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Abstrakt

Sucasny tlak stvisiaci s ndrastom bakteridlnej rezistencie voci antibiotikdm vedie
vyskum k hl'adaniu novych moznosti liecby bakteridlnych ochoreni. Ako jednou
Z moznosti rieSenia tohto problému sa javi vyuzitie antimikrobidlnych peptidov,
ktoré s zname vdaka svojmu Sirokospektralnemu pdsobeniu vocéi celej rade
bakteridlnych kmenov. Navyse, metody rastlinnej biotechnologie s vyuzitim obilnin,
ako expresnych systémov, umoziuji produkciu antimikrobidlnych peptidov vo velkom
meradle a s moznostou jeho dlhodobého uskladnenia v biologicky aktivnej forme
V inertnom prostredi endospermu obilnych zin. V experimentalnej Casti diplomovej
prace bola analyzovana T1 a T2 generacia transgénnych rastlin jaémena siateho
(Hordeum wvulgare L., cv. Golden Promise) exprimujicich rekombinantny
antimikrobialny peptid LL-37 zo skupiny katelicidinov. U transgénnych rastlin bol
sledovany vplyv expresie rekombinantného peptidu na fenotyp. Pritomnost’ transgénu
Vv genome rastlin T2 generacie bol potvrdeny pomocou metdody konvencnej PCR.
Nasledne bol rekombinantny peptid detegovany vo vegetativnych organoch a v zrnach
transgénnych rastlin T1 a T2 generacie na proteinovej irovni pomocou metédy Western
blot. Zarovein bolo overené uskladnenie rekombinantného peptidu LL-37
v ramci endospermu zrelych zfn metéodou imunolokalizacie. TaktieZ bola overena
biologicka aktivita rekombinanntého katelicidinu vo¢i baktériam Escherichia coli
TOP10 a Micrococcus luteus. V neposlednom rade bola vykonana dvojkrokova
purifikdcia rekombinantného produktu extahovaného zo zfn transgénnych rastlin

jaCmena zaloZenej na metalo-chelatovej afinitnej chromatografii.
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CIELE PRACE

Teoreticka Cast’

Vypracovat’ literarnu reSer§ na tému antibiotickej rezistencie baktérii, moznosti
jej rieSenia so zameranim na rekombinantne pripravené antimikrobidlne peptidy

Vypracovat’ literarnu reSers na tému subcelularneho zacielenia rekombinantnych
latok, testovania antimikrobidlnej aktivity biologicky aktivnych latok aich

purifikacie z jednotlivych subcelularnych organel

Experimentalna Cast’:

Fenotypova a genotypova analyza transgénnych rastlin jamena

Izolacia antimikrobialneho peptidu v ro6znych vyvojovych stadiach rastliny a jeho
imunodetekcia

Imunolokalizacia rekombinantného peptidu

Optimalizacia parametrov pre robustnu a u¢innu purifikdciu rekombinantného
peptidu zo zfn trasngénneho jacmena

Testovanie  antimikrobidlnej  aktivity rekombinantného peptidu  voci

gram-pozitivnej a gram-negativnej baktérii



1 UVOD

Antibiotickd rezistencia baktérii predstavuje v sucasnosti celosvetovy problém
ohrozujuci l'udské zdravie v stdle vacSej miere. Hoci antibiotikd od svojho objavu
v 20. storo¢i zachrénili mnoho l'udskych zivotov a predstavovali vyznamny milnik
Vv oblasti mediciny, V sucasnosti je vznik bakterialnej rezistencie voc¢i nim urychleny
hlavne vd’aka ich nadmernému pouzivaniu, ¢im vznika riziko Sirenia rezistentnych
kmenov baktérii v populdcii. Z toho dovodu, je neustale viac ziaduce hladat’ vhodné
nahrady antibiotickej liecby, ktoré by boli voci rezistentnym kmeniom baktérii €inné.
Antimikrobidlne peptidy predstavuji jedno z moznych rieSeni. Ide o evolu¢ne vysoko
konzervované oligopeptidy, ktoré sa ako sucast’ imunitného systému vyskytuju takmer
u vsetkych druhoch Zivych organizmov, od prokaryot az po ¢loveka (Hancock, 2000).
Okrem toho sa vyznacuju vysoko selektivnou aktivitou proti Sirokému spektru
mikroorganizmov, prevazne kvoli ich relativne silnej elektrostatickej interakcii
s negativne nabitymi bakterialnymi membranami (Nguyen et al., 2011). Od roku 1922,
kedy bol objaveny prvy l'udsky antimikrobialny peptid lyzozym, bolo identifikovanych
viac nez 2500 antimikrobialnych peptidov v jednobunkovych organizmoch, v rastlinach,
v hmyze azivocichoch (Zhang a Gallo, 2016). Avsak aplikacia antimikrobidlnych
peptidov vo farmaceutickom priemysle, aj napriek ich rozsiahlemu vyskytu,
je obmedzena predovsetkym z dovodu ich finan¢ne narocnej produkcie. VyuZitie
rastlinnych expresnych systémov pre produkciu terapeuticky vyznamnych latok,
tzv. molekularne farmarcenie, sa javi ako mozné rieSenie produkcie antimikrobidlnych
peptidov. Idedlny rastlinny expresny systém je totiz schopny jednoduchej,
rychlej, robustnej a ekonomicky nenaro¢nej produkcie rekombinantného peptidu
dokonca v jeho biologicky aktivnej forme. TaktieZ je pre nasledné terapeutické ucely
potrebné ziskat pomerne Cisty produkt bez pripadnej kontaminacie l'udskymi alebo
zvieracimi patogénmi (Demain a Vaishnav, 2009). Mnoho z tychto poziadaviek spiia
prave obilné zrno. Vyznamnd je predovSetkym moznost zacielenia produkcie
rekombinanntych peptidov do chemicky stabilného prostredia endospermu obilnych zfn,
ktoré teoreticky umoziuje jeho dlhodobé uskladnenie. Na zaklade uvedenych vyhod sa
Vv st¢asnosti  obilniny stdvaji  populdrnou produkénou platformou mnohych

terapeutickych latok.
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2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Antibiotika a bakterialna rezistencia voc¢i nim

Pojem antibiotikum bol po prvykrat pouzity v roku 1941 Selmanom Waksmanom
pre popis malej molekuly, ktora je produkovand mikrébom a spdsobuje inhibiciu rastu
inych mikrobov. V sucasnosti su antibiotikd definované ako typ antimikrobidlnych latok
pouzivanych k lie¢be a prevencii bakterialnych infekcii. Tieto latky inhibuju bakterialny
rast, zabranuju ich reprodukcii alebo ich priamo usmrcuju. Niektoré tiez vykazuju
antiprotozoalnu  aktivitu, teda aktivitu vo¢i jednobunkovym  zivocCichom
ako napriklad metronidazol, daktylarin, sulfonamidy, trimethoprim (https://www.britan
nica.com/science/antiprotozoal-drug, http://www.antibioticsinfo.org/metronidazole.html
stiahnuté 20.4.2018; Kettner et al., 1973). V sucasnej dobe je znamych niekol'ko stoviek
antibiotik, ktoré sa delia na zaklade chemickej Struktiry, mechanizmu pdsobenia voci
baktériam, spektra antibakterialnej aktivity alebo na =zéklade zdroja, z ktorého
pochadzaju. V rokoch 1945 sa zacala tzv. ,,zlatd éra“ antibiotik, ktord sa spaja s menom
Paula Ehrlicha. Ten sa zasluzil o pripravu syntetickej antibakterialnej latky na lie¢bu
syfilisu. Napriek mnohym negativnym G¢inkom bola latka uvedend na trh firmou Hoechst
pod nazvom Salvarsan (neskor pod ndzvom Neosalvarsan), az kym ich nenahradil
penicilin objaveny Sirom Alexandrom Flemingom (Mahoney et al., 1943). Postupne boli
objavené peniciliny, tetracykliny a d’alSie uc¢inné typy antibiotik so Sirokou Skalou
ucinnosti. Uz v tej dobe sa vSak predpokladal vyvoj bakterialnej rezistencie. Svetova
zdravotnicka organizacia (World Health Organisation, WHO; Zeneva, Svajéiarsko)
definuje antimikrobialnu rezistenciu ako odolnost’ mikroorganizmu voci antimikrobialne;j
latke,  ktora  bola  povodne  GspeSne  pouzitd na  liecbu infekcie
sposobenej danym mikroorganizmom (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs194
len/, stiahnuté 20.1.2018). Bakterialna rezistencia je predovsetkym prirodzeny proces,
ku ktorému dochadzalo uz dlhu dobu pred objavom modernych antibiotik. D"Costa et al.
vroku 2011 publikovali pracu, kde identifikovali gény rezistencie k B-laktamovym,
tetracyklinovym a glykopeptidovym antibiotikam u vzoriek DNA z 30 000 rokov staré¢ho
permafrostového sedimentu (D’'Costa et al., 2011). Taktiez na zaklade rdznorodosti
aminokyselinovych sekvenci B-laktamaz sa da predpokladat’ velké mnozstvo génov
kodujicich enzym degradujuci  B-laktamové antibiotikd, a preto je vysoko
nepravdepodobné, ze takato velka genetickd diverzita je dosledkom pouZzivania

penicilinu (Massova a Mobashery, 1998; Hall a Barlow, 2003). Fajardo et al. v roku 2008
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uviedli, ze mnoho testovanych mutantov Pseudomonas aeruginosa malo zmenenu
citlivost’ siasne na rézny typy antibiotik, ktoré zahfnali polymixiny, fluorochinolony,
tetracykliny, karbapény, cefalosporiny a aminocyklitoly. Rezistencia teda nie je
substratovo Specifickd a to naznacuje, Ze nie je dosledkom klinického pouzivania
antibiotik. Vyvoj antibiotickej rezistencie baktérii je teda len v stiCasnosti urychleny
nespravnym a nadmernym uzivanim antibiotickych pripravkov ¢i uz v klinickej praxi
alebo pol'nohospodarstve, ¢o vytvara intenzivny selektivny tlak na bakteridlnu populéciu.
Podl'a vyro¢nej spravy Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) z roku 2014 patri
baktérialna rezistencia k antibiotikdm medzi najzdvaznejSie problémy ohrozujuce
verejné zdravie. Ro¢ne zomrie v Eurdpskej tnii v dosledku bakteridlnej rezistencie
priblizne 25 000 T'udi, celosvetovo mortalita dosahuje asi 750 000 l'udi a pri st¢asnom
trende bude V roku 2050 CastejSou pri¢inou umrtia ako
rakovina (http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/112642/1/9789241564748_eng.pdf,
https://ec.europa.eu/health/amr/antimicrobial-resistance_en, stiahnuté 20.1.2018).

[
o

MnoZstvo rezistentnych izolatov (%6)
O = W s L Oy -1 0O ND

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

makrolidy peniciliny

Obr. 1 Percento rezistentnych izolatov baktérie Streptococcus pneumoniae na tzemi Ceskej
republiky k makrolidom a penicilinom naprie¢ jednotlivymi rokmi (prevzaté a upravené podla
https://resistancemap.cddep.org/CountryPage.php?countryld=8&country=Czech+Republic,
17.4.2018).
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Vyskyt antibiotickej rezistencie v jednotlivych castiach sveta vel'mi prehl'adne zhriiuje
projekt ResistenceMap (Obr. 1, https://resistancemap.cddep.org/, stiahnuté 20.1.2018).
Problém antibiotickej rezistencie nespociva len vo vys$Sej mortalite a morbidite. Taktiez
zatazuje ekonomiku Statu v dosledku vysSich ndkladov na lekarsku starostlivost
o0 pacientov aich dlhsi pobyt v nemocnici. Dochadza k §ireniu rezistentnych kmenov
baktérii medzi populaciou, atym sa komplikuju aj chirurgické zakroky, ako napriklad
transplantacia organov, vymena bedrovych kibov alebo rutinny cisarsky rez. Vo vel’kom
ohrozeni sa nachadzaju aj dlhodobo chori pacienti s oslabenou imunitou napriklad
pacienti napadnuti virusom HIV alebo pacienti oslabeni chemoterapiou pri liecbe

rakoviny.

2.1.1 Prirodzena antibioticka rezistencia

Prirodzent rezistenciu baktérii zabezpecuju gény rezistencie, ktorych vyskyt a expresia
nie je podmienend predchadzajliicim antibiotickym tlakom alebo horizontdlnym génovym
transferom a primarne kéduju nemennt vlastnost’ daného bakteridlneho rodu. Takyto typ
rezistencie je napriklad $tandardne zodpovedny za MDR (multi-drug resistence) fenotyp
u gram-negativnych  baktérii, ktoré su rezistentné k antibiotikdm G¢innym
na gram-pozitivne baktérie. Podstata takejto rezistencie spociva v rozdielnom zlozeni
vonkaj$ej membrany gram-negativnych baktérii, ktora brani prieniku antibiotika
atiez v pritomnostt MDR-efluxnych pimp, ktoré minimalizuji intracelularnu
koncentraciu antibiotika. Rozsiahle genetické analyzy dokazuju, Ze prirodzena rezistencia
je komplikovany proces, ktorého sti€astou st gény zapojené do Sirokého radu Zivotnych
procesov bunky, vratane zakladného bunkového metabolizmu (Fajardo et al., 2008).
Za rezistenciu su zodpovedné gény, ktoré moézeme zaradit’ do troch hlavnych skupin:
1) gény kodujuce syntézu a lokalizaciu ciel'ovej Struktury bunky atakovanej antibiotikom,
2) gény braniace pristupu antibiotika k ciel'ovej Strukture, napriklad gén zabezpecujuci
modifikaciu lipopolysacharidu bunkovej steny, ¢im sa brani prieniku antibiotika
do organizmu, 3) gény zabezpeCujuce ochranu cielovej Struktary bunky (Tab. 1).
Napriklad rod Enterococcus ma zabezpecenu rezistenciu voci cefalosporinom, zalozent
na nepritomnosti génov, kodujucich peptidoglykan viazuci protein, ktory cefalosporiny
prirodzene atakuji. Prirodzeni antibioticki rezistenciu si baktérie zabezpecili
aj nepriepustnou vonkajSou bakteridlnou membranou vdaka nizkemu zastGpeniu
porinov, ktorych funkcia a kapacita mozZe byt do istej miery obmedzena. Takéto baktérie

st rezistentné k mnohym druhom hydrofilnych antibiotik, pretoze sa u nich nedosiahne
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Tab. 1 Priklady prirodzenej antibiotickej rezistencie a priciny jej vzniku (prevzaté a upravené
podla Forbes et al., 1998; Giguere et al., 2006).

Rezistencia k lie¢iva  Pri¢ina

Organizmus

anaerdbne baktérie

aerobne baktérie

gram-pozitivne

baktérie
gram-negativne

baktérie

Klebsiella spp.

Stenotrophomonas

maltophila

laktobacily

a Leuconostoc

Pseudomonas

aeruginosa

enterokoky

aminoglykozidy

metronidazol

aztreonam
(B-laktamové ATB)

vankomycin

ampicilin

(B-laktamové ATB)

imipeném

(B-laktamové ATB)

vankomycin

sulfonamidy,
trimethoprim,
tetracyklin,
chléramfenikol

aminoglykozidy

cefalosporiny

nedostato¢ny metabolizmus

pre absorbciu lieCiva

neschopnost’ redukovat’ lie¢ivo na
jeho aktivnu formu

nedostatok proteinov viazucich
penicilin (PBP), na ktor¢ sa navézuje
lie¢ivo a nésledne ich inhibuje
neschopnost’ vankomycinu preniknut’
vonkaj$iou membranou

produkcia enzymov B-laktamaz, ktoré
Stiepia lie¢ivo pred dosiahnutim ciel’a
(PBP)

produkcia enzymov B-laktamaz, ktoré
Stiepia liecivo pred dosiahnutim ciel’a
(PBP)

nedostatok prekurzorov bunkovej
steny (BS), na kt. sa lie¢ivo navdzuje
a nésledne inhibuje tvorbu BS
nedostato¢ny metabolizmus

pre absorbciu lieciva, nemoZznost’
dosiahnut’ efektivnu intraceluldrnu
koncentraciu

nedostato¢ny metabolizmus

pre absorbciu lieciva

nedostatok PBP

potrebnd koncentracia pre usmrtenie bakteridlnej bunky bez ohrozenia lie€eného
pacienta. Pomerne ¢astym problémom byva aj kooperativny sposob ochrany rozdielnych
bakterialnych druhov voci pdsobeniu antibiotik. Weimer et al. (2011) vo svojej Stadii
preukazali rezistenciu baktérie S. pneumoniae k B-laktamovym antibiotikdim vdaka
pritomnosti  baktérie

Haemophilus influenzae (NTHi). Ta svojou schopnostou
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produkovat’ B-laktamazy Stiepi dané antibiotikum a navyse vytvara odolny biofilm, ¢im
poskytuje pasivnu ochranu S. pneumoniae (Weimer et al., 2011).

Vnutornd rezistencia baktérii ajej vnutorny rezistdm sa stavaju zaujimavym
a sl'ubnym cielom v boji s bakterialnou rezistenciou. Lin et al. v roku 2014 pripravili
mutantov Serratia marcescens, ktoré mali inaktivované gény arnB aarnC - sucast
operénu arnBCADTEF zabezpecujuceho modifikaciu lipopolysacharidu A pomocou
aminoarabindzy, ¢o sa prejavilo citlivostou na polymyxiny. V tomto pripade doslo
k znizeniu hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) antibiotika z 2048
na2mg.l” ! v porovnani s prirodzenym kmeniom S. marcescens. Typ polymyxinovej
rezistencie nie je sucastou len prirodzenej rezistencie. U baktérii Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa je tento typ rezistencie sposobeny
zmenami génovej expresie regulacného systému modifikacie lipopolysacharidu (LPS)
ato konkrétne v operonoch PmrAB a PhoPQ, ktoré tvoria dvojzlozkovy regulacny
systém modifikacie LPS, pricom najcastejSou pri¢inou je bodova mutacia (Olaitan et al.,
2014).

2.1.2 Ziskana antibioticka rezistencia

Ziskana rezistencia je vlastnostou konkrétnej baktérie, ktort moze nadobudnut’
genetickou zmenou v génoch, ktorych expresia ovplyvitunje fyziologicky metabolizmus
alebo bunkové Struktiry (de novo mutéacia), dalej integraciou cudzej DNA
do chromozému, horizontalnym génovym transferom mobilnych bakterialnych
genetickych elementov alebo kooperaciou uvedenych mechanizmov. Jedna mutacia
zvyc€ajne pre Uplnl rezistenciu nestaci, avSak vd’aka prvotnému preZitiu, baktéria ziska
¢as na vznik d’alSej mutacie alebo prenosu genetickej informacie, ktora uz vedie k tplne;j
rezistencii. Napriek tomu Aubry-Damon et al. v roku 1998 preukazali, ze jednoducha
mutécia v géne rpoB, ktory kdduje B podjednotku bakteridlnej RNA polymerazy vedie
k rezistencii S. aureusa na rifampicin. Mutaciou dojde k zmene Struktiry a K znizeniu
afinity enzymu k antibiotiku. Miera rezistencie zavisi od konkrétnej pozicie, kde doslo
K mutacii a od aminokyseliny, ktora je na zéklade tejto zmeny kodovana (Aubry-Damon
et al., 1998). Naopak v pripade rezistencie Mycobacterium tuberculosis na izoniazid ide
0 komplikovanejsi proces. Rezistencia je vysledkom zmeny expresie niekol’kych génov:
katG gén, ktory koduje katalazu, inhA gén, ktorého produkt je cielovou $truktirou
izoniazidu agény oxyR aaphC aich intergeneticky region. Ziskana bakterialna

rezistencia bola prvykrat pozorovana v roku 1959, ked’ boli prirodzene sa vyskytujuce
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gény kmena Shigella detegované u E. coli (Hawkey, 1998). Zakladné spdsoby transferu
DNA st konjugacia (plasmidy, konjugativne transpozony), transdukcia (prostrednictvom
bakteriofagov) a transformdcia. Mobilné¢ bakterialne elementy, medzi ktoré patria
plasmidy a konjugativne transpozony, su schopné medzibunkového prenosu génov, zatial
¢o transpozény, integrony, génové kazety a ISCR atypické inzercné sekvencie
(v sucasnosti najviac skimané elementy zabezpec€ujice Sirenie antibiotickej rezistencie
a vel'mi silny mobiliza¢ny systém génov schopny formovat’ skupinu mobilnych génov) -
umoziuji génovi mobilizaciu len vradmci jednej bunky. Napriklad Vv pripade
najznamejsej rezistentnej baktérie meticilin-rezistentného zlatého stafylokoka (MRSA)
je gén rezistencie mecA Sireny pomocou konjugativnej transpozicie (Hawkey, 1998).
Dalej je znamy transpozon Tnl10 z E. coli, ktory koduje tetracyklinovi rezistenciu a Tn5
transpozon zabezpecujlci rezistenciu na kanamycin, bleomycin a streptomycin. Zhao et
al. vo svojej stadii z roku 2001 uvadzaju, ze jednotlivé kmene E. coli produkujicej Shiga
toxin (STEC) st schopné medzi sebou transferovat’ integrony prostrednictvom
konjugécie. U baktérie Staphylococcus je najcastejSou cestou Sirenia génov rezistencie
bakteriofag. Sirenie antibiotickej rezistencie pomocou bakteriofagov je zndme pomerne
dlht dobu, avsak je stale otazne do akej miery toto Sirenie ovplyviiuji. Shousha et al.
v roku 2015 poukézali na transdukciu pomocou bakteriofagov ako na jeden z hlavnych
sposobov, ako sa antibioticka rezistencia Siri medzi prostredim a E. coli. Zo vzoriek
kuracieho mésa izolovali nahodne 243 bakteriofagov, pricom 24,7 % znich bolo
schopnych transdukovat’ gény rezistencie vo¢i kanamycinu, chloramfenikolu,
tetracyklinu, ampicilinu a betalaktimovym antibiotikam. Ziskané poznatky su velmi
dolezité pre zdravie €loveka a hospodarskych zvierat, pretoZe rezistencia ziskana tymto
spdsobom sa mdze §irit’ nielen medzi baktériami jedného druhu, ale aj medzi jednotlivymi
druhmi baktérii (Shousha et al., 2015). Naopak Enault et al. (2017) na zaklade
bioinformatickej analyzy virusovych metagenomov tvrdia, Ze vyskyt génov kédujiacich
antibioticku rezistenciu (ARG) v bakteriofagoch bol nadhodnoteny v dosledku nizkej
homologie ocakavanych sekvencii ARG so sekvenciami, ktoré boli vo virusoch skuto¢ne
detekované, ateda takéto Sirenie génov antibiotickej rezistencie prostrednictvom

bakteriofagov je len zriedkavé.

2.2 Nahrada sucasnych antibiotik v liecbe bakterialnych infekcii
Pre zabezpecenie uspesnej lieCby ochoreni spdsobenych sucasnymi rezistentnymi

mikroorganizmami, je potrebné zaujat’ novy pristup vyuzivajici inovativny mechanizmus
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posobenia. Takyto vyskum je v§ak nesmierne ¢asovo a financne naro¢ny a z toho dévodu
je novych antibiotik na trhu stale menej (Obr. 2). Az po intenzivnej snahe vyznamnych
organizacii o zviditeInenie problému antibiotickej rezistencie ako je Svetova
zdravotnicka organizacia (WHO), Europske centrum pre prevenciu a kontrolu chordb
(European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) alebo Eurdpska komisia
(European Commission), prichadzaji vyskumné skupiny s novymi typmi antibiotik
a suCasna dekada by mohla priniest’ G¢inné rieSenia. Vedci z Rutgers University (New
Jersey, USA) a biotechnologicka spolo¢nost NAICONS Srl. (Saronno, Taliansko) prisli
Snovym antibiotikom u¢innym voci rezistentnym baktéridm, ktoré je prirodzene
produkované pdodnymi baktériami, najdenymi vo vzorkach pddy z Talianska.
Antibiotikum pseudouridimycin funguje ako kompetitivny inhibitor bakterialnej RNA
polymerazy, teda brani v naviazaniu nukleosidtrifosfatu (NTP). Hoci bakterialna
a l'udskd RNA polymeraza maji podobnu Struktiru, pseudouridimycin je selektivny,
svojim vedlajSim retazcom sa viaze na d’alSie miesto RNA polymerazy typické len pre
bakteridlnu RNA polymerdzu, mimo vidzobného miesta pre NTP, ¢im je vézba

selektivnejsia a pevnejSia. Po naviazani pseudouridimycinu dochddza k zmene Struktary
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Obr. 2 Vyvoj objavov novych tried antibiotik v rokoch 1890 — 2010 zobrazenych po jednotlivych
dekadach na celom svete (prevzaté a upravené podla
https://www.statista.com/statistics/662130/discovery-of-new-antibiotics-in-us/, 3.1.2018).
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bakterialnej RNA polymerazy, o vedie k jej deaktivacii, a tym dojde priamo k usmrteniu
daného mikroorganizmu. Je to potenciondlny nastupca rifampinu, ktory sa aktudlne
pouziva na inhibiciu RNA polymerazy. Pseudouridimycin bol uspeSne testovany
voci desiatkam gram-pozitivnych aj gram-negativnych baktérii (Maffioli et al., 2017).
Spolo¢nost NAICONS Srl. ma taktiez zasluhu na vytvoreni vysoko selektivneho
semi-syntetického thiopeptidu proti Propionibacterium acnes, tzv. NAI-Acne,
ktory je v stcasnosti v druhej faze klinickych testov. Taktiez maju vo svojom portfoliu
semi-synteticky derivat ramoplaninu  NAI-603 alebo lantibiotikum NAI-107,
ktoré su aktivne voci aerdbnym a anaerébnym gram-pozitivnym baktériam vratane
meticilin-rezistentného zlatého stafylokoka (MRSA) a vankomycin-rezistentnych
enterokokov (VRE). Dalej je testovanych aj niekol’ko d’alich antibiotik napriklad
paramagnetické quinény izolované z aktinomycét rodu Actinoallomurus (lorio et al.,
2017), lantibiotikum NAI-802 z Actinoplanes sp. (Simone et al., 2013)
alebo ortoformimycin — selektivny inhibitor bakterialnej proteosyntézy zo Streptomyces
(Maffioli et al., 2013). Nedavno objaveny klosthioamid predstavuje novi triedu
prirodzenych polythioamidovych antibiotik inhibujucich bakteridlnu DNA gyrdzu
S pozitivnymi vysledkami in vitro testovania voci rezistentnej baktérii Neisseria
gonorrhoeae (Miari et al., 2017). Dalej budi popisané jednotlivé mozZnosti, ako v boji

proti rezistentnym baktéridch nahradit’ lie€bu pomocou uz neti¢innych antibiotik.

2.2.1 Bakteriofagy editované systémom CRISPR-Cas

Fagova terapia je v lieCbe bakterialnych infekcii znama uz pomerne dlht dobu, ale aZ jej
spojenie s metédou editacie gendému pomocou CRISPR-Cas priniesla prelom v boji
s antibiotickou rezistenciou (Gomaa et al., 2014). Bikard et al. v roku 2014 publikovali
pracu, kde popisali pripravu sekvencne Specifickej RNA-riadenej Cas9 nukledzy, ktora
je do bunky dorué¢ena pomocou bakteriofaga a nasledne pomaha v boji s antibiotickou
rezistenciou. V pripade, ze je nukleaza sekvencne Specificka na gény antibioticke;j
rezistencie, dgjde k zni€eniu plasmidu, ktory tieto gény obsahuje, a usmrti tak rezistentna
baktériu. Tento model CRISPR-Cas9 bol uspesne testovany na modeli kozi mysi in vivo
proti baktérii Staphylococcus aureus, ¢o moze mat velky vyznam hlavne v boji
S problémovym MRSA (Bikard et al., 2014). Rovnaki metdédu preprogramovania
Cas nukleazy pouzili aj Citorik et al. (2014) k usmrteniu baktérii enterohemoragickej
Escherichie coli (EHEC) O157:H7, ktorou boli kfmené larvy Galleria mellonella.

Popredna vyhoda spociva hlavne v skuto¢nosti, ze baktérie bez plazmidu rezistencie,
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teda prospesné baktérie E. coli, ktoré prirodzene osidl'uju l'udské ¢revo, ostavaju intaktné,
¢o je ziaduce pre zachovanie prirodzené¢ho osidlenia pacienta prospeSnymi baktériami.
Odlisnu stratégiu pouzili Yosef et al. (2015), ale vtomto pripade nebolo cielom
usmrtenie rezistentnych baktérii, ale ich opdtovna resenzibilizacia na antibiotika.
V stcasnej dobe ma na systémoch CRISPR-Cas zalozeny svoj vyskum niekol'ko
biotechnologickych spolo¢nosti, napr. Locus Bioscience (Morrisville, USA;
http://www.locus-bio.com/#about, stiahnuté 5.4.2018), Eligo Bioscience (Pariz,
Francuzsko; http://eligo.bio/technology/, stiahnuté 5.4.2018) a Synthetic Genomics
(San Diego, USA,; https://www.syntheticgenomics.com/core-technology/, stiahnuté
5.4.2018).

2.2.2 Nanocastice kovov

Pouzivanie r6znych kovov v medicine ma dlhu tradiciu, hlavne v pripade striebra, ktorého
rozne zIlGCeniny sa pouzivali na liecbu bakterialnych infekcii (Feng et al., 2000;
Matsumura et al., 2003). Nanomaterialy vSak zaznamenavaju v boji s antibiotickou
rezistenciou uspech, ato hlavne vdakaich unikdtnym chemickym a Struktirnym
vlastnostiam, pricom aktivita nanocastic je zavisla od ich velkosti a tvaru (Pal et al.,
2007; Morones et al., 2005; Panacek et al., 2006). Sondi a Salopek-Sondi (2004) testovali
antimikrobidlnu aktivitu nanocastic striebra vo¢i E. coli, Castice sa akumulovali
Vv cytoplazmatickej membrane, ¢o viedlo k rapidnemu zvySeniu priepustnosti membrany
ausmrteniu baktérie. Panacek et al. vroku 2006 predstavili protokol pre syntézu
striebornych koloidnych nanocastic s antimikrobidlnym t¢inkom voci gram-pozitivnym
aj gram-negativnym baktériam vratane S. aureusa rezistentného na meticilin uz
pri koncentracii 1,69 pug.ml. V niektorych pripadoch bola v pritomnosti nanocastic
striebra preukdzana zvySena ucinnost’ antibiotik. Shahverdi et al. (2007) pozorovali
najvyssiu synergickua aktivitu v spojeni s erytromycinom voci baktérii S. aureus. Jednou
Z moznosti je tiez vyuzitie nanocastic ako nosi¢ov antibiotik pre ich lepsiu biodostupnost’
do jednotlivych miest infekcie (Radovic-Moreno et al., 2012). PouzZitie nanocastic kovov
vSak moze viest’ aj k poSkodeniu okolitych buniek, comu sa d4 vyhniat metédou svetlom
excitovatelnych nanocastic - kvantovych bodiek, schopnych usmrtit’ napriklad
aj meticilin rezistentného S. aureusa, karbapén rezistentna E. coli a p-laktam
produkujucich K. pneumoniae a S. typhimurium (Courtney et al., 2016). Okrem striebra

su ucinné aj nanocastice zlata proti uropatogénnym rezistentnym baktériam, s nizkou
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toxicitou voc¢i bunkadm cicavcov (Li et al., 2014) a tiez nanocastice paladia vykazuju

vysoku antimikrobialnu aktivitu voc¢i baktérii S. aureus (Adams et al., 2014).

2.2.3 Predatorské baktérie

V boji proti antibiotickej rezistencii pomocou predatorskych baktérii je v sucasnosti
intenzivne skumana baktéria Bdellovibrio bacteriovorus, ktora napada mnoho
gram-negativnych baktérii, vratane rezistentnych kmenov ako Escherichia coli, Shigella
flexneri, Klebsiella pneumoniae, Legionella, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii. Je to hlavne vd’aka jeho $pecifickému zivotnému cyklu (Obr. 3), o sa javi
ako sl'ubné rieSenie, vzhl'adom k tomu, Ze vacSina antibioticky rezistentnych baktérii patri
medzi gram-negativne alieCba takychto infekcii je vSeobecne narocnejSia.
B. bacteriovorus sa prirodzene vyskytuje vo vode, v pdde a dokonca aj Vv intestinalnom
trakte zdravych l'udi, ¢o svedéi o bezpecnosti jej pouzitia pre terapeutické ucely (lebaa et
al., 2013). Je zname, Ze B. bacteriovorus uc¢inne ni¢i biofilmy, ktoré vytvaraju
gram-negativne baktérie, vd’aka comu sa rezistentné na antibiotika. Avsak v roku 2014
Monnappa et al. publikovali $tadiu, v ktorej preukazali, ze B. bacteriovorus dokaze
oslabit’ biofilmy vyformované aj gram-pozitivnymi baktériami, napr. S. aureus
a napomahat’ tak u¢inku antibiotik (Monnappa et al., 2014). Willis et al. pozorovali
po aplikacii predatorskej baktérie B. bacteriovorus zniZenie populacie patogénneho
kmena baktérie Shigella M90T V' experimente in vivo v larvach ryby Danio rerio, prezilo
60 % populacie lariev oSetrenych kmenom Bdellovibrio, zatial' ¢o pocetnost’ lariev
kontrolnej skupiny (neoSetrenych kmenom Bdellovibrio) klesla na treti defi infekcie
na 25 %. Stidia tiez preukazala spolupracu B. bacteriovorus s imunitnym systémom ryby
a pri podani tejto baktérie do tela ryby neboli pozorované Ziadne vedlajSie ucinky ani
pri vysokych davkach a tiez neatakovala cicavéie bunky (Willis et al., 2016). Ziskané
poznatky su dolezité najma pre lieCbu ochoreni sposobenych T'udskym patogénom
Shigella flexneri spdsobujicim klasické priznaky otravy jedlom, napr. hnacku.
V sucasnej dobe je lieCba ochorenia pomerne obmedzena, ked’ze medicinska mozZnost’

prevencie neexistuje a antibiotika su vo vac¢sine pripadov neucinné.
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Obr. 3 Zivotny cyklus baktérie Bdellovibrio bacteriovorus (prevzaté a upravené podla Willis
et al., 2016).

Tim vedcov z Narodného inStititu vedy a technologii v JuZznej Korey testoval vplyv
indolu na predatorski baktériu. Indol je metabolitom produkovanym mnohymi
baktériami, medzi ktoré patri aj E. coli arod Salmonella. Testy predatorskej aktivity
B. bacteriovorus v pritomnosti  indolu  vo¢i  tymto  baktériam  preukazali,
ze B. bacteriovorus potrebuje v pritomnosti indolu dlhsi ¢as na napadnutie patogéna
a pri vysokych koncentraciach je atak predatorskej baktérie blokovany (Dwidar et al.,
2015). Vedci z Institutu vedy a technoldgii Univerzity v Okinawe nielen, ze vyuzili
predatorsku B. bacteriovorus, ale aj genetick(i manipulaciu génu fliA, ktory koduje
flagelarny sigma faktor. Touto manipuldciou ovplyvnili predatorské spravanie baktérie,
¢o viedlo k ovel’a rychlejSiemu usmrteniu patogénnej E. coli. Jednou z moznosti je teda
nielen pouzitie predatorskych baktérii, ale aj preprogramovanie viacerych parametrov
predatorského spravania (Dwidar a Yokobayashi, 2017). Tieto poznatky s potrebné
pre ochranu baktérii, ktoré su pre l'udské osidlenie prospesné a ich usmrtenie by mohlo
viest’ ku zdravotnym komplikdcidm pacienta a pomalSej rekonvalescencii.

V roku 2017 spolocnost’ Vedanta Biosciences zacala prvi fazu klinickych testov
lieciva VE303, terapeutického produktu pozostavajiceho z baktérii pre liecbu infekcie

Clostridium difficile (https://www.vedantabio.com/pipeline, stiahnuté 11.2.2018).
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Predatorska aktivita bola pozorovana aj u inych baktérii. Terapeuticky potencial ma
napr. aj baktéria Micavibrio aeruginosavorus, ktora aktivne zabija patogénnu
P. aeruginosa z o¢nych izolatov, nepreukazala tiez toxicky efekt na eukaryotické
(HCLE) bunky a po testovani in vivo v ¢ervoch G. mellonella po injekénej aplikacii,
bola zivotnost’ ¢ervov napadnutych P. aeruginosa viac ako 90% (Shanks et al., 2013).
Dashiff et al. (2010) po aplikacii baktérie M. aeruginosavorus tiez preukazali vyrazna
redukciu Zzivotaschopnosti u baktérii zrodu Burkholderia, Escherichia, Klebsiella,
Pseudomonas, Shigella a priemernt redukciu urodov Acinetobacter, Enterobacter,

Proteus a Yersinia.

2.2.4 Kombinacia antibiotik alebo inovacia povodnych antibiotik
Pouzitie starSich antibiotik v boji s multirezistentnymi bakterialnymi kmetimi je jednou
z alternativ v boji s antibiotickou rezistenciou. V minulosti totiz tieto latky neboli
podrobené stcasnym postupom vyvoja lieckov a ich charakteristika farmakokinetiky
atoxicity limituje ich klinické pouzitie. Preto su potrebné dodatocné stadie o ich
ucinnosti, davkovani a bezpecnosti. Klasickym prikladom je pouzitie polymyxinu B
a polymixinu E (kolistinu), ktoré boli v minulosti pri lokalnej aplikacii vyuzivané
na liecbu mnohych gram-negativnych baktérii. Ich parenteralna aplikacia (podanie mimo
traviaci trakt, napr. injekéne) bola zakazana v dosledku nefrotoxicity a neurotoxicity.
Dnesné studie parenteralnej aplikacie pri lie¢be P. aeruginosa a A. baumannii preukazuju
zna¢nu ucinnost’ a vyrazne mensiu toxicitu (Jiménez-Mejias et al., 2002; Linden et al.,
2003).

Jednou z moznosti je tiez kombinovana terapia, kedy sa pre liecbu infekcie sposobenej
rezistentnym patogénom pouziva kombinacia dvoch alebo viacerych antibiotik,
popripade antibiotika s aditivami. Kombinovana terapia sa v medicine uz dlh§iu dobu
vyuziva pre lie¢bu rakoviny, HIV alebo malarie. Co sa tyka infekcii spdsobenych
rezistentnymi mikroorganizmami, tak v pripade Mycobacterium tuberculosis sa vyuziva
kombinacia Styroch typickych antibiotik, ato izoniazid, rifampicin, pyrazinamid
a ethambutol alebo streptomycin, ¢im dochadza k inhibicii ciel'ovej Struktiry ré6znymi
metabolickymi drahami (Jindani et al., 2004). Dalej kombinacia sulfametoxazolu
a trimetoprimu (diaminopyrimidinu) pouzivana pri lie¢be infekcii mocového ustrojenstva
inhibuje rozne ciele v metabolickej drahe syntézy kyseliny listovej (Burman, 1986).

Kombinécia antibiotika s aditivami nemusi mat’ priamo antimikrobidlny ucinok,

ale v spravnej kombinacii dokaze blokovanim mechanizmu rezistencie zvysit' aktivitu
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antibiotika. Augmentin, ktory spaja B-laktdmové antibiotikum amoxicilin s inhibitorom
B-laktamaz kyselinou klavulanovou, dokaze in vivo inhibovat’ aktivitu P-laktamazy,
ktora antibiotikum Stiepi, a tak je amoxicilin schopny inhibovat’ biosyntézu bunkovej
steny Vv rezistentnej baktérii (Ball P., 2007). V sucasnosti je znamych uz mnozstvo
roznych inhibitorov nielen B-laktamdz, ktoré zabranuju Stiepeniu antibiotika, ale aj
inhibitory efluxnych pamp, ktoré pomahajt znizovat’ koncentraciu antibiotika v bunke.
Lomovskaya et al. (2001) identifikovali inhibitory MC-207, MC-110, ktoré inhibuja tri
dolezité pumpy v baktérii Pseudomonas aeruginosa zabezpecujtice fluorochinolonovu

rezistenciu a podobné pumpy v d’alSich rezistentnych gram-negativnych baktériach.

2.2.5 Antimikrobialne peptidy

Antimikrobidlne peptidy st evoluéne pomerne staré latky, vyskytujuce sa v takmer
vSetkych zivych organizmoch ako sucast’ nespecifického imunitného systému. V oblasti
mediciny sa predpoklada ich vyuzitie na liecbu najroznejSich ochoreni vratane malérie,
rakoviny alebo HIV a okrem ich antibakteridlnej aktivity vykazuji aj antifungalnu,
antivirovu alebo antiparaziticku aktivitu. Ich vyuzitie v lieCbe antibioticky rezistentnych
kmeniov baktérii ma velky potencial vzhladom k ich selektivite a rychlosti G¢inku
uz v mikromolarnych koncentraciach. Dalej ich zna¢nou vyhodou je prirodzena
Sirokospektralna aktivita voci celej rade gram-pozitivnych aj gram-negativnych baktérii
a schopnosti niektorych peptidov inhibovat tvorbu biofilmov. Zhang et al. (2005)
demonstrovali schopnost’ antimikrobidlnych peptidov HBCM2, HBCM3, HBCPa-2
a HB71 inhibovat rezistentnt baktériu P. aeruginosa zodpovednu za vacsinu plicnych
infekeii u pacientov s cystickou fibrozou. Synteticky antimikrobialny peptid DRGN-1
vytvoreny na zaklade prirodzeného peptidu objaveného v tele varana komodského
(Varanus komodoensis) vykazoval silnt inhibiciu tvorby biofilmov u baktérii
P. aeruginosa a S. aureus (Chung et al., 2016). Prirodzenych peptidov so schopnostou
inhibovat’ tvorbu biofilmov je znamych uZ niekol’ko, a v databdze antimikrobialnych
peptidov st zoradené v samostatnej kategérii (http://aps.unmc.edu/AP/main.php,
stiahnuté 19.2.2018). Tato skupina latok ponuka vel'a moznosti, ked’ze kazdym rokom sa
objavuji v najroznejSich zdrojoch nové antimikrobialne peptidy s inymi vlastnost’ami
a taktie pre ich GRAS status (generally recognized as safe) udeleny Uradom pre kontrolu
potravin a lie€iv (Food and Drug Administration, FDA; USA). Rovnako riziko vytvorenia
rezistencie baktérii vo¢i nim je vel'mi malé, vzhl'adom k ich neSpecifickému aéinku

a schopnosti vyhnut sa beznym mechanizmom rezistencie. Pri napadani a zabijani
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patogénov vyuzivaji viaceré mechanizmy sucasne, ¢im sa schopnost prezitia
mikroorganizmov znizuje, atym aj Sanca na vytvorenie rezistencie (Obr. 4).
Napriklad umelo pripraveny antimikrobidlny peptid nizin posobi na baktérie zaroveii
Styrmi mechanizmami, a to inhibiciou syntézy bunkovej steny, zvySenou tvorbou porov
Vv bakteridlnej membrane, aktivaciou autolytickych enzymov bunkovej steny a inhibiciou
germindcie bakterialnych spor (Pag a Sahl, 2002). Alternativny mechanizmus zahfia
aj imunomodula¢né vlastnosti antimikrobialnych peptidov. Ide totiz o efektorové
molekuly, ktoré¢ dokazu modulovat imunitnid odpoved’ napadnutého organizmu
v prirodzenom boji s patogénnym mikroorganizmom. Napriklad pri kimeni odstavenych
prasiat stravou s pridavkom syntetickych antimikrobialnych peptidov dochadzalo
Kk zvySeniu mnozstva T buniek, k ich proliferacii, d’alej k zniZzeniu mnozstva apoptickych
buniek a celkova bunkova imunita jedincov bola zlepsena (Ren et al., 2015).
Antimikrobidlne peptidy dokonca vykazuju synergické posobenie s niektorymi

antibiotikami. Tato skuto¢nost’ by mohla viest’ k pouzivaniu vyrazne nizsich koncentracii
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Obr. 4 Rézne mechanizmy posobenia antimikrobialnych peptidov (prevzaté a upravené podla
Ageitos et al., 2017).
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antibiotik, ktoré maju casto negativny vplyv na pacienta a tiez k znizeniu nakladov liecby,
vzhl'adom k potrebe mensicho mnozstva antimikrobialneho peptidu. LeBel et al. v roku
2013 publikovali stadiu, v ktorej preukazali vyrazny synergicky efekt antimikrobidlneho
peptidu nizinu a antibiotika streptomycinu, tetracyklinu, penicilinu a ceftiofuru
(FICI < 0,5) v pripade infekcie S. suis MGGUS2, ktory je zodpovedny za tazké infekcie
spOsobujuce  meningitidu, artritidu, pneumoéniu a  septikémiu u  Tudi.
Naghmouchi et al. (2012) zas pozorovali synergicky efekt antimikrobialneho peptidu
pediocinu a antibiotika rifampicinu pri liecbe penicilin-rezistentného kmena
P. fluorescens. Hoci je v sucasnej dobe dostupnych na trhu niekol’ko antimikrobialnych
peptidov na liecbu bakterialnych infekcii ako napriklad daptomycin produkovany firmou
Cubist Pharmaceuticals (Massachusetts, USA) a predavany pod obchodnym nazvom
Cubicin® (http://www.merck.com/product/home.html, stiahnuté 20.2.2018), teikoplanin
s obchodnym nazvom Targocid predavany spolo¢nostou Sanofi-Aventis (Gentilly,
Francuzsko) pre lie¢bu infekcii sposobenych meticilin-rezistentnym S. aureusom alebo
E. faecalis (https://www.sanofi.com/en/science-and-innovation/clinical-trials-and-
results/our-disclosure-commitments/pharma/letter-t/, 20.2.2018), dévodov preco doteraz
nenahradili klasické antibiotikd je niekolko. Nevyhodou je ich nizka koncentracia
Vv prirodzenych zdrojoch, proteolytickd degradacia, Castd toxicita k eukaryotickym
bunkam, vysoké naklady na ich syntézu a nedostato¢né informacie o ich farmakokinetike
a farmakodynamike. Ciastoéné rieSenie prinasaju az technoldgie génového inZinierstva
pre produkciu rekombinantych antimikrobidlnych peptidov s vyuZitim najroznejSich
organizmov, a to od baktérii, kvasiniek, hmyzich buniek, rastlin az po cicav¢ie bunky.
Kazda z produkénych platforiem ma svoje vyhody aj nevyhody a zavisi od konkrétneho
peptidu a jeho vlastnosti, ktora z nich predstavuje idealnu vol'bu pre jeho produkciu.
Pre klinické pouzitie rekombinantne produkovanych antimikrobidlnych peptidov
pomocou uvedenych produkénych platforiem je predovSetkym dolezité, aby peptid nebol
toxicky voci eukaryotickym bunkdm a bol vysoko selektivny len na bakteridlne bunky.
Vytazky by mali byt vysoké a je dolezité ziskat’ dokonale Cisty peptid, ¢o Casto zahtiia
nakladny a komplikovany proces purifikacie. Rekombinantny antimikrobidlny peptid
d’alej nesmie vyvoldvat’ alergicku reakciu a je potrebné ziskat’ ho v biologicky aktivnej
forme, ktord vSak nezavisi len od jeho spravneho zloZenia, a teda sekundarnej Struktury,
ale aj od dizky peptidu, jeho naboja, helicity, hydrofobnosti, amfipaticity alebo
rozspustnosti (Tossi et al., 2000).

V poslednej dobe sa dostava do popredia produkcia najréznejSich terapeutik
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Vv rastlinach nazyvand rastlinné molekularne farméarcenie. PredovSetkym obilniny st
Vv poslednych rokoch povazované za idedlne produkéné platformy. Ich pestovanie
je zvyCajne nenaro¢né na podmienky, ekonomicky vyhodné, dokazu produkovat
pomerne vysoké mnozstva rekombinatnych peptidov a produkcia v rastlinnej bunke
zabezpeCuje  minimdlne  riziko  kontaminicie = rekombinantného  produktu
endotoxinmi ludskymi patogénmi. Ako idedlne prostredie pre produkciu
rekombinantnych antimikrobidlnych peptidov sa javi zrno obilnin, pretoze umoznuje
dlhodobé uchovanie peptidu, resp. proteinu, ato predovSetkym vdaka pritomnosti
vel'kého mnozstva inhibitorov proteaz v dozretom zrne. Zna¢nou vyhodou inertného
prostredia dozretétho zrna pre produkciu terapeuticky vyuzitelnych proteinov,
resp. peptidov, je aj zabezpecenie ich spravneho zlozenia do biologicky aktivnej formy.
Okrem toho Vv zrne obilnin je nizka koncentracia sekundarnych metabolitov akymi su
kyselina oxalova, fenolické latky alebo alkaloidy, ktoré mézu skomplikovat’ nasledné
procesy izolacie rekombinanntych antimikrobidlnch peptidov. Navyse produkcia

rekombinantého produktu v zrne neovplyviiuje rast a vyvin rastliny.

2.3 Subcelularna lokalizacia rekombinantného proteinu v obilnom zrne
Subcelularna lokalizacia rekombinantného proteinu v ramci obilného zrna je vyznamna
z niekol’kych dévodov. Podmienky cielového uskladnenia proteinu v rdmci bunky
ovplyviiuju jeho stabilitu, ktord ma vo vysledku vplyv na vytazok produktu. Taktiez
ovplyviuju spravne zloZzenie proteinu, jeho posttranslaéni modifikaciu, astym
spojenu stratégiu néslednej izolécie a purifikacie, ktoré¢ sii nesmierne dolezité najmi
pre produkciu rekombinantnych proteinov s potencidlnym vyuZzitim vo farmaceutickom
priemysle na lie¢bu infekénych ochoreni. Napriklad glykoproteiny musia byt zacielené
do Struktar sekrécnej drahy, pretoze glykany su pridavané na protein v endoplazmatickom
retikule a Golgiho aparate (Horvath et al., 2000). V neposlednom rade ma zacielenie
rekombinantného proteinu vplyv na vyvin transgénnej rastliny. Zatial ¢o protein
produkovany v cytozole méze byt pre rastlinu toxicky, akumulacia rovnakého proteinu
vo vakuole alebo chloroplaste je casto bezproblémova, nakol’ko neovplyvituje vntitorny
metabolizmus. V ramci zma modze byt rekombinantny protein zacieleny bud
do endospermu alebo do embrya. Avsak vzhladom k tomu, ze u obilnin je embryo
pomerne mald Struktira, vyuziva sa pre zacielenie rekombinantnych proteinov
predovsetkym endosperm, ktory tvori vacsiu Cast’ zrna (Obr. 5). Na bunkovej urovni

je mozné vyuzit zacielenie rekombinantného proteinu do bunkovych kompartment akymi
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Obr. 5 Struény prehlad niektorych obilnin a stavby ich zrna (prevzaté aupravené podla
https://kids.britannica.com/students/assembly/view/167175, 17.4.2018).

st chloroplast, mitochondria, endoplazmatické retikulum (ER), od neho odvodené
dva typy proteinovych teliesok (PBs), vakuoly na skladovanie proteinov (PSV), skrobové
telieska, olejové telieska a apoplast, kde zvyCajne protein vykazuje viacSiu stabilitu

(Conrad a Fiedler, 1998).

2.3.1 Vakuoly pre uskladnenie proteinov (PSV)

Vakuoly pre uskladnovanie proteinov (PSV) vyskytujice sa len u rastlin, st unikatne
Struktiry s obsahom zéasobnych proteinov, u obilnin hlavne globulinov a albuminov.
Vakuoly st formované de novo a obsahuju tri morfologicky rdzne regiony: 1) matrix,
ktora obsahuje rozpustné zasobné proteiny, 2) krystaloidnu oblast’ zloZzenu z proteinov
usporiadanych do mriezky, 3) globoidnii oblast’ s obsahom oxalatovych krystalov
a kyseliny fytoovej. Proces uloZenia zasobnych proteinov do PSV je zlozZity a zavisi
od typu skladovaného proteinu a druhu rastliny. Z toho dévodu je pomerne naro¢né
kontrolovat’ zacielenie rekombinantného proteinu, ktory putuje cez zlozity
endomembranovy systém prostrednictvom vezikul. Globuliny vo vécSine rastlin vratane
obilnin st transportované z lumenu endoplazmatického retikula cez Golgiho aparat
do PSV, zatial' ¢o putovanie prolaminov sa lisi v jednotlivych rastlinnych druhoch.

Napriklad vryzi akukurici sa prolaminy zdruzujd v PBS VIlumene drsného
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endoplazmatického retikula, ktoré poskytuje idedlne prostredie pre proteiny citlivé
k proteolytickej degradacii. V pripade pSenice a ovsa vznikaju agregaty tychto proteinov
z ER, ale neskor su absorbované PSV, pricom neprechadzaji cez Golgiho aparat.

Pre zacielenie rekombinantného proteinu do vakuol uskladiiujicich proteiny
sa v minulosti Casto vyuzivala fizia so zasobnym proteinom, ktory bol v organele
majoritny. Vandekerckhove et al. (1989) pripravili chimérny protein, ktory pozostaval
z aminokyselinovej sekvencie kodujucej 2S  albumin  Zzrastliny arabkovka
thalova (Arabidopsis thaliana), pri¢om jeho ¢ast bola nahradena sekvenciou
pre neuropeptid leu-enkefalin ohrani¢eny sekvenciami pre tryptické Stiepenie.
Po tspesnej transformacii repky olejnej (Brassica napus) boli vedci schopni ziskat
az 200 nmol peptidu na gram zrna. Neskdr boli charakterizované tri typy tzv.
determinantov vakuolarneho triedenia (VSD), ktoré veda protein do PSV. Sekvencne
Specifické VSD sa mozu vyskytovat’ uprostred alebo na oboch koncoch peptidu a st
rozpoznavané pomocou vakuoldrnych triediacich receptorov (VSR), ako napriklad 2S
albumin alebo ricin. Dalej C-koncové VSD musia mat dizku minimalne
4 aminokyselinovych rezidui, napriklad sekvencia FAEAI a LVAE z jaémenného
lektinu. Poslednym typom st VSD zavislé na Struktire proteinu, napr. legumin.
Bez pritomnosti akéhokol'vek typu VSD su totiz proteiny sekretované na povrch bunky.
Napriklad faziou rekombinantného proteinu s transmembranovou doménou BP-80
(TMD) a cytoplazmatickym chvostom (CT) alfa-TIP, ktory sluzi ako membranova kotva,
je protein zacieleny do kryStaloidnej oblasti PSV a dochddza k jeho stabilnej akumulécii.
Specifické membranové sekvencie st schopné zacielit protein do PSV roznymi drahami,
aj mimo GA, ¢im je moZné zabranit’ neZiaducej rastlinnej glykozylécii proteinu, najmi
Vv pripadoch jeho nasledného vyuZitia v klinickej praxi. Okrem fizie rekombinantného
proteinu so zdsobnym proteinom alebo s VSD prisli niektoré Studie s tedriou, Ze vysoky
tok zasobnych proteinov do vakuol moze so sebou strhniit’ rekombinantny protein aj bez
Specifického signalu. Arcalis et al. (2004) pozorovali takéto netypické zacielenie
rekombinantnych proteinov v endosperme pSenice. Rekombinantna fytaza, ktorej vyskyt
bol pévodne ocakavany v apoplaste, sa objavila v agregatoch prolaminov v PSV spolu

s glutelinmi, pri¢om obsahovala vzor glykozylacie typicky pre Golgiho aparat.

2.3.2 Endoplazmatické retikulum (ER)

Endoplazmatické retikulum je ako prva organela sekrecnej drahy casto vyuzivana

pre zacielenie rekombinantnych proteinov. Rovnako ako PSV plni ER doélezitd ulohu
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pocas klicenia zrna. Obsahuje mnoZzstvo Saperdnov, ktoré napomahajii spravnemu
skladaniu proteinov, dochadza tu k posttranslaénym modifikdcidm proteinu
a Vv porovnani s cytozolom obsahuje ovel'a menSie mnozstvo protedz, ktoré by mohli
produkt Stiepit’. Mnoho studii preukazalo vyrazné zvysenie vytazkov rekombinantného
proteinu pri jeho zacieleni do endoplazmatického retikula. Napriklad Moravec et al.
(2007) produkovali B podjednotku tepelne labilného enterotoxinu z E. coli (LTB)
v zrnach sodje. Protein LTB bol produkovany pod zrnovo-specifickym promdétorom
a do endoplazmatického retikula bol zacieleny na zaklade pritomnosti C-koncovej KDEL
sekvencie. Vysledkom uvedenej stratégie bola stabilnd akumulacia rekombinantného
proteinu v zrelych zrnach soje, pricom tvoril 2,4% podiel zo vSetkych proteinov zrna.
Taktiez Stoger et al. (2000) demonstrovali vyrazne vy$Sie vytazky rekombinantne
produkovanej  jednoretazcovej Fv  protilatky  (ScFvT84.66) s retenciou
na endoplazmatické retikulum v zrnach ryze a pSenice oproti akumulacii protilatky
Vv apoplaste. Naopak proteiny bez signalnej sekvencie sa zvy¢ajne akumulovali v cytozole
aich vytazky sa pohybovali okolo 0,1 % celkovych rozpustnych proteinov zrna
(Conrad a Fiedler, 1998).

Pre retenciu do lumenu endoplazmatického retikula je vyuzivany cely rad signalnych
peptidov. Ide napriklad o najzndmejsi C-koncovy tetrapeptid HDEL, resp. KDEL, d’alej
transmembranovy peptid KKXX (X = I'ubovol'nd aminokyselina) a B podjednotka génu
toxinu cholery (CTB) alebo vy-zein na N/C konci (Mainieri et al., 2004).
Nevyhodou zacielenia proteinu do endoplazmatického retikula je vSak existencia dréhy,
ktora translokuje nespravne zloZzeny protein do cytozolu, kde dochadza k jeho degradacii
prostrednictvom proteazému, ako v pripade terapeutickej IgG protilatky produkovane;j
Vv rastlinach tabaku (De Muynck et al., 2009) alebo aktivatoru plazminogénu alphal

rovnako produkovaného v rastlinach tabaku (Schiermeyer et al., 2005).

2.3.3 Proteinové telieska (PBs)

Proteinové telieska (PBs) sluzia pre uskladnenie zasobnych proteinov, hlavne prolaminov
vyskytujacich sa vo vel'kej miere u obilnin a na rozdiel od PSV su formované v lumene
drsného endoplazmatického retikula. Po dosiahnuti vhodnej velkosti sa oddelia
ako samostatné organely alebo mézu byt’ autofagickym procesom pohltené zasobnymi
vakuolami, napr. v pSenici aVjaémeni. Transport proteinov do PBs je rovnako
komplikovany ako do PSV v dosledku existencie roznych dréh liSiacich sa u jednotlivych

rastlinnych druhov aj v zavislosti od daného typu transportovanych proteinov.
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Proteinové telieska sa od seba liSia Struktirou a obsahom zasobnych proteinov.
V ryzi boli charakterizované¢ PBs-l slamelarnou Struktarou a obsahom prolaminov
a PBs-II bez lamelarnej Struktary s obsahom glutelinov a globulinov (Tanaka et al.,
1980). Moznost’ zacielenia rekombinantnych proteinov do proteinovych teliesok bola
po prvykrat zdokumentovana vedeckym timom doktorky Sengupta-Gopalana (1985).
Stabilnou transformaciou tabaku pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens, dosiahli
produkciu zasobného glykolyzovaného proteinu fazeolinu v proteinovych telieskach.

Jednou z idealnych stratégii zacielenia rekombinantného proteinu do proteinovych
teliesok je jeho fuzia so zasobnymi proteinmi, ktoré sa v nich uz prirodzene akumuluju.
Takéto vlastnosti spiia napriklad 2S albumin z ardbkovky thalovej (A. thaliana)
arepky olejnej (B. napus). Fuziou génu kodujiiceho 2S albumin z A. thaliana a génu
kodujuceho  pentapeptid Leu-enkefalin - vznikol rekombinantny produkt, ktory
sa akumuloval v proteinovych telieskach v mnozZstve az 206 nmol na gram zrna.
Leu-enkefalin bez 2S albuminu bol nasledne ziskany jeho odStiepenim a nasledne
pomocou karboxypeptidazy bol odstraneny aj presahujuci lyzin (Vandekerckhove et al.,
1989).

Dalsou vyznamnou stratégiou je filzia cielového proteinu s rastlinnymi zeinmi, ¢o st
proteiny zo skupiny zasobnych prolaminov v kukurici, ryzi a pSenici. Pouzitie zeinov
ako fhznych partnerov totiz vedie k akumulécii v PBs, ktoré moézu byt vytvorené
Vv roznych subceluldrnych oblastiach, ¢im je ovplyvnena nielen morfologia
PBs, ale aj rozpustnost’ zasobnych proteinov, ktoré si v nich obsiahnuté. Fuzia 27 kDa
y-zeinu s fluorescenénym proteinom a pridanim sekvencie pre zacielenie do plastidov,
viedla k sformovaniu PBs v strome chloroplastov. Tiez N-terminalna doména y-zeinu
bohata na prolin, obsahujica sekvenciu (PPPVHL)g a P-X (X =T'ubovolnd aminokyselina
okrem prolinu) nazvana Zera® (Vytvorena spolo¢nostou ERA Biotech, Spanielsko,
Barcelona) je schopna indukovat’ tvorbu ektopickych PBs aj v inych tkanivach ako
Vv zrne, kde sa tieto organely zvycajne nenachadzaji a zvySovat’ tak nielen stabilitu ale aj
vytazky, €o je sposobené pravdepodobne formovanim disulfidovych vazieb. Zein sa tak
stava multifunkénym fiznym proteinom pontkajicim unikatne moznosti akumulécie
v roznych kompartmentoch bunky (Hofbauer et al., 2014). Zacielenie rekombinantnych
proteinov do PBs je vyhodné aj z dovodu vyrazného ulahcenia procesu izolacie
a purifikacie. PBs st z rastlinnych buniek ziskané na zaklade jednoduchej diferencidlne;j
centrifugdcie v gradiente sachardzy, priCom rekombinantny produkt sa z nich ziska

narusenim membranovej Struktiry PBs, napriklad mocovinou pri zvysSenej teplote.
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Tymto spdésobom je mozné zbavit' sa viacSiny neziaducich proteinov obsiahnutych

Vv rastlinnej bunke, ktoré znecist'uju a znehodnocuji rekombinantny produkt.

2.3.4 Skrobové zrna

Ulohou $krobovych zin je skladovanie najddlezitejsicho zasobného polysacharidu
vo vietkych rastlinach — $krobu. Skrobové zrna sa nachadzaji v amyloplastoch ako typ
A a B lisiacich sa morfologiou a chemickym zlozenim.

Stratégia zacielenia rekombinantnych proteinov do Skrobovych zfn spociva
najéastej§ie vo fuzii s C-terminalnou doménou viazucou sa na $krob (SBDs) o dizke
priblizne 100 aminokyselin. Tato doména je vysoko konzervovand a pdvodne sa
nachadza ako stcast enzymov Stiepiacich Skrob. Ji et al. (2003) produkovali touto
metddou tranzitny peptid zo Skrobovej syntazy | (GBSS I) vyskytujicej sa v zemiakoch,
ktory zabezpeCuje jej vstup do amyloplastu. Gén kodujtci tento peptid bol zfuzovany
s regionom kodujucim Skrob-viazucu doménu (SBD) cyklodextringlykozyltransferazy
z baktérie Bacillus circulans a nasledne bol exprimovany v hl'uzach réznych kultivarov
zemiakov. Rekombinantny produkt sa akumuloval vo vnutri Skrobovych zfn a najvacsi

ziskany vyt'azok bol priblizne 1,6 % z celkovej suchej vahy hl'iz.

2.3.5 Olejové telieska

Olejové telieska sa v najvacsej miere vyskytuji v zrnach olejnatych rastlin, ako napriklad
repka olejna (Brassica napus), slnec¢nica (Helianthus annuus) alebo horcica
(Sinapis alba). Ich tlohou je skladovanie triacylglycerolov, ktoré st obklopené vrstvou
fosfolipidov a membranovymi proteinmi, hlavne oleozinmi, kaleozinmi a steroleozinmi.
Oleoziny su relativne malé proteiny s velkostou 15-25 kDa, vyskytuji sa
V 2-4 izoformdch a slizia ako rozpoznavajuci signal pre lipazu, ktora v pripade potreby
triacylglyceroly Stiepi. Na zacielenie rekombinantného proteinu na okraj olejovych
teliesok sa vyuziva prave fuzia s N/C-koncom oleozinov. Oba konce st amfipatické, a tak
st hydrofilné domény lokalizované na povrchu olejového telieska, zatial’ co centralna
hydrofébna doména prenika cez vrstvu fosfolipidov dovnutra telieska. Tato skuto¢nost’
predstavuje velkli vyhodu v néslednej purifikaénej stratégii, pretoze telieska
sa nezgrupuju a ziskanie olejove] frakcie je nenarocné a nendkladné pomocou
jednoduchej extrakcie. Finalne odstiepenie rekombinatného proteinu od oleozinu mdze
byt uskutocnené pomocu endoprotedz. Vytazky rekombinatnych produktov pri produkcii
pomocou fuzie s oleozinmi st pomerne velké, ked’ze oleoziny sami o sebe tvoria 2-8 %

zo vietkych proteinov zrna. Uspesne produkovany bol aj prekurzor 'udského inzulinu
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sfazovany s oleozinom v rastline A. thaliana. Po odstiepeni pomocou trypsinu tvoril
produkt 0,13 % z celkovych proteinov obsiahnutych v semene a bol rozpoznavany svojim
prirodzenym receptorom (Nykiforuk et al., 2006). Pre zacielenie rekombinantného
proteinu do olejovych teliesok sa vyuzivaju aj afinitné znacky, ligandy, ktoré maju afinitu
k olejovym telieskam alebo k samotnému oleosinu. Takymto ligandom modze byt
napriklad protilatka proti olejovému teliesku. Takymto sposobom bol produkovany
napriklad apolipoprotein Al Milano (ApoAlwmilano) V zrnach pozltu farbiarského
(Carthamus tinctorius), ktory bol sfizovany s jednoretazcovou protilatkou
proti 18 kDa oleosinu z A. thaliana. Hladiny expresie zodpovedali vytazkom az 7 g
na kilogram zrna (Nykiforuk et al., 2011).

2.3.6 Chloroplasty

Jednou z novsich stratégii pre produkciu rekombinantnych proteinov v rastlinach je ich
zacielenie do chloroplastov, ktoré poskytuju mnozstvo vyhod, napriklad moznost priame;j
organelarnej transformacie. V dosledku velkého mnozstva chloroplastov v rastlinnej
bunke aich velkému objemu su vytazky rekombinantného produktu pomerne vysoké.
Vidi et al. (2007) publikovali $tadiu, v ktorej popisali tGspesnt produkciu ZItého
fluorescenéného proteinu sfuzovaného s plastoglobulinom 34 (PGL34) v chloroplastoch
listov  tabaku (Nicotiana  benthamiana), konkrétne v subchloroplastovych
lipoproteinovych casticiach plastoglobul. Vyuzitim tejto stratégie sa vyrazne znizili
naklady na purifikdciu produktu, ktord spociva v tomto pripade len vo flotacnej
centrifugécii. Napriek tomu, Ze chloroplasty st miestom fotosyntetickych reakcii,
biosyntézy lipidov a metabolizmu Skrobu ¢i aminokyselin, zivotnost’ rastliny nebola
ovplyvnena zacielenim produktu do tychto organel. Do chloroplastov rastlin
tabaku (N. benthamiana) a Salatu (Lactuca sativa) bol uspesne zacieleny aj fuzny produkt
B podjednotky toxinu cholery al'udského proinzulinu (CTB-Pins) s potencialnym
vyznamom pre liecbu diabetu. V pripade tabaku boli vynosy priblizne 16 % TSP
a u Salatu priblizne 2,5 % (Ruhlman et al., 2008).

Pre zacielenie rekombinantného proteinu do chloroplastov sa vyuziva fizia génov
koédujicich pozadovany protein a génov jadrového gendmu, ktoré koduji produkty
prirodzene sa vyskytujuce V chloroplastoch, vratane domény kodujicej signalnu
sekvenciu peptidu, a vdaka ktorej vstupuje rekombinantny produkt priamo
do chloroplastu. Hoppmann et al. (2002) uspeSne vyuzili tranzitni sekvenciu

z0 zemiakovej syntdzy Skrobovych teliesok (gbss), zabezpecujucej akumuléciu v strome
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chloroplastu, ktort sfizovali s N-koncom GFP alebo enzymom striktozidin syntaza (Str1)
z katarantu ruzového (Catharanthus roseus). Oba fuzne produkty boli UspeSne
exprimované in vivo vo vysokych mnozstvach.

Inou alternativou je priama transformacia plastidového gendmu, ktord zabezpecuje
jednotni a pomerne vysokil mieru expresie a malii pravdepodobnost’ uml¢ania génu.
Vdaka tejto metode transformacie st uspesne produkované antigény, ako napriklad
vysoko imunogénny epitop z proteinu VP1 virusu FMDV sposobujiuceho slintacku
a krivaCku zvierat. Pre zvySenie vynosov bol epitop sfuzovany s reportérovym
uidA génom. Vysledny produkt predstavoval az 51 % TSP v zrelych listoch transgénneho
tabaku (Lentz et al., 2010). Napriek mnohym vyhodam, akou je napriklad nizky obsah
protedz, chloroplasty nie s schopné zabezpecit’ komplexnu posttranslacnii modifikaciu

proteinov (napr. glykozylaciu) a spravne zloZenie proteinu a jeho podjednotiek.

2.3.7 Mitochondrie

Vyuzitie mitochondrii ako cielovej destinacie pre akumuldciu rekombinantnych
proteinov ma rovnaké vyhody ako zacielenie do chloroplastov, vratane moznosti priamej
transformécie tychto organel. Narozdiel od chloroplastov je vSak transformacia
mitochondrii viac narocna, najmid kvoli komplikovanejSej inkorporacii transgénu
do mitochondrialnej DNA. Okrem toho chyba vhodny selekény marker pre detekciu
transformovanych mitochondrii.

Pre zacielenie proteinu do matrix mitochondrie sa vyuzivaju takzvané matrix-cielené
signaly (MTSs), ktoré sa skladaju z 20 aZz 60 aminokyselin, nachadzaju sa na N konci,
pozostavaji z hydrofobnych a pozitivne nabitych aminokyselin, ¢im vytvaraju
amfipaticku Struktaru. Tieto signaly su sucastou preproteinu, z ktor¢ho st nésledne
po zacieleni samovolne odstiepené. Pre zacielenie do inych casti mitochondrie,
napr. do medzimembranového priestoru, na vonkaj$iu alebo vnatorni membranu
sa vyuzivaju Specifické sekvencie, ktoré st rozpoznavané dolezitymi mitochondidlnymi

membranovymi translokazami TOM a TIM23 (Waegemann a Popov-Celeketi¢, 2015).

2.3.8 Cytozol a apoplast

Akumulécia rekombinantného proteinu v cytozole zvyCajne nie je velmi efektivna
vzhladom k velkému mnoZstvu protedz, ktoré rekombinantny produkt Stiepia.
Okrem toho dochadza tu k nezelanym modifikdciam produkovaného proteinu, ktoré
mozu zmenit® jeho Strukturu a nespravne zlozeny protein je potom proteolyticky
degradovany v proteazéme. V pripade protilatok sa vytazky pohybuji len okolo
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0,1% TSP - total soluble proteins (Conrad a Fielder, 1998). V niektorych pripadoch
dochadza k interferencii medzi procesmi akumulécie proteinu v cytozole s vnutornym
metabolizmom samotnej rastlinej bunky a produkt tak na rastlinu pdsobi toxicky.
Na rozdiel od zacielenia rekombinantnych proteinov do cytozolu, pontka apoplast
(priestor medzi bunkovou stenou a cytoplazmatickou membranou) stabilnejsie prostredie,
ktoré chrani protein pred enzymatickou degradaciou. Rekombinantny produkt je
zacieleny do apoplastu v pripade, Ze neobsahuje pridavnu ciel'ovl sekvenciu, ktora by ho
smerovala napriklad na ER. Purifikacia z tohoto kompartmentu je vyrazne jednoduchsia
a rekombinantny protein sa akumuluje az v stonasobne va¢Som mnozstve ako v cytozole.
Pri produkcii TMV-$pecifickej protilatky rAb29 (protilatka proti mozaikovému virusu
tabaku) zacielenej v jednom pripade do apoplastu avdruhom do cytozolu listov
transgénnych rastlin tabaku boli dosiahnuté vynosy v apoplaste az 8,5 pg na gram listov.
V pripade expresie proteinu v cytozole bolo mnozstvo na hranici detekéného limitu

(Schillberg et al., 1999).

2.4 Metody testovania antimikrobidlnej aktivity

Ako bolo vuvode prace spomenuté, vyskyt novych infekénych choréb a narast
bakteridlnej rezistencie vytvorili potrebu novych Stadii zameranych na vyskum
antimikrobidlnych latok. Vzhl'adom na to, ze dostupné antimikrobidlne latky pri lieCbe
infekei zlyhavaji, pozornost’ sa upriamila na skimanie prirodnych produktov ako zdroja
novych bioaktivnych molekual (Silver a Bostian, 1993). Rastliny obsahuji mnoZzstvo
latok, ktoré si skimané za ucelom ich antimikrobidlneho pdsobenia. Ide 0 rastlinné
extrakty, esencidlne oleje, sekunddrne metabolity alebo nové molekuly produkované
Vv rastlinach rekombinantne. Pre potencidlne vyuZzitie tychto latok na lie€bu ochoreni je
nutné presné stavovenie ich antimikrobidlnej aktivity, ¢o je jednou z najdolezitejSich
procedur vykonanych v klinickych mikrobialnych laboratoriach.

V stcasnosti je znamych viacero odliSnych metdd pre testovanie antimikrobidlnej
citlivosti zaloZzenych bud’ na difuzii alebo riedeni. Pochopenie tychto metdod dovol'uje
spravnu interpretaciu vysledkov testovania citlivosti. VSeobecne plati, Ze metddy
testovania antimikrobidlnej citlivosti pouZzivané klinickymi laboratériami by mali
poskytnut’ rychlu a presnti informaciu, mali by byt relativne lacné a jednoduché
navykonanie (Hadacek aGreger, 2000). Obvyklymi metodami testovania
antimikrobialnej citlivosti su fenotypové in vitro testy, ktoré poskytuji priame meranie

antimikrobidlnej aktivity. Tieto techniky meraju aktivitu Specifickej antimikrobidlne;j
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latky na zéklade posudenia bakteridlneho rastu v pritomnosti tejto latky. Vacsina testov
citlivosti na antimikrobialne latky vykonanych v Klinickych laboratériach sa opiera
0 konvencné protokoly, ktoré zahinaja popis pripravy a mnozstva inokula, d’alej popis
inkubacnych podmienok, zlozenie rastového média a d’alSich dolezitych parametrov,
ktoré veda k ziskaniu presnych a reprodukovatel'nych vysledkov
(https://www.uptodate.com/contents/overview-of-antibacterial-susceptibility-testing,
stiahnuté 20.4.2018).

2.4.1 Diftizne metédy
2.4.1.1 Metoda diskov

Metoda spociva v inokulacii agarovych misiek vopred Standardizovanym inokulom
testovaného mikroorganizmu. Na povrch agarového média sa polozi disk z filtraéného
papiera 0 vhodnej velkosti obsahujuci testovanu latku o uréitej znamej koncentracii.
Po inkubacii sa meria velkost  inhibi¢nej zony, ktord vznika v dosledku difuzie testovanej
latky do agaru aspdsobujucej inhibiciu rastu testovaného mikroorganizmu (Heatley,
1944). Vyhody tejto metddy spocivaju hlavne v jej jednoduchosti, rychlosti, ekonomickej
nenarocnosti a schopnosti otestovat’ Siroké spektrum uc¢innych latok vo¢i mnohym
druhom baktérii. Na druhej strane vSak metéda nedokédze rozlisit' bakteriostaticky
a bakteriocidny efekt alebo presne stanovit’ minimdlnu inhibi¢ni koncentraciu (MIC).
Pre niektoré mikroorganizmy je mozné na zéklade velkosti inhibi¢nej zony urcit’ asponl
priblizni hodnotu MIC, ato na zaklade dostupnych algoritmov (Nijs et al., 2003).
V sucasnej dobe je pouzitie tejto metddy rozsirené v mnohych klinickych laboratériach a
Standardizované protokoly pre jednotlivé mikroorganizmy vydava Institit klinickych
a laboratornych standardov - CLSI (https://clsi.org/standards/products/microbiology/doc
uments/m02/, stiahnuté 26.3.2018).

2.4.1.2 Gradientova metoda

Gradientova metoda testovania antimikrobidlnej aktivity je v zdklade podobna metdde
diskov, avSak v tomto pripade sa pouZziva strip, ktory je impregnovany vzrastajucou
koncentraciou testovanej latky (Obr. 6). Metdéda je pouzivand na stanovenie MIC
alebo synergie/antagomizmu dvoch antimikrobialnych latok na zaklade hodnoty indexu
frakénej inhibi¢nej koncentracie (FICI). Komer¢na verzia tejto metddy je dostupnd
pod nazvom Etest® od firmy BioMérieux (http://www.biomerieux-usa.com/clinical/etes
t, stiahnuté 26.3.2018).
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Obr. 6 Realne zobrazenie prevedenia gradientovej metédy pomocou komeréného Etestu®
(prevzaté  od  https://www.uptodate.com/contents/overview-of-antibacterial-susceptibility-
testing, 20.4.2018).

2.4.1.3 Jamkova metoda

Jamkova metdda testovania antimikrobidlnej aktivity je zaloZena na vytvoreni jamky
s priemerom 6-8 mm v agarovej platni, do ktorej sa aplikuje presne stanoveny objem
antimikrobialnej latky (20 - 100 ul) o znamej koncentracii. Nasledne sa pre vyhodnotenie

antimikrobialnej aktivity stanovuje vel'kost’ inhibi¢nej zony (Magaldi et al., 2004).

2.4.1.4 Metoda agarovej zatky

Pri tejto metode sa napovrch kultivaéného média nanesie kultura mikroorganizmu, ktora
pocas svojho rastu vylucuje molekuly prenikajuce do agarového média. Nésledne sa
za aseptickych podmienok vyreZe z tejto platne tzv. zatka, ktord sa prenesie na druht
agarovu platiiu s testovanym mikroorganizmom. Molekuly, ktoré difundovali do agarove;j
zatky moZu nasledne posobit’ na rast testovaného mikroorganizmu za vzniku inhibi¢ne;j
zony. Metoda sa vyuziva hlavne pre zobrazenie antagonizmu medzi mikroorganizmami
(Jiménez-Esquilin a Roane, 2005), popripade latok produkovanych v mikroorganizmoch
(Elleuch et al., 2010).

2.4.1.5 Krizova metoda

Na agarovu platiiu sa v jednej Ciare rozotrie mikroorganizmus nasho zaujmu. Po danej
inkubacnej dobe sa kolmo na prvy rozter v jeho strede nanesie Ciara testovaného
mikroorganizmu a nasledne sa meria velkost' vzniknutej inhibi¢nej zény (Obr. 7).
Krizova metoda je jednoducha a relativne rychla metdda pre testovanie kultar pri hl'adani
novych antibiotik a pre zistenie spektra inhibi¢nych vlastnosti baktérii ¢i plesni.

Pouzivasa predovSetkym na =zistenie antagonizmu medzi mikroorganizmami
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(Lertcanawanichakul a Sawangnop, 2008). Hlavnou nevyhodou krizovej metody je vsak
ziskanie nepresnych kvantitativnych udajov, pretoze inhibicné zoény su ¢asto rozmazané

a nejednozna¢né (Williston et al., 1947).

e

Obr. 7 Schématické znazornenie metddy krizového rozteru (prevzaté a upravené podla Toth et
al., 2013).
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2.4.1.6 Metoda otraveného jedla

Metoda sa pouziva hlavne pre testovanie antifungalnych u¢inkov. Latka s tymto i¢inkom
je priamo zamieSand do agarového média v znamej konecnej koncentracii.
Po preinkubacii pocas noci sa misky inokuluji mycéliom danej plesne o velkosti 2 — 5
mm vV strede misky. Nasleduje d’alSia inkubécia a vo vysledku sa porovnéava rast mycélia

v testovanej a kontrolnej vzorke.

2.4.2 Metody zaloZené na chromatografii na tenkej vrstve

2.4.2.1 Priama bioautografia

Z metdd testovania biologickej aktivity spojenych s chromatografiou na tenkej vrstve
(TLC) ide o0 najpouzivanej$iu metédu. Vyvinuta TLC doska s testovanymi
antimikrobidlnymi latkami sa nastricka suspenziou testovaného mikroorganizmu
anasledne sa inkubuje po dobu 48 hodin pri teplote 25°C vo vlhkom prostredi.
Pre vizualizdciu mikrobidlneho rastu sa pouzivaji tetrazdliové soli, ktoré reakciou
s dehydrogenazami pritomnymi v zivych bunkdch vytvaraji intenzivne sfarbeny
formazan (od tmavomodrej az po bordovi). Metdda je vhodna pre testovanie hub

alebo baktérii, napr. E. coli, B. subtilis a S. aureus (Hamburger a Cordell, 1987).

2.4.2.2 Metoda prekrytia agarom

Druhé vel'mi roz§irenad metdda je zaloZzend na podobnom principe ako v pripade priamej
bioautografie, stym rozdielom, ze vyvinutda TLC doska sa pokryje naockovanym
roztavenym agarom s cielom zabezpecit' lepSiu difuziu do agaru. Po inkubdcii
pri vhodnych podmienkach sa pre vizualizaciu pouzivaju taktiez tetrazoliové soli.
Vyhody metddy prekrytia agarom spocivaju v jej jednoduchosti, nizkych nakladoch
na techniku, robustnosti a rychlosti.

2.4.3 Riediace metody

Tento typ metdod patri medzi naspolahlivejSie, ¢o sa tyka stanovenia MIC, ¢i uz
v prevedeni s tekutym alebo tuhym médiom a vo velkom sa pouZiva pre stanovanie
in vitro antimikrobialnej aktivity voc¢i hubam a baktériam. V pripade pouzitia tekutého
média st mozné dva typy prevedenia, a to makroriedenie, najcastejSie v 2 ml skimavke
alebo mikroriedenie, pre ktoré sa pouzivaji 96 jamkové titracné dosky. Hlavné vyhody
mikroriedenia v porovnani s makroriedenim spocivaji v mensej spotrebe testovanej
antimikrobidlnej latky a testovaného mikroorganizmu a lepsej reprodukovatelnosti dane;j

metddy. Vzhl'adom k roz$irenosti riediacich metéd medzi laboratoriami st pravidelne
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vydavané¢  Standardizované  protokoly = pre  prevedenie  tychto  metdd
Institatom klinickych a laboratérnych standardov (CLSI) a  Eurépskou  komisiou
pre testovanie citlivosti na antimikrobidlne latky (EUCAST).

2.4.3.1 Riediaca metoda s pouZitim tekutého média

Tato metodda je zalozend na priprave riediacej rady (zvyCajne dvojnasobné riedenie)
skimanej antimikrobidlnej latky v tekutom médiu, a tobud’ v makroriedeni
alebo mikroriedeni. Nasledne sa ku kazdej vzorke prida suspenzia mikroorganizmu,
nariedena tekutym médiom na 0,5 McFarlandovej stupnice. Po zmieSani a naslednej
inkubacii mikroorganizmu s testovanou latkou sa pre vizualizdciu pouzivaju
kolorimetrické metddy, napriklad tetrazoliové soli. Pri prevedeni riediacej metody
s pouzitim tekutého média je potrebné dodrziavat vydané protokoly za ucelom
zachovania reprodukovatelnosti a moznosti porovnania s vysledkami inych institucii,

ked’Ze aj mald zmena, napriklad v inkuba¢nom ¢ase, dokéze vyrazne ovplyvnit’ MIC.

2.4.3.2 Agarova riediaca metéda

Princip metoédy je podobny ako pri pouziti tekutého média. Antimikrobialne ¢inidlo
sa riedi do roztaveného agaru a inokulacia mikroorganizmu prebieha na povrchu agarove;j
platne. Tato metoda sa pouziva pre testovanie nielen baktérii ale aj htub, pricom vykazuje
vyborni koreldciu s Etestom® a Casto je pre testovanie antimikrobidlneho uc€inku
uprednostiovana pred riediacou metodou s pouzitim tekutého média (http://demo.nextla
b.ir/getattachment/096a51d4-1530-4f81-92¢c0-f5477¢c584b9b/CLSI-M26-A.aspx,
stiahnuté 26. 3.2018).

2.4.4 Ostatné pouzivané metédy

Jednou z d’al$ich pouzivanych metdd pre urcenie antimikrobialneho ti¢inku danej latky je
test usmrtenia mikroorganizmu Vv zavislosti na case, vhodny pre stanovenie
baktericidneho alebo fungicidneho efektu. V tomto pripade sa pripravia tri skumavky
s presne definovanym obsahom bakteridlnej suspenzie, prva a druha skimavka obsahuju
antimikrobidlnu latku v réznom, ale presne definovanom mnoZzstve, tretia sluzi
ako kontrola. Test sa mdze pripravit v dvoch prevedeniach ato tak, ze skima bud’
Casovu zavislost', a teda to ako miera usmrtenia rastie s ¢asom, pokial’ je koncentracia
ucinnej latky vyssia ako MIC alebo koncentracnu zavislost’ t.j. ¢i sa miera usmrcovania
zvySuje so zvySujucimi sa koncentraciami antimikrobialnej latky (Pfaller et al., 2004).

V zavere sa stanovi zavislost CFU na objeme (CFU/ml) v jednotlivych vzorkach
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v porovnani s kontrolou (http://demo.nextlab.ir/getattachment/096a51d4-1530-4f81-
92c0-f5477¢c584b9b/CLSI-M26-A.aspx, stiahnuté 26.3.2018). Metdéda moze byt pouzita
aj pre stanovenie synergizmu alebo antagonizmu medzi viacerymi ucinnymi latkami
(White et al., 1996).

Dalsia metdda je zaloZeni na schopnosti merat koncentraciu adenézintrifoafatu
(ATP), ktory je prirodzene pritomny v zivych bunkach a jeho kvantifikacia je pouzivana
pre stanovenie mikrobialnej populacie vo vzorke. Princip stanovenia spoc¢iva v reakci
ATP s chemickou latkou D-luciferin za katalyzy pomocou enzymu luciferazy, pricom
dochadza k vzniku adenylluciferinu. Ten je naslednou oxidaciou premeneny
na oxyluciferin, reakcia je sprevadzand uvolnenim svetla. Svetlo je merané
luminometrom a medzi Zivotnostou buniek a luminiscenciou je linearny vzt'ah. Metoda
ma $iroké vyuzitie, moze byt’ napriklad pouzita pre testovanie in vivo alebo in situ (Vojtek
etal., 2014), pre testy cytotoxicity (Crouch et al., 1993) s vyhodami, medzi ktoré patri jej
rychlost’ a poskytovanie kvantitativnych vysledkov.

V neposlednej rade sa v zriedkavych pripadoch stretavame aj s vyuzitim prietokove;
cytometrie pre testovanie antimikrobialnych aktivit. AvSak nevyhodou tejto metddy je jej
finan¢na narocnost’ (potreba vhodnych DNA farbiv pre zobrazenie poskodenych buniek,
napriklad propidium jodid) a potrebné laboratdérne vybavenie (prietokova cytometria).
Metoda vSak dokaze rozdelit’ testované bunky mikroorganizmu na Zivotaschopné, mftve
a poskodené, ¢o je ziaduce predovsetkym v potravinarskom priemysle (Paparella et al.,
2008). Je schopna detekovat rezistenciu, stanovit’ vplyv testovanej latky na Zivotnost
buniek a poskytuje vel'mi rychle vysledky v porovnani s akoukol'vek inou metodou

testovania antimikrobialnej aktivity, a to uz za 2-6 hodin (Ramani et al., 2000).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

V praktickej ¢asti diplomovej prace boli analyzované transgénne rastliny jatmena siateho
(Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise), a to dve linie, ktoré obsahovali gén kodujaci
sekrecnti signalnu sekvenciu cytokinin oxiddza/dehydrogendazy (CKX1) pdévodom
z kukurice siatej (Zea mays). Obe linie obsahovali gény kodujuce histidinova kotvu
(6x His-tag) a maltézu viazuci protein (MBP) sfizované s génom kodujucim Tudsky
antimikrobialny peptid LL-37. Obe linie tiez obsahovali gén koédujici signalnu KDEL
sekvenciu zabezpecujucu retenciu chimérneho peptidu do endoplazmatického retikula.
Expresia transgénov bola riadend v jednom pripade jaémennym endogénnym
zrnovo-s$pecifickym B-hordeinovym promoétorom (B-HORp) av druhom pripade
konstitutivnym ubiquitinovym promdtorom (UBIp). Ako negativna kontrola boli
pre experimenty pouzité linie ja¢mena Siateho (Hordeum wvulgare L., cv. Golden
Promise), ktoré presli rovnakym procesom regeneracie z pletivovych kultar ako linie
transgénne, ale neboli infikované pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens a ich
regeneracia prebiehala na médiu bez obsahu antibiotik. Transgénne linie jaémena boli

pripravené a dodané¢ Mgr. Editou Holaskovou.

e B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL
e UBIp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL

Pre testovanie antimikrobialnej aktivity rekombinantnych produktov z ja¢mena boli

pouzité baktérie Escherichia coli TOP10 a Micrococcus luteus.

3.1.2 Chemikalie, Kity a gély

Chemikalie boli dodané nasledujacimi firmami:

e Acros Organics (USA): BSA

e Amresco (USA): agar6za

e Duchefa Biochemie (Holandsko): tris

e Lachema (CR): dihydrogénfosfore¢nan sodny, thiosiran sodny pentahydrat

e Lach-Ner (CR): chlorid sodny, sacharéza, metanol, glycin, glycerol, etanol,
formaldehyd, dusi¢nan strieborny, uhli¢itan sodny, kyselina octova, malt6za

e Penta (CR): hydrogénfosfore¢nan disodny, SDS, chlorid vapenaty
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e Roche (Svajéiarsko): EDTA
e Carl Roth (Nemecko): imidazol
e Sigma-Aldrich (USA): Triton X-100, Tween-20, PMSF, hydrogénuhli¢itan

amonny

Pre PCR reakciu bol pouzity enzym GoTaQ polymeraza (Promega, USA), 10 x GoTaQ
Flexi pufor (Promega, USA), 25 mmol.I"'chlorid hore¢naty (Promega, USA),
zmes nukleotidov o koncentracii 10 mmol.I"! (Fermentas, Kanada) a nuclease-free voda
(Qiagen, Nemecko). V pripade agardzovej elektroforézy gDNA bol pouzity marker
molekulovej hmotnosti 1 kb Plus GeneRuler DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
USA). Na izolaciu RNA z rastlinného materialu bol pouzity RNAqueous kit (Ambion,
USA). Z vyizolovanej RNA bola odstranena pripadna kontaminacia molekulami DNA
pomocou enzymu Turbo DNase S prislusnym 10x Turbo DNase pufrom (Thermo Fisher
Scientific, USA). Néasledne bola RNA precistend pomocou Agencourt RNAClean XP
(Beckman Coulter, USA). Purifikovana RNA bola pouzitd pre prepis
do komplementarnej DNA (cDNA) pouzitim enzymu RevertAid H Minus Reverse
Trancriptase a 5 x reakéného pufru (Thermo Fisher Scientific, USA). Pri agarozovej
elektroforéze cDNA bol pouzity marker molekulovej hmotnosti 100 bp GeneRuler DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). Pre real-time PCR bol pouzity gb Elite PCR
Master Mix (Generi Biotech, CR).

Pre inhibiciu aktivity proteaz v proteinovych extraktoch bol pouzity Complete
EDTA-free Protease Inhibitor Coctail Tablets (Roche, Svajéiarsko) a koncentracia
proteinov bola zmerand metdédou Bradfordovej, priCom bolo pouZzité Cinidlo Protein
Assay Dye Reagent Concentrate (BIO-RAD, Nemecko) a ako standard pre vytvorenie
kalibracnej krivky pouzity hovéddzi sérovy albumin BSE (Sigma-Aldrich, USA).
Purifikacia rekombinantného proteinu z hrubého proteinového extraktu bola vykonana
s pouzitim matrice Iminodiacetic Acid Sepharose® (Sigma-Aldrich, Svédsko)
S naviazanymi ionmi kobaltu, resp. s pouZzitim amylézovej matrice (New England Biolab,
Anglicko). Pri gélovej SDS-PAGE elektroforéze boli proteinové vzorky zmieSané
snanaSacim pufrom 4 x Bolt™ LDS Sample Buffer (Life Technologies, USA)
a sredukénym c¢inidlom 10 x Sample Reducing Agent (Life Technologies, USA).
Ako standart molekulovej hmotnosti bol pouzity Novex® Sharp Pre-Stained Protein
Standard (Invitrogen, USA) aako pozitivna kontrola synteticky peptid LL-37

0 koncentracii 35 ng. ul™ (Peptide Institute Inc., Japonsko). Proteinové vzorky boli
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elektroforeticky delené na komer¢ne dostupnom polyakrylamidovom géli NUPAGE®
4-12% Bis-Tris Gel (Life Technologies, USA), ako elektroforeticky pufor bol pouzity
20 x NuPAGE® Running Buffer (Life Technologies, USA). Polyvinylidén fluoridova
membrana s proteinmi ziskana metodou Western blot bola blokovana roztokmi iBind™
Solution Kit (Life Technologies, USA). Pre detekciu chimérneho peptidu bola pouzita
primarna protilatka anti-LL-37 mouse monoclonal 1gG (sc166770; Santa Cruz
Biotechnology, USA), resp. anti-MBP antiserum (New England Biolab, Anglicko) a ako
sekundarna protilatka bola pouzita rabbit anti-mouse 1gG-HRP (sc3589; Santa Cruz
Biotechnology, USA), resp. goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Na chemiluminiscenént detekciu LL-37 boli pouzité komeréné roztoky kitu Clarity™
Western ECL Substrate (BIO-RAD, USA). Pre imunolokalizaciu rekombinantného
LL-37 bola pouzita primarna protilatka mouse monoclonal anti LL-37 IgG (sc166770;
Santa Cruz Biotechnology, USA) asckundarna protilatka rabbit anti-mouse 19G
(Sigma-Aldrich, USA) znacena alkalickou fosfatazou. Nasledne bol aplikovany substrat
alkalickej fosfatazy NBT/BCIP solution (Sigma-Aldrich, USA).

Pre testovanie antimikrobidlnej aktivity boli zchimérneho peptidu LL-37
proteolyticky odstiepené fizne kotvy pomocou enterokinazy Enterokinase light chain

(¢islo produktu P8070S; New England Biolabs, Anglicko).

3.1.3 Pristroje a vybavenie

Analytické vahy 5034/120 Nahita (AUXILAB, Spanielsko)

Box laminarny (MERCI, Taliansko)

Centrifuga 5417 R (Eppendorf, Nemecko)

Centrifuga vel’kd chladend 5810 R (Eppendorf, Nemecko)

Digestor M 1200 (MERCI, Taliansko)

Digitalne vahy (Bel Engineering, Taliansko)

Digitalny fotoaparat Lumix DMC-TZ6 (Panasonic, Japonsko)
Elektroforeticka komdrka (Biometra, Nemecko)

Elektroforeticka komorka OWL B2 (Thermo Fisher Scientific, USA).
Elektroforeticka komoérka pre SDS-PAGE Mini Gel Tank (Thermo Fisher Scientific,
USA).

Elektromagnetickd mieSacka RH basic (IKA, Nemecko)

Fytotron (Weiss Technik, Anglicko)

Komorka Mini Trans-Blot™ Cell and Critetion™ Blotter (Bio-Rad, USA).
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Magneticky stojan (Alpaqua, USA)

Minicentrifaga s vortexom (Biosan, EU)

Nanodrop spektrofotometer (Thermo Fisher Scientific, CR)

Oscilacny mlyn Mixer Mill MM 400 s (Retsch, Holandsko)

pH meter (Thermo Fisher Scientific, USA)

Rotator (Labnet International, USA)

Spektrofotometer 8453 (Agilent Technologies, USA)

Systém pre dokumentaciu GelDoc™ EZ Imager (BIO-RAD, USA)
Termoblok (BIOER, Cina)

Termocyklér PCR-TP (Biometra, Nemecko)

Termocyklér StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Singapur)
Termomixér (Eppendorf, Nemecko)

Trepacka inkubovacia (Biosan, EU)

Vakuova komorka Visiprep™ SPE Vacuum Manifold (Sigma-Aldrich, USA).
Vizualizaény systém ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-RAD, USA)
Vyvolavacia kazeta iBind™ Western Device (Life Technologies, Izrael)
Zdroj napatia pre elektroforézu (Labnet International, Taiwan)

3.1.4 Iné

Centrifuga¢né kolony Amicon® Ultra (Merck Milipore, USA)
Magnetické gulicky (Beckman Coulter, USA)

Polypropylénové chromatografické kolony (Bio-Rad, USA)

PVDF membrana Immobilon®-P (Merck Milipore, USA)

Substrat Gramoflor (Gramoflor GmbH & Co. KG, Nemecko).
Vyvolavacia podlozka iBind™ Cards (Life Technologies, Izrael)

3.1.5 Pocitacové programy

Pre vyhodnotenie kvantitativnej PCR bol pouzity program StepOne Software 2.3
(Life Technologies, CR). Pre detekciu a relativnu kvantifikdciu mnozstva peptidu LL-37
bol pouzity program Image Lab™ Software (BIO-RAD, CR).
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3.1.6 Pouzité roztoky a média

* [zolacia gendmove] DNA z rastlinného materialu:

Extrakcny pufor:

200 mmol.I"! Tris, 250 mmol.1"! chlorid sodny, 25 mmol.I"™* EDTA, 0,5% (w/v) SDS,
pH =7,50.

1x TE pufor:
10 mmol.I7* Tris, 1 mmol.I"* EDTA, pH = 8,00.

» Agardzova elektroforéza:

1x TAE pufor:

40 mmol.I™! Tris-acetat, 1 mmol.I™* EDTA, pH = 8,00.
1% (w/v) agarozovy gél:

10 g agardzy na 1000 ml 1x TAE pufru.

3% (w/v) agarozovy gél:

30 g agar6ozy na 1000 ml 1x TAE pufru.

» Extrakcia rekombinantného peptidu z z rastlinného materidlu:

Extrakcny pufor pre pripravu proteinového extraktu:

100 mmol.I"! Tris, 300 mmol.17! chlorid sodny, 10 mmol.1"! imidazol, 0,3% Triton X-100,
4% (vIv) glycerol, 1 mmol. I7! PMSF, pH = 8,00.

Fosfatovy pufor pre izolaciu proteinovych teliesok:

10 mmol.I"* fosfatovy pufor, pH = 7,50, pripraveny zmieSanim roztoku 0,2 mol.I™
hydrogénfosforeénanu disodného s roztokom 0,2 mol.I™'  dihydrogénfosfore¢nanu

sodného, s obsahom 0,6 mmol.I™! sacharozy. Bol pridany aj 1 mmol.I™* PMSF.

* Purifikécia rekombinantného peptidu S vvuzitim afinitnej chromatografie:

Ekvilibracny pufor matrice Co?*-1DA Sepharose:

100 mmol.I"! Tris, 300 mmol.17! chlorid sodny, 10 mmol.1™! imidazol, 0,3% Triton X-100,
4% glycerol, pH = 8,00.
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Premyvaci pufor matrice Co?*-1DA Sepharose:

100 mmol.I7! Tris, 300 mmol.I"! chlorid sodny, 10 mmol.I"! imidazol, 4% (v/v) glycerol,
pH = 8,00.

Elucny pufor matrice Co?*-1DA Sepharose:

100 mmol.I"* Tris, 300 mmol.I"! chlorid sodny, 400 mmol.l™' imidazol, 4% (v/v)
glycerol, pH = 8,00.

Ekvilibracny pufor (resp. premyvaci pufor) amylozovej matrice:
20 mmol.I! Tris, 0,2 mmol.1™! chlorid sodny, 1 mmol.I"* EDTA, pH = 7,40.
Elucny pufor amylozovej matrice:

20 mmol.I™! Tris, 0,2 mmol.I"! chlorid sodny, 1 mmol.I™* EDTA, 10 mmol. I™! maltéza,
pH = 7,40.

» Analyza Western blot:

10x transferovy pufor:

0,247 mol.I"! Tris, 1,92 mol.1™! glycin.

Blotovaci pufor:

10% (v/v) transferovy pufor, 15% (v/v) metanol.

* Vizualizacia proteinov pomocou farbenia striecbrom:

Fixacny roztok (roztok ¢.1):

50% (v/v) etanol, 10% (v/v) kyselina octova.
Roztok thiosiranu:

0,81 mmol.I"! thiosiran sodny pentahydrat.
Roztok striebra:

23,5 mmol.I™! dusi¢nan strieborny, 750 ul.I"* 37% (v/v) formaldehyd.
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Vyvijact roztok:

566 mmol.I"! uhli¢itan sodny, 0,5 ml.1"! 37% (v/v) formaldehyd, 0,81 mmol.1"* thiosiran
sodny pentahydrat.

* Stripovanie PVDF membrany kyslym pH:

Stripovaci roztok:

0,025 mol.I"! glycin, 1% (w/v) SDS, pH = 2,00.

Pufor PBS:

0,01 mmol.I"! hydrogénfosfore¢nan disodny, 0,9% (w/v) chlorid sodny, pH = 7,2.

» Testovanie biologickej aktivity:

Pufor pre enterokindzu:

20 mmol.I™! Tris, 50 mmol.1"! chlorid sodny, 2 mmol.1"! chlorid vapenaty, pH = 8,00.
Pufor pre zvysenie aktivity peptidu LL-37:

5 mmol.I"! hydrogénuhli¢itan amoénny, pH = 8,00.

* In situ imunolokalizicia:

Tris pufor:

125 mmol.I™* Tris, 2% (w/v) SDS, pH = 6,80.

TBS:

10 mmol.I"! Tris, 500 mmol.I"! chlorid sodny, pH = 7,50.

TBS-T:

10 mmol.I"! Tris, 500 mmol.I"! chlorid sodny, 0,1% (v/v) Tween 20, pH = 7,50.
5% (w/v) BSA v TBS:

5 mg hovédzieho sérového albuminu na 0,1 ml roztoku TBS.

2,5% (w/v) BSA v TBS:

2,5 mg hovédzieho sérového albuminu na 0,1 ml roztoku TBS.
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3.2 Metody
3.2.1 Analyza a selekcia transgénnych rastlin ja¢mena

3.2.1.1 Izolacia genomovej DNA (Edwards et al., 1991)

Pre izolaciu genomovej DNA bolo pouzitych priblizne 200 mg listov z 1 mesiac starych
rastlin jacmena (vyvojové Stadium 13, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny
BBCH) T2 generacie. Rastlinny material bol homogenizovany pomocou oscilacného
mlynu pri frekvencii 25 Hz po dobu 1 minuty za staleho chladenia tekutym dusikom.
K zhomogenizovanému rastlinnému materialu bolo pridanych 400 ul extrak¢ného pufru
sobsahom 1 ul RNazy (New England Biolab, Anglicko) a vzorky boli premie$ané
pomocou vortexu po dobu 10 sekund. Po 1 hodinovej inkubacii pri laboratornej teplote
boli vzorky centrifugované pri 20000 x g po dobu 5 minat. Nasledne bolo
odobratych 300 pl supernatantu, ku ktorym bol pridany rovnaky objem
100% (v/v) izopropanolu. Vzorky boli premie$ané opakovanym oto¢enim skumaviek
a po 2 minutovej inkubdcii pri laboratornej teplote boli centrifugované pri 20 000 x g
po dobu 5 minut. Po odstraneni supernatantu bol ziskany pelet zbaveny zostatkového
izopropanolu 5 minttovou inkubaciou na vzduchu a nasledne bolo Kk peletu pridanych
100 ul 1 x TE pufru. Naslednou inkubaciou vzoriek cez noc pri teplote 4 °C doslo
K uvolneniu genomovej DNA do 1 x TE pufru, ktory bol na druhy defi odobrany

a uschovany.

3.2.1.2 PCR

Pre PCR reakciu bola pouzitd reakénd zmes, ktora obsahovala priblizne 100 ng
templatovej genomovej DNA, 0,75 ul 25 mmol.I"! chloridu hore¢natého, 025 pl
10 umol.I™" forward primeru, 0,25 pl 10 umol.I™! reverse primeru (Tab. 2), 0,25 ul
10 mmol.I"* zmesi dNTPs, 2,5 pl 5x GoTaQ Flexi pufru, 0,07 ul GoTaQ polymerazy
a zmes bola doplnena nuclease-free vodou do objemu 12,5 ul. Ako negativna kontrola
PCR reakcie sluzila nuclease-free voda. Teplotny priebeh reakcii sumarizuje tabul’ka 3

ad.
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Tab. 2 Sekvencia forward a reverse primerov pouzitych pre detekciu transgénu u raslin jaémena.
hyg — gén kodujuci hygromycin fosfotransferazu, CATH — gén kodujuci peptid LL-37
(katelicidin), B-HORp — gén kodujuci B-hordeinovy promotor, Ubi — gén kodujuci ubiquitinovy
promotor.

Primer Sekvencia5” 2> 37

Forward SP_hyg CGAAAAGTTCGACAGCGTC
Reverse ASP_hyg GGTGTCGTCCATCACAGTTTG
Forward B-HORp TCCATTCTTGTTTCAGGCTAAC
Reverse CATH GCCGATCTTCTCCTTGGACTT
Forward Ubil TGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTAC

Tab. 3 Teplotny priebeh PCR reakcie pre detekciu hpt génu s pouzitim primerov SP_hyg
a ASP_hyg.

1. 2. 3. 4. 5.
Krok Pociato¢na Denaturacia Hybridizacia FElongacia Zavere¢na
denaturacia elongacia
Teplota °CO) 95 95 55 72 72
Cas (s) 120 30 30 30 300
Pocet 1x 35 x (krok 2-4) 1x

opakovani

Tab. 4 Teplotny priebeh PCR reakcie s pouzitim sekvenéne $pecifickych primerov Ubil a B-
HORp v kombinacii s CATH.

1. 2. 3. 4. 5.

Krok Pociato¢nd Denaturacia Hybridizacia Elongacia Zavere¢na

denaturicia elongécia
Teplota
°C) 95 95 55 72 72
Cas (s) 120 30 102 30 420
Pofet —— 1x 35 x (krok 2-4) 1x
opakovani

Pozn. Pre kazda PCR reakciu bola teplota hybridizacie uréna na zaklade hodn6ét Tm danej sady
primerov a Cas potrebny na elongaciu nového retazca bol ureny na zaklade velkosti
vznikajiceho amplikonu pri pouziti uvedenej sady primerov.

3.2.1.3 Agaro6zova elektroforéza

Amplikony z PCR boli rozdelené na 1% (w/v) agar6zovom géli s pridavkom 0,5% (v/v)
etidium bromidu. Agar6ézovy gél bol umiestneny do elektroforetickej komdrky naplnene;j
Ix TAE pufrom. Elektroforetické delenie prebiehalo priblizne 30 minuat pri 120 V.

Nasledne na vizualizaciu separovanych fragmentov DNA bol pouzity systémGelDoc™

EZ Imager.
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3.2.2 Analyza hladiny expresie transgénu

3.2.2.1 1zolacia RNA
Pre izolaciu RNA bol pouzity komerény RNAqueous kit od firmy Ambion (Foster City,

USA). Zmrazené jaCmenné zrna vo vyvojovom Stadiu mlienej zrelosti (vyvojové
Stadium 73, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) T1 generacie
transgénnych linii jaémena, resp. zmrazené korene ¢i listy odobrané z rovnako starych
rastlin, boli zhomogenizované pomocou trecej misky. Nasledne bolo k 50 mg nadrvenych
ja¢mennych zfn pridanych 600 pl Lysis/Binding Solution s pridavkom 50 pl Plant RNA
Isolation Aid, resp. k 100 mg nadrvenych korenov ¢i listov bolo pridanych 1000 pl
Lysis/Binding Solution. Vzorky boli d’alej premie$ané pomocou vortexu a inkubované
pri laboratérnej teplote po dobu 5 mintt. Po centrifugacii pri 16 000 x g, 4°C, 5 minut
bol ziskany supernatant preneseny do Cistej 2 ml mikroskimavky. K supernatantu bol
nasledne pridany 1 ml 64% (v/v) etanolu, vzorky boli premiesané a z kazdej bolo 700 pl
nanesenych na kolonku s filtrom. Vzorky boli centrifugované pri 10 000 x g, 4°C, pokial’
filtrom nepretiekol cely objem aplikovanej vzorky. Premytie jednotlivych koloniek
obsahujucich zachytené molekuly RNA bolo vykonané nanesenim roztoku Wash
Solution 1 v objeme 700 pl a vzorky boli centrifugované pri podmienkach 10 000 x g,
4°C, 30 sekund. Nasledne bol aplikovany roztok Wash Solution 2 v objeme 500 pl
a vzorky boli centrifugované pri rovnakych podmienkach ako v predchadzajicom kroku.
Premytie roztokom Wash Solution 2 bolo eSte raz zopakované a na zaver, za ucelom
odstranenia zvySkov pouZitych roztokov, boli kolonky naprazdno centrifugované
pri 10 000 x g, 4°C, 30 sekund. RNA bola z filtrov koloniek eluovana pomocou 100 pl
roztoku Elution Solution vopred zahriattho na 80°C sndaslednou centrifugaciou

pri 10 000 x g, 30 sekand a laboratornej teplote.

3.2.2.2 Odstranenie DNA kontaminacie z vyizolovanej RNA

K 40 pl vyizolovanej RNA bolo pridanych 5 pl 10 x reakéného pufru pre DNéazu a 3 pl
Turbo DNézy. Vzorky boli premiesané pomocou vortexu a inkubované pri teplote 37°C
po dobu 45 minut. Nasledne bol krok zopakovany s pridavkom 2 pl Turbo DNazy

a vzorky inkubované pri rovnakych podmienkach.

3.2.2.3 Pre¢istenie RNA pomocou Agencourt RNAClean XP
Ku vzorkam RNA oSetrenej Turbo DNazou bolo pridanych 25 pl magnetickych guliciek,
na ktoré sa RNA zachytava, a 20 ul 100% (v/v) izopropanolu (nuclease-free). VVzorky boli
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premiesané, inkubované pri laboratornej teplote po dobu 10 minut a nasledne umiestnené
na magneticky stojan po dobu 5 minut. Po ustaleni magnetickych guli¢iek s naviazanou
RNA na stendch skumaviek bola odstranend kvapalna faza. Nasledne boli skimavky
Zlozené z magnetického stojanu a magnetické gulicky s naviazanou RNA boli precistené
pridavkom 200 ul 70% (v/v) etanolu (nuclease-free), ktory bol po minutovej inkubacii
opat’ na magnetickom stojane odstraneny. Precistenie pomocou 70% (v/v) etanolu bolo
2-krat zopakované za rovnakych podmienok. Zvysky etanolu boli zo vzoriek odstranené
ich 5 minatovou inkubaciou na vzduchu. Na zaver bolo k magnetickym gulickam
s naviazanou RNA pridanych 20 pl RNase free vody a vzorky boli inkubované 10 minut
pri laboratornej teplote. Nasledne boli umiestnené na magneticky stojan a po 5 minatove;j

inkubacii bola voda obsahujuca precistenit RNA odobrana do Cistej mikroskimavky.

3.2.2.4 Meranie koncentracie RNA

Koncentracia vyizolovanej a preéistenej RNA bola zmerana pomocou nanodrop
spektrofotometru. Pre meranie koncentracie bol pouzity 1 pl vzorky, ako blank bola

pouzitd RNase free voda.

3.2.2.5 Syntéza cDNA

Pre syntézu cDNA bolo na reakciu pouzitych priblizne 2500 ng vyizolovanej a precistene;j
RNA vobjeme 12 pl, ktory bol v pripade potreby doplneny nuclease-free vodou.
V prvom kroku bol k RNA pridany 1 pul oligodT o koncentracii 100 umol.1™! a vzorky
boli zahriate v termocykléri na 65°C po dobu 5 minut. Nasledne boli do vzoriek pridané
2 ul zmesi nukleotidov o koncentracii 10 mmol.I"!, 4 ul 5x koncentrovaného reakéného
pufru pre transkriptazu a 1 pl transkriptazy. Vzorky boli umiestnené do termocykléru

na 42°C po dobu 60 minut a nasledne na 70°C po dobu 10 minut.

3.2.2.6 Semikvantitativna RT-PCR

Pred samotnou analyzou boli vzorky pripravenej cDNA nariedené nuclease-free vodou
v pomere 1:2. Pre analyzu expresie transgénu bola pouzita chémia TagMan a gb Elite
PCR Master Mix. Reakcia bola nastavena v celkovom objeme 10 pl a obsahovala:
1 ul ROX Reference Dye, 4 ul gb Elite pufru, 2,5 pl zmesi, ktord obsahovala probu
(vo vyslednej koncentracii 0,25 umol.ul™), forward areverse primery (vo vysledne;
koncentrécii 0,3 pmol.ul™) a 2,5 pl vzorky cDNA. Kazd4 vzorka bola nastavena v troch
technickych replikatoch. Expresia transgénu bola sledovana na zdklade detekcie génu

kodujuceho maltozu viazaci protein (MBP) a ako endogénne kontroly boli pouzité gény
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kodujice jacmenny endogénny protein aktin (HVAct), a cyklofilin (HvCyklo). Sekvenciu
pouzitych primerov a préb sumarizuje tabulka 5 a teplotny priebeh reakcie tabul'ka 6.
Vzorky analyzované pomocou RT-PCR boli elektroforeticky rozdelené na 3% (w/v)
agarozovom géli s obsahom 0,5% (v/v) etidium bromidu pre vizualizaciu DNA.
8 ul kazdej vzorky amplikonov po RT-PCR bolo zmieSanych s1,4 ul
6x koncentrovaného nanasaciecho pufru (6x DNA Loading Dye) atakto pripravené
vzorky boli nanesené na agardzovy gél, ktory bol umiestneny do elektroforetickej
komorky naplnenej 1x TAE pufrom. Ako Standard molekulovej hmotnosti bol pouzity
100 bp GeneRuler DNA Ladder (4 ul). Elektroforéza prebiehala pri 70 V po dobu
1 hodiny. Nasledne bol na vizualizaciu separovanych fragmentov cDNA pouzity systém

GelDoc™ EZ Imager.

Tab. 5 Sekvencie pouzitych forward a reverse primerov pre real-time PCR.

Primer Sekvencia 5> 3’

Forward fw_MBP AGGCCCTCTCCCTGATCTACA

Reverse rev._MBP AGTACGGCTCCTGGAGGTTGA

Proba MBP_probe AAGGACCTCCTCCCGAACCCGC

Forward HvACTtaq_fw TGTTGACCTCCAAAGGAAGCTATT

Reverse HVACTtaq_rev GGTGCAAGACCTGCTGTTGA

Proba HVACT _probe TGTAGTATTCAGCTGGTTGGTGGCACAGC
Forward HvVCYKLO fw TGTCTATGGATTTGACACCACTCTTT
Reverse HVCYKLO_rev GAAGCCTGCCCGAAGCA

Proba HvVCYKLO probe TGACCTGTTTTCTTCGCACACCAGCC

Tab. 6 Teplotny priebeh real-time PCR reakcie.

Krok 1. 2. 3. 4.
Aktivacia Aktivacia Denaturdcia Hybridizécia/Elongacia
Teplota (°C) 50 95 95 60
Cas (s) 120 300 15 60
Pocet 1x 1x 40 x (krok 3-4)
opakovani
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3.2.3 Imunodetekcia rekombinantného peptidu metédou Western blot

3.2.3.1 Izolacia proteinov uloZenych v proteinovych telieskach

Pre izolaciu proteinov z proteinovych teliesok bolo vzdy z jednotlivych nezavislych
transgénnych linii T2 generacie ja¢émena nahodne vybranych 15 zfn vyvojového Stadia
mliecnej zrelosti (vyvojové Stadium 73, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny
BBCH; priblizne 0,35 g po zbaveni obalovych struktuar), v pripade korenov a listov bolo
Z rovnako starych transgénnych rastlin odobranych priblizne 0,7 g materidlu. Zrna boli
zbavené obalovych §truktur a nasledne boli zhomogenizované pomocou ti¢ika a trecej
misky v 3 ml fosfatového pufru s obsahom 0,6 mmol.I™! sachardzy. Po¢as homogenizacie
bola miska chladena na l'ade. Po néslednej centrifugacii za podmienok 200 x g, 4°C,
5 minut bol supernatant preneseny do novej mikroskimavky a centrifugacia vzoriek bola
zopakovana. Pre ziskanie peletu obsahujuceho proteinové telieska boli vzorky
centrifugované pri 2000 x g, 4°C, 20 minat. NaruSenie Struktury proteinovych teliesok
Vv pelete bolo dosiahnuté ich rozsuspendovanim v 70 ul 8 mol.I"! mocoviny s naslednym
10 minatovym zahriatim vzoriek pri teplote 90°C. Na zaver boli vzorky centrifugované
pri 20000 x g, 4°C, 15 minut, ¢im bol ziskany supernatant obsahujici proteiny

z proteinovych teliesok.

3.2.3.2 Izolacia proteinov uloZenych v proteinovych telieskach ziskanych

20 zrelych zin

Postup izolacie proteinovych teliesok zo zfn v §tadiu dormancie (vyvojové stadium 99,
podla makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) bol rovnaky ako v kapitole
3.2.3.1 s vynimkou toho, Ze zrelé zrna boli v prvom kroku zbavené obalovych Struktur,
d’alej boli prevedené longitudialne rezy zrnom a zrné boli namocené vo fosfatovom pufti
priblizne na 12 hodin. Nasledne boli zhomogenizované pouzitim chladeného tigika
a trecej misky s pridavkom 4 ml fosfatového pufru. V zavere postupu bol pelet obsahujuci
proteinové telieska rozsuspendovany v 70 pl 8 mmol.l”" mocoviny a inkubovany

20 minut pri teplote 30°C.

3.2.3.3 Extrakcia proteinov zo zifn ja¢mena (ziskanie hrubého

proteinového extraktu)
Pre extrakciu proteinov bolo pouzitych 125 ¢ zhomogenizovanych zin
VO vyvojovom Stadiu mlie¢nej zrelosti (vyvojové Stddium 73, podl'a makrofenologickej

stupnice pre obilniny BBCH) u T1 generacie, resp. T2 generacie transgénnych linii
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ja¢mena. Z tychto rastlin boli v tom istom ¢ase odobrané aj vzorky korenov a listov.
Odobrany rastlinny material bol homogenizovany pomocou oscilatného mlynu
pri frekvencii 26 Hz po dobu 2 minut za staleho chladenia tekutym dusikom. Nasledne
bol k zhomogenizovanému materialu pridany extrakény pufor v objeme 20 ml a podobu
2 hodin boli vzorky premieSavané na rotitore pri teplote 4°C. Po centrifugacii
pri 12000 x g, 4°C, 30 minGt bol supernatant obsahujuci vyextrahované proteiny
uschovany, pri¢om bola vykonana reextrakcia 20 ml Cerstvého extrakéného pufru podla

vysSie popisaného postupu. Oba ziskané extrakty boli spojené a nasledne purifikované.

3.2.3.4 Purifikacia proteinového extraktu pomocou metalo-chelatovej

afinitnej chromatografie

Jednotlivé kroky purifikacie ziskanych proteinovych extraktov boli vykonané s pouzitim
komorky Visiprep™ SPE Vacuum Manifold. V prvom kroku boli polypropylénové
chromatografické kolonky naplnené matricou IDA-Sepharose. Na dno chromatografickej
kolonky bola nanesend matrica, a to v objeme 0,6 ml. Nasledne bola trikrat premyta 10 ml
destilovanej vody s pouZzitim vékua. Naviazanie i6nov kobaltu bolo vykonané premytim
matrice 6 ml 0,1 mol.I"' roztoku hexahydratu chloridu kobaltnatého bez vakua.
Nasledovalo opitovné premytie matrice Co?'-IDA-Sepharose, a to trikrat 10 ml
destilovanej vody bez spusteného vakua. Na zaver bola matrica s naviazanymi i6nmi
kobaltu trikrat premyta 10 ml ekvilibra¢ného pufru.

Cely objem hrubého proteinového extraktu bol naneseny na naekvilibrovani matricu
postupne po 10 ml pri teplote 4°C, a to bez pdsobenia vékua. Nasledne bola matrica
S naviazanym rekombinantnym produktom trikrat premytd 10 ml premyvacieho pufru
vol'nym prietokom. Po premyti bol rekombinantny produkt vyeluovany dvojndsobnym

premytim matrice Co?*-IDA-Sepharose 10 ml eluéného pufru, a to za pomoci vakua.

3.2.3.5 Purifikacia rekombinantného produktu pomocou afinitnej

chromatografie na amylézovej matrici

Pocas celého postupu purifikicie bola pouzitd vakuova komorka Visiprep™ SPE
Vacuum Manifold. Na filter polypropylénovych chromatografickych koloniek bolo
nanesenych priblizne 0,5 ml amylézovej matrice, ktord bola nasledne trikrat premyta
10 ml destilovanej vody za podmienok posobenia vakua apri laboratornej teplote.
Ekvilibracia matrice bola vykonana jej trojnasobnym premytim 10 ml ekvilibracného

pufru za podmienok vakua. Proteinové extrakty pripravené v ekvilibraénom pufri boli
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pomaly, bez véakua, nanesené na naekvilibrovanu amyl6zovi matricu pri 4 °C.
Po naneseni bola amyl6zova matrica s naviazanym rekombinantnym produktom trikrat
premyta 10 ml premyvacieho pufru bez posobenia vékua pri laboratornej teplote.
Na zaver bol rekombinantny produkt vyeluovany dvojnadsobnym premytim amylozovej

matrice 10 ml elu¢ného pufru, a to za podmienok vékua a laboratérne;j teploty.

3.2.3.6 Zakoncentrovanie proteinového eluatu

Proteinovy eluat po purifikacii proteinového extraktu pomocou metalo-chelatovej
afinitnej chromatografie bol nariedeny destilovanou vodou v pomere 1:3, ato z dovodu
nekompatibility filtrov centrifuga¢nych kolén Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit
s vysokou koncentraciou imidazolu v eluénom pufri (400 mmol.I"Y). V pripade
purifikacie proteinového extraktu na amylézovej matrici nebolo potrebné eluat riedit’.
Proteinové vzorky ziskané purifikaciou boli zakoncentrované na koldnach
s filtrom 3 000 MWCO (molecular weight cut off), ato s vyuzitim vykyvného rotoru
centrifagy. Pre dosiahnutie zelaného objemu (priblizne 200 ul) boli vzorky opakovane

centrifugované pri 3200 x g, 4°C, 20 mindt.

3.2.3.7 Stiepenie rekombinantného produktu enterokinizou

Proteinové vzorky po predchadzajicom precisteni (3.2.3.4 a 3.2.3.5) a zahusteni (3.2.3.6)
na objem priblizne 500 pl boli nariedené 2 ml pufru pre enterokinazu a vzorky boli
opétovne zakoncentrované na objem 200 pl. Ku 100 pl proteinovej vzorky (v pufri
pre enterokinazu) boli pridané 3 pl enterokindzy a Stiepenie prebiehalo po dobu 12 hodin

pri teplote 23°C.

3.2.3.8 Precipitacia proteinov

Proteiny boli zroztoku precipitované pridavkom schladeného 100% (v/v) acetonu
pri teplote -20°C, ato vo vyslednej koncentracii 85 % (v/v). Proteinové vzorky
s pridanym acetonom boli nasledne inkubované priblizne 16 hodin pri teplote -20°C.
Po inkubacii a centrifugovani pri 20 470 x g, 4°C, 60 mintt bol ziskany proteinovy pelet

rozsuspendovany v 19,5 pl sterilnej vody.

3.2.3.9 Denaturacna polyakrylamidova gélova elektroforéza

(SDS-PAGE)

K 19,5 ul proteinovej vzorky bolo pridanych 7,5 pl nanasacieho pufru 4 x Bolt™ LDS
Sample Buffer a 3 pl redukéného ¢inidla 10 x Sample Reducing Agent. Zmes bola
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premiesana pomocou vortexu a inkubovana pri teplote 70°C po dobu 10 minnt.

Pre samotntt SDS-PAGE bola elektroforeticka komoérka naplnena pufrom 1x NuPage
Running Buffer, pricom bol do komoérky vlozeny komercne dostupny polyakrylamidovy
gél NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel. Pripravené proteinové vzorky boli nanesené
do jednotlivych jamiek gélu. Ako pozitivna kontrola bolo pouzitych 7 ng syntetického
peptidu LL-37 aako s$tandard molekulovych hmotnosti proteinov bol pouzity
Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard. Elektroforetické delenie proteinov

prebiehalo priblizne 30 minut pri 150 V.

3.2.3.10 Prenesenie proteinov na polyvinylidén fluoridovii membranu

V prvom kroku bola polyvinylidén fluoridovdA membrana aktivovana 30 sekundovou
inkubaciou v 100 % (v/v) metanole, nasledne oplachnuta v destilovanej vode a uloZena
vV blotovacom pufri. Pre samotny prenos proteinov zgélu po SDS-PAGE
na PVDF membranu bola pripravend blotovacia kazeta typu ,sendvic®, zloZend
20 zékladnej plastovej podlozky, penovej podlozky, 2 kusov filtracného papiera, d’alej
z polyakrylamidového gélu s rozdelenymi proteinmi po SDS-PAGE, vopred aktivovanej
PVDF membrany, 2 kusov filtraéné¢ho papiera a na zaver penovej podlozky. ZloZena
blotovacia kazeta bola nasledne vlozena do blotovacej komdrky Mini Trans-Blot® Cell
and CriterionTM Blotter, ktord bola naplnend blotovacim pufrom. Samotné prenesenie
proteinov na membranu prebiehalo pri 100 V, 1 hodinu a pri teplote 4 °C a nasledne

pri 20 V priblizne pocas 12 hodin a teplote 4°C.

3.2.3.11 Imunodetekcia rekombinantného peptidu LL-37

Pre imunodetekciu peptidu LL-37 bola pouzitd vyvolavacia kazeta iBind™ Western
Device, do ktorej bola umiestnena iBind™ podlozka, nésledne navlhéend 6 ml roztoku
iBind™ Solution. PVDF membrana po Western blote bola umiestnena stranou
obsahujucou prenesené proteiny na navlhéentt podlozku. Nésledne bola vyvolavajuca
kazeta iBind™ Western Device uzavreta a do jednotlivych jamiek bola v danom poradi
nanesena primarna protilatka proti peptidu LL-37 (riedenie 1:285), resp. primarna
protilatka proti MBP (riedenie 1:5000), d’alej 2 ml premyvacieho roztoku iBind™
Solution, potom sekundarna protilaitka Goat anti-rabbit (riedenie 1:1000) a na zaver
7 ml premyvacieho iBind™ Solution. Po 4 hodinovej inkubacii bola na membranu
aplikovand zmes detekénych roztokov Clarity™ Western ECL Substrate zmieSanych

vpomere 1:1. Po 5 minttove] inkubdcii membrany S detekénymi roztokmi
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pri laboratornej teplote bola membrana snimand pomocou vizualizaéného systému

ChemiDoc™ MP Imaging system.

3.2.4 Testovanie antimikrobialnej aktivity peptidu LL-37
3.2.4.1 Kultivacia bakterialneho kmena Escherichia coli TOP10

Antimikrobidlna aktivita rekombinantného peptidu LL-37 bola testovana voci
gram-negativnej baktérii E. coli TOP10 (dodana Mgr. Editou Holaskovou). Prvotnym
krokom bolo naockovanie 7 ml LB média s 300 pl bakteridlnej kultary. Bakteridlna
suspenzia bola kultivovana pri teplote 37°C a 180 rpm. Po dosiahnuti bakterialnej hustoty
10° CFU.ml™! bola bakterialna kultura E. coli TOP10 nariedend v pomere 1:2 tekutym

LB médiom (finalna bakteridlna koncentracia bola 10’ CFU.ml™).

3.2.4.2 Kultivacia bakterialneho kmenia Micrococcus Luteus

Pre testovanie antimikrobialnej aktivity LL-37 bola pouzita aj gram-pozitivna baktéria
M. luteus (dodana Mgr. Editou Holaskovou). Priprava bakterialnej kultary M. luteus bola
takmer totoznad s pripravou kultry gram-negativnej E. coli TOP10, srozdielom

optimalnej teploty kultivacie, ktord mala v tomto pripade hodnotu 30°C.

3.2.4.3 Testovanie antimikrobialnej aktivity
Pre testovanie antimikrobidlnej aktivity rekombinantného peptidu LL-37 bol ziskany
hruby proteinovy extrakt zo zfn vo vyvojovom stadiu mliecnej zrelosti (vyvojové Stadium
73, podla makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) u T1, resp. T2,
generacie transgénnych rastlin jaémena. Pre extrakciu bolo pouZitych 28 g nadrvenych
zin. Extrakcia proteinov bola vykonana podla postupu popisanom v kapitole 3.2.3.3.
Hruby proteinovy extrakt (celkovy objem priblizne 80 ml) bol pre purifikaciu na matrici
Co?*-IDA Sepharose rozdeleny medzi tri chromatografické kolénky. Proces purifikacie
bol vykonany podl'a postupu v kapitole 3.2.3.4 a 3.2.3.5. Eluat ziskany zo vsetkych troch
chromatografickych koldniek bol spojeny a zakoncentrovany (3.2.3.6). Z kazdej
zakoncentrovanej vzorky bolo odobranych 100 ul, ktoré boli pouzité na Stiepenie
pomocou enterokinazy (3.2.3.7) Nasledne po Stiepnej reakcii boli vzorky obsahujice
rekombinantny peptid LL-37 KDEL nariedené 5 mmol.I™" uhli¢itanom amoénnym
v pomere 1:4 a opit’ zakoncentrované pomocou Amicon Ultra-0,5 Centrifugal Filter Unit
(3000 MWCO) na kone¢ny objem 40 pl.

Pre testovanie antimikrobialnej aktivity bolo pouzitych 10 pl zahustenej vzorky

obsahujtcej Stiepny produkt LL-37 KDEL, ktoré boli naockované 0,5 pl pripravene;j
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bakterialnej kultary E. coli TOP10 (3.2.4.1), resp. M. luteus (3.2.4.2). Ako pozitivna
kontrola sluzil synteticky peptid LL-37 nariedeny v 10 pl proteinovej vzorky
Z netransgénnych rastlin jaCmena (vzorky z netransgénnych rastlin ja¢menia boli
pripravené rovnakym postupom ako U transgénnych linii ja¢mena) a to v koncentraciach
0,025 pg.ul™, 0,5 pg.ul™, 1 pg.ul™'. Nésledne boli vzorky premiesané pomocou vortexu,
sto¢ené na pikoftige a inkubované v termobloku pri teplote 37°C, 1000 rpm, 4 hodiny.
Po inkubacii bolo pripravené desiatkové riedenie vzoriek V sterilnom LB médiu.
Z0 vzoriek nariedenych 10°-krat bolo odobranych 100 ul, ktoré boli rozotrené na povrch
tuhého LB média. Po néslednej inkubacii pri teplote 37°C po dobu 18 hodin, boli
na miskach spocitané jednotlivé kolonie a zo ziskanych vysledkov bola uréena hodnota
CFU.mI".  Celkovo bola antimikrobialna aktivita rekombinantného peptidu
LL-37_KDEL testovana v 3 biologickych replikatoch a kazdy znich bol pouzity
Vv 2 technickych replikéatoch.

3.2.5 In situ imunolokalizacia rekombinantného peptidu LL-37

Pre in situ imunolokalizaciu boli pouzité zrna v §tadiu dormancie (vyvojové stadium 99,
podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) z T2 generacie, resp. T1
generacie, nezavislych transgénnych linii jaémena. Zrna boli inkubované v sterilnej vode
pri teplote 4°C po dobu 12 hodin. Nasledne boli longitudialne prerezané skalpelom
arastlinné pletivo bolo fixované v 100% (v/v) aceténe, ato po dobu 20 sekund.
Nasledne boli zrna premyté trikrat sterilnou vodou po 1 mintte. Po premyti bol na 30
minut aplikovany Tris pufor, potom roztok TBS-T na 15 minat a trikrat po 5 mintatach
roztok TBS. Nespecifické vdazbové oblasti proteinov boli blokované v 5% (w/v) BSA
Vv roztoku TBS pocas 4 hodin pri teplote 4°C. Nésledne boli zrna inkubované s primarnou
protilatkou anti-LL-37 1gG mouse monoclonal, ktora bola nariedena roztokom TBS
s obsahom 2,5% (w/v) BSA v pomere 1:40. Zrna boli s primarnou protilatkou inkubované
po dobu 12 hodin pri teplote 4°C. Po opdtovnom premyti zin roztokom TBS-T po dobu
15 mint a trikrdt po 5 minatach roztokom TBS, bola aplikované sekundéarna protilatka
rabbit anti-mouse 1gG znacena alkalickou fosfatazou, ktora bola nariedena roztokom TBS
v pomere 1:2500. Inkubacia zfn so sekundarnou protilatkou prebiehala pocas 4 hodin
a teplote 4°C. Po zaverenom premyti roztokom TBS-T po dobu 10 minut a trikrat po
5 minut roztokom TBS, boli zrnd 20 minit inkubované v 80 ul substratu pre alkalickll
fosfatazu BCIP/NBT. Nasledne boli vzorky uchovavané v sterilnej vode po celi dobu

pozorovania.
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3.2.6 Dvojkrokova purifikacia proteinového extraktu s ciel’om ziskania

¢istého rekombinantného produktu

Pre purifikaciu proteinového extraktu bola pouzita metdda afinitnej chromatografie.
Konkrétne iSlo o vyuzitie afinity histidinovej kotvy (His-tag) rekombinantné¢ho produktu
k matrici Co?*-IDA-Sepharose s naslednym vyuzitim afinity maltézu viazuceho proteinu
(MBP) rekombinantného produktu k amylézovej matrici.

Z priblizne 28 g zfn vo vyvojovom S§tadiu mliecnej zrelosti (vyvojové Stadium 73,
podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) T2 generacie transgénnych rastlin
ja¢mena siateho (Hordeum wvulgare L., cv. Golden Promise), resp. T2 generacie
netransgénnych rastlin ja¢mena (kontrola), bolo pripravenych priblizne 80 ml hrubého
proteinového extraktu (kapitola 3.2.3.3). Z hrubého proteinového extraktu bolo
odobranych 200 pl, ktoré boli pouzté na precipitaciu proteinov pomocou 100% (v/v)
acetonu (kapitola 3.2.3.8). ZvySny hruby proteinovy extrakt bol prvotne preéisteny
pomocou metalo-chelatovej afinitnej chromatografie na Co?*-IDA-Sepharose (kapitola
3.2.3.4), pricom v prvom kroku bol cely eluat (80 ml) rozdeleny a naneseny na tri
chromatografické kolonky naplnené Co?*-IDA-Sepharose matricou pre ziskanie o
najvacSicho mnozstva rekombinantného produktu zachyteného na matrici. Eluat
po preCisteni bol nasledne zahusteny na troch centrifugaénych kolonach
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit s filtrom 10 000 MWCO (molecular weight cut
off; kapitola 3.2.3.6). Po zahusteni eluatu na objem priblizne 200 pl, bol eluat nariedeny
10 ml ekvilibra¢ného pufru pre amylozovii matricu. Nariedené proteinové vzorky boli
d’alej purifikované pomocou afinitnej chromatografie na amylézovej matrici (kapitola
3.2.3.5). Pocas purifikdcie boli odoberané nasledujuce frakcie: 1) pretecend frakcia
proteinovej vzorky po jej naneseni na amylozovu matricu, 2) preteena frakcia po premyti
amylézovej matrice s naviazanym rekombinantnym produktom, 3) eludt obsahujuci
uvol'neny rekombinantny produkt. Néasledne po precisteni na amyl6zovej matrici boli
jednotlivé odobrané frakcie zakoncentrované opét’ na centrifugacnych kolénach Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Unit s filtrom 10 000 MWCO (molecular weight cut off;
kapitola 3.2.3.6) na konecny objem priblizne 200 pl. Zakoncentrované vzorky boli d’alej
precipitované cez noc pomocou 100% (v/v) acetonu (kapitola 3.2.3.8), priCom proteinovy
precipitat (aj Vv pripade vzorky zhrubého proteinového extraktu) bol rozpusteny
v 29 ul nuclease-free vody. Nasledne doslo k rozdeleniu ziskanych proteinovych vzoriek

na dve polovice oobjeme 19,5 pl, pricom jedna polovica vzoriek bola pouzita na
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SDS-PAGE (kapitola 3.2.3.9) snaslednou Western blot analyzou (3.2.3.11)
a imunodetekciou peptidu LL-37, resp. imunodetekciou MBP. Druha polovica vzoriek
bola rovnako pouzitd na SDS-PAGE (kapitola 3.2.3.9) ale snaslednym farbenim

proteinov v polyakrylamidovom géli pomocou striebra (kapitola 3.2.6.1).

3.2.6.1 Farbenie striebrom

Proteiny rozdelené¢ v polyakrylamidovom géli pocas SDS-PAGE boli zafixované
inkubdciou vo fixa¢nom roztoku po dobu 30 minut, nasledne bol gél premyvany v 10-krat
nariedenom fixa¢nom roztoku po dobu 15 minut a potom trikrat premyty destilovanou
vodou po dobu 5 minut. Po premyti v ¢erstvo pripravenom ,,roztoku thiosiranu‘ presne
po dobu 1 minuty, bol gél opat’ premyvany trikrat destilovanou vodou po dobu 30 sekund.
Nasledne bol aplikovany ,,roztok striebra® po dobu 20 mintt, ktory bol az do doby
pouzitia uchovany v tme pri 4°C. Po dvojndsobnom premyti gélu destilovanou vodou
po dobu 20 sekind bol gél premiestneny do cistej nddoby a bol aplikovany vyvijaci
roztok. Vyvoj sfarbenia gélu bol sledovany optometricky a po dostato¢nej vizualizacii
proteinov bolo vyvijanie sfarbenia zastavené pouzitim 5% roztoku kyseliny octove;.

Nasledne bol gél zdokumentovany pomocou GelDoc™ EZ Imager.
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza T1 generacie transgénnych linii ja¢merna siateho (Hordeum

vulgare L., cv. Golden promise)

4.1.1 Fenotypizacia

V priebehu vyvoja T1 generéacie nezavislych transgénnych linii jacmena exprimujtcich
rekombinantny katelicidin pod konStitutivnym promoétorom UBIp respektive
pod zrnovo-specifickym B-HORp promotorom, bol sledovany fenotyp nadzemnej Casti
(Obr. 8 A) a korenového systému (Obr. 8 B, 8 C). Expresia chimérneho peptidu LL-37
uUTl generdcie transgénnych linii jaémena V porovnani s kontrolnymi rastlinami
nespoOsobila vyznamnii zmenu ich fenotypu, pricom sa transgénne rastliny vyvijali

priblizne rovnakou rychlost'ou ako kontrolné rastliny.

L

IL

Obr. 8 Fenotyp nadzemnej Casti (A) a korenového systému (B, C) T1 generacie nezavislych
transgénnych rastlin jaCmena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise)
so stabilne integrovanym transgénom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL (l.)
alebo s transgénom UBIp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL (Il.) priblizne 4 mesiace od
vysiatia. WT — kontrolna netransformovana rastlina; 1, 2, 3 — nezavislé transgénne linie jaémenia.
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4.1.2 Analyza transgénnych linii jaémena na proteinovej Grovni

Za ucelom detekcie rekombinantného peptidu LL-37 Vv zrnach (vyvojové Stadium 73,
podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH), korenioch a listoch T1 generacie
transgénnych linii jacmena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden promise) so stabilne
integrovanym transgénom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL,
resp. UBIp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL, boli pripravené proteinové extrakty
z 12,5 g rastlinného materialu odobraného spolu zo 6 nahodne vybranych transgénnych
linii (kapitola 3.2.3.3). Proteinové extrakty boli purifikované na zéklade fuzie peptidu
LL-37 so 6xHis-tag kotvou pomocou metalo-chelatovej afinitnej chromatografie
(kapitola 3.2.3.4).

Rekombinantnym produktom transgénnych rastlin jamena
je 6xHis_MBP_LL-37_KDEL, nakol'ko po subcelularnom zacieleni produktu do ER
je signalna sekvencia cytokinin oxidazy/dehydrogenazy (ZmCKX1) samovolne
odstiepena.  Predpokladana  teoretickda  velkost  rekombinantného  produktu
6xHis_MBP_LL-37_KDEL bola priblizne 48 kDa. Velkost syntetického peptidu,
pouzitého ako pozitivna kontrola, bola 4,5 kDa. Ako negativna kontrola boli pouzité
proteinové vzorky extrahované z korenov, listov a zfn z kontrolnych netransgénnych
rastlin. Na zaklade imunodetekcie bol v pripade proteinovych vzoriek transgénnych
rastlin s integrovanym transgénom pod kontrolou zrnovo-specifického B-hordeinového
promotoru (B-HORp) pozorovany signal velkostne zodpovedajici rekombinantnému
produktu 6xHis_MBP_LL-37_KDEL (48 kDa) len v pripade proteinov extrahovanych
z ja¢mennych zfn. Okrem toho bol u danej vzorky pozorovany aj signdl o velkosti
priblizne 96 kDa, ktory vel'kostne zodpoveda dimérnej forme rekombinantného produktu
(Obr. 9). Podl'a ocakavania, v pripade proteinovych vzoriek ziskanych z korenov a listov
u tychto rastlin nebol sledovany Ziadny signal. Naopak v pripade proteinovych vzoriek
extrahovanych zrastlin s integrovanym transgénom pod kontrolou konstitutivneho
ubiquitinového promotoru (Ubip), signal indikujuci pritomnost’ rekombinantného
produktu nebol detegovany, aj napriek tomu, ze u tychto vzoriek bol dany signal bol

ocakéavany.
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Obr. 9 Western blot analyza rastlin jaémena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise)
T1 generacie. B-HORp — proteinovy extrakt z rastlinného materidlu zmieSaného spolu
70 6 nahodne vybranych nezavislych transgénnych linii obsahujicich v gendéme transgén
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, UBIp — proteinovy extrakt z rastlinného
materialu zmieSaného spolu zo 6 ndhodne vybranych nezavislych transgénnych linii obsahujtacich
v genéme transgén UBIp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL, WT — proteinovy extrakt
Z rastlinného materidlu zmieSaného spolu zo 6 nahodne vybranych kontrolnych netransgénnych
rastlin, K — proteinovy extrakt z korenov rastlin jaémena, L — proteinovy extrakt z listov rastlin
jacmena, Z — proteinovy extrakt zo zfn rastlin jaémena, PC — synteticky peptid LL-37 (7 ng).

4.1.3 Analyza transgénnych rastlin T1 generacie s integrovanym
transgénom UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_ MBP_LL-37_KDEL na RNA

urovni

Analyza na urovni RNA bola vykonavand za ucelom overenia expresie transgénu
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL v zrnach, listoch a v korenoch
transgénnych rastlin jaémena T1 generacie na zaklade negativneho vysledku analyzy
tychto rastlin na proteinovej urovni (4.1.2). Pre analyzu expresie transgénu bola
vyizolovand RNA zrastlinného materidlu (kapitola 3.2.2.1), ktord bola nasledne
precistena (kapitola 3.2.2.2 a3.2.2.3) aprepisana do cDNA (kapitola 3.2.2.5).
RT-PCR analyza kazdej vzorky cDNA bola vykonana v troch technickych replikatoch
s vyuzitim TagMan chémie a s primermi detegujucimi gén kodujiici maltézu viazuci
protein (MBP, velkost amplikonu 135 bp), ktory bol sucastou transformacnych
konstruktov. Ako endogénna kontrola boli pouzité konstitutivne, tzv. ,,housekeeping®,
gény kodujice jatmenny protein aktin (HVACt, velkost” amplikénu 75 bp) a cyklofilin
(HvCyklo, velkost amplikonu 71 bp). Po RT-PCR analyze boli amplikony

elektroforeticky rozdelené v 3 % agardézovom géli s pridavkom 0,5 % (v/v) etidium

65



bromidu. Ako marker molekulovej hmotnosti bol pouzity GeneRuler 100 bp DNA.
Vysledky po elektroforetickom deleni naznacuju, ze transgén
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL je na RNA trovni exprimovany, ako
v koreni, tak aj v liste a zrne troch nezavislych transgénnych linii ja¢mena T1 generacie
(Obr. 10). Vysledky naznacuju, ze negativny vysledok detekcie rekombinantného
produktu u danych transgénnych rastlin jamena metodou WB mohol byt spdsobeny
degradaciou rekombinantného produktu alebo jeho nespravne prevedenou stratégiou

izolacie a purifikdcie, pri ktorych doslo k vyraznym stratdm produktu.

MBP

HvACT

KLZKLZZKLZKTLZM
I I\ I J
| | | |

lintal linia2 linia 3 WT

Obr. 10 Reprezentativny elektroforeogram semikvantitativnej RT-PCR analyzy ¢cDNA troch
nahodne vybranych nezavislych transgénnych linii jaémena siateho (Hordeum vulgare L., cv.
Golden Promise) T1 generacie  so stabilne  integrovanym  transgénom
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL. MBP - analyza zatcelom detekcie génu
pre maltozu viazuci protein (MBP), velkost’ amplikéonu 135 bp, HvAct — analyza za tcelom
detekcie endogénneho génu koédujuceho ja¢menny protein aktin, velkost’ amplikonu 75 bp,
HvCyklo — analyza za ucelom detekcie endogénneho génu kédujiceho ja¢menny protein
cyklofilin, velkost' amplikonu71 bp, linia 1, 2, 3 — nezavislé linie transgénneho ja¢mena
so stabilne  integrovanym  transgénom  UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL,
WT - kontrolna netransgénna rastlina ja¢mena, K — vzorka cDNA ziskana z korenov rastlin
ja¢menia, L — vzorka cDNA ziskana z listov rastlin jaCmena, Z — vzorka cDNA ziskana z0 zrna
rastlin ja¢émena, M — marker molekulovej hmotnosti GeneRuler 100 bp DNA Ladder.
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4.1.4 Imunolokaliziacia rekombinantného peptidu LL-37 V zrelych
zrnach T1 generacie transgénnych linii ja¢mena

Pritomnost’ rekombinantného peptidu LL-37 bola pomocou imunolokalizacie sledovana
v zrelych zrnach (vyvojové stadium 99, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny
BBCH) T1 generacie transgénnych rastlin jaémena obsahujicich vo svojom genome
stabilne  integrovany transgén B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL,
resp. UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_ MBP_LL-37_KDEL, ako kontrola boli pouzité zrelé zrna
netransgénnej rastliny ja¢mena (kapitola 3.2.5). Pre detekciu rekombinantného peptidu
bola pouzitd primarna protilatka proti LL-37 a nasledne sekundéarna protiladtka znacena
alkalickou fosfatazou. Chemickou interakciou alkalickej fosfatazy ajej substratu
NBT/BCIP dochadza k vzniku zlGc¢eniny s typickym modrofialovym zafarbenim,
indikujucej pritomnost’ a lokalizdciu rekombinantného peptidu LL-37 Vrédmci
jatmenného zrna. NajvyraznejSie sfarbenie bolo detegované v endosperme
zin transgénnej rastliny SO stabilne integrovanym
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom (Obr. 11 C), v pripade zin
transgénnej rastliny SO stabilne integrovanym
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom (Obr. 11 B) bola intenzita
zafarbenia endospermu menej vyrazna. V endosperme zin kontrolnej netransgénnej

rastliny jaémena (WT) nebolo pozorované ziadne sfarbenie (Obr. 11 A).

Obr. 11 Imunolokalizacia rekombinantného peptidu LL-37 v zrelych zrnach (vyvojové stadium
99, podla makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) T1 generacie transgénnych rastlin
ja¢menia siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise). A — zrno kontrolnej netransgénnej
rastliny jamena, B — zmo transgénnej rastliny jacmena so stabilne integrovanym
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom, C — zrno transgénnej rastliny
jaémena so stabilne integrovanym  B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL
transgénom.
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4.1.5 Testovanie antimikrobialnej aktivity rekombinantného peptidu

LL-37 vo¢i baktérii Escherichia coli TOP 10

Pre testovanie antimikrobidlnej aktivity rekombinantného produktu boli pouzité
transgénne  rastliny jacmena Tl  generacie transformované  transgénom
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37 KDEL, ato predovSsetkym 2z dovodu
akumulacie vysSieho mnozstva rekombinantného produktu v zrnéch ako v pripade rastlin
ja¢mena s integrovanym UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom.
Okrem toho, dany transformacny konstrukt obsahuje sekvenciu kodujucu stiepne miesto
enterokinazy (peptid DDDDK), ktoré umoznuje odstranenie fiznych proteinov a vznik
rekombinantného peptidu LL-37 s C-koncovou KDEL sekvenciou (LL-37_KDEL).

Pre testovanie antimikrobidlnej aktivity boli pripravené proteinové extrakty zo zin
transgénnych rastlin vo vyvojovom stadiu mlieénej zrelosti (vyvojové stadium 73, podl'a
makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) a ako kontrola boli pouzité extrakty
z0 zin netransgénnych rastlin (kapitola 3.2.3.3), ktoré boli nasledne purifikované
pomocou  metalo-chelatovej  afinitnej ~ chromatografie  (kapitola  3.2.3.4).
Cast’ pripravenych proteinovych extraktov bola oSetrend enzymom enterokinizou
(kapitola 3.2.3.7) a samotny experiment testovania antimikrobialnej aktivity bol
prevedeny podl'a postupu popisanom v kapitole 3.2.4.

Antimikrobidlna aktivita rekombinantného peptidu LL-37_KDEL bola celkovo
testovand na 3 biologickych replikdtoch akazdy znich bol pouZity v 2 technickych
replikatoch. Na zaklade stanovenia hodnoty CFU.ml™ pre proteinové extrakty pripravené
zo zfn transgénnych rastlin jacmena, bez oSetrenia enterokindzou (obsahujlice
rekombinantny produkt 6xHis_ MBP_LL-37_KDEL), nevykazovali Vv porovnani
s extraktami zo zfn netransgénnych rastlin Ziadnu znacnu antimikrobialnu aktivitu.
Vyrazna inhibicia bakterialneho rastu E. coli TOP10 bola pozorovana az v pripade, kedy
boli vzorky proteinového extraktu zo zfn transgénnych rastlin oSetrené enterokinazou,
ateda obsahovali Stiepny produkt enterokinazy - peptid LL-37_KDEL. V porovnani
S netransgénnymi proteinovymi extraktmi oSetrenymi rovnakym spOosobom bola
u vzoriek obsahujucich peptid LL-37 KDEL pozorovana Statisticky vyznamna inhibicia
bakterialneho rastu, ktord dosahovala takmer 56 %. Vyrazna inhibicia bakteridlneho rastu

bola pozorovana aj v pripade vzoriek obsahujtcich synteticky peptid LL-37 (Obr. 12).
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Obr. 12 Zobrazenie antimikrobidlnej aktivity chimérneho peptidu LL-37 ziskaného
z proteinovych extraktov zin T1 generacie transgénnych linii jaCmena siateho (Hordeum vulgare
L., Cv. Golden Promise) S integrovanym transgénom
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL. WT - proteinova vzorka
z0 zin netransgénnych rastlin jaémena, WT_EK — proteinova vzorka z netransgénnych rastlin
jaCmenia oSetrena enterokindzou, TL — proteinovd vzorka =z transgénnych linii ja¢mena
obsahujtca rekombinantny produkt 6xHis MBP_LL-37_KDEL, TL_EK - proteinova vzorka
z transgénnych linii jaémena oSetrend enterokinazou, ateda obsahujuca Stiepny produkt
LL-37_KDEL. V pripade vzorky obsahujucej peptid LL-37 KDEL bola pozorovana priblizne
56% inhibicia bakterialneho rastu. Antimikrobidlna aktivita bola sledovana aj v pripade
syntetického peptidu v koncentraciach 0,025 pg.ul™, 0,05 pg.ul™ a 0,1 ug.ul™, pri ktorej bola
pozorovana takmer 100% inhibicia bakterialneho rastu. Chybové tsecky predstavuji hodnotu SD
(standard deviation). Znak * vyjadruje Statisticky vyznamny rozdiel na hladine vyznamnosti
o = 0,5 zisteny analyzou pomocou T-testu.

4.1.6 Testovanie antimikrobialnej aktivity rekombinantného peptidu

voci baktérii Micrococcus Luteus

Pre testovanie antimikrobidlnej aktivity rekombinantného produktu boli pouzité
transgénne  rastliny jaémena T1  generdcie transformované  transgénom
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_ MBP_LL-37_KDEL. Rovnako, ako v pripade testovania
antimikrobialnej aktivity rekombinantného produktu vo¢i E. coli TOP10, boli pripravené
purifikované proteinové extrakty (kapitola 3.2.3.3 a3.2.3.4). Avsak pre samotny
experiment testovania antimikrobialnej aktivity (kapitola 3.2.4) boli v tomto pripade
pouzité len vzorky oSetrené enterokinazou (kapitola 3.2.3.7) pre vznik Stiepného produktu
LL-37 KDEL, ktory sa v pripade jeho testovania na gram-negativnej baktérie E. coli

TOP10 prejavil ako ucinny. Experiment vSak nepriniesol ocakavané vysledky. Inhibicia
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bakterialneho rastu gram-pozitivnej baktérie M. luteus nebola pozorovana a spravanie
tejto baktérie bolo v porovnani s gram-negativnou baktériou E. coli TOP 10 vyrazne
odlisné (tdaje nepriloZzené). Pre =ziskanie spolahlivych vysledkov je potrebné

V buducnosti experiment pre dana baktériu optimalizovat’.

4.2 Analyza T2 generacie transgénnych linii ja¢mena siateho (Hordeum

vulgare L., cv. Golden promise)

4.2.1 Genotypizacia transgénnych rastlin

Za ucelom overenia pritomnosti transgénu v genome T2 generacie transgénnych rastlin
jaémena pomocou konvenc¢nej PCR boli pouzité sady génovo Specifickych primerov
pre detekciu  zrnovo-specifického B-hordeinového promotoru (B-HORp), resp.
konstituéného  ubiquitinového prométoru (Ubip) so  sekvenciou kodujucou
rekombinantny peptid LL-37 (katelicidin, CATH). Zarovei bola detegovana
aj pritomnost’ hpt génu kodujuceho hygromycinfosfotransferazu, ktory bol sucasne
s transforma¢nymi konstruktami v¢leneny do rastlinného gendomu pocas samotného
procesu transformacie rastlin jacmena. Oc¢akavana vel’kost' PCR amplikonov pri detekecii
hpt génu bola Vv pripade oboch transgénov 649 bp, pri pouziti sady primerov detegujucej
gény Ubip a CATH bola velkost amplikonov 1379 bp a v pripade sady primerov
detegujucich B-HORp a CATH bola velkost’ 1681 bp (Obr. 13). Vysledkom analyzy bolo
uspeSné overenie transgenity rastlin T2 generdcie jaCmena nesucich transgén
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL alebo transgén
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL.
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Obr. 13 Reprezentativny elektroforeogram PCR analyzy gDNA vybranych transgénnych linii
jacmena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise) T2 generacie. A — analyza gDNA
zatfelom detekcie hpt génu. Velkost amplikonu pri  pouziti sady primerov
SP_hyg/ASP_hyg bola 649 bp, B — analyza gDNA za t¢elom detekcie B-HORp, Ubip a LL-37
génov. Velkost' amplikonu pri pouziti sady primerov Ubil/CATH bola 1379 bp a pre sadu
primerov B-HORp/CATH bola 1681 bp. Ako marker molekulovej hmotnosti bol pouzity 1 kb Plus
GeneRuler DNA Ladder. Ako pozitivna kontrola (PC) bol pouzity binarny vektor pPBRACT214
nesuci transformacény gén UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, resp. binarny vektor
pBRACT209 nestci transformaény gén B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL.
Ako negativna kontrola slizila gDNA netransgénnych rastlin jaémenia (WT).

4.2.2 Fenotypizacia transgénnych linii T2 generacie

U T2 generacie transgénnych rastlin ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden
Promise) bol pozorovany fenotyp nadzemnej Casti (Obr. 14 A) a korenového systému
(Obr. 14 B, 14 C). Pri porovnani fenotypu transgénnych rastlin exprimujucich
rekombinantny produkt s fenotypom netransgénnych kontrolnych rastlin jaémena nebola
pozorovana ziadna vyrazna zmena. Expresia chimérneho peptidu LL-37 pod kontrolou
zrnovo-specifického B-hordeinového promotoru, resp. pod kontrolou konstitutivneho
ubiquitinového promoétoru, nemala vplyv na fenotyp a celkovy vyvoj tychto rastlin.
Rovnako tak nebola ovplyvnena ani morfoldgia a hmotnost’ transgénnych zrelych zin

(vyvojové stadium 99, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH, Obr. 15).
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II.

Obr. 14 Fenotyp nadzemnej Casti (A) a korefiového systému (B, C) T2 generacie nezavislych
transgénnych rastlin jaCmena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise)
so stabilne integrovanym transgénom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL (l.)
alebo s transgénom UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL (ll.) priblizne 5 mesiacov od
vysiatia. WT — kontrolna netransformovana rastlina; 1, 2, 3 — nezavislé transgénne linie ja¢mena.
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Obr. 15 Porovnanie morfoldgie (A) a hmotnosti (B) zrelych zin T2 generacie transgénnych rastlin
jacmena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise). Hmotnost' zin bola porovnana
na zaklade vyhodnotenia hmotnosti 100 ks nédhodne vybranych zrelych zin z 8 rastlin jednej
transgénnej linie jaCmena. B-HORp — zma transgénnych linii ja¢metna s integrovanym
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom, UBIp — zrna transgénnych linii
jacmena s integrovanym UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom, WT — zrna
netransgénnych rastlin ja¢menia. Chybové Gsecky predstavuji hodnoty SD (standard deviation).
Na zaklade t-testu na hladine 0=0,5 nebol zisteny ziadny Statisticky vyznamny rozdiel.

4.2.3 Analyza transgénnych rastlin jaCmena T2 generacie na proteinovej

urovni

4.2.3.1 Analyza proteinového extraktu purifikovaného pomocou

metalo-chelatovej afinitnej chromatografie

Za ucelom detekcie rekombinantného peptidu LL-37 Vv zrnach, korenoch a listoch
transgénnych linii jacmena T2 generacie obsahujucich
VO svojom genome transgén UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, resp.
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_ MBP_LL-37_KDEL, boli pouzité purifikované proteinové
extrakty z rastlinného materialu 6 nahodne vybranych transgénnych linii (v pripade zin
islo o vyvojové stadium 73, podla makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH,

material z listov akorefiov bol odobrany v rovnakom vyvojovom S$tadiu rastlin).
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Ocakavana teoreticka vel'kost' rekombinantného produktu 6xHis_MBP_LL-37_KDEL
bola 48 kDa. Ako pozitivna kontrola bol pouzity synteticky peptid LL-37 s vel'kost'ou
4,5 kDa. Analyzou bola zistena pritomnost’ chimérneho peptidu LL-37 V zrnach
transgénnych rastlin s integrovanym B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL
transgénom, ¢im bola overend ucinnost B-hordeinového promdtoru. Sucasne bola
detegovana aj pravdepodobne dimérna forma rekombinantného produktu o0 velkosti
priblizne 96 kDa. V pripade transgénnych rastlin ja¢mena transformovanych transgénom
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL bol chimérny peptid LL-37 detegovany
jednoznacne v zrnach a listoch, pricom v korenoch bol signal na hranici detegovatel'nosti,
¢o znaci, ze v tomto rastlinnom organe dochédza k nizkej akumulacii rekombinantného
peptidu. Na zaklade intenzity signalov indikujucich chimérny peptid LL-37 sa da usudit’,
7e expresia rekombinantného produktu pod kontrolou B-hordeinového promoétoru viedla

k jeho zvySenej akumulacii v zrnach rastlin (Obr. 16).

48 kDa ———» — —

45kDa —» ‘

PCK L ZKULZXKLZ

UBIlp B-HORp WT

Obr. 16 Western blot analyza purifikovanych proteinovych extraktov rastlinného materialu
transgénnych rastlin jacmena siateho (Hordeum vulgare L., vc. Golden Promise) T2 generacie
purifikovanych pomocou metalo-chelatovej afinitnej chromatografie. UBIp — proteinovy extrakt
rastlinného materialu zo 6 nahodne vybranych transgénnych linii jamena transformovanych
transgénom UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, B-HORp - proteinovy extrakt
z rastlinného materialu zo 6 ndhodne vybranych transgénnych linii jaémefia transformovanych
konstruktom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, WT - proteinovy extrakt
rastlinného materidlu zo 6 nadhodne vybranych kontrolnych netransgénnych rastlin jacmena,
K - proteinovy extrakt z korenov rastlin jaémena, L — proteinovy extrakt z listov rastlin jacmena,
Z - proteinovy extrakt zo zfn rastlin ja¢menia, PC — synteticky peptid LL-37 (7 ng), M - marker
molekulovej hmotnosti Novex Sharp Pre-stain Protein Standard LC 5800.
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Rekombinanty produkt 6xHis MBP_LL-37_KDEL ziskany z hrubého proteinového
extraktu rastlinného materidlu transgénnych linii jaémena T2 generacie a purifikovaného
pomocou metalo-chelatove;j afinitnej chromatografie bol Stiepeny pomocou enterokinazy.
Stiepenie enterokinizou umoznilo vznik dvoch $tiepnych produktov, z ktorych jeden
obsahoval rekombinantny peptid LL-37 s C-terminalnou KDEL sekvenciou.
Velkost’ peptidu LL-37 KDEL bola priblizne 5 kDa. Vysledok analyzy preukazal
pritomnost’  signalu velkostne zodpovedajuceho Stiepnemu produktu LL-37_KDEL
Vv proteinovej vzorke ziskanej zo zfn transgénneho jaCmena so stabilne integrovanym
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom. Taktiez bola detegovana
aj pritomnost’ nenastiepeného produktu 6xHis_MBP_LL-37_KDEL o velkosti priblizne
48 kDa ajeho dimérnej formy o velkosti priblizne 96 kDa, ato pravdepodobne
z dovodu nizkej Uc€innosti Stiepnej reakcie. V pripade analyzy rastlin transformovanych
transgénom UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL bola preukazana pritomnost’
ako povodného produktu 6xHis_ MBP_LL-37_KDEL, tak aj stiepneho produktu, peptidu
LL-37 KDEL, av8ak vo vyrazne malom mnozstve. Aj V tomto pripade, rekombinantny

protein u proteinovej vzorky z korefia nebol detegovany (Obr. 17).

LA
e : +~— 48KkDa
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Obr. 17 Western blot analyza purifikovanych proteinovych extraktov rastlinného materialu
transgénnych rastlin ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise) T2 generacie
purifikovanych pomocou metalo-chelatove;j afinitnej chromatografie a po osetreni enterokinazou.
UBIp - proteinovy extrakt z rastlinného materidlu zo 6 ndhodne vybranych transgénnych linii
ja¢mena  transformovanych  transgénom  UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL,
B-HORp - proteinovy extrakt z rastlinného materiafu zo 6 ndhodne vybranych transgénnych linii
jacmena transformovanych transgénom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL,
WT - proteinovy extrakt z rastlinného materidlu zo 6 nahodne vybranych kontrolnych
netransgénnych rastlin jaémena, K - proteinovy extrakt z korefiov jacmena, L - proteinovy extrakt
z listov ja¢mena, Z - proteinovy extrakt z jaémennych zin, PC - synteticky peptid LL-37 (7 ng),
M - marker molekulovej hmotnosti Novex Sharp Pre-stain Protein Standard LC 5800.

75



4.2.3.2 Analyza proteinov izolovanych z proteinovych teliesok
Za ucelom detekcie rekombinantného peptidu LL-37 bol pouzity aj pristup izoléacie
proteinov obsiahnutych v proteinovych telieskach, do ktorych je rekombinantny produkt
pravdepodobne zacieleny aulozeny vdaka pritomnosti N-terminalnej ZmCKXl1sp
signalnej sekvencie a C-terminalnej sekvencie KDEL. Kombinacia tychto sekvencii
zabezpecuje retenciu rekombinantného produktu do ER sjeho néslednym ulozenim
do proteinovych teliesok. Pre analyzu rekombinantného peptidu LL-37 bola pouzita
frakcia proteinovych teliesok ziskanych z rastlinného materidlu T2 generacie
transgénnych linii ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise) so stabilne
integrovanym transgénomUBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, resp.
transgénom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_ MBP_LL-37_KDEL.

Na zéklade analyzy proteinov izolovanych z proteinovych teliesok obsiahnutych
v zrnach vo vyvojovom $tadiu mliecnej zrelosti (vyvojové S§tadium 73, podla
makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) a v korenioch a listoch transgénnych
rastlin, bola potvrdend pritomnost’ rekombinantného produktu v tychto zdsobnych
organelach. V pripade transgénnych rastlin exprimujicich rekombinantny produkt
pod kontrolou zrnovo-specifického promoétoru B-HORp bol rekombinantny peptid LL-37
detegovany len v zrnéch, zatial Co v pripade transgénnych rastlin exprimujicich
rekombinanty produkt pod kontrolou konstitutivneho promotoru Ubip bol peptid LL-37
detegovany nielen v zrnach, ale aj vlistoch transgénnych rastlin (velkost’
rekombinantného produktu v oboch pripadoch bola priblizne 48 kDa). U kontrolnych
netransgénnych rastlin nebol pozorovany Ziadny signal indikujici pritomnost’
rekombinantného produktu v rastlinnom materiali (Obr. 18 A). Ako pozitivna kontrola
bolo pouzitych 7 ng syntetického peptidu LL-37 o velkosti priblizne 4,5 kDa.

Rekombinantny peptid LL-37 bol nasledne detegovany aj v zrelych zrnach (vyvojové
Stadium 99, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) T2 generacie
transgénnych  rastlin ~ jaCmenla  so  stabilne  integrovanym  transgénom
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL. Tato analyza bola vykonana
za ucelom overenia, ¢i Vv zrelych zrnach nedochadza k stratdm rekombinantného produktu
jeho degradéciou, a teda ¢i je inertné prostredie endospermu zrelych zfn vhodné na jeho
uskladnenie. Vysledok analyzy preukazal pritomnost’ rekombinantného peptidu LL-37

vo vsetkych testovanych nezavislych transgénnych liniach ja¢mena (Obr. 18 B).
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Obr. 18 Western blot analyza proteinov izolovanych z proteinovych teliesok rastlinného materialu
T2 generacie transgénnych rastlin ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L., vc. Golden Promise)
(A) analyza proteinov izolovanych z proteinovych teliesok zrelych zin nezavislych transgénnych
linii (1-8) transformovanych transgénom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL (B):
UBIp — proteinovy extrakt z rastlinného materialu ziskaného spolu zo 6 nahodne vybranych
transgénnych linii ja¢mena transformovanych transgénom
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, B-HORp - proteinovy extrakt z rastlinného
materiafu ziskaného spolu zo 6 ndhodne vybranych transgénnych linii jaémea transformovanych
kons$truktom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, WT - proteinovy extrakt z
rastlinného materialu odobraného spolu zo 6 nahodne vybranych kontrolnych netransgénnych
linii jaémena, K — proteinovy extrakt z korenov ja¢mena, L — proteinovy extrakt z listov jaCmena,
Z — proteinovy extrakt z jaémennych zin, PC — synteticky peptid LL-37 (7 ng), M — marker
molekulovej hmotnosti Novex Sharp Pre-stain Protein Standard LC 5800.

4.2.4 Kvantifikovanie vytazkov rekombinantného peptidu LL-37

Vytazok rekombinantného peptidu LL-37 bol stanoveny zo zfn vo vyvojovom Stadiu
mlie¢nej zrelosti (vyvojové stadium 73, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny
BBCH) uT2 generacie transgénnych rastlin jaCmena na zaklade vysledkov

z imunodetekcie rekombinantného produktu. Pomocou programu Image Lab™ Software

bola vytvorena kalibra¢na krivka zavislosti intenzity signélu, ziskanej na zéklade
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Tab. 7 Mnozstvo rekombinantného peptidu LL-37 u transgénnych rastlin T2 generacie
s integrovanym  B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom  ziskané
S vyuzitim réznych spdsobov extrakcie.

Rastlinny organ Proteinové telieska IMAC (pmol/g)
(pmol/g)
Zrno 122,693 + 28,258 0,334+ 0,077

Tab. 8 Mnozstvo rekombinantného peptidu LL-37 u transgénnych rastlin T2 generacie
s integrovanym UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_ MBP_LL-37_KDEL transgénom ziskané s vyuZzitim
roznych sposobov extrakcie.

Rastlinny organ Proteinové telieska IMAC (pmol/g)
(pmol/g)
koren X X
list 36,315 + 8,364 0,058 £0,013
Zrno 42,527 + 9,794 0,040 + 0,009

imunodetekcie a koncentracie syntetického peptidu LL-37. Pomocou vytvorenej
kalibracnej krivky bol nasledne stanoveny vytazok rekombinantného peptidu LL-37
(Tab. 7, 8). Z vysledkov je zrejmé, ze vSeobecne izolaciou rekombinantného produktu
z proteinovych teliesok bolo ziskané radovo vécsie mnozstvo rekombinantného peptidu
LL-37 ako v pripade jeho izolacie z hrubého proteinového extraktu s naslednou
purifikaciou. Okrem toho cielena produkcia peptidu LL-37 len do zfn transgénnych
rastlin viedla ktakmer trojnasobne vysSej akumulacii rekombinantného peptidu,

ako tomu bolo v pripade produkcie peptidu pod kontrolou konstitutivneho promoétoru.

4.2.5 Imunolokalizacia rekombinantného peptidu LL-37 vV zrelych
zrnach T2 generacie transgénnych linii jaémena

Chimérny peptid LL-37 bol imunolokalizovany v zrelych zrnach (vyvojové stadium 99,
podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny BBCH) transgénnych rastlin jaémena
siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise) obsahujucich stabilne integrovany
transgén B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, resp. transgén
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL vo svojom genéme. Rovnako ako
Vv pripade imunolokalizacie peptidu LL-37 u T1 generécie transgénnych rastlin, tak
aj v pripade T2 generacie transgénnych rastlin, bolo pozorované modrofialové zafarbenie
indikujiice pritomnost chimérneho peptidu, predovsetkym v endosperme zfn.
Najvyraznejsie zafarbenie bolo pozorované v endosperme zrelych zin s expresiou
rekombinantného peptidu LL-37 pod kontrolou zrnovo-$pecifického B-hordeinového

prométoru (Obr. 19 C). Naopak, intenzita zafarbenia endospermu zin, v ktorych doslo
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Obr. 19 Imunolokalizacia chimérneho peptidu LL-37 Vv endosperme zrelych zin (vyvojové
stadium 99, podrla stupnice BBCH) T2 generacie transgénnych linii ja¢mena siateho (Hordeum
vulgare L., cv. Golden Promise). A — zrno kontrolnej netransgénnej rastliny ja¢mena, B — zrno
transgénnej rastliny ja¢mena ) stabilne integrovanym
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom, C — zrno transgénnej rastliny
jaémenia so  stabilne integrovanym B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL
transgénom.

k expresii chimérneho peptidu pod kontrolou ubiquitinového prométoru, bola vyrazne
mensia (Obr. 19 B). Endosperm zrelych zfn netransgénnej rastliny nevykazoval ziadne

zafarbenie (Obr. 19 A).
4.3 Dvojkrokova purifikacia rekombinantného peptidu LL-37
Z hrubého proteinového extraktu pomocou afinitnej chromatografie

s cie’om ziskania Cistého produktu

Pre purifikaciu rekombinantného peptidu LL-37 zZ proteinového extraktu boli pouzité zrna
v §tadiu mliecnej zrelosti (vyvojové Stadium 73, podl'a makrofenologickej stupnice pre
obilniny BBCH) transgénnych rastlin jaémena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden
Promise) transformované transgénom
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL, ato predovSetkym z dovodu
preukdzaného vysSieho obsahu rekombinantného peptidu v transgénnych zrnach tychto
rastlin v porovnani s obsahom rekombinantného peptidu v jaémennych zrnach rastlin
S integrovanym UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom.
Dvojkrokova purifikdcia rekombinantného produktu spocivala vo  vyuziti
metalo-chelatovej afinitnej chromatografie na zaklade interakcie His-tag kotvy a Co?*
ionov naviazanych na matrici IDA-Sepharose anasledne vo vyuziti afinitnej
chromatografie na zaklade interakcie medzi maltézu viaZzicim proteinom (MBP)
a amylozovej matrice. Purifikované proteinové vzorky boli nasledne elektroforeticky

rozdelené pomocou SDS-PAGE.
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Vizualizaciou rozdelenych proteinov v polyakrylamidovom géli pomocou farbenia
striebrom boli v pripade eluatu po dvojkrokovej purifikacii sledované dva dominantné
signaly indikujice proteiny, a teda metdda purifikacie bola do znacnej miery Uspesna.
Avsak detegované proteiny svojou velkostou nezodpovedali ocakavanej velkosti
rekombinantného produktu His-tag MBP_LL-37_KDEL (48 kDa).
Velkosti pozorovanych proteinov bola priblizne 43 kDa a priblizne 96 kDa (Obr. 20).
Ztoho dovodu, za ucelom overenia pritomnosti rekombinantného produktu
His-tag MBP_LL-37_KDEL v eluate po dvojkrokovej purifikacii proteinového extraktu,
bola vykonana imunodetekcia rekombinantného peptidu LL-37 (iSlo o rovnaké
proteinové vzorky, ktoré boli pouzité pre SDS-PAGE) s naslednym farbenim striebrom

popisanym vysSie.
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Obr. 20 Polyakrylamidovy gél s rozdelenymi proteinmi jednotlivych frakcii odoberanych pocas
purifikacie s vyuzitim afinitnej chromatografie na amylézovej matrici. Proteiny boli
vizualizované pomocou striebra. Prvotny proteinovy extrakt bol pripraveny zo zin vo vyvojovom
Stadiu mliecnej zrelosti (vyvojové Stadium 73, podl'a makrofenologickej stupnice pre obilniny
BBCH) T2 generacie transgénnych linii ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden
Promise) M — marker molekulovej hmotnosti Novex Sharp Pre-stain Protein Standard LC 5800,
PC — synteticky peptid LL-37 (7 ng), WT —kontrélne netransgénne rastliny ja¢mena,
TL -transgénne rastliny ja¢mena, EX — hruby proteinovy extrakt ziskany zo zfn ja¢mena,
FT - odpadova frakcia po naneseni proteinovej vzorky na amyl6zovu matricu, W — odpadova
frakcia ziskana po premyti amylézovej matrice, ELU — eluat ziskany v zavere dvojkrokovej
purifikacie.
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Imunodetekcia  peptidu  LL-37 preukazala, ze rekombinantny  produkt
His-tag MBP_LL-37 KDEL (vel'kost 48 kDa) bol v eluate pritomny, dokonca bola
pozorovana aj jeho dimérna forma (velkost’ 96 kDa). Avsak z analyzy tiez vyplyva,
Ze pri nanasani proteinovej vzorky na amylézovi matricu a pri jej naslednom premyti

dochadza k vyraznym stratim rekombinantného produktu (Obr. 21 A).
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Obr. 21 Western blot analyza jednotlivych frakcii odobratych pocas druhého purifikaéného kroku
proteinového extraktu na amyl6zovej matrici. Proteinovy extrakt bol pripraveny zo zin
VO vyvojovom §tadiu mliecnej zrelosti (Stddium 73, podl'a makrofenologickej stupnice pre
obilniny BBCH), odobranych z T2 generacie transgénnych linii jaémena siateho (Hordeum
vulgare L., cv. Golden Promise). Na PVDF membrane s prenesenymi proteinmi po metdde
Western blot bol imunodetegovany peptid LL-37 (A) s naslednou imunodetekciou proteinu MBP
(B), WT —kontrolne netransgénne rastliny ja¢mena, TL — transgénne rastliny jaémena,
PC - synteticky peptid LL-37 (7 ng), EX — hruby proteinovy extrakt ziskany zo zfn ja¢mena,
FT - odpadova frakcia po naneseni proteinovej vzorky na amylézova matricu, W — odpadova
frakcia ziskand po premyti amyldzovej matrice, ELU — eluat ziskany v zavere dvojkrokovej
purifikacie.
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Nasledne bola PVDF membrana po imunodetekcii peptidu LL-37 stripovana a bola
vykonana imunodetekcia maltozu viazuceho proteinu (MBP). Vysledky analyzy
preukazali pritomnost’ troch hlavnych signalov indikujucich: 1) dimérnu formu
rekombinantného produktu His-tag MBP_LL-37 KDEL (velkost 96 kDa) vo vsetkych
frakciach transgénnych linii odobratych pocas purifikdcie na amyldézovej matrici,
2) rekombinantny produkt His-tag_ MBP_LL-37_KDEL (velkost 48 kDa) pozorovany
predovsetkym vo frakcii proteinového extraktu a v preteCenej frakcii extraktu po naneseni
na amylézovi matricu, 3) proteinovy fragment (velkost 43 kDa) velkostne
zodpovedajuci chimérnemu proteinu His-tag MBP, ktory vznikd odstiepenim peptidu
LL-37_KDEL, ato vo vsetkych frakciach odobratych pocas purifikacie pomocou
amylozovej matrice (Obr. 21 B). Vysledky analyzy poukazuju na tedriu, ze pocas
purifikacného procesu dochadza pravdepodobne k Stiepeniu rekombinantného produktu

His-tag_ MBP_LL-37_KDEL a to na dva produkty His-tag MBP a LL-37_KDEL.
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5 DISKUSIA

V praktickej Casti diplomovej prace bol hodnoteny fenotyp transgénnych linii jaCmena
siateho (Hordeum vulgare L., cv. Golden Promise) exprimujtcich rekombinantny 'udsky
antimikrobialny peptid katelicidin LL-37. Je zname, ze dizajn transformacnych
konstruktov a S tym spojena stratégia expresie rekombinantného proteinu méze ovplyvnit
fenotyp transgénnych rastlin. Ako uvadza Jung et al. (2012) vo svojej $tadii, v ktorej sa
zamerali na produkciu antimikrobialneho peptidu LL-37 v rastlinach kapusty ¢inskej
(Brassica rapa) pod kontrolou konstitutivneho 35S promotoru s extracelularnym
zacielenim peptidu LL-37, v niektorych pripadoch mali transgénne rastliny abnormalny
fenotyp. Podobny vysledok bol pozorovany aj v $tadii vedeckej skupiny Coca et al.
(2006), ktorad pripravila transgénne rastliny ryze exprimujuce antimikrobialny peptid
cekropin A pod kontrolou konstitutivneho ubiquitinového protétoru, priCom zacielenie
tohto peptidu do apoplastu rastlinnych buniek viedlo k vzniku nefertilnych rastlin.
Naopak u transgénnych rastlin, Ktoré exprimovali peptid cekropin A v ER (zacielenie
na zaklade pritomnosti C-terminalnej KDEL sekvencie) nebola pozorovana ziadna zmena
fenotypu ani fertility rastlin. Rovnako, v predloZenej praci, produkcia rekombinantného
peptidu LL-37 v rastlinach jaémena so zacielenim do ER, resp. do uloznych proteinovych
teliesok, nemala vplyv na vyvoj, fenotyp a fertilitu tychto rastlin.

U transgénnych rastlin jacmena bola nasledne spolahlivo preukézana pritomnost’
transgénu na génomovej urovni v T1 aj T2 generacii rastlin, a teda nedoslo k jeho strate
alebo umlcaniu epigenetickymi faktormi, ako napr. v pripade transgénnych rastlin tabaku
(Nicotiana benthamiana) nesucich gén csrl-1 zabezpecujici odolnost’ k herbicidu
chlorsulfurénu (Brandle et al., 1995) alebo u transgénnych rastlin ryze obsahujtcich gén
pre neomycin fosfotransferazu (Lynch et al., 1995). Transgén B-HORp::ZmCKX1sp_6x
His_MBP_LL-37_KDEL, resp. UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL, bol preto
stabilne integrovany do rastlinného gendému a dedeny v nasledujucich generaciach.
Analyza na proteinovej tirovni rovnako preukézala pritomnost’ rekombinantného proteinu
u rastlin jatmena T1 aj T2 generacie.

Pre vyuzitie terapeutickych proteinov produkovanych prostrednictvom rastlinnych
expresny¢h systémov je najdolezitejSia sprdvna konformécia a posttranslacné
modifikacie daného proteinu, s ktorymi uzko stvisi aj ich biologicka aktivita. Preto bola
aj v ramci predlozenej prace overena a potvrdena biologicka aktivita rekombinantného

peptidu LL-37 vocéi baktérii E. coli TOP10. Antimikrobialny peptid LL-37 je biologicky
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aktivny len vo svojej sekunddrnej Strukture alfa-helix, ktorti vytvara bezprostredne
pri interakcii so zaporne nabitou bakteridlnou membranou (Zhang et al., 2010).
Z toho dovodu bol na testovanie biologickej aktivity rekombinantného peptidu pouZity aj
Stiepny produkt LL-37 KDEL, nakol'ko pritomnost fizneho proteinu MBP, by mohla
zabranit' vytvoreniu biologicky aktivnej Struktiry peptidu LL-37, ataktiez by mohla
branit’” jeho pristupu k bakteridlnej membrane. Testovanie antimikrobidlnej aktivity
rekombinantného peptidu preukdzalo 56% inhibiciu bakteridlneho rastu v pripade
pouzitia  Stiepneho  produktu, peptidu LL-37_KDEL. Pricom zachovana
C-koncova KDEL sekvencia na biologicku aktivitu rekombinantného katelicidinu
nemala negativny vplyv. Rovnaky vysledok dosiahli vo svojej §tadii Bundo et al. (2014),
ktori pozorovali biologickt aktivitu antimikrobialneho peptidu cekropinu A s naviazanou
KDEL sekvenciou na jeho C-konci produkovaného v endosperme ryZového zrna.
Avsak je znamych niekol'ko Studii, u ktorych bola pozorovana biologickad aktivita
antimikrobidlnych peptidov aj bez potreby odstiepenia Specifickych fuznych kotiev,
napriklad u rekombinatného peptidu Pg-AMP1 s C-terminalnou histidinovou kotvou
povodne z plodu stromu Psidium guajava produkovaného bakterialnou kulturou E. coli
(Tavares et al., 2012) alebo u peptidu odvodeného z vicilinu s naviazanou histidinovou
kotvou a produkovaného rovnako bakterialnou kultirou E. coli (Marcus et al., 2008).
Antimikrobidlny peptid LL-37 je popisany ako peptid so schopnostou
interagovat’ SO zaporne nabitou membranou nielen gram-negativnych baktérii, akou je aj
E. coli, ale aj so zaporne nabitou membranou gram-pozitivnych baktérii (Johansson et al.,
1998). Jung et al. (2013) napriklad uspesne preukazali antimikrobialnu aktivitu peptidu
LL-37 ziskaného =z listov transgénnych paradajok (Solanum lycopersicum) voci
gram-negativnym baktériam Pectobacterium carotovorum a Xanthomonas campestris
aVvroku 1998 bola popisana aktivita peptidu LL-37 vo¢i Gram-pozitivnym baktéridm
Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus
a Bacillus subtilis (Diirr et al.,, 2006). V predloZzenej praci bola testovana
aj antimikrobialna aktivita peptidu LL-37 KDEL vo¢i gram-pozitivnej baktérii M. luteus,
avSak bez pozitivneho vysledku. Baktéria M. luteus uz v pripravnych experimentoch
so syntetickym peptidom preukazala vyrazne odlisné spravanie ako baktéria E. coli.
Kondejewski et al. (1996) vo svojej praci popisuju, ze biologicka aktivita
antimikrobidlneho peptidu vo¢i réznym druhom baktérii moze byt vyrazne zdvisla
na type pouzitej metody. Napriklad Kim et al. (2009) uspesne pouzili na testovanie

antimikrobialnej aktivity rekombinantného proteinu hCAP18/LL-37 voéi baktérii
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M. luteus, Staphylococcus aureus a Salmonella gastroenteritis difuznu metddu
na agarovych platniach pomocou diskov. Rovnakti metddu testovania uspesne pouzili aj
Hong et al. (2007). Preto na zaklade tychto poznatkov je do budicna nutné bud
optimalizovat’ pouzitii metddu testovania rekombinantného peptidu LL-37 voci baktérii
M. luteus, alebo zaviest’ novi metodu testovania, napriklad vyssie spominant difuznu
metédu na agarovych platniach. Ziskanie Ccistého rekombinantného produktu
z rastlinného materialu je kl'uCové pre jeho potencidlne pouzite vo farmaceutickom
priemysle. Vo vSeobecnosti plati, ze purifikacia pomocou afinitnej chromatografie
poskytuje dobré vysledky, pretoze je zaloZzena na Specifickej interakcii medzi proteinom
zaujmu a imobilizovanej matrice. Napriek tomu, Sharma a Sharma (2009) uvadzaju,
ze V pripade purifikdcie rekombinantného proteinu z rastlinného materidlu pomocou
metalo-chelatovej afinitnej chromatografie s vyuzitim His-tag kotvy, je Cistota pomerne
nizka. Vysledny purifikovany produkt je zne€isteny mnohymi kontaminujucimi latkami,
a to predovsetkym désledkom vysokého mnozstva proteinov s histidinovymi reziduami
prirodzene sa vyskytujucimi v rastlinnom pletive. Okrem toho aminokyseliny tryptofan
a cystein mozu vytvarat’ pri neutralnom pH komplexy s kovovymi iénmi, napriklad Zn?",
Co?*, Ni?* a Fe?* (Otter, 2003; Giles et al., 2003), a tym zvySovat’ pravdepodobnost
nespecifickych vizieb proteinov z rastlinného materialu na matricu (Schmitt et al., 1993).
Na zéklade tychto informacii a predoslych experimentov bola v predloZenej diplomove;j
praci zvolena dvojkrokova purifikacia, ktord okrem metalo-chelatovej afinitnej
chromatografie pomocou histidinovej kotvy, zahrnula aj krok purifikacie na amylozove;j
matrici S vyuzitim maltézu viazuceho proteinu. Napriek tomu, Ze sa pPOmMOCOU
dvojkrokovej purifikacie ziskala pomerne Cisté frakcia proteinu, nasledna imunodetekcia
peptidu LL-37 a MBP poukézala na fakt, ze §lo pravdepodobne do znacnej miery len
0 Stiepny produkt His-tag MBP (43 kDa), ktory vznikol rozstiepenim rekombinantného
proteinu His-tag_ MBP_LL-37 KDEL (48 kDa) (druhym Stiepnym produktom bol
pravdepodobne peptid LL-37_KDEL, o velkosti priblizne 5 kDa). K rozstiepeniu
rekombinantného proteinu pritom doSlo uz pocas prvého kroku purifikdcie, a to pocas
pripravy proteinového extraktu.

Dalej bolo zistené, Ze podas celého procesu dvojkrokovej purifikacie dochadza
k vyraznym stratim rekombinantného proteinu. Pri metalo-Chelatovej afinitnej
chromatografii sa vyuziva imobilizacia réznych kovovych i6nov na matricu, najcastejSie
Cu?*, Ni?*, Zn*" a Co%, pricom kazdy znich poskytuje int afinitu a $pecifitu

k histidinovej kotve. Napriklad kobaltnaty i6n pouzity aj v predlozenej praci, poskytuje
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pomerne vysoku Specifitu, ale nizku afinitu k His-tagu. Pravdepodobne aj z toho dévodu
bolo vodpadovej frakcii po preteCeni proteinového extraktu cez matricu
Co?*-IDA-Sepharose, detegované znaéné mnozstvo rekombinantného proteinu,
ktory sa na matricu nenaviazal. Naopak Standardne pouzivany nikelnaty i6n u metalo-
chelatovej afinitnej chromatografie, ktory poskytuje idealny kompromis medzi afinitou
a Specifitou k His-tagu, je vSak pre purifikaciu terapeuticky vyznamnych latok neziaduci
vzhl'adom k jeho vysokej toxicite (Bal et al., 2000). Vyrazné straty rekombinantného
proteinu boli pozorované aj v druhom kroku purifikdcie zalozenej na afinite MBP
k amylozove] matrici, ¢o mohlo byt spdsobené interakciou amylézovej matrice
a maltézy, ktora nasledne branila naviazaniu rekombinantného proteinu. Maltdza je
produktom enzymatickej degradéacie Skrobu, ktory mé v obilnych zrnidch majoritné
zastipenie a mohlo k nemu dojst’ pri spracovani zfn jatmena (Marck et al., 1983).
Urcitym rieSenim ako znizit’ straty rekombinantného produktu pocas procesu purifikacie
by mohlo byt v prvom kroku metalo-chelatovej afinitnej chromatografie vyuzitie ibnov
medi, ktoré poskytuju vysoku afinitu k His-tag (ale s rizikom ¢astejSich ne$pecifickych
vézieb). V druhom kroku purifikacie by afinitu rekombinantného proteinu k amylozove;j
matrici mohlo zvysit' prvotné odstranenie Skrobu z proteinovych vzoriek, napriklad
vyuzitim postupu pre izolaciu proteinovych teliesok. AvSak v postupe izolacie proteinov
zZ proteinovych teliesok je problematické pouzitie denatura¢ného ¢inidla (napr. mo€ovina)
pre rozruSenie Struktury proteinovych teliesok. Maltdézu viaZuci protein totiz vyzaduje
vzhl'adom k jeho velkosti (priblizne 42,5 kDa) spravnu konforméciu pre naviazanie

na amylézova matricu.
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6 ZAVER

V teoretickej Casti diplomovej prace bola popisana sucasna problematika antibiotickej
rezistencie baktérii S uvedenim réznych moznosti jej rieSenia zameranych okrem iného
na vyuzitie rekombinantne pripravenych antimikrobialnych peptidov. Dalej boli
objasnené  stratégie  subcelularneho  zacielenia  rekombinantnych  proteinov
produkovanych rastlinnymi bunkami a stcasne boli popisané aj moznosti purifikacie
rekombinanntych proteinov z jednotlivych subceluldrnych organel. Zna¢na cast
teoretickej prace bola venovana aj metdédam testovania antimikrobialnej aktivity latok.

V praktickej ¢asti diplomovej prace bola vykonané fenotypové analyza transgénnych
rastlin jacmena siateho T1 aj T2 generacie, pricom sa fenotyp tychto rastlin nijak nelisil
od kontrolnych netransgénnych rastlin. Rekombinantny produkt
6xHis_MBP_LL-37 KDEL nepdsobil na transgénne rastliny fytotoxicky.

Nasledne bola vykonana analyza transgénnych rastlin na proteinovej irovni metédou
Western blot, pricom bola preukazana pritomnost’ rekombinantného peptidu LL-37
Vv zrnach vo vyvojovom S§taddiu mlie¢nej zrelosti urastlin T1 generacie so stabilne
integrovanym transgénom B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL. Napriek
tomu, Zze v pripade T1 generacie transgénnych rastlin jaémena so stabilne integrovanym
transgénom UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL nebola na proteinovej Grovni
preukdzana pritomnost’ rekombinantného produktu v ziadnom z testovanych rastlinnych
organoch, naslednd analyza na urovni RNA preukazala expresiu rekombinantné¢ho
produktu v koreni, liste aj zrne tychto rastlin.

Rekombinantny peptid LL-37 bol Specificky detegovany aj pomocou
imunolokalizacie Vv zrnadch vo vyvojovom S§tadiu dormancie z T1 resp. T2 generécie,
transgénnych rastlin, pricom Vjaémennom zrne so stabilne integrovanym
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL transgénom bolo pozorované
najvyraznejSie zafarbenie endospermu zfn indikujlice pritomnost’” rekombinanntého
peptidu LL-37.

Dalej bola otestovana a potvrdena antimikrobialna aktivita rekombinantného peptidu
vo¢i gram-negativnej baktérii E. coli TOP10. V pripade stiepneho produktu, peptidu
LL-37 KDEL, bola preukazana 56% inhibicia bakterialneho rastu, zatial’ co v pripade
testovania aktivity rekombinantného produktu 6xHis MBP_ LL-37_KDEL nebola

pozorovand ziadna vyznamnd zmena. Testovanie antimikrobidlnej aktivity
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vocCi gram-pozitivnej baktérii M. luteus prinieslo negativne vysledky s potrebou
optimalizacie testovacej metody.

Pritomnost’ transgénu u T2 generacie rastlin jaémena bola potvrdena na zaklade
analyzy gDNA. Nasledne Dbola potvrdend funk¢énost  zrnovo-Specifického
B-hordeinového prométoru, nakol’ko analyza na proteinovej Grovni potvrdila pritomnost’
chimérneho peptidu LL-37 len vzrne rastlin jaémena so stabilne integrovanym
B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis MBP_LL-37_KDEL transgénom. Rovnako bola overena
aj funkénost’ konstitutivneho ubiquitinového prométoru, ked’ze chimérny peptid LL-37
bol detegovany v zrnach alistoch rastlin jaémena so stabilne integrovanym
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom. Rovnaky vysledok
bol dosiahnuty aj v pripade detekcie rekombinantného peptidu LL-37 ziskaného
izolaciou z proteinovych teliesok, pricom bol rekombinantny peptid detegovany aj u ztn
vo vyvojovom Stadiu zrelosti. Nasledne bola potvrdena aj funkénost’ Stiepneho miesta
pre enterokinazu zahrnutého v sekvencii rekombinantného proteinu
6xHis_MBP_LL-37 KDEL. Na zaklade kvantifikacie z predoslych analyz vyplynula
skutocnost’, Ze metdda izolacie rekombinantného produktu obsiahnutého v proteinovych
telieskach poskytla vSeobecne vysSie vytazky rekombinantného peptidu LL-37.
V pripade zfn exprimujucich rekombinantny peptid pod kontrolou zrnovo-$pecifikého
B-hordeinového promoétoru bol ziskany vytazok priblizne 122 pmol.g™ a v pripade zfn
exprimujucich rekombinantny peptid po kontrolou konStitutivneho ubiquitinového
prométoru islo o vytazok priblizne 43 pmol. g. Je zrejmé, Ze pri purifikacii chimérneho
peptidu LL-37 pomocou afinitnej chromatografie doSlo k jeho znaénym stratam.
Zrna vo vyvojovom $tadiu mliecnej zrelosti T2 generécie transgénnych rastlin jaémena
so stabilne integrovanym B-HORp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom
obsahovali priblizne 3-krat vi¢sie mnozstvo rekombinantného peptidu LL-37 ako zrna
transgénnych rastlin SO stabilne integrovanym
UBIp::ZmCKX1sp_6xHis_MBP_LL-37_KDEL transgénom. Na zaklade kvantifikacie
a predoslych vysledkov je pre Gi€ely produkcie terapeuticky vyznamnych latok s vyuzitim
rastlin jaCmenia ako expresného systému vhodnejsi zrnovo-Specificky B-hordeinovy
promaotor.

Zaverom prace bola zo zfn vo vyvojovom Stadiu mliecnej zrelosti ziskana pomerne
Cista proteinova frakcia pomocou dvojkrokovej purifikacie vyuzivajicej princip afinitnej
chromatografie. Pocas procesu purifikdcie doSlo k vyraznym stratdm rekombinantného

produktu a taktiez dochadza pravdepodobne k Stiepeniu rekombinantného proteinu
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His-tag MBP_LL-37_KDEL (48 kDa) na dva produkty, a to: His-tag_ MBP (43 kDa)
aLL-37 KDEL (5 kDa). Vo vyslednom eluate bol povodny protein
His-tag MBP_LL-37 KDEL imunodetegovany s pouzitim primarnej protilatky
na peptid LL-37 len v malom mnozstve, pricom imunodetekcia s pouzitim protilatky
na MBP, potvrdila pritomnost’ Stiepneho produktu His-tag MBP vo vyrazne vacSom
mnozstve. Na zaklade vysledkov purifikacie rekombinanntého produktu bude

V budicnosti nutné experiment zopakovat’ a podl'a potreby modifikovat'.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

AMP antimikrobialny peptid

ATB antibiotikum

BBCH stupnica pre klasifikaciu vyvojovych stadii obilnin
B-HORp B-hordeinovy prométor

bp par bazi

cDNA komplementarna DNA

CKX1 gén kodujuci cytokinin oxidaza/dehydrogenaza
Ccv. kultivar

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
EFSA European Food Safety Authority

FDA Food and Drug Administration

FICI index frak¢nej inhibi¢nej koncentracie

fw forward primer

gDNA gendmova DNA

GRAS generally recognized as safe

hpt gén kodujuci hygromycinfosfotransferazu

MIC miniméalna inhibi¢na koncentracia

NTP nukleozidtrifosfat

PCR polymerédzova retazova reakcia

gRT-PCR kvantitativna polymerazova retazova reakcia v realnom Case
rev reverse primer

SDS dodecylsulfat sodny

T1 druhé generacia transgénnych rastlin

T2 tretia generacia transgénnych rastlin

UBIp ubiquitinovy promotor

WHO World Health Organisation

97



