfezu a nasledovalo naneseni
200 pul promyvaciho pufru. Ten byl poté opét vyklepan do diezu, desticka osuSena bunicinou a
postup byl zopakovan 3x. Po promyti desticky bylo napipetovano 100 ul roztoku primarni



protilatky, desticka uzaviena do krabic¢ky s vlhkym ubrouskem a inkubovana 2 h/37 °C (ON-
12G Natural Convection Oven; Lab Companion, USA). Opét nasledovalo vyklepani roztoku a
promyti jako vySe. Bylo pfidano 100 ul roztoku konjugované sekundarni protilatky, desticka
uzaviena do krabicky s vlhkym ubrouskem a inkubovana 2 h/37 °C. Opét nasledovalo
vyklepani roztoku a promyti jako vyse.

Bylo pfidano 200 pl alkalického substratového pufru a po 30 min byla zméfena
absorbance pfi 405 nm na spektrofotometru nastaveném na 10 zableska (Infinite M Plex; Tecan,
Svycarsko).

4.11.4 Proteiny denaturujici SDS-PAGE

Vertikalni proteinova elektroforéza v akrylamidovém gelu byla provedena s pouzitim
kitu (TGX™ FastCast™; Bio-Rad, USA) a elektroforetické aparature s formami na gel (Mini-
PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, USA). Gely byly pfipraveny podle navodu a zhotoveny v
duplikatech kvuli porovnani barveni roztokem CBB s western blotem. Poté byly ve sklech
upevnény do aparatury a zality SDS elektroforetickym pufrem. Vzorky z predchozich
experimentu byly nefedény na spole¢ného jmenovatele, smichany ve stejném poméru s 2x SDS
vzorkovym pufrem, pfidan B-merkaptoethanol a inkubovany 10 min/70 °C v termobloku. Poté
byly stoCeny na centrifuze 5 min/10 000 g (MIKRO 120 centrifuge, Hettich, Némecko) pro
usazeni zbytkovych necistot.

Nasledovalo naneseni 10 ul markeru (PageRuler™ Prestained Protein Ladder; Thermo
Fisher, USA) a 20 pl vzork do jamek gelu a zapnuti zdroje napéti (PowerPac™ HC High-
Current Power Supply; Bio-Rad, USA). Srovnani vzorka bézelo v zaostfovacim gelu 30 min
pii 80 V, poté bylo elektrické napéti zvySeno na 120 V a aparatura bézela, dokud vzorky
nedoputovaly ke spodni hranici gelu. Aparatura byla rozebrana, gely vyjmuty ze skel a horni
zaostifovaci gel byl odstranén $pachtli. Poté byly umistény do destilované vody oplachnout od
zbytka SDS elektroforetického pufru. Nasledovalo barveni v roztoku CBB pfies noc, duplicitni
gel byl pouzit pro western blot. Druhy den byly gely odbarveny a vyfoceny (ChemiDoc XRS+;
Bio-Rad, USA).

4.11.5 Polosuchy western blot

Blotovaci desky (OMNI-BIO, Ceska republika) byly pfedem namoceny v destilované
vodé alespori na 1 h. Spodni deska (katoda) byla polozena na plastovy tac. Pripravené 3 filtracni
papiry byly postupné namoceny v pienosovém pufru a skladany na sebe na blotovaci desku.
Pomoci valecku byly vytlaceny bubliny a deska byla pribézné€ polévana malym mnozstvim
prenosového pufru. Nebarveny akrylamidovy gel byl polozen na filtra¢ni papiry, pfikryt
nitrocelul6zovou membranou, polit pufrem a znovu uvalen kvuli vytlaceni vzduchu. Opét byly
polozeny 3 filtracni papiry namocené v pufru. Blotovaci sandwich byl pfikryt druhou deskou
(anoda) a zatizen.

Nasledovalo zapojeni zdroje proudu (PowerPac™ HC High-Current Power Supply;
Bio-Rad, USA). Hodnota proudu byla vypocitana podle plochy blotovaného gelu (cm) x 0,8 a
vysledny proud byl v mA. Blotovani bézelo 1,5 hodiny. Na konci byla aparatura odpojena a
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rozebrana. Membrana byla 3x5 min promyta vodou a obarvena roztokem Ponceau S kvuli
kontrole pfenosu. Odbarveni probéhlo pomoci 0,1M NaOH a oplachnuti vodou.

Oplachnuta membrana byla vlozena do 50 ml kyvety s vickem a zalita 10 ml roztoku
primarni protilatky. Kyveta byla umisténa do rotacni tfepacky (Hybridiser HB-1D; TECHNE,
UK) a inkubovana pfes noc pii pokojové teploté. Druhy den byl roztok s protilatkou slit a
uschovan. Membrana byla 3x5 min oplachnuta promyvacim pufrem v rotacni tfepacce. Po
oplachnuti byla membrana blokovana na rotacni tfepacce 1 h/pokojova teplota/100 rpm v
blokovacim pufru. Nasledovala inkubace s 10 ml roztoku konjugované sekundarni protilatky s
alkalickou fosfatazou. Inkubace bézela na rota¢ni tiepacce 1 h/pokojova teplota/100 rpm a poté
byla membrana znovu 3x5 min oplachnuta promyvacim pufrem.

Vizualizace proteint byla provedena umisténim membrany do 10 ml alkalického pufru
a pifidanim 200 pl substratu pro alkalickou fosfatazu (NBT/BCIP Stock Solution; Sigma-
Aldrich, USA). Vysledky byly viditelné do 30 min a nasledovalo zdokumentovani membrany
(ChemiDoc XRS+; Bio-Rad, USA).



S Vysledky

5.1 Statisticka analyza

Dle tab.7 nemaji data normalni rozde€leni, a 1 v jednom piipadé nejsou homogenni
rozptyly. Je to ddno men§im mnozstvim dat v hodnoceném souboru. Jednalo se vSak o
laboratorni pokus s minimalizaci vlivu vng&jsich faktort, diky prib&hu experimentu v kultivacni
mistnosti. Dle Lep§ & Smilauer 2016 lze i pies to metodu ANOVA pro vyhodnoceni pokusu
pouzit, diky jeji robustnosti. Pro zobecnéni vysledkii by bylo potieba vétsi mnozstvi dat.
ANOVA a Tkeyuv test pak poskytli nasledujici vysledky, viz tab.8 a dalsi kapitoly.

Tab.7.: Shrnuti vSech pouZitych testii pro urceni normality a homgenity dat. Vyhodnoceno pomoci

programu Statistica.

Sledovana veli¢ina

K-S & Lillieforsuv test

Shapiro-Wilkiiv test

Test homogenity
rozptyla

N. benthamiana WT K-S: d=,18876, p> 0,20 W=0,89635 p=0,018
IgG:CRP Lilliefors: p<0,10 p=0,04965
N. benthamiana WT K-S: d=0,19783, p> 0,20 | W=0,87445 p=0,520
biomasa Lilliefors: p<0,10 p=0,02108
N. benthamiana HCPro K-S: d=0,24018, p>0,20 W=0,84689 p=0,018
IgG:CRP Lilliefors: p<0,01 p=0,00757
N. benthamiana HCPro K-S: d=0,29050, p<0,10 W=0,80079 p=0,520
biomasa Lilliefors: p<0,01 p=0,00156
N. rustica K-S: d=0,24890, p> 0,20 | W=0,85165 p=0,520
biomasa Lilliefors: p<0,05 p=0,01833
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Tab.8: Tukeyiv test hodnocenych parametrii po vyhodnoceni dat pomoci metody ANOVA. Jednd se o
vliv druhit na expresi trastuzumabu a viiv druhii na sklizenou biomasu

Tukeytv HSD test; promén.:lgG:CRP (%) (Tabulka dat65)
Oznac. rozdily jsou vyznamne na hlad. p < ,05000
{1} {2} {3}
Druhy M=,53547 M=1,8972 M=0,0000
N. benthamiana WT {1} 0,000126 0022469
N. benthamiana HCPro {2} 0,000126 0,000126
N. rustica {3} 0,022469 0,000126
Tukeylv HSD test; proménna Hmotnost biomasy (g) (Tabulka dat65)
Priblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 4,4622 5V = 48,000
Druhy {1} {2} {3}
8,2493 9,6670 26,121
N. benthamiana WT 0,120022 0,000126
N. benthamiana HCPro 0,120022 0,000126
M. rustica 0,000126 0,000126

5.2 Testovani vzniklych vektoru a stanoveni optické denzity

Druhy den po infiltraci bylo na listech mozné pozorovat jizvy od injek¢nich stiikacek.
Tteti den se u rostlin N. rustica nainfiltrovanych replikujicimi se vektory zacaly objevovat
drobné roztrousené léze. Ctvrty a paty den se léze zaGaly spojovat a vytvarely nekrotické skvrny
ve viech mistech kde probéhla agroinfiltrace replikujicimi se vektory. Ctvrty az paty den se
obecné na nekterych mistech po agroinfiltraci objevily tmavsi kruhy. Infiltracni roztok obsahuje
hoi¢ik, ktery je dulezitym prvkem ve vyzive rostlin. Tmavé kruhy jsou tak lokalni reakci na
jeho piitomnost. Sesty az sedmy den se zalaly objevovat kruhy se svétlej§imi odstiny, hlavné
u konstrukti obsahujicich fluorescencni proteiny. Jedna se o zménu barvy v dasledku
akumulace proteini. Desaty den se na nékterych rostlinach obou genotypt N. benthamiana
s replikujicimi se vektory objevili také nekrotické skvrny, ale v fadoveé mensi mife a zastoupeni
nez u N. rustica.

Po testovaci agroinfiltraci doslo u vSech rostlin k expresi fluorescencnich proteint, viz
Obr.7. U virovych vektoru se také zaCaly objevovat symptomy infekce, jako mozaiky, chlorozy,
krabaté a deformované listy. I pres to se ale nepotvrdila pfitomnost trastuzumabu
v infiltrovanych rostlinach. Ani pfes opakované pokusy se nepodafilo uspé€sné vytvoftit virové
vektory, které by poskytli expresi protilatky. Nereplikujici se vektor projevil silnou expresi jak
GFP, tak trastuzumabu.

Z vysledku je jasné, ze N. rustica neni kompatibilni s virovymi vektory, proti kterym
vyviji silnou hypersenzitivni reakci. Varianta tak byla tedy z pokusu vytazena, stejné jako
ostatni replikujici se vektory, kvuli jejich neschopnosti poskytnout expresi trastuzumabu. Pro
ostatni varianty byla zvolena obecné pouzivana ODeoo=1, kterou pouzila i fada dtivejSich praci
zabyvajici se touto tématikou.



Obr.7: Rostlina N. benthamiana HCPro koexprimujici GFP a trastuzumab. Je mozné
pozorovat zelenou fluorescenci GFP a priubéh jeji zmény béhem casu. Zvétseno 100x, A— 3 DPI, B—5
DPI, C— 7 DPI, D— 10 DPIL

5.3 Stanoveni optimalni doby sklizné

Statisticky byla zjisténa pomérné silna zavislost (R=0,836) exprese GFP a trastuzumabu.
Mezi v§emi pokusnymi variantami byl také zjistén rozdil v expresi obou proteind. Nejvyssi
hodnoty byly 7. DPI u N. benthamiana HCPro (1,58 % z CRP), dale pak u N. benthamiana WT
(0,95 % z CRP) a nejmensi hodnoty byly u N. rustica (0,75 % z CRP). V obou piipadech m¢l
prubéh exprese stejné tendence viz Obr.8. V prvnich dnech po infiltraci se mnozstvi obou
proteinti zvySuje, po urcité dobé (GFP 5 DPIL, trastuzumab 7 DPI) zacne mnozstvi proteinti
klesat. Oba genotypy N. benthamiana projevily silnou expresi obou proteind. N. rustica tvorila
GFP také, ale exprese byla spise slabsi a relativné stabilni. Exprese trastuzumabu vsak byla
pozorovana jen v jedené z testovanych rostlin. Idealni doba sklizn€ rostlin pro maximalni
vytézek trastuzumabu je tak 6-7 DPI u vSech testovanych rostlin, 1-2 dny po dosazeni maxima
exprese GFP, viz Obr.8.

35



Prubéh exprese GFP a trastuzumabu v rostlinach tabaku
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Obr.8: Graf zndzoriujici pribéh koexprese GFP a trastuzumabu. MiiZeme pozorovat piky
exprese GFP kolem 5. DPI a trastuzumabu mezi 6.-7. DPI.

5.4 Sklizen biomasy

Jednotlivé druhy, resp. genotypy tabakt se mezi sebou lisi morfologicky (rizny tvar a
velikosti listt, vySka apod.), anatomicky (rizna tuhost a kiehkost listd) i geneticky (rozdilné
druhy, vneseny transgen apod.), viz Obr.9. Transgenni linie N. benthamiana HCPro méla
opozdéné kliceni i pocatecni rust oproti WT linii. Ve vysledku bylo z jedné rostliny primérné
sklizeno 9,30 g u N. benthamiana WT (6,52-11,86 g) a 8,62 g u N. benthamiana HCPro (5,23-
11,60 g) ale ve sklizené biomase se statisticky nelisily. N. rustica méla rychlejsi rust a vyvoj
v porovnani s N. benthamiana a ve vysledku méla sklizen pramérné 26,12 g (23,07-28,23 g).
Statisticky se tak vyrazné lisila od obou pfechozich variant.



Obr.9: Srovnani jednotlivych pokusnych rostlin VSechny rostliny jsou stejné staré (67 dni). Je mozné vidét

vyrazny rozdil ve velikosti mezi a obéma genotypy N. benthamiana. I pres pocdatecni slabsi riist transgenni

linie HCPro je ve vysledku srovnatelna s WT linii. A - N. benthamiana WT, B - N. benthamiana HCPro, C -
N. rustica.

5.5 Hodnoceni celkové exprese

Statisticky se v expresi trastuzumabu mezi sebou lisi vSechny pokusné varianty.
Nameéfené hodnoty trastuzumabu byly nejvyssi u N. benthamiana HCPro a to praméme 1,65 %
z CRP (0,19-2,64 % z CRP), u N. benthamiana WT byl pramér 0,53 % (0,07-1,25 % z CRP) a
u N. rustica nebyly protilatky pfitomny vibec. Primérné pak jedna rostlina N. benthamiana
HCPro muze poskytnout 9,296 mg (2,09-14,18 mg) trastuzumabu, N. benthamiana WT pak
2,782 mg (0,22-5,75 mg), viz Obr.10.

Byla také pozorovana stiedné silna zéavislost (R=0,457) exprese na celkové sklizené
biomase, kdy rostliny N. benthamiana s vys$si sklizni biomasy obsahovaly obecné vice
protilatky. Mnozstvi CRP vsak na sklizené biomase zavislé nebylo.

37



Hodnocené parametry pokusnych rostlin
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Obr.10: Grafické shrnuti hodnocenych parametrii pokusnych rostlin. N. benthamiana poskytuje
priumérné stejny vytéZek biomasy z obou genotypu, linie HCPro md ale statisticky vys§si vytéZzek
exprimované protilatky. N. rustica md vyrazné vyssi vytézek biomasy, ovSem k expresi trastuzumabu
nedoslo.

5.6 Hodnoceni izolace a purifikace
5.6.1 Izolace

Ptfi izolaci a purifikaci protilatky bylo zasadni zhodnotit jednotlivé kroky, kvili
moznym ztratam a prfipadné optimalizaci protokolu. Obr.11 zobrazuje jednotlivé kroky
vyhodnocené pomoci SDS PAGE a western blotu. Jako negativni kontrola byla pouzita rostlina
N. benthamiana WT (1), ktera nebyla podrobena zadné infiltraci. Jako pozitivni kontrola
slouzilo komer¢ni lidské IgG (Sigma-Aldrich, USA). Diky tomu mizZeme potvrdit, ze protilatky
pouzité pro western blot se vazou specificky na trastuzumab a netvori nespecifické interakce s
rostlinnymi komponenty. Lehky fetézec (LC) ma velikost kolem 25 kDa, tézky fetézec (HC)
kolem 50 kDa. Na western blotu je mozné vidét barevnou reakci i v oblastech kolem 35, 70 a
135 kDa. Nachazi se ve frakcich s oCekavanou velkou koncentraci trastuzumabu (3, 4, 6,9 a
10), mizeme tedy predpokladat, ze se jedna o rizné kombinace lehkych a tézkych fetézcl,
popfipadé jejich poskozenych fragmentd, u kterych nedoSlo k uplnému rozstépeni
disulfidickych mustkd B-merkaptoethanolem. V nékterych odpadnich frakcich je mozné
pozorovat ztraty. Vzorky (5, 7) maji ztraty v podstaté zanedbatelné. Ve vzorku (8) je mozné
vidét silny signal v oblasti LC, nejspisSe se jedna o nesparované lehké retézce, které samy o sobé



maji jinou rozpustnost nez kompletn€ slozena protilatka. Zistavaji tak v supernatantu, protoze
k jejich vysrazeni je zapotiebi vyssi koncentrace SA.

Pti pripravé surového extraktu (2-4) zistava ¢ast trastuzumabu ve zbytcich na filtru (2).
Nejspise se jedna o proteiny zachycené ve zbytcich bunécnych stén, které uz neni mozné 100
% extrahovat. Po filtraci (3) i centrifugaci (4) zistava hlavni podil protilatek v supernatantu a
nedochazi k vyraznym ztratam. Ve vzorcich (3) a (4) mizeme vidét silny signal v oblasti HC
na AA gelu. Ten je zptusobeny pfitomnosti velké podjednotky RuBisCO o velikosti 55 kDa,
mala podjednotka je v oblasti kolem 13 kDa. RuBisCO a dalsi proteiny jsou vSak odstranény
po prvnim srazeni SA. Od vzorku (6) uz je signal v oblasti HC mensi a mizi i ostatni balastni
proteiny. Ani odpadni pelet po centrifugaci (5) neobsahuje vyrazné ztraty. Pfi sraZeni siranem
amonnym (SA) je trastuzumab v o¢ekavanych frakcich, tedy supernatant 25% SA (6) a pelet
po 50% SA (9). Naopak v odpadnich frakcich je signal trastuzumabu minimalni, tedy pelet 25%
SA (7) a supernatant 50% SA (8).

Rozpusténi pelety po 50% SA (10) a nasledna centrifugace a opetovné rozpusténi pelety
(12) indikuje dobrou rozpustnost protilatky 1 po srazeni. Je vSak dobré rozpusténi provést 2x,
kvuli ztratam zpusobenych piitomnosti zbytkového SA. V peletu po prvni extrakci je totiz stale
mnozstvi protilatek (11) Odpadni pelet po druhé extrakci pak nejevi zadné detekovatelné
zbytkové protilatky. Obecné je mozné pozorovat ubytek protilatky béhem procesu.

39



2 N
S &
¥ S
X, N
&
¥ &
.\Q &
N
O
&
kDa
180
135
100
75
63 § - y v
s B .=
35
25 = | C
17
1
kDa
180
135
100

75

63

48

35

25

17
1

1 2 3 4 5 6 8§ 9 10 121 32 13. 14

Obr.11: Postup izolace trastuzumabu. AA — akrylamidovy gel barveny roztokem CBB, WB —
nitrocelulozovda membrana hodnocena metodou western blot, LC — lehky retézec, HC — tézky retézec.

5.6.2 Purifikace

Prubéh purifikace pomoci afinitni chromatografie zobrazuje Obr.12. Dialyzacni stievo
ma MWCO 14 kDa, takze umozni i odstranéni mensich zbytkovych proteini a molekul. Doslo
tak k odstranéni zbytkového SA, ktery by mohl zptisobovat problémy pfi purifikaci. Protilatky
typu IgG maji celkovou velikost kolem 150 kDa, takze nehrozi jejich ztrata (1, 2). Po dialyze
nasledovala centrifugace pro odstranéni necistot a nasledné usnadnéni filtrace pies 0,45 pm
filtr. Jinak se filtry rychle ucpavaji a hrozi jejich velkéa spotieba. V peletu po centrifugaci (3)
dialyzovaného izolatu se protilatky nenachazi a krok tak neni ztratovy, stejné jako filtrace
izolatu (4).



V odpadni frakci (5) po naneseni izolatu a prvnim promyti (6) je mozné vidét na WB
signal protilatek. V izolatu se nachazelo vétsi mnozstvi protilatek, nez se o¢ekavalo a byla tak
prekroCena vazebna kapacita matrix tj. 20 mg IgG/ml. Nenavazané protilatky tak protekly skrz.
V druhém (7) 1 tfetim promyti (8) se uz ale protilatky nenachazi.
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Obr.12: Postup izolace trastuzumabu. AA — akrylamidovy gel barveny roztokem CBB, WB —
nitrocelulozovda membrana hodnocena metodou western blot, LC — lehky Fetézec, HC — tézky retézec.
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Na Obr.13 je mozné vidét Cistotu jednotlivych frakci eluce. Prvni odebrany vzorek (EO)
zadnou protilatku neobsahuje, protoze se jednd o mrtvy objem promyvaciho pufru pired
nanesenim elu¢niho pufru. Jak jiz bylo uvedeno vyse, agarézova matrix nesmi vyschnout, proto
musi byt neustale ponotfena v pracovnich pufrech a mrtvému objemu se tak neda vyhnout. V
dalSich elucich (E1-5) vidime proteiny pouze v oblastech LC a HC. Vzorky jsou tak prosté od
proteinovych kontaminaci, jiné metabolity (fenolické latky, chlorofyl apod.) vSak nelze
vyloucit.
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Obr.13: Vysledné eluce po afinitni chromatografii zobrazené pomoci SDS PAGE. Je mozné pozorovat
cCistou protilatku bez proteinovych kontaminaci. AA — akrylamidovy gel barveny roztokem CBB, LC —
lehky Fetézec, HC — tézZky retézec.



6 Diskuse

6.1 Vytvoieni genovych vektoru

Uspé&sné se podafilo vytvofit nereplikujici se vektor poskytujici silnou expresi
trastuzumabu. Virové replikujici se vektory se vSak i pfes opakované pokusy nevytvarely
meéfitelné mnozstvi protilatky. Podobny problém pfi pouziti tohoto typu vektord byl pozorovan
diive (Avesani et al. 2007, Chung et al. 2007, Uhde-Holzem et al. 2007). Na viry neustale
pusobi selekéni tlak. Jak bylo zminéno dfive, virové vektory jsou omezeny velikosti rDNA,
kterou je do nich mozné vlozit. Pro spravné fungovani viri musi mit genom danou velikost,
aby mohlo dojit ke vzniku virové Castice. Vkladané sekvence tak mohly narusit spravné funkce
virové genetické informace a doslo k jejich samovolnému vytazeni béhem exprese jiz v prvnim
infekénim cyklu (Avesani et al. 2007). Pfi¢inou mazou byt také vys$si chybovost virovych RdRp
(Lai 1992).

6.2 Urceni idealni doby sklizné

Z vysledka vyplyva, ze idealni doba sklizn€ pro maximalni vytézek protilatky je mezi 6.
a 7. DPL Jiné prace ale provadeéji sklizen dfive, napft. jiz po 3 DPIL. Autofi ale pouzili jiny typ
vektoru, u kterych muze byt nejvyssich hodnot dosazeno dfive, ovSem s nizsi celkovou expresi.
Pfi kombinaci N. benthamiana WT s geminivirovym vektorem bylo dosazeno koncentrace 130
ug/g listové biomasy 3 DPI. To je zhruba 3x mén¢, v porovnani s 334 ug/g listové hmoty z
nereplikujiciho se vektoru hodnocenym v této praci s rozdilem 3 dna (Rattanapisit et al. 2020).
Pti pouziti nereplikativnich vektort je obecné dosazeno vysSich vytézka. Represor silencingu
P19 navic prodluzuje zivotnost vniklé mRNA a brani jeji degradaci pomoci RNA interference.
Jeho pouziti tak vyrazn€ zvySuje vytézek rekombinantnich proteint. Tim muze byt prodlouzena
inkubace rostlin a zvySeno mnozstvi protilatky (Voinnet et al. 2003). Lombardi et al. 2012
pouzili obdobné nereplikucici se vektor pro jinou protilatku s koexpresi P19 za vytézku 480
ug/g listové hmoty v linii s upravenou glykosylaci N. benthamiana XylT/FucT. Sklizeni byla
nejvhodnéj§i 6 DPI, podobné jako v mé praci. Fulton et al. 2015 pouzil obdobné nereplikujici
se vektor v N. benthamiana WT tentokrat bez P19. Idealni doba sklizn€ byla v tomto piipadé 4
DPI se vytézkem 87,2 ug/g listové hmoty. Zajimavé by mohlo byt porovnani virovych vektora
rovnéz obsahujici P19, bohuzel se je ale nepodafilo vytvorit.

Zajimava je korelace mezi fluorescenci GFP a koncentraci trastuzumabu, ktera byla
statisticky potvrzena. Rozdil mezi maximalni hladinou fluorescence a koncentraci protilatky je
1-2 dny. GFP je pii procesu precipitace SA odstranén v 50% supernatantu SA, protoze k jeho
vysrazeni je zapotiebi az vice nez 60% koncentrace (Jain et al. 2004). GFP tak mize byt béhem
zpracovani odstranéno, coz by pii jeho konjugaci s protilatkou neslo. Tim muze byt jednoduse
méfena fluorescence po agroinfiltraci, rostliny sklizené v rozmezi 1-2 dnil po zacatku jejiho
snizovani a nehrozi zbyteéné ztraty. K hodnoceni fluorescence stacila pouze 10% piimés
suspenze agrobakterii s konstruktem pro GFP do kultury pro expresi protilatky. Zméfeni
fluorescence je vyrazné jednodus$si a rychlejs$i metoda, nez kvantifikace proteini pomoci
western blotu nebo ELISA.
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6.3 Porovnani celkové exprese

Tranzientni exprese poskytuje relativné rychly zptasob produkce proteint. Pfes fadu
vyhod vsak i u rostlin najdeme par nedostatkti. Jednou z nich je nerovnomeérna exprese, ktera
se odviji od stafi listi/rostlin a zdravotnim stavu. Lisi se také obsahem celkového proteinu.
Mladsi listy exprimuji daleko vice nez ty starsi. Pro zhodnoceni exprese tak bylo tfeba odebrat
vzorky napfi¢ celou rostlinou.

Z vysledku byla zjisténa slabsi zavislost exprese trastuzumabu na sklizené biomase. Na
tu ma hlavni vliv celkovy zdravotni stav a agrotechnické zasahy. Podminky prostedi v tomto
pfipadé mizeme vyloucit, diky kontrolovanym podminkam kultivacni mistnosti. Celkové je
cely proces pro rostliny stresujici. Béhem agroinfiltrace je opakované vhanén do listd infiltracni
roztok pomoci podtlaku a nasledné dojde k vyraznym zménam v ramci bunék po zaclenéni a
manifestaci vektoru. Hromadici se proteiny pak mohou narusovat normalni fyziologické
funkce. Zajisténi co nejlepsiho zdravotniho stavu by tak mélo byt jednou z priorit pro dosazeni
maximalniho vytézku rekombinantnich proteind (Jamal et al. 2009).

N. rustica méla beéhem stanoveni optimalni doby sklizné stabilni hladinu fluorescence
GFP. Trastuzumab byl potvrzen jen v jedné z odbérovych rostlin. Pfi hodnoceni celkové
exprese se vSak protilatka nevyskytla ani v jednom ze vzorkl. Sekvence byla optimalizovana
pro N. benthamiana. Exprese se také odviji od konkrétniho proteinu. Sekvence protilatky tak
nejspise mela problém s vnitinimi mechanismy buriky a nedoslo tak k expresi protilatky.
Ackoliv jsou si oba druhy tabaku blizce ptibuzné, rozdily v kodonové preferenci a vnitinich
mechanismech exprese a stability proteinti budou mit vétsi vliv, nez se predpokladalo. Na
druhou stranu méla N. rustica rychlejsi rust, vétsi habitat a nejveétsi vytézek biomasy. Béhem
procesu agroinfiltrace byla také neyméné nachylna na poskozeni, protoze ma kratké a silné
fapiky, na rozdil od dlouhych a tenkych fapika N. benthamiana. Nejlepsi vysledky méla N.
benthamiana HCPro, ktera se sice statisticky neli§ila v mnozstvi sklizené biomasy od WT, ale
v celkovém vytézku trastuzumabu se rozdil projevil. Diiveéjs§i prace prokazali lepsi expresi
proteintl pfi pouziti linie HCPro, napt. GFP (Tahmasebi & Afsharifar 2017) nebo na epitopy
HPV 16 (Cefovska et al. 2008). HCPro zlepsuje expresi na n&kolika trovnich, at uz diky supresi
silensingu, usnadnéni pohybu RNA mezi butikami nebo ovlivnéni rostlinnych transkripCnich
faktorti (Ala-Poikela et al. 2011). V kombinaci s P19 tak poskytuje prokazatelné vyssi vytézek
trastuzumabu na rostlinu nez ptivodni WT linie.

Existuji i dalsi moznosti zvySeni exprese rekombinantnich proteinti. Dobrych vysledka
bylo dosazeno diky koexpresi proteint teplotniho Soku, jako HSP70 a HSP 90 (Aparicio et al.
2005), inhibitortu proteaz (Pillay et al. 2012). Také vyvolani kratkodobého tepelného Soku po
agroinfiltraci nebo modifikace slozeni infiltracniho roztoku vedla ke zvySeni exprese proteina
(Norkunas et al. 2018).

6.4 Izolace a purifikace

Protilatku trastuzumab se uspé$né podafilo izolovat z rostlinného materialu pomoci
precipitace siranem amonnym. B&hem procesu doSlo k odstranéni vétSiny nezadoucich



proteinti, zbytkl rostlinnych bunék a sekundarnich metaboliti. Obecné se také koncentrace
protilatky béhem procesu snizuje, protoze v kazdém kroku dochazi k urcitym ztratam. Vyrazné
ztraty kvuli chybovosti metody ale nenastaly. Nasledné byl trastuzumab podroben purifikaci
pomoci afinitni chromatografie s proteinem G. Protilatka dle ocekavani projevila afinitu
k agar6zové matrix, nasledné byla promyta od nezddoucich komponent a tispésné doslo k jeji
eluci z kolony. Cistota byla ovéfena pomoci SDS PAGE.
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7 Zavér

Prace shrnuje vliv riznych druhi tabakt a genovych vektorti na expresi rekombinantni
protilatky trastuzumab pouzivany v biologické 1é¢bé nadort. Podarilo se vytvofit nereplikujici
se vektor, ktery poskytne silnou expresi trastuzumabu. Replikujici se vektory odvozené od
rostlinnych vira se vytvorfit nepodafilo. NejspiSe kvuali genetické nestabilité vektoru. Ze tii
porovnavanych rostlin byla exprese nejlep$i v transgenni linii N. benthamiana HCPro, dale pak
ve WT linii a posledni sledovany druh N. rustica zadnou expresi neprojevil. Ve sklizené
biomase se jednotlivé linie N. benthamiana neliSily, za to N. rustica mél sklizefi biomasy
vyrazné vyssi. Pomoci koexprese trastuzumabu s GFP se podafila zjistit korelace mezi
fluorescenci GFP a koncentraci protilatky. Z rostlin se nakonec podarilo uspésné ziskat
purifikovanou protilatku.

Byla tak nastinéna zakladni moznost produkce rekombinantni protilatky trastuzumab v
rostlinach. Tato protilatka je doposud produkovana v burikach CHO, které jsou ale jakozto sav¢i
expresni model naro¢néjsi na kultivaci, maji omezenou skéalovatelnost a jsou extrémneé financné
narocné. Do budoucna by bylo mozné systém dale optimalizovat, napiiklad pomoci koexprese
HSP a inhibitort proteaz pro jest€ vyssi vytézky. Dale je pak zasadni zajiS§téni dobrého
zdravotniho stavu rostlin, diky ¢emu budou mit vétsi zisk biomasy a tim 1 celkovy obsah
exprimované protilatky. Mizeme tedy s nadsazkou fict, Ze je mozné, aby tabak 1écCil rakovinu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli
BY-2 — Bright Yellow-2

CD - constant domain (konstantni doména)

DPI — dny po infiltraci

E. coli — Escherichia coli

EGF - endotelialni ristovy faktor

HC - heavy chain (tézky fetézec)

HEK — Human embryonic kidney

HPV16 — Human papillomavirus type 16

CHO - Chineese hamster ovary

LC —light chain (lehky fetézec)

N. alata L&O — Nicotiana alata Link et Otto

N. benthamiana D. — Nicotiana benthamiana Domin
N. glauca G. — Nicotiana glauca Graham

N. rustica L. — Nicotiana rustica Linné

N. tabacum L. — Nicotiana tabacum Linné
Nicotiana L. — Nicotiana Linné

NT-1 — Nicotiana tabacum-1

Physcomitrella patens B&S — Physcomitrella paten Bruch & Schimp
rDNA - rekombinantni DNA

S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae

SA — siran amonny

VD - variable domain (variabilni doména)
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Tab.8.: Data ziskan

v

vzorky v triplikdatech (oddily A-C) a nasledné méreny v duplikdtech.

N. benthamiana WT  nR-Her2 A
hmotnost smwﬁm& ELISA Prémér G_M me< owm___”hm Pierce BCA Primér G_M me< owm___”hm IgG:CRP
listi (m, 19G (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml %
™) | (1ng) 9Gi (ug/mi) (ug/mi) (mg) (mg) (mg/mi) (ug/mi) (mg) (mg) o
Vysev 21.12.2021 1 11885 103 11,80 8,40 10,10 0,10 1,17 7,29 7,06| 7173,00 69,64 827,68 0,14
pikirovani 18.01.2022 2 7075 104 92,60 93,80 93,20 0,90 6,34 7,71 7,99| 7854,00 75,52 897,55 1,19
infiltrace 26.02.2022 4 5226 104 3,9 5,50 4,70 0,05 0,24 3,77 3,65| 3705,00 35,63 423,40 0,13
sklizen 04.03.2022 4 6524 104 35,20 28,50 31,85 0,31 2,00 8,17 8,69| 8427,50 81,03 963,08 0,38
5 8061 113 12,90 10,30 11,60 0,10 0,83 5,67 6,00| 5834,50 51,63 613,66 0,20
6 10725 110 62,50 63,10 62,80 0,57 6,12 7,69 7,90| 7792,00 70,84 841,89 0,81
N. benthamiana Io_ui nR-Her2 A
hmotnost :ﬁwﬁwﬁ ELISA Pramér G_MLNMV\ Owﬁ_v_wmﬂ Hm Pierce BCA Pramér G_M:Hmwv\ Owﬁ_v_wmﬂ___” Hm 1gG:CRP
listi 19G (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml %
(9) (mg) 9G (ug/mi) (ug/mi) (mg) (mg) (mg/mi) (ug/mi) (mg) (mg) o
Vysev 21.12.2021 1 9,231 105 121,8 116,10 118,95 1,13 10,46 5,54 5,44| 5489,00 52,28 482,56 2,17
pikirovani 18.01.2022 2 7,687 106 120,2 113,80 117,00 1,11 10,29 5,12 5,18| 5147,50 49,02 452,54 2,27,
infiltrace 26.02.2022 3 6,617 105 19,6 18,70 19,15 0,18 1,68 5,95 6,06)| 6006,50 57,20 528,06 0,32
sklizer 04.03.2022 3| 11,556 114 160,00 157,80 158,90 1,51 13,97 6,10 6,69] 6394,00 60,90 562,12 2,49
5| 11,601 105 72,2 78,70 75,45 0,72 6,63 7,20 6,57| 6885,00 65,57 605,29 1,10
6 11,31 119 143,2 173,70 158,45 1,51 13,93 6,27 6,67| 6470,50 61,62 568,85 2,45
N. rustica [nR-Her2 A
hrmotnost | "MOOSt ELISA promer | me< Cekemnal  pierce BCA pramer | me% Cekemnal 1gG:cRP
listi I9G (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml %
@1 (mg) 9Gi (ug/mi) (ug/mi) (mg) (mg) (mg/mi) (ug/mi) (mg) (mg) o
Vysev 21.12.2021 1 25,89 103 0 0,00 0,00 0,00 0,00 7,29 7,06 7173,00 69,64| 1803,00 0,00
pikirovani 18.01.2022 2 27,24 107 0 0,00 0,00 0,00 0,00 7,71 7,99| 7854,00 73,40| 1999,47 0,00
infiltrace 26.02.2022 3| 23,065 104 0 0,00 0,00 0,00 0,00 6,10 6,69] 6394,00 61,48| 1418,05 0,00
sklizen 04.03.2022 4 28,23 105 0 0,00 0,00 0,00 0,00 8,17 8,69| 8427,50 80,26| 2265,79 0,00
5 26,18 106 0 0,00 0,00 0,00 0,00 5,67 6,00 5834,50 55,04] 1441,01 0,00
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B c
ELISA Primér bi\ér:aiy Ci')k;ma Piorce BCA | Primér bi\ér:aiy Ci')k;ma lgGCRP ELISA Primér bi\t:niagsy C‘r’(')k;:‘;l:‘a PlerceBCA | Primér bi\éniagsy C‘r’(')ksfma 19G:CRP
1gG (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml % 19G (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml %
ool 200 4gs|  otal 160  4es|  ees| e 5400 esosel  0o5] 2700|2700 omoo| o8| a2l eor]  6oe] eod000| 564l 6995 045
8480 7650 @065 078] 549 518 510 518600 4987 35080 16| 8440 7470|7955 _ 076 541 815 759 787000 7567 5539 1,01
720 950 835 008 042 707 726 76450 6889 36002 012 03 00| 020 00| 001 751 761 76100 7270 3994 000
10| 020 mes| o8] 1so] 707l 706 7ieas0]  esse] aaesd  oa|  sse0|  ssio|  ssas|  om| a4l 778l sl 7eesso]  mee| 4] o0
o50| 300 625 006|045 437 472 4450|4022 o410]  014] 2280 1530 19,05 047 136 781 _ 808 794100 7027 56648 024
ae0| 45000 4630 04 a5t 419l e21| atorso]  sis] dooe] 100 5430 6190 sei0] 08|  sesl 692 702 70e000] eage| esads| 083
B c
ELISA Primér bi\ér:agy Ci')ks‘m:a Pierce BCA | Primér bi\ér:aiy Ci')k;ma lGCRP ELISA Prtmér bizniagsy C‘r’(')k;:‘;:a PlerceBCA | Primér bi\éniagsy C‘r’(')ksfma IgGCRP
1gG (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml % 19G (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml %
9G (ug/m) (ug/m) ) (m) (mg/m) (ug/m) (m) (m) b 9Gi (ug/mi) (ug/mi) ) (ma) (mg/mi) (ug/mi) (mg) (mg) o
g72] 9250 8985 08| 790 465 666 56500 5386 49106 189 1114 10890 11015 106 _ 968]  666] 569 617450 5880 54283 178
178] 9310|1045 096 883 518 519 58600 4939 45592 1,04  1268] 11480 12080  115] 1062 540 568 55750 5274|4683 218
27| 040 2655 025 233 633 656 6M650] 6140 56674 041  251] 2590 2550 024 224] 721 656 668550 6558 60533 0.7
160 17880 16280 15| 1431 633 656 6650 6140 56674 25 16980 15460 16220 154 1426 649 621 634800 6046 55808 256
00| 111,700 10585 101 931 437 472 4550 4328 39953 233 1065 11690 1170|106 982 451 457 453900 4323 904 246
1196] 13420 12690  121] 1116 419 421 419750 2998 36902 30 i8] 10870 1275]  107] 991 520 508 514050 489 4519|219
B B
ELISA Primér bi\ér:aiy Cfékﬁh”;ﬂa Piorce BCA | Primér bi\ér:aiy Ci')k;ma lgGCRP ELISA Primér bizniagsy Cik;?;:a PlerceBCA | Primér bi\éniagsy C‘r’(')k;ma 19G:CRP
1gG (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml % 19G (ug/ml ug/ml TSP (mg/ml ug/ml %
9G (ug/m) (ug/m) ) (m) (mg/m) (ug/m) (m) (m) b 9Gi (ug/mi) (ug/mi) ) (ma) (mg/mi) (ug/mi) (mg) (mg) o
000] 000 000 og] 000 733 677 706200] 6847 177259 000 000] 000 000 00| 000 573 7.8 645300  6266] 162202] 0,00
000 00| 000 oo 000 63| 583 609200 5693 155090 0,00 000 o000 oo 00| 000 620 616 617850  57.74] 157292 0,00
000 000] 000 000 000 540 541 540850 519 119838 000 000 000 000|000 000 606 654 609700 6055 139654 0,00
000 000 000 000 000 577 _ 606 501350 5632 158989 000 000 000 o000 00 000 617 683 650050 6191 174771 0,00
000 000] 000 0] 000 686 668 676850 6385 167,69 0,0 000 000 000] 000|000 623 568 595100 56,14 1469,78] 0,00




Tab.9: Vyslednd data z hodnoceni optimdlni doby sklizné. Z jednotlivych rostlin byly odebrany vzorky

v

v triplikdtech (oddily A-C) a nasledné méreny v duplikdtech.

N. benthamiana WT A B
ELISA Pierce BCA Fluorescence ELISA Pierce BCA Fluorescence
nR-Her2 1gG (ug/ml) TSP (mg/ml) GFP 1gG (ug/ml) TSP (mg/ml) GFP
3DPI 0 0 1,545 2,184 4726 0 0 0,598 0,594 3696
5DPI 26,7 33,3 1,821 1,92 7701 3,5 5,7 1,54 1,388 5400
7DPI 36,1 48,4 2,002 2,113 6645 14 13,3 2,371 2,955 6284
10DPI 22,7 27 2,003 1,967 4056 0 0 2,027 2,171 2915
14DPI 0 0 1,777 1,782 1983 0 0 2,927 3,275 2400
N. benthamiana HCPro A B
ELISA Pierce BCA Fluorescence ELISA Pierce BCA Fluorescence
nR-Her2 1gG (ug/ml) TSP (mg/ml) GFP 1gG (ug/ml) TSP (mg/ml) GFP
3DPI 21,7 14 1,496 1,661 5952 20,4 11,9 1,238 1,236 7406
5DPI 36,9 44,3 1,847 2,117 8138 28,1 32,9 1,914 2,03 12138
7DPI 32,2 39,3 1,812 1,839 8565 23,1 29 2,006 2,114 9445
10DPI 14,8 22,8 1,642 1,778 4000 10,3 10,5 2,928 2,164 4035
14DPI 2,5 0,9 2,027 2,212 2700 0 0 1,011 1,142 3465
N. rustica A B
ELISA Pierce BCA Fluorescence ELISA Pierce BCA Fluorescence
nR-Her2 1gG (ug/ml) TSP (mg/ml) GFP 1gG (ug/ml) TSP (mg/ml) GFP
3DPI 4 11 0,823 0,821 2519 0 0 2,293 2,41 961
5DPI 31,8 33,5 1,2 1,34 3091 0 0 1,772 1,882 1620
7DPI 38,9 41,2 1,145 1,254 2732 0 0 2,124 2,019 1101
10DPI 4 3 1,414 1,605 2293 0 0 1,72 2,054 1412
14DPI 0 0 1,269 2,123 1461 0 0 1,166 1,413 1574
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