Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji
Katedra ochrany rostlin
a

Ustav experimentalni botaniky AV CR, v. v. i.

Laborator virologie

Muta¢ni analyza obalového proteinu X viru bramboru (PVX)

CESKA ’
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Diplomova prace

Autor prace: Markéta Werschallova

Vedouci prace: prof. Ing. Pavel RySanek, CSc.

Skolitel konzultant: Dr.rer.nat.Ing. Helena Plchova

© 2016 CZU v Praze



r

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Muta¢ni analyza obalového proteinu X viru
bramboru (PVX)" jsem vypracovala samostatné¢ pod vedenim vedouciho diplomové prace a s
pouzitim odborné literatury a dalSich informacénich zdroji, které jsou citovany v praci
auvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale

prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorska prava tretich osob.

V Praze dne

Markéta Werschallova



Na tomto misté bych chtéla velmi pod€kovat Dr.rer.nat.Ing. Helené Plchové za vénovany cas,
odborné vedeni, ochotu pomoci a poradit, ale pfedevS§im za vstficny a lidsky pfistup. Dale
bych chtéla podékovat Renaté Hadamkové za jeji pomoc v laboratofi, ochotu vZdy poradit
a laskavy pfistup. Také de€kuji Mgr. Tomasi Moravcovi, Ph.D za moznost vykonat moji
diplomovou praci v Laboratofi virologie UEB AV CR, v. v. i. Dale bych rada podékovala
vSem z Laboratofe virologie za pratelsky ptitup béhem mého plisobeni v jejich laboratofi.
V neposledni fadé¢ d€kuji Prof. Ing. Pavlu RySankovi, CSc za ochotu pomoci pfi findlni

komplementaci mé diplomové prace.

Podékovani patii také mé rodin€, za vSestrannou podporu behem celého studia.



Souhrn

Predkladand diplomova priace se zabyva mutacni analyzou konzervovanych
aminokyselin obalového proteinu (CP, coat protein) X viru bramboru (PVX, Potato virus X),
kterou ma byt zjisténa dulezitost vybranych aminokyselin pro Sifeni viru v rostliné. Jako
pokusné rostliny byly vybrany tabaky Nicotiana benthamiana. Modifikace v obalovém
proteinu byly provedeny na zaklad¢ porovnani aminokyselinové sekvence obalového proteinu
PVX s CP viru mozaiky papaji (PapMV CP, Papaya mosaic Virus coat protein), zatim
jediného zastupce potexvirti, kam patii 1 PVX, s popsanou krystalovou strukturou obalového
proteinu, u kterého byla experimentalné¢ potvrzena dilezitost urcitych aminokyselin pro
interakci podjednotek obalového proteinu CP — CP PapMV a CP-RNA a tim i pro tvorbu
virovych ¢&astic. Z databaze National Center for Biotechnology Information (NCBI) byly
ziskany dostupné aminokyselinové sekvence izolatti a kmentt PVX CP, které¢ byly porovnany
mezi sebou, ale i se sekvenci PVX vyuzivanou v Laboratofi virologie UEB, AV CR v. v. i.
Jako konzervované pozice byly ur¢eny kodony kodujici fenylalanin a lysin v pozici 33 a 118
obalového proteinu, které byly mutovany pomoci metod molekularni biologie.

Celkem bylo vytvofeno 5 konstruktli mutantii obalového proteinu, 2 dele¢ni mutanti
N- konce PVX CP, ktefi byli vytvoieni ve vektoru odvozeném od PVX (pGR106), ve kterém
je integrovana cDNA sekvence PVX, zbyli 3 bodovi mutanti byli vytvofeni pouze jako
produkt SOE PCR. Do delecnich mutantii, u nichz byla odstranéna vétsi cast N- koncové
sekvence CP, pfesnéji sekvence mezi 2.-32. a 2.-33. kodonem, byl zaklonovan vytvoreny
reportérovy gen GFP pro sledovani néastupu signalu infekce a Sifeni mutantd v rostlinnych
pletivech. Ve vysledku se oba mutanti §ifili pouze z mista agroinfiltrace do okolnich bun¢k
inokulovaného listu. Rozdil byl zaznamenan jak v rychlosti nastupu signalu GFP, tak i v mife
roz$iteni mutanti do okolnich bun€k. Dele¢ni mutant s ponechanym kodoénem pro
F33 vykazoval jednak rychlejsi nastup signalu, ale byl schopen se §ifit mnohem rychleji
a vyraznéji do okolnich bun¢k, ale pouze v ramci inokulovaného listu, zatimco u dele¢niho
mutanta s odstranénym kodonem pro F33 byl zaznamenan pomalejsi nastup signalu a mensi
schopnost infikovat okolni buniky. Dale byli vytvofeni bodovi mutanti, delecni a substitucni,
konkrétné delecni mutant kodénu F33 (AF33), substituéni mutant, u kterého byl kodon
fenylalaninu v pozici 33 nahrazen kodonem alaninu (F33A) a substitu¢ni mutant, u kterého
byl kodon lysinu v pozici 118 nahrazen kodonem alaninu (K118A). Bohuzel se nepodafilo
bodové mutanty Usp&€$né vlozit do vektoru pGR106, tudiz nebylo mozné je zhodnotit

v rostlinach N. benthamiana.



Zuvedenych vysledkti lze wusuzovat na dulezitost aminokyseliny F33 pii
mezibunééném pohybu Vv ramci sousednich bun€k. Pro posouzeni dulezitosti F33 a K118

Vv systémov¢ infekci by bylo nutné zhodnotit i bodové mutanty AF33, F33A a K118A.

Klic¢ova slova: X virus bramboru, obalovy protein, interakce CP, mutanti



Summary

The thesis deals with the mutational analysis of conserved amino acids of Potato virus
X coat protein (PVX CP). The importance of selected amino acids for the spread of the virus
in the plant should be determined. Nicotiana benthamiana was selected as an experimental
plant. Mutations of the PVX CP were based on the comparison of PVX CP amino acid
sequence with the sequence of Papaya mosaic virus coat protein (PapMV CP), the only
representative of potexvirus, which includes PV X, with the described crystal structure of the
CP. The importance of certain amino acids for interaction of coat protein subunits PapMV
CP - CP and PapMV CP-RNA and thus for virus particles formation was experimentally
determined. The available amino acid sequences of isolates and strains of PVX CP were
obtained from the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database, compared
with each other and alsowith the sequence of PVX CP used in the Laboratory of Virology,
Institute of Experimental Botany of the CAS. Codons encoding conserved phenylalanine and
lysine at positions 33 and 118 in the PVX CP amino acid sequence were mutated using
methods of molecular biology.

Five constructs of PVX CP mutants were prepared, Two deletion mutants of the PVX
CP N-terminus which were created in the vector derived from PVX (pGR106) in which the
cDNA sequence of PV X is integrated, the remaining 3 point mutants were prepared only as a
product of SOE PCR. The reporter gene GFP for monitoring of infection and spread of
mutants in plant tissue was cloned into pGR106 carrying the deletion mutants of the N-
terminus of PV X CP (deletion of 2.-32. or 2.-33. amino acid). Both mutants are able to move
only in a short distance from infected cells to adjacent cells within the inoculated N.
benthamiana leaf. These two deletion mutants showed difference in the speed and in the
extent of the GFP signal spread. Deletion mutant still possessing the codon for F33 showed
faster onset of the GFP signal and was able to spread more rapidly to surrounding cells in
comparison with deletion mutant, where the codon for F33 was removed. Other mutants
carrying the point mutations were also prepared: the deletion mutant of the codon for F33
(AF33), the substitution mutant, in which the codon for phenylalanine at position 33 was
replaced by the codon for alanine (F33A) and substitution mutant, where the codon for lysine
at position 118 was replaced by the codon for alanine (K118A). Unfortunately, all three point
mutants could not be cloned into the vector pGR106, therefore, the evaluation of their spread

in N. benthamiana plants was not possible.



Based on obtained results it is possible to conclude that the amino acid F33 is
important for the intercellular movement within the neighboring cells. To assess the
importance of the amino acids F33 and K118 in the systemic infection, it would be necessary
to evaluate also the point mutants AF33, F33A, and K118.

Keywords: Potato virus X, coat protein, interaction of CP, mutants
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1 UVvOD

Virus X bramboru (PVX, Potato virus X) ptedstavuje patogena, ktery je pivodcem
onemocnéni piedevs§im rostlin z ¢eledi lilkovitych — Solanaceae, nebot PVX ma uzky
ptirozeny hostitelsky okruh. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce, které PVX z ¢eledi Solanaceae
napada a na nichz pusobi citelné zemé&délské ztraty, patii pfedevsim lilek brambor (Solanum
tuberosum L.), lilek raj¢e (Solanum lycopersicum L.), tabak virginsky (Nicotiana tabacum L.)
a paprika seta (Capsicum annuum L.). Rozhodujicim faktorem pro ekonomicky vyhodné
péstovani, predev§im brambor, je bezesporu pouziti certifikované sadby s vysokou
biologickou hodnotou.

PVX predstavuje v dnesni dob¢ z rostlinolékatského hlediska méné vyznamného
patogena, a to predevSim zdivodu uplatiovani systému bezvirového Slechténi
a systematickou laboratorni kontrolou. Vyuzivanim danych metod doslo ke znaénému snizeni
vyskytu virl se slabou manifestaci pfiznakl napadeni.

Na viry a pfedevS§im na PVX Ize pohlizet z vice hledisek. Jednak z hlediska
rostlinolékatského, ale i biotechnologického, vhodného pro produkci biologicky vyznamnych
latek. Hlavni vyhodou ziskdvani latek prostfednictvim rostlin a jejich virt spociva piredevsim
Vv nizkych vyrobnich ndkladech (kultivace rostlin) a rychlosti produkce bez tvorby transgenni
rostliny. Laboratoi virologie UEB AV CR, v. v. i., se zabyva vyuzitim PVX za tgelem
exprese heterolognich proteinii/peptidi (epitopt) vazanych na povrchu virovych Ccastic
Vv rostlinach. VétSinou se pro fuzovani s epitopy pouziva N- konec obalového proteinu PVX
(PVX CP). Laboratoi virologie fizovala epitopy i s C- koncem PVX CP a nalezla i novou
vnitini pozici v povrchové smyéce PVX CP vhodnou pro vlozeni epitopu. Nicméné podrobna
struktura PVX neni dosud znama, proto pro nalezeni dalSich mist vhodnych pro vlozeni
epitopu je tfeba znat tGseky ¢i jednotlivé aminokyseliny PVX CP nezbytné pro tvorbu
virovych castic.

Z vyse uvedenych divodl byla pfedmétem predkladané diplomové prace analyza
dostupnych sekvenci PVX CP, jejich porovnani se sekvenci viru mozaiky papéji (PapMV,
Papaya mosaic virus; jiného potexviru s jiz popsanou krystalovou strukturou PapMV CP), na
zakladé urCeni odpovidajicich konzervovanych usekli/aminokyselin provedeni mutacnich

modifikaci v. PV X CP a urceni, jak mutace PVX CP ovlivilyji §ifeni viru v rostling.
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2 VEDECKA HYPOTEZA A CILE PRACE

Predbézné porovnani sekvenci naznacuje, ze urcité¢ useky/aminokyseliny dulezité pro
interakci podjednotek obalového proteinu CP-CP viru mozaiky papaji (PapMV, Papaya
mosaic virus; zatim jediného potexviru s popsanou krystalovou strukturou PapMV CP), jsou
vicemén¢ konzervované mezi potexviry. Tyto seky/aminokyseliny mohou byt proto dulezité

i pro interakci PVX CP a tim i pro $ifeni viru v rostling.

Hlavnim cilem piedkladané diplomové prace bylo vytvoreni konstruktli mutanth
obalového proteinu (CP) X viru bramboru (PVX) ve vektoru odvozeném od PVX a urceni,
jak mutace PVX CP ovliviji Sifeni viru v rostling.

Dil¢imi experimentalnimi cili byly:

e Porovnat sekvenci PVX CP se sekvenci PapMV CP

e Urcit pozice aminokyselin PVX CP, které mohou byt dtlezité pro interakce PVX CP
e Porovnat dostupné aminokyselinové sekvence PVX CP

e Urc¢it, které aminokyseliny PVX CP jsou konzervované

e Pfipravit konstrukty mutanti PVX CP

e Do konstruktti mutanti vlozit GFP pro detekci Sifeni viru v rostling

e Vlozit tyto konstrukty do Agrobacterium tumefaciens

e Agroinfiltrovat rostliny Nicotiana benthamiana

e Urcit, zda mutace v PVX CP ovliviji Sifeni viru v rostliné

12



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rostlinné viry

Virus je definovan jako nebunéény, obligatni intracelularni parazit. Zivotni cyklus viru
je zcela zavisly na hostitelské buiice, nebot’ viry nemaji vlastni proteosynteticky ani
metabolicky aparat a svoji vlastni replikaci jsou schopny organizovat pouze uvniti vhodnych
hostitelskych bun¢k (Matthews and Hull, 2002).

Rostlinné viry (fytoviry) jsou viry, jejichz hostitelskym okruhem jsou rostliny,
respektive rostlinné bunky. Z fytopatologického hlediska se jednd o rostlinné patogeny,
zpusobujici vyznamné virové choroby fady hospodarskych plodin, které se ve vysledku
projevuji zna¢nymi ekonomickymi ztratami na vynosu, ale i na poklesu kvality rostlinnych
produkt. Scholthof et al. (2011) vydali studii, kde sefadili dle védecké/ekonomické
vyznamnosti rostlinné viry. Na prvnim mist€¢ byl uveden virus mozaiky tabaku (TMV,
Tobacco mosaic virus), nejprozkoumanéjsi rostlinny virus vibec, zptsobujici kazdoro¢né
nezanedbatelné ztraty na vynosu fady hospodaisky vyznamnych plodin, jeho hostitelsky
okruh je pomérné Siroky, dokaze infikovat az 200 druhi rostlin. Mezi dalsi ekonomicky
vyznamné virové patogeny patii virus svinutky bramboru (PLRV, Potato leafroll virus),
zpiisobujici aZ 90 % redukci vynosu hliz bramboru, dale Y virus bramboru (PVY, Potato
virus Y), majici za nasledek az 80 % ztraty na vynosu bramborovych hliz, hlavné ve smésné
infekci s dalsimi viry. Virus Sarky Svestky (PPV, Plum pox virus) je nejskodlivéjsim
a nejrozsitenéjsim virem peckovin v Evropé. 1 kdyz vétSina rostlinnych virG je schopna
pusobit znacné hospodaiské a ekonomické ztraty u Siroké Skéaly péstovanych plodin,
z védeckého hlediska nachéazeji rostlinné viry, zejména PVX nebo TMV, uplatnéni
I v biotechnologiich. Dané viry disponuji schopnosti reprodukovat se v hostitelskych
rostlinach do vysokych titri (Yusibov et al., 2010), coz je jednou z piednosti dané
technologie.

V biotechnologiich jsou v soucasné dob& viry vyuzivany pii vyrobé biologicky
vyznamnych latek vyuzivanych ve farmacii. Jsou jiz zvladnuty technologie produkce nejen
peptidl, ale i celé fady proteinli ve vektorech na bazi rostlinnych vird (Hefferon, 2012).
Hlavni vyhoda ziskavani latek prostfednictvim rostlin a jejich virli spoc¢iva predevSim
V nizkych vyrobnich nakladech (kultivace rostlin) a rychlosti produkce bez tvorby transgenni

rostliny.
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3.1.1 Komponenty rostlinnych viri

Virova castice (virion) je sloZzena ze dvou hlavnich ¢asti — genomu, tvotfeného
nukleovou kyselinou a ochranného plasté, tvoieného obalovym (kapsidovym) proteinem.
Kromé obalového proteinu, mohou mit nékteré virové c¢astice i vnéjsi lipoproteinovou
membranu (Gergerich and Dolja, 2006).

U virt nachdzime daleko vétSi rozmanitost v ulozeni genetické informace, nebot’
vSechny znamé bunécéné organismy maji genetickou informaci uloZzenou témét vyhradné
v dsDNA (double-stranded DNA, dvojvlaknova DNA). Nositelkou genetické informace
vétSiny (pfiblizné 75 %) rostlinnych virit je (+)ssRNA (positive single-stranded
RNA, jednovlaknova RNA s pozitivni polaritou). Jedna se o viry neobalené, kdy je genom
obalen pouze jednim obalovym proteinem a dal$i vnéjsi obal z lipoproteind chybi. Mezi
nejvyznamnéjsi zastupce s genomem ve formé molekul (+)ssRNA patii pocetné€ nejobsahlejsi
rod rostlinnych virt Potyvirus, jehoz zastupci zpisobuji kazdoro¢né nezanedbatelné ztraty na
svétové produkci hospodaiskych plodin, dale rod Potexvirus, kam nalezi PVX, rod
Luteovirus, kam patii napt. virus zluté zakrslosti jecmene (BYDV, Barley yellow dwarf
virus), zpusobujici virové zakrslosti obilnin, respektive je¢mene, a v neposledni fadé i rod
Tobamovirus s typovym a modelovym zastupcem TMV (Knipe and Howley, 2007). Dalsim
typem nositele genetické informace jsou molekuly (-)ssSRNA (negative single-stranded RNA,
jednovladknova RNA s negativni polaritou) (13 % rostlinnych virt). Soucasti rostlinnych vird
s genetickou informaci tvofenou (-)ssSRNA je i fosfolipidova dvojvrstva tvofici vnéjsi obal
viru (tzv. obal), jedna se tedy o virus obaleny — naptiklad virus bronzovitosti rajéete (TSWV,
Tomato spotted wilt virus). Mimo (+)ssRNA a (-)ssRNA mohou mit rostlinné viry genetickou
informaci ulozenou i v molekulach dsRNA (double-stranded RNA, dvojvlaknova RNA) —
naptiklad virus zakrslosti ryze (RDV, Rice dwarf virus) (Lu et al., 1998), dsSDNA — napiiklad
virus Zilkové mozaiky kvétaku (CaMV, Cauliflower mosaic virus) a SSDNA (single-stranded
DNA, jednovldknova DNA) — napiiklad virus pruhovitosti kukutfice (MSV, Maize streak
virus) (Briddon and Stanley; 2006).

3.2 Virové choroby lilku bramboru (Solanum tuberosum L.)

Lilek brambor patifi mezi celosvétové vyznamnou plodinu. Zaujima ctvrt€é misto
v zeméd¢lské produkci, hned po ryzi, pSenici a kukufici. Hlavni pfednosti je vyznacna
schopnost tvorby suSiny a Skrobu na jednotku plochy, ale i adaptace na Sirokou Skalu

podminek vnéjSiho prostedi (klimatu) (Khurana, 2004).
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Produkce brambor je zatizena fadou chorob a klicovych Skudci, stejné tak
fyziologickymi poruchami a poSkozenimi. Jedna se o plodinu mnoZenou piedevsim
vegetativnim zpusobem, u niz jsou hlavnim problémem pravé virové choroby, které se pii
daném zplisobu rozmnozovani obvykle pfenasi ve vysokém procentu z matetské hlizy na
potomstvo (Chaube and Pundhir, 2005; Valentova, 1997). Dle Khurana (2004) se ztraty
zpusobené virézami spoleéné s dalSimi patogeny brambor nemusi projevit v roce napadeni.
Postupem casu vSak dochdzi ke zvySovani mnozstvi viru, ¢i jejich kombinace v hlizach,
materidlu. Jak uvadi Loebenstein and Gaba (2012) mnozstvi viru v hlizdch mize z1 %
(zéklad) vzrist az na 10 %, jiz po jednom mnozeni sadby. Degenerace sadby zptisobena
zejména virdzami se projevuje krnénim (zakrslosti), kadefenim, celkovou nebo listovou
chlorézou.

Dosud je znamo zhruba 40 virt schopnych infikovat brambor (Khurana, 2004).

V podminkach Ceské republiky byly nejvétsi problémy s virovymi chorobami
brambor v padesatych a v Sedesatych letech 20. stoleti. To souviselo s tehdejsi urovni
mnozeni, v€etné uzndvaciho fizeni, s vyraznym nedostatkem vhodnych odrid rezistentnich
vuci virovym patogenim i s tehdej$i nizkou Grovni ochrannych opatieni proti Sifeni téchto
chorob. K vysadbé se casto pouzivala sadba o nizké biologické hodnoté, s vysokym vyskytem
virovych i jinych chorob, zptisobujici velmi vysoké hospodaiské ztraty (Rasocha, 2002b).

V poslednich desetiletich byla na tomto Useku provedena fada klicovych opatieni.
vyuzitim sérologickych metod, v soucasné dobé pomoci ELISA testu (Loebenstein and Gaba,
2012; Rasocha, 2002a). Doslo ke zménam a zptisnéni systému uznavaciho fizeni, zavedly se
povinné poskliziové zkousky, ochrana mnoZitelskych porostii proti vektorim virovych
chorob, spole¢né s uplatnénim povinného zkraceni vegetace u sadbovych porostu (desikace),
ale 1 zvétSeni izolacnich vzdalenosti, vytvofeni uzavienych péstebnich oblasti a zkraceni
cyklu mnozeni (Rasocha, 2002b). Mezi standardni postupy k ziskani viru-prosté sadby patii
V soucasnosti meristémové kultury. Pfinosem bylo i Slechténi odriid brambor vykazujici vyssi
odolnost k virovym patogentim (Loebenstein and Gaba, 2012).

Choroby na bramborach vyvolané viry lze rozdélit na lehké a tézké na zakladé jejich
Skodlivosti, ¢imZ rozumime jak jejich vliv na vynosovou depresi hliz, tak z¢asti i silu
vizudlnich ptiznakli onemocnéni na rostlindch (Dé&di¢, 2014). Mezi tézké jsou zahrnuty
choroby vyvolané PLRV, PVY a virem A bramboru (PVA, Potato virus A). Pii vyskytu

tézkych virovych chorob v porostu mize byt vynos snizen v zavislosti na pouzité odrude¢,
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pudnich a klimatickych podminkach o 30 - 80 %. Virézy mohou zhorSit barvu vyrobki
z brambor, snizit Skrobnatost o 1 az 2 % a poskodit slupku i duzninu hliz (Rasocha et al.,
2008). K lehkym jsou fazeny infekce zptsobené virem M bramboru (PVM, Potato virus M)
PVX a v posledni dobé téz z¢asti virem S bramboru (PVS, Potato virus S) (Dédic, 2014).
Ztraty na vynosech hliz zplsobené lehkymi virézami se pohybuji v rozmezi 0 - 20 %.
Vyznamné vynosové ztraty maji za nasledek smésné infekce s dal§imi viry.

Zahrani¢ni literatura rozd€luje viry bramboru také do dvou skupin (Tab. 1), ale
Vv zavislosti na jejich asociaci s hostitelskou rostlinou. Do prvni skupiny se fadi viry, které
maji velmi Gzky okruh potencidlnich hostitelti pfevazné z ¢eledi Solanaceae. Druhou skupinu
tvori viry, které maji obvykle Siroky okruh hostitelskych rostlin, pouze nékolik kmenii bylo
detekovdno na bramborach. Tyto viry zplsobuji zédvazné choroby i jinych plodin, nejen

bramboru (Salazar, 1996).

Tabulka 1: Rozdéleni virt z hlediska jejich asociace s bramborem

VIRY UZCE VAZANE NA BRAMBOR VIRY NA BRAMBORU NEZAVISLE
PLRV PVM virus kadefavosti vrcholu fepy
(BCTV, Beet curly top virus)
PVY PV/X virus mozaiky okurky
(CMV, Cucumber mosaic virus)
PVA PVS virus nekrotické kadetavosti tabaku
(TRV, Tobbaco rattle virus)

Pievzato z: Salazar (1996), upraveno

Skodlivost kazdého viru je determinovana na zakladé jeho prevalence a ekonomickych
ztrat na produkci. PLRV a PVY jsou zdaleka nejvyznamnéjSimi viry bramboru,
nasledovanymi PVX, PVM, PVA a dal$imi, jejichZ distribuce je vice lokalizovana (Salazar,
1996).

Epidemiologické situace je v poslednich letech ptizniva pfevazné u virit se slabymi
projevy ptiznakti (PVA, PVM a PVX), kdy se podaftilo zredukovat jejich vyskyt na minimum,
hlavné diky uplatiiovani systému bezvirového Slechténi, vcetné postupti rychlého
rozmnozovani ozdravenych explantitovych kultur a systematickou laboratorni kontrolou.
Stale se vSak vyznamné vyskytuje PVY, ktery zejména v dasledku celosvétového vyskytu
novych rekombinantnich kmeni se slab$i vizualni reakci rostlin a silného infekéniho tlaku

Vv fadé poslednich ro¢nikl jednoznaéné dominuje (Dédic, 2014).
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3.3  Xvirus bramboru (Potato virus X — PVX)

X wvirus bramboru (PVX) je typovym zastupcem rodu Potexvirus, celedi
Alphaflexiviridae. Rod Potexvirus je po rodu Tobamovirus druhym nejlépe prostudovanym
rodem rostlinnych virti s helikalni strukturou. PVX, podobn¢ jako TMV, slouZzi v rostlinné
virologii jako modelovy virus. PVX v poslednich letech vyrazné ptispél k pochopeni principt
hostitelské rezistence a mechanismii genového umlcovani (gene silencing) (Ryu and Hong,
2008). Virové castice zastupcl tohoto rodu jsou pomérné stabilni, napt. PVX si v syrové
rostlinné $tavé uchovava svoji infekénost pii 20 °C po nckolik tydnti. Inaktivovat ho lze
zahtatim infikované rostlinné $tavy na 68 - 74 °C po dobu 10 minut (Khan and Dijkstra,
2006).

Symptomy vyvolané infekci PVX jsou variabilni a zavisi zejména na odridé, typu
izolatu viru, environmentalnich podminkach a synergismu pifi smésnych infekcich (zvlasté
SPVY). Vétsina izolath zplisobuje mirnou az tézkou mozaiku na listech, nebo je prubéh
infekce latentni, zvlasté pti vysokych teplotich (Loebenstein and Gaba, 2012). Latentni
pribéh infekce zpusobuje ztraty na vynosu pod 10 %, problémem je mnoZeni viru do
vysokych titrti, dané rostliny jsou posléze zdrojem infekéniho agens. Silné kmeny mohou
u nékterych odriid bramboru vyvolat i nekrézu hliz (Dédi¢, 2014).

Virus neni pienasen vektory ani semeny, ale pouze mechanicky, v pfirodé je Sifen
kontaktem napadené rostliny se zdravou, dale prostfednictvim zemédélské mechanizace,
¢lovéka, zvifat a hmyzem s kousacim ustnim Gstrojim.

Pfirozeny okruh hostitelskych rostlin PVX zahrnuje pievazné ¢eled’ Solanaceae. Mezi
hospodatrsky vyznamné rostliny, které PVX napada, patfi hlavné¢ brambor, rajée a tabak
(Kagiwada et al., 2005).

3.3.1 Molekularni charakterizace PVX

Jedna se o flexibilni vlaknity virus o pfiblizné délce 515 nm a priméru 13 nm. Genom
PVX ptedstavuje ptiblizn€¢ 6 % celkové hmotnosti virionu, je tvoien (+)ssRNA o velikosti
6,4 kb. 5" konec RNA obsahuje methylguanosinovou ¢epicku a na 3" konci polyadenylovou
sekvenci (Huang et al., 2004). Nepiekladana oblast na 5 konci virové RNA (5" NTR,
nontranslated region) je dlouha 84 nukleotidi a plni funkci regulace syntézy genomové (g)
a subgenomové (sg) RNA (Kim and Hemenway, 1996). 3° NTR virové RNA je dlouha
76 nukleotidd. Tato oblast interaguje s RNA — dependentni RNA polymerazou (RdARp,
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RNA —dependent RNA polymerase) a polyadenylovou sekvenci (poly(A)) a tim je dulezita
pro replikaci virové RNA (Chen et al., 2005). Genom PVX (Obr. 1) kéduje pét otevienych
¢tecich ramct (ORFs, open reading frames): protein pro virovou RdRp, tfi transportni
proteiny (TGBp1, 2 a 3, triple gene block 1, 2 a 3) a CP.

ORF1 koéduje virovou RdRp (165 kDa), ktera zajiStuje replikaci virového genomu
aysntézu subgenomovych RNA. Pouze virovd polymerdza je translatovana piimo
z genomové RNA. Zbylé proteiny jsou translatovany pomoci sgRNAs (Batten et al., 2003).
U potexvirii byly objeveny celkem 3 sgRNA. Zatimco protein TGBpl je exprimovan jako
jediny translaéni produkt z sgRNA1 o velikosti asi 2,1 kb (Morozov et al., 1991), proteiny
TGBp2 a TGBp3 jsou exprimovany z sgRNA2 o velikosti 1,4 kb, ktera vystupuje jako
bicistronickda mRNA. CP je translatovan z sgRNA3 o velikosti asi 0,9 kb. Tti prekryvajici se
oteviené ¢teci ramce (TGBpl, 2 a 3) koduji translokaéni proteiny viru umoziujici jak
mezibunéény pohyb virovych ¢astic, tak i Sifeni virové infekce v hostitelské rostliné (Karpova
et al., 2006). Pohyb z buiky do bunky je zavisly na potlaceni tzv. ,,RNA silencingu (Bayne
et al., 2005). Protein TGBpl PVX je nezastupitelny z hlediska systemického $ifeni infekce
hostitelskou rostlinou, nebot’ funguje jako supresor tzv. ,,RNA silencingu* (Baulcombe, 2002;
Voinnet et al., 2000). TGBp proteiny jsou v ramci rodu Potexvirus vysoce konzervované
(Morozov and Solovyev, 2003). Proteiny TGBpl, 2 a 3 maji tyto molekulové
hmotnosti:25 kDa, 12 kDa a 8 kDa (Huisman et al., 1988). Proteiny TGBp vzajemné
interaguji, coZ umoziluje transport virové RNA plasmodesmaty (Samuels et al., 2007).
Neékteré studie poukazuji na fakt, ze PVX TGBpl plni zaroven i1 funkci destabilizace virioni
a podporuje translaci virové RNA (Atabekov et al., 2000; Rodionova et al., 2003).

Posledni otevieny cteci ramec se nachazi na 3" konci virové RNA a koduje PVX CP
(Obr. 2) o velikosti piiblizn¢ 25 kDa. Molekulova hmotnost miize kolisat v rozmezi 27-29 kb,
coz je zpusobeno tim, Ze v infikovanych rostlinach je N- konec obalového proteinu
glykosylovan (Batten et al., 2003). PVX CP je nezbytny pro sestaveni virionu (piiblizné 1300
identickych molekul PVX CP na virion) a pro mezibunéény pohyb (Santa Cruz et al., 1998).
Virion PVX ma helikalni symetrii, kde na jednu otacku helixu pfipada 8,9 jednotek obalového
proteinu (Batten et al., 2003). Ackoli nejsou detailné znamé strukturalni informace, jez
popisuji princip skladani molekul PVX CP, i vzajemnou interakci podjednotek CP, bylo
zjisténo, ze N- konec obalového proteinu je prezentovan na povrchu virové ¢astice (Baratova
et al., 1992). Predpoklada se, ze fosforylace mize interakci podjednotek destabilizovat, a tak
zpusobit rozpad virové ¢astice. Povrch virionu je hluboce ryhovany, vazi se na n€j molekuly

vody, které tak pomahaji udrzovat jeho strukturu (Batten et al., 2003).
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Obrazek 2: Virion PVX
Pievzato z: http://viralzone.expasy.org, upraveno

3.4 Expresni vektory zaloZené na rostlinnych virech

Rostlinné viry lze pouZzit jako univerzalni expresni vektory, vyuZzivané pro produkci
rekombinantnich proteinti v rostlinach (Yusibov et al., 2006). Existuji dva zptisoby produkce
cizorodych proteini V rostlindch, permanentni ¢i transientni (doCasnou) expresi, ktera je
zalozend na rostlinnych virech. Rozdil oproti permanentni expresi spocivad v tom, Ze
nedochdzi k zaclenéni genetické informace do genomu rostliny a vektory mohou byt
purifikaci z rostliny zpétn& izolovany (Cefovska, 2010). Pro rostlinnou virovou expresi se
nejcastéji pouzivaji genomy odvozené od (+)ssRNA vird,, pficemz je vhodné vektory
odvozovat od stabilnich viri vybraného hostitele, které jsou snadno mechanicky pienosné.
Rostlina by k nim méla byt vnimava ¢i tolerantni, aby se dosahlo vysoké koncentrace virti
a tim co nejvétsiho vytézku (Cefovska, 2010). Mezi nejpouzivangjsi viry, respektive vektory z
nich odvozené, jez jsou vhodné pro inzerci a expresi heterolognich proteini patii: TMV

(Karasev et al., 2005), virus mozaiky vigny (CPMV, Cowpea mosaic virus) (Sainsbury et al.,
2010) a PV X (Avesani et al., 2003).
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Expresni vektor pGR106, ktery je odvozeny od PVX (Baulcombe et al., 1995)
kombinuje vyhody transfekce zprosttedkované Agrobacterium tumefaciens a virové infekce
(Wagner et al., 2004). Ve srovnani s mnoha dal§imi systémy rostlinnych virovych vektort je
genom PVX schopny pojmout velké inzerce sekvenci heterolognich proteinti, jako je
napiiklad gen pro zeleny fluorescencni protein (GFP, Green fluorescent protein) z medazy
Aequorea victoria (Chapman et al., 1992), bez inhibice schopnosti skladani virovych ¢astic.

GFP je vyuzivan predevsim jako reportér genové exprese.

3.5 Mezibunéény transport

Virus se do ostatnich ¢asti rostlinnych pletiv §ifi z mista inicidlni infekce dvéma
zpusoby. Jedna se o intracelularni pohyb z mist, kde doslo k replikaci virové RNA, nasledné
pohyb k plasmodesmatim (PD, specifické rostlinné intercelularni nanopory), jez umoznuji
pohyb z bunky do buiky (cell-to-cell movement) a pohyb na dlouhé vzdalenosti (long
distance movement) probihajici mezi rostlinnymi organy prostfednictvim cévnich svazkl
respektive floému (Matthews, 1991; Tilsner et al., 2013).

Rostlinné viry vyuzivaji k pohybu mezi jednotlivymi buitkami plasmodesmata,
kanalky, jez umoziuji symplasticky transport v ramci sousedicich bunék. V soucasnosti jsou
znamy dv¢ strategie pohybu z buiiky do bunky (cell-to-cell movement): 1) virovy genom se
pohybuje ve formée intaktniho virionu, a 2) virové nukleové kyseliny jsou transportovany skrz
plasmodesmata ve formé& ribonukleoproteinového komplexu (RNP, ribonucleoprotein)
(Lough et al., 2000).

Ackoliv samotny pohyb virovych ¢astic je narocny proces, vyzadujici koordinovanou
souhru fady virovych, ale i hostitelskych proteinti, tak mnoho virli se dokadZe transportovat za
pomoci klasickych, virem kodovanych proteint tzv. pohybovych proteinti (MPs, movement
proteins), které se nespecifickym zptisobem vazi na virovou nukleovou kyselinu (RNA) za
buné¢k (Lucas, 2006). Po infekci dochézi k interakci MPs s plasmodesmaty, kdy se MPs na né
vazi a zvysuji tak prostupnost (SEL, size exclusion limit) pro virion, tim dochazi k transportu
virionu mezi buiikkami, poptipadé mize byt transportovana pouze virova nukleova kyselina
(jak jiz bylo uvedeno vyse), ve form¢ RNP, nebot” k pohybu neni vyzadovana kompletni
existence virové Castice, v tomto piipadé je virovy genom asociovan s MPs nebo CP (Lough

etal., 1998).
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3.5.1 Mezibunéény transport PVX

Potexviry vyuzivaji k mezibunéénému transportu tii pohybové proteiny TGBpl,
TGBp2 a TGBp3 spolecné s CP. Virovy genom PVX se pohybuje v zavislosti na asociaci
s endoplazmatickym retikulem (ER, endoplasmic reticulum) (Heinlein, 2015). TGBp2
a TGBp3 jsou ER transmembranové proteiny. Oba proteiny obsahuji hydrofobni domény
asociované s membranami a bunécnymi sténami (Krishnamurthy et al., 2003), tim napomahaji
premisténi RNP do blizkosti plasmodesmat a zaroven také reguluji funkci proteinu TGBpl
(Morozov et al., 1991; Yang et al., 2000).

U potexvirti, ale i napf. i u hordeivirti protein TGBpl plni fadu funkci: umoznuje
interakci s plasmodesmaty, mezibunéény transport, ale i schopnost vazat virovou RNA
a dopravovat ji skrz plasmodesmata do piilehlych bunék (Lough et al., 2000) a vykazuje také
RNA helikazovou aktivitu (Verchot-Lubicz et al, 2007). Prostupnost plazmodesmat (SEL)
lokalizovanych v mezofylovych a epidermalnich buiikéch ¢ini méné nez 1 kDa (Crawford and
Zambryski, 1999; Robards and Lucas, 1990). Protein TGBp1 umoznil v sérii mikroinjek¢nich
experimentl, jez provadéli Howard et al. (2004), vyrazné zvysit prostupnost plasmodesmat az
na 10 kDa. Potvrdili tak hypotézu, ze TGBpl hraje nezastupitelnou roli pfi rozsifovani
plasmodesmat a tim pfimo ovliviiuje (resp. umoziuje) transport RNP nebo intaktniho virionu
do prilehlych bungk, avsak Angell et al. (1996) nevylucuji moznost zapojeni dalSich virovych
proteinli. PVX CP je z hlediska mezibunéného transportu bezpodmine¢né vyZadovan
(Chapman et al., 1992), ackoliv nepatii mezi MPs a nema schopnost zprostfedkovat vlastni
transport, ani transport virové RNA skrz plasmodesmata (Oparka et al., 1996; Santa Cruz et
al., 1998). Mnoho virQ, napiiklad tobamo- (Saito et al., 1990), diantho- (Xiong el al., 1993),
tobra- (Hamilton and Baulcombe, 1989) a hordeiviry (Petty and Jackson, 1989) jsou schopny
mezibunéného pohybu 1 bez ptitomnosti funkéniho obalového proteinu (Lough et al., 2000),
a v disledku toho musi virus disponovat schopnosti mezibunécného presunu ve form¢ RNP,
zprostiedkované proteiny TGBp (Lough et al., 2000). V porovnani s potexviry, vyzadujicimi
CP k pohybu z bunky do bunky (Chapman et al., 1992; Baulcombe et al., 1995) PVX CP
predstavuje jediny virovy protein, ktery je hojn¢ lokalizovan u vstupu do plasmodesmat
infikovanych bunék. CP potexviri se vSak nepodili na rozSifovani plasmodesmat
(Krishnamurthy et al., 2002), ackoliv byla zjiS§téna asociace s plasmodesmaty u infikovanych
listd Nicotiana benthamiana virem PVX (Oparka et al., 1996). Lought et al. (1998; 2001)
navrhli model, vysvétlujici vznik asociace CP s plasmodesmaty u viru mozaiky jetele bilého

(WCIMV; White Clover mosaic virus), dalsiho zastupce rodu potexvirt. Uvadi se, Ze dany
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virus je vzdalené sérologicky piibuzny s PVX. Model ptfedpoklada schopnost TGBpl zvysit
propustnost plasmodesmat, kdy je nasledné umoznén transport RNP (komplexu CP, TGBpl
a virové RNA) skrz plasmodesmata, ackoli vSechny tfti TGBp proteiny spoleéné s CP jsou
nasledné vyzadovany k mezibunéénému pohybu. U potexviru dle Lough et al. (1998) v ramci
rostlinnych pletiv pravé tento model transportu. Model, navrzeny Santa Cruz et al. (1998)
uvazuje pohyb PVX virionu plasmodesmaty, coz bylo potvrzeno pokusy S vyuzitim CP
antiséra, které se vaze na CP integrovany ve virové ¢astici.

TGBpl se muze piednostné vazat na jeden konec virové Castice PVX a tim zpisobit
preménu PVX genomu z transla¢né-inaktivni do transla¢né-aktivni formy (Baratova et al.,
1992). Piedpokladad se, ze pravé preména na translacné-aktivni formu muze souviset
s komplexem RNA/TGBp1/CP, formou RNP, pozadovanou k transportu skrz plasmodesmata.
Pokud neni TGBpl z néjakého ditvodu piitomen. Musi existovat jiny mechanismus schopny
v ranych fazich infekéniho cyklu zménu konformace uskutecnit. Zjistilo se, ze remodelace

muze byt spojena s fosforylaci CP bunéénymi kindzami (Atabekov et al., 2001).

3.6 RNA ssilencing — utlumovani genové exprese

Vedle pasivni obrany, jako je napiiklad ptitomnost kutikuly ¢i bunééné stény, které
brani vniku patogenti do buriky, mize v rostliné dochazet i K aktivni obrané proti virim. Ta je
zprostifedkovana predev§im umlcovanim genti (RNA silencing).

Mechanismus RNA interference (RNAIi, RNA interference) oznacuje vysoce
konzervativni obranny systém detekovany u eukaryotickych organismi. Jedna se o typ
sekvenéné specifické genové regulace zpusobujici degradaci RNA (Baulcombe, 2004).
Zakladnim principem je Stépeni dsRNA, kterda vznikd u virové infekce jako produkt RNA-
dependentni RNA polymerdzy kodované virem (Himber et al., 2003). Ta je rozeznana
enzymem Dicer, ktery ji denaturuje a rozstépi na kratké neptekryvajici se tseky siRNA (small
interfering RNA). Enzym Dicer §tépi RNA na useky dlouhé zhruba 20 nukleotidd. siRNA se
pfipoji na proteinovy komplex RISC (RNA-induced silencing complex), ten odvine sSiRNA na
jednotetézcovou, kterd se komplementarné vaze s dalsi virovou RNA, kterou rozstépi
nukledza Slicer (soucast RISC). Vysledkem je likvidace RNA bunénymi mechanismy
(Vance and Vaucheret, 2001).

RNAI1 Ize vyuzit jako metodu pro analyzu funkce gent u eukaryot, kdy selektivnim
vyfazenim uritého genu lze pozorovat utlumeni p¥islusného fenotypového projevu. Siroké

uplatnéni RNAi1 nachdzi i v procesu transgenoze, kdy vnesenim urcitého transgenu do rostlin
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lze navodit odolnost vic¢i virim (Bayne et al., 2005). Nékteré viry koduji supresory
(nestrukturni proteiny), $tépici proteiny obranného systému buiky, vysledkem c¢ehoz je
urychleni exprese virovych gent. Jana et al. (2004) uvadi, Ze takovym proteinem je naptiklad
HC-Pro (Helper component protease, pomocny komponent proteazy) potyviri nebo
multifunkéni protein TGBpl potexvir. Mechanizmus U¢inku je vSak rozdilny, HC-Pro
zabranuje akumulaci siRNAs, zatimco TGBpl pulsobi cilené¢ na potlaceni Sifeni signalu
RNA..

Degradace homologni RNA (gene silencing, uml¢ovani gend) se miize dit na Grovni
transkripce - TGS (Transcriptional gene silencing), kdy v jadie dochazi k methylaci DNA
a k modifikaci chromatinu, respektive k zabranéni vzniku transkriptu z ptislusného genu,
nebo na urovni post-transkripéni - PTGS (Post-transcriptional gene silencing), kdy transkript
sice vznika, ale je zabranéno jeho prekladu do proteinu, tim zpomaluje expresi virt v buiice.
Samotny proces umlCovani genii probiha v cytoplazmé buiiky (Jana et al., 2004). Umlcovani
genu (signal RNAI) se $ifi rostlinou, coz zvysuje efektivitu boje proti virové infekci (Vance

and Vaucheret, 2001).

3.7 Struktura PVX

Rod Potexvirus je charakteristicky utvarenim flexibilnich vlaknitych viriond. Analyza
strukturalniho uspofadani flexibilnich vlaknitych virt patii mezi obtizné (Kendall et al.,
2008). Je to zpusobeno piedev§im flexibilitou virovych Ccastic, kterd brani studiu
trojrozmérnych struktur, a tudiz je obtizné¢ porozumét interakci RNA s obalovym proteinem
utvarejici vyslednou strukturu/ tvar virové castice. Doposud je zndmo, Ze infekcni Castice
PVX jsou neobalené, maji flexibilni vlaknity tvar a obsahuji cca 1300 kopii obalového
proteinu spiralovité usporadaného okolo (+)ssRNA (Kendall et al., 2008). Zatimco struktura
mnoha kulovitych virt byla zjisténa prostiednictvim rentgenové krystalografie (RTG
difrakce), tak struktura flexibilnich vlaknitych virti nebyla doposud touto metodou detailné
popséana na molekuldrni urovni (Parker et al., 2002).

Vzhledem Kktomu, ze flexibilni vldkna obvykle nekrystalizuji, a transmisni
elektronovou mikroskopii lze jen obtizn¢ dosahnout molekularniho rozliSeni, stejné tak je
problémové 1 vyuziti RTG difrakce (Chandrasekaran and Stubbs, 2001). RTG difrakcni
analyza vyuzita ke studiu strukturalniho uspotddéani fady zastupct potexvirii se ve vysledku
projevila jako nevhodna k detailnéjSimu popisu virové Castice, nebot’ se omezovala pouze na

urceni helikalni (spiralovité) struktury, nebo dokonce jen na zjisténi priméru a stoupani zavitu

23



(Parker et al., 2002). Vyuzitim vySe uvedenych metod byla objasnéna zakladni architektura
virionu PVX. PVX ma helikalni strukturu, kde na jednu otacku Sroubovicové uspotrddaného
obalového proteinu piipada 8,9 monomerti. Monomer je tvoien 236 aminokyselinami, vyska
zavitu 3,3 — 3,6 nm kolisa v zavislosti na mnozstvi vody (Baratova et al., 2004).

Nutnost detailnéjsiho popisu flexibilnich virovych castic (zvlasté pak PVX) si
vyzéadalo vyuziti virii jako modelovych systémt k vyuziti PVX v biotechnologiich (Parker et
al., 2002).

Nové byla pomoci cryo-EM (cryo-electron mikroskopy, kryo-elektronova
mikroskopie) objasnéna struktura u viru mozaiky bambusu (BaMV, Bamboo mosaic virus)
(DiMaio et al., 2015) a u viru mozaiky pepina (PepMV, Pepino mosaic virus) (Agirrezabala
et al.,, 2015), dalSich zastupct rodu potexvirus. Studie odhalila, Ze N- a C- konce CP
stabilizuji virovou ¢astici a tim umoznuji flexibilni utvafeni virioni. Yang et al. (2012)
prokazali, ze prostfednictvim dele¢nich mutaci, ¢i substitu¢nich mutaci u PapMV v oblasti
N- konce doslo k naruseni interakce jednotlivych podjednotek PapMV CP, coz se projevilo
neschopnosti tvorby vysledného virionu. Dana zjisténi naznacuji, Ze hydrofobni interakce
mezi peptidy na N- konci a sousedni hydrofobni drazkou jsou zakladnim mechanismem
polymerace vlaknitych rostlinnych virti. Agirrezabala et al. (2015) dodavaji, C- konec CP
u PepMV, dalsiho zéstupce potexvirii, formuje podél axialni osy mista vhodna pro interakci
podjednotek CP, kde kazdd podjednotka je ve vzajemném kontaktu. Z toho vyplyva, Ze
C- konec je zodpovédny za interakce podél axialni osy, jeZ podporuji spiralovité uspotradani

¢astice.

3.7.1 PVXCP

Rozsahl¢ studie obalového proteinu PVX prokazaly, Ze PVX CP se neomezuje pouze
na roli sestaveni virové Castice, ale podili se do ur€ité miry 1 na infekénim cyklu. Byla
prokazana ucast PVX CP pii akumulaci virové RNA a systemickém transportu
v ramci rostlinnych pletiv (Chapman et al. 1992). Je také zodpovédny za navozeni Rx
rezistence u rostlin bramboru a hraje dilezitou roli pii regulaci translace virové RNA
(Kozlovsky et al. 2003). Na zakladé vySe uvedeného vyctu jednotlivych funkci PVX CP je
zcela patrny jeho nezastupitelny vyznam ve vSech fazich interakce virus — rostlina (Baratova
etal., 2004).

Navzdory tomu, Ze CP je nejvice produkovanym virovym proteinem béhem

infekéniho cyklu, vi se jen velmi mélo o jeho primarni struktuie, zplisobu formovani
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podjednotek CP v intaktni virovou c¢astici, nebo o procesu kompletace a rozkladu virové
Castice (Batten et al., 2003).

Velikost CP ¢ini zhruba ~25 kDa, coz odpovida primarni sekvenci PVX CP, urcité
anomalie lze pozorovat pii separaci vzorku intaktniho PVX CP vyuzitim SDS-PAGE (sodium
dodecylsulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza), kdy PVX CP vykazuje vyrazné
pomalejsi elektroforetickou pohyblivost, coz koresponduje s riznymi kmeny PVX
0 molekulovych hmotnostech 27 — 29 kDa (Koenig, 1972). Tozzini et al. (1994) objevili
Vv purifikatu PVX glykosylované formy PVX CP a domnivaji se, ze glykosylace by mohla byt
pti¢inou rozdilné molekulové hmotnosti. Baratova et al. (2004) zjistili, pfitomnost dvou
monosacharidii galaktézy nebo fukdézy na prvni aminokyseliné serinu. Prokazali také, ze
témét vsechny PVX CP podjednotky wtPVX (wild type PVX, divoky typ PVX) obsahuji
O- glykosylové vazané monosacharidové zbytky na peptidech v oblasti N- konce (Tozzini et
al., 1994). Ptitomnost N- konce PVX CP na povrchu virové partikule vytvari tzv. super-
sekundarni strukturu, definované jako tfi propletené B-hiebeny, predpoklada se, ze odstranéni
N- termindlniho segmentu PVX CP by zplsobilo znacné fyzikalné-chemické zmény
V povrchové struktufe PVX virionu (Baratova et al., 2004). Bylo potvrzeno, Ze glykosylace
muize zpusobit znaéné zmény struktury a funkce proteinti (Ohtsubo and Marth, 2006).
Baratova et al. (2004) zjistili, ze intaktni wtPVX viriony vykazuji vysokou absorpéni vodni
kapacitu a schopnost pojmout a navazat velké mnoZstvi molekul vody na povrch virové
castice. Je prokazano, ze mutantni formy PVX CP (s deleci N- konce) nejsou schopné
glykosylace, tak 1 jejich schopnost védzat molekuly vody je vyrazn€ niZ§i. Delece
N-termindlniho segmentu vede ke znanym fyzikalné-chemickym zménam povrchové
struktury virionu. Pfedpoklada se, Ze glykosylovany N- konec PVX CP intaktnich viriont
prezentovany na jejich povrchu indukuje tvorbu sloupcovitého plasté z molekul vazané vody,
plnici pravdépodobné funkei stabilizacniho prvku pfi udrzovani povrchové struktury virionu.
Vodni sloupec kolem virionu PVX vytvaii sit’ vodikovych muistki mezi ¢i uvnitt podjednotek
CP, jez siln€ ovliviiuji strukturu a vlastnosti externich oblasti obalového proteinu viru.

Vysledky méteni spekter cirkularniho dichroismu PVX CP uvazuji sloZeni proteinu ze
40 % o — helixy, 5 % P — skladanymi listy a z 55 % je tvofen ndhodnymi klubky, pfi¢emz
ptevazuje o — helikalni struktura (Dobrov et al., 2007).
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3.7.1.1 Topografie PVX

Cryo-EM a RTG difrakce (vyuzivana k méfeni priméru vlaken), piispéla k objasnéni
zakladni struktury virové ¢astice (Obr. 3), avSak v nizkém rozliSeni. Vyuziti metod s vysokym
rozliSenim (rentgenova krystalografie) neni mozné z diivodu neschopnosti nativnich PVX
viriont, ani podjednotek CP produkovat krystaly. Zatim jedinym zastupcem potexviri
s popsanou krystalovou strukturou CP je PapMV (Zhang et al., 1993). Ziskana data prozatim
neumoziuji sestaveni detailné¢jSich modell podjednotek obalového proteinu virionu

(Atabekov et al., 2007).

Obrazek 3: Iterativni rekonstrukce spirdlovitého utvareni virionu PVX
Pievzato z: Maramorosch and Murphy (2014)

Metoda bombardovani tritiem [*H] se pouZivé V piipadech, kdy nelze objekt studovat
metodami rentgenové krystalografie. Metoda bombardovani tritiem se pouzZivd ke studiu
topografie proteinii, prostorového uspotradani biomakromolekul a supramolekularnich
systémi. Princip metody je zalozen na bombardovani makromolekul atomy tritia o vysoké
reaktivit¢ vznikajicich termalni disociaci molekul tritia na povrchu rozzhaveného
wolframového vldkna. Po bombardovani biologického materidlu je ndsledné analyzovano
pomoci standardnich chemickych analyz proteini (HPLC, high-performance liquid
chromatography, vysokotu¢inna kapalinova chromatografie) intramolekularni rozlozeni atomu
tritia, slouzici jako detekéni markery. Pfedpoklada se, Ze mnoZstvi tritia zaclenéného do
ruznych ¢asti makromolekuly ¢i jejich komplexti, by mohlo byt nepfimo tmérné vzdalenosti
znacenych ¢asti od povrchu makromolekuly (komplexti) (Baratova et al., 1992).

Baratova et al. (1992) pouzili metodu bombardovani tritiem [*H] ke zmapovéni
povrchu PVX CP. Kovéteni pouzili PVX — specifické monoklonalni protilatky (MAbs,
monoclonal antibodies). Metoda ukazala, ze N- konec obalového proteinu (tvoieny cca
20 aminokyselinovymi zbytky) je prezentovan na povrchu virové ¢astice, nebot’ byl pristupny

znaCeni atomy tritia. Vystupuje také jako vyznacna antigenni determinanta, kam se vazi
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specifické protilatky. Zatimco C- konec nebyl znaceni atomy tritia viibec pfistupny a nebyl
rozpoznan ani monoklonalnimi protilatkami pfipravenymi proti PVX, naznacuje, ze C- konec
je skryty uvnitt virové ¢astice. Dané zavéry vedly k vytvofeni modelu terciarni ,,sendvicové™
struktury PV X CP virionu Atabekov et al. (2007) (Obr. 4). Na zaklad¢ toho modelu je kazda
podjednotka PVX CP tvotfena 7 a-helixy (al — a7) a 6 B-skladanymi listy (Bl — B6)
(Lukashina et al., 2012). Podjednotky PV X CP se skladaji ze dvou domén, zajist'ujici vysokou
plasticitu obalového proteinu. V blizkosti virové osy (nalevo) se nachazi svazek Ctyi a- helixa
a2 a o3 (horni dvojice) a a4 a a5 (spodni dvojice) (prvni doména). Tato oblast je spojena
S Bappa piekladem (druha doména) prostfednictvim pruzné spojky, kterd se nachézi mezi
a5a PB3. Tento pieklad se také oznaCuje jako RRM (RNA-recognition motif,
RNA-rozpoznavaci motiv), je tvofen B3, a6, 4, 5 a a7. Predpoklada se, ze BPa jednotka (B1,
B6 a al) je zakotvena z jedné strany v RRM. Helix al z BPa jednotky je propojen s a2 a tim
I svazkem ¢tyt o - helixt (prvni doménou) pomoci druhé spojky. B2 je pravdépodobné tvoren
15. — 22. aminokyselinou PVX CP.

Tento model terciarni struktury byl v Laboratofi virologie UEB AV CR, v. v. i. vyuzit
jako predloha pro navrzeni novych pozic v PVX CP pro vkladani antigenli za Gcelem jejich
prezentace na povrchu virovych ¢astic PVX (Vaculik et al., 2015) (viz kapitola: Inzerce do
povrchové situovanych oblasti PVX CP).

U PapMV, zatim jediného zastupce potexvirGi s popsanou Krystalovou strukturou,
dochdzi k interakci sousednich podjednotek CP prostiednictvim N- konct. Na zakladé
provadeénych pokusii bylo zjiSténo, Ze mutace v N- konci PapMV CP zcela narusily interakcei
mezi podjednotkami CP (Lecours et al., 2006). Interakce mezi peptidy N- konce kazdé
podjednotky CP s hydrofobni drazkou sousedici podjednotky je kriticka pro vytvofeni virionu
potexvirtl (Yang et al., 2012).
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Obrazek 4: Prostorovy strukturni model podjednotky PVX CP ve virionu PVX

o, = sekundarni struktura o — helix; B = sekundarni struktura § — skladany list
spojky jsou vyznaceny fialovou barvou, A — G odpovida povrchovym smyckam
Prevzato z: Vaculik et al. (2015)

Prostorové uspotfadani PVX CP se zcela odliSuje od navrzenych modelt obalovych
proteinti jinych zastupct vldknitych rostlinnych virti. Naptiklad u potyvird a tobamovirt je
N- a C- konec lokalizovan na povrchu viriond. Dany fakt potvrdili Shukla et al. (1988), ktefi
zkoumali UC€inky trypsinové aktivity (proteolyzy) na virové partikule u odliSnych zastupci
potyvird a dosli ke stejnému zavéru, ze N- a C- konec je prezentovan na povrchu virové
Castice.

Ptitomnost N- konce CP na povrchu virové partikule byla potvrzena i jinymi zpusoby.
Santa Cruz et al. (1996) pouzili PVX vektory, kde byl GFP ve fuzi s N- koncem CP. Rostliny
inokulované¢ danymi konstrukty vykazovaly fluorescenéni aktivitu, detekovanou pfi

systemickém S§ifeni viru rostlinnymi pletivy, pokud byl CP ptfitomen.

3.7.1.2 Uloha N- konce PVX CP ve virionu PVX

Termin ,,kotransla¢ni rozpad* byl popsan u TMV, dalSich zastupct rostlinnych viril
(+)ssRNA (Shaw, 1999), ale i zivocisnych virti (Hiscox and Ball, 1997). Jedna se o proces
rozvolnéni virionu, respektive umoznéni translace virové RNA, ke které dochazi primarné

Vv inokulovanych bunkach. 5° konec virové RNA téchto zastupcli virh muze byt schopen
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asociace sribozomy, coz znamena, Ze proces samotné translace se podili na rozvoliovani
virionu, pfi¢emz simultanné probiha (Atabekov et al., 2007).

Na rozdil od téchto virti enkapsidovana PVX RNA neni schopna asociace s ribozomy,
respektive ihned po infekci neni schopna translace. Nebot’ v in vitro (bezbunéném) systému
nedochazi k tvorbé specifickych virovych proteinli, coz naznacuje, ze nedoslo k rozvolnéni
virové partikule. Ackoliv neni PVX RNA translatovatelnd v nativni podobé virionu PVX,
muze byt pievedena v translatovatelnou formu dvéma zptsoby (Atabekov et al., 2001).
Jednak prostiednictvim fosforylace PVX CP specifickymi Ser/Thr (serin/threonin) protein
kindzami, ¢i vazbou molekul TGBpl s PVX CP. Piedpokladd se, ze oba mechanismy
probihaji v ramci jednoho infek¢niho cyklu, ale v riznych fazich (Atabekov et al., 2007).

Bylo prokazano, ze molekuly TGBpl se selektivné vazi pouze na jeden konec ¢astice
PVX, pravdépodobné v oblasti 5" konce genomové RNA. Interakce TGBpl s podjednotkami
CP zptisobuje zmény konformace (destabilizace) PVX CP (dochazi k remodelaci ¢astic PVX),
¢imz je aktivovan proces rozvolnéni virionu a umoznéni translace PVX RNA (Atabekov et
al., 2000; Karpova et al., 2006). Destabilizace vedouci k rozvolnéni helixu CP je reversibilni,
coz naznacuje, ze komplex TGBp1-PVX je metastabilni, a je nutna asociace dalSich faktord
pro rychlé rozvolnéni virionu PVX (Atabekov et al., 2007). Predpoklada se, ze protein
TGBpl kdédovany virovou RNA je schopny umoznit translaci PVX viriont,, urcenych
k mezibunééné translokaci skrz plasmodesmata. Interakce TGBpl s podjednotkami CP je
funkéni pouze za predpokladu, Ze probéhne v pozdéjsich fazich infekéniho cyklu, respektive
az po expresi genu virového proteinu TGBp1 (Atabekov et al., 2001).

Destabilizace virové partikule mtize byt také zpiisobena fosforylaci CP rostlinnymi
Ser/Thr protein kindzami (Rodionova et al., 2003), stim rozdilem, ze aktivace translace
zprostfedkovand vazbou molekul TGBpl s PVX CP zplsobuje okamZitou disociaci celé
virové partikule na jednotlivé podjednotky CP a tim uvolnéni virové RNA (Atabekov et al.,
2007). Atabekov et al. (2007) prokazali, Ze fosforylace vede ke zménam konformace PVX
CP, aniz by doslo k inhibici infekéni schopnosti viru. N- konec PVX CP, prezentovany na
povrchu virové Castice, obsahuje Ser/Thr zbytky, potencidlni fosforylacni mista. Mutantni
formy PVX CP, postradajici N- konec, ztraci schopnost aktivovat translaci virové RNA
fosforylaci a navic Karpova et al. (2006) predpokladali, ze dojde u téchto mutantii ke sniZeni
infek¢nosti. Ve vysledku vykazovaly mutantni formy prokazatelné stejnou specifickou
infek¢énost jako wtPVX viriony. Mutantni formy PVX CP (bez N- konce), jsou do
translatabilni formy pfevedeny prostiednictvim vazby proteinu TGBp1 s podjednotkami PV X

CP cozZ naznacuje, Ze molekuly TGBpl nevyuZzivaji pfi interakci na povrchu exponovanou
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N- koncovou oblast PVX CP, ale mohou interagovat se skrytymi oblastmi CP (Atabekov et
al., 2000). Studie provadéné Zayakina et al. (2008) vyuzivaly dele¢nich mutantii, kdy bylo
odstranéno pouze 10 rezidualnich peptidi C- terminédlniho segmentu PVX CP, vysledkem
byla ztrata schopnosti molekul TGBpl se vazat na urCit¢é domény podjednotek CP
lokalizovanych na 5" konci helixu. Ziskané udaje naznacuji, ze podjednotky CP jsou vinuty
v takové orientaci, ze jejich C- termindlni sekvence jsou obraceny smérem k vnéjSimu
povrchu 5" konce virionu. Detailni mechanismus zpfistupnéni PVX RNA neni znam.
Tomashevskaya et al. (1993) ptedpokladaji, ze jakmile je PVX CP fosforylovan, stane se
virova partikule, pfesn¢ji 5° konec neptekladané sekvence PVX RNA oznacovany jako
ap-leader ptistupny ribozomam. Bylo prokazano, ze ap-leader (lokalizovany 83 nukleotidt za
methylguanosinovou ¢epi¢kou) vyrazné zvySuje Groven translace RARp (replikazy) a dalSich
reportérovych genil. Je vSak stale nejasné, jak fosforylace PVX CP méni interakci (vazbu)
podjednotek s virovou RNA, nicméné 1ze piedpokladat, ze tato zména vede ke snizeni afinity
podjednotek CP k 5" konci virové RNA, presnéji ap-leaderu, coz funguje jako spoustéd
rozvolnéni kapsidy a obnazeni virové RNA (Atabekov et al., 2001).

Na zakladé provadénych pokust lze fici, Ze N- terminalni segment PVX CP hraje
dialezitou roli v regulaci virové translace (Atabekov et al., 2001; Karpova e al., 2006).
Dulezitym rysem regulacni funkce N- konce PVX CP je, Ze diky expozici na povrchu v RNPs
¢i PVX virionu nemize byt piimo zapojen do interakci podjednotek CP mezi sebou, nebo
s virovou RNA (Karpova et al., 2006). Modifikovand N- koncova ¢ast podjednotek CP (bud’
glykosylaci ¢i fosforylaci) je schopna ovlivnit funkci PVX CP, ktery mize posléze vystupovat
jako regulator RNA translace jak v RNPs, tak v nativnich ¢asticich PVX. Naptiklad, wtCP
funguje jako aktivni translacni supresor; po odstranéni jeho N- koncového segmentu vSak
nedochazi u wtCP ke ztraté supresorové aktivity. K tplné ztraté regulaéni funkce CP, dochézi
v piipad€¢ fosforylace N- konce, nebo nahrazenim fosforylacnich mist (Ser/Thr) v
N- termindlnim segmentu zbytky neutralnich aminokyselin neschopnych fosforylace Ala/Gly
(alanin/glycin) (Lukashina et al., 2012). Vzhledem Kk tomu, Ze N- terminalni segment CP neni
zapojen do vazeb RNA s proteiny, ¢i do interakci mezi podjednotkami CP, je jeho aktivita
pravdépodobné podminéna schopnosti ovliviiovat konformaci oblasti CP, které jsou zapojeny
do interakci podjednotek CP - CP anebo interakci CP — RNA béhem skladani virové
partikule.

Na zakladé ziskanych vysledki Karpova et al. (2006) uvazuji, Ze N- termindlni
segment CP hraje roli pfi formovani helikdlni struktury virionu béhem procesu skladani

partikule. Lukashina et al. (2012) ptfedpokladaji, ze N- koncové oblast PVX CP vystupuje
30



jako ,,opora“ béhem procesu skladani virionu, nebot’ v pfipadé absence tohoto segmentu se
tvoti defektni virové partikule. To potvrzuji i pokusy provadéné Chapman et al. (1992), kdy
delecni mutanti PVX CP postradajici 19 aminokyselinovych zbytki N — konce vytvareli
viriony s abnormalni morfologii.

Vyctem vsSech provadénych experimentd s porovnanim jednotlivych vysledka lze
jednoznacéné fici, ze N- terminalni segment PVX CP se vyznamné podili na prabéhu virové
infekce (Atabekov et al., 2001, Rodionova et al., 2003). PVX viriony se vyskytuji ve tfech
rozdilnych funk¢nich a strukturalnich stavech: 1. nativni viriony (neschopné translace
in vitro); 2. virové partikule tzv. remodelované vazbou TGBpl (Eastice je rychle a kompletné
rozvolnéna); a za 3. virové castice translatabilni diky fosforylaci N- terminalniho segmentu

PVX CP (pomalejsi proces rozvolnéni partikule).

3.7.1.3 Inzerce do povrchové situovanych oblasti PVX CP

PVX je v soucasné dob¢ Casto vyuzivan pro prezentaci peptidi/proteinii na povrchu
virionl s vyuzitim v rostlinnych biotechnologiich (napf. v inovativnich vakcina¢nich
strategiich), jednd se o transientni (doCasnou) expresi pozadovanych peptidi/proteinti
(Vaculik et al., 2015). Transientni expresni systém muze produkovat velké mnozstvi
pozadovanych bilkovin v relativné kratké dobé€. I pfes skutecnost, ze trojrozmérna struktura
PVX CP ve virionu je pouze predikovand, experimentidlné¢ bylo potvrzeno, Ze je mozné
fazovat pozadované peptidy/proteiny s N- nebo C- koncem PVX CP, aniz by doslo k naruseni
skladani virovych partikuli (Cefovska et al., 2013; Plchova et al., 2011; Uhde-Holzem et al.,
2006). Modifikace provadéné na C- konci PVX CP mohou ale narusit schopnost systémové
infekce (Plchova et al., 2011). Faze s terminalnimi segmenty vSak neni univerzalni, je nutné
hledat novd mista vhodna pro inzerci, ktera mohou tolerovat pfitomnost peptidi/proteint.
Nejnovéji navrzeny model terciarni struktury PVX CP ve virionu dle Lukashina et al. (2009)
muze slouzit jako predloha pro vkladani rekombinantnich peptidd/proteind, jedna se
predevsim o mozné fize s povrchovymi smyckami.

Vaculik et al. (2015) hledali nové pozice pro prezentaci peptidil/proteind, jednalo se
0 sedm ruznych smyc¢ek (Obr. 3), které by mohly byt exponovany na vnéjsi strané PVX CP.
Na tomto zaklad¢ byly vybrany pozice (smycky) A-G propojujici a-helixy s B-hiebeny. Jako
antigen pro prezentaci byl pouZit epitop onkoproteinu E7 odvozeny od lidského papilomaviru
(HPV 16) ve spojeni s detekénim tagem. Vysledky z transientni exprese modifikovanych
PVX CP v N. benthamiana prokazaly, Ze nejvhodnéj$i pozice pro prezentaci antigenu je

pozice A, ktera je lokalizovana mezi 23. a 24. aminokyselinou v PVX CP. Ostatni smycky se
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prokdzaly jako nevhodné, pravdépodobné z dGvodu naruSeni trojrozmérné struktury
obalového proteinu.

Experimenty provadéné Plchovou et al. (2011) vyuzivaly pro prezentaci mutantniho
onkoprotein E7GGG HPV 16 N- a C- terminalni segmenty PVX CP. Nebylo mozné prokazat
tvorbu modifikovanych virovych ¢astic vzhledem ke znacné nestabilité konstruktd pii
purifikaci. Cefovska et al. (2013) fazovali sN- a C- koncem PVX CP mutantni
E6 onkoprotein (E6GT) HPV 16. Bylo zjisténo, ze takto modifikovany virus neni schopen se
systemicky $ifit v transgennich rostlinach N. benthamiana K7 (nesouci HC-Pro z PVA a MP
z TMV), ackoli vSechny konstrukty byly schopny formovat modifikované virové castice.
Onkoprotein E6GT HPV se v takto modifikovanych rostlinach exprimoval ve vyrazn¢ vyssim
mnozstvi pouze ve fuzi s C- termindlnim segmentem.

Cefovska et al. (2012) provadéli transientni expresi HPV 16 L2 epitopu, prostiednictvim fuze
daného chimérického konstruktu s N- koncem PVX CP v rostlinach N. benthamiana 3H
(nesouci MP z TMV). Prokazali, ze chiméricky konstrukt nezptsobil ve fuzi s N- koncem
naruseni stability a infek¢nosti virové partikule. Stejné tak nebyl naruSen proces skladani
virionu, pohyb z buiiky do buriky, ale i na dlouhé vzdalenosti v ramci rostlinnych pletiv.
Exprese epitopu HPV 16 L2 108-120 ve fazi s C- koncem PVX CP, znemoznila proces skladani
virionu, z toho vyplyva, ze tato modifikace C- konce (v podobé fuze vétsiho inzertu) brani

sestaveni virové partikule.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material
e rostliny Nicotiana benthamiana - UEB AV CR, v. v. i.

Vychozim rostlinnym materidlem byly Sesti — tydenni sazenice rostliny Nicotiana
benthamiana (WT, wild type). Rostliny byly kultivovany pii 20 — 25 °C za osvétleni (16 h)
apti 15—-20 °C ve tmé (8 h).

4.1.2 Bakterialni kmeny

Chemokompetentni buiiky Escherichia coli DH50 (UEB AV CR, v. v. i.)
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pJIC SA-Rep) (UEB AV CR, v. v. i.)

4.1.3 Konstrukty

A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 tvofeny otevienym ¢tecim ramcem pro zkraceny PVX CP (bez
kodont pro 2.-32. aminokyselinu) ve vektoru pGR106 s vloZzenym genem pro zeleny

fluorescenéni protein (green fluorescent protein) GFP

A2-33 PVX CP+GFP/pGR106 tvotfeny otevienym ¢tecim ramcem pro zkraceny PVX CP (bez
kodont pro 2.-33. aminokyselinu) ve vektoru pGR106 s vlozenym genem pro zeleny

fluorescenéni protein (green fluorescent protein) GFP

F33A PV X CP+GFP/pGR106 tvofeny otevienym ¢tecim ramcem pro PVX CP (kodon pro 33.
aminokyselinu fenylalanin nahrazen kodénem pro alanin) ve vektoru pGR106 s vlozenym

genem pro zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein) GFP

AF33 PVX CP+GFP/pGR106 tvofeny otevienym ¢tecim ramcem pro PVX CP (bez kodonu
pro 33. aminokyselinu fenylalanin) ve vektoru pGR106 s vlozenym genem pro zeleny

fluorescencni protein (green fluorescent protein) GFP

K118A PVX CP+GFP/pGR106 tvofeny otevienym ¢tecim ramcem pro PVX CP (kodén pro
118. aminokyselinu lysin nahrazen kodénem pro alanin) ve vektoru pGR106 s vlozenym

genem pro zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein) GFP
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4.1.4 Vektor

Binarni vektor pGR106 odvozeny od PVX o velikosti pfiblizn¢ 10 kb, nese gen pro rezistenci

ke kanamycinu. (Obr. 5) - poskytl Dr. D. C. Baulcombe, The Sainsbury Laboratory, Norwich,

Velka Britanie
Polylinker
LB 35S RdRp 25K 8K CcP Nos RB
4 | ] | R m
[ /
12K cp promotor
pgR106 (~10Kb)
111410 LA

Kanamycin

Obrazek 5: Schématické zndzornéni rostlinného virového vektoru pGR106.

LB a RB - (left border a right border; leva a prava hranice) mista nezbytna pro zaclenéni jimi
ohrani¢ené sekvence bunikami A. tumefaciens do DNA rostlinné burniky, Kanamycin — gen rezistence
ke kanamycinu, 35S — promotor z Viru mozaiky kvétaku, RARp — RNA-dependentni RNA polymeraza
PVX, 25K (TGBpl), 12K (TGBp2) a 8K (TGBp3) — blok tii gent kodujici pohybové proteiny viru
PVX, CP — obalovy protein PVX, pted kterym je zdvojeny promotor, Polylinker - klonovaci misto,
Nos — terminator pro Nopalin synthasu

Pievzato z: http://www.plantsci.cam.ac.uk/research/davidbaulcombe/methods/vigs, upraveno

415 Vybaveni

4.1.5.1 Laboratorni ptistroje

Autoklav PS 20A Chirana, CR
Biologicky termostat Heraecus B6 Heraeus, Némecko
Bio TDB 120 — Dry block termostat BIOSAN, Litva
Centrifuga Biofuge Pico Heraeus, Némecko
Dokumentaéni systém GelDoc™ EQ Bio-Rad, USA
Elektroforeticka vana Bio-Rad, USA
Chladici sktin Sanyo, Japonsko
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Chladnicka ERD 2743

Chlazena stolni odstfedivka
Inkubator s tiepackou AM/89
Kultivaéni box MLR-350
Laminarni box HER Asafe KS 12
agnetickd michacka MM2A

Magnetické michadlo bez ohifevu IKA-Big Squid

Microcentrifuga 220VAC
Microcentrifuga

Minitiepacka LabDancer

Mrazici box (-70 °C) Hera freeze basic
Mrazici box (-80 °C) Hera freeze
NanoDrop 1000 Spectrophotometer
Orbitalni inkubator

pH-metr HI8817

Spectrafuge™ Mini centrifuga
Spektrofotometr Helios Gamma
Stolni tiepany inkubator NB-205
T100™ Thermo cycler
Thermalblock TB1

UV lampa TXC-20-M

Véahy Kern EW220-3NM

Vyrobnik ledu BREMA

Zdroj napéti pro elektroforézu Power Pac 300

4.1.5.2 Chemikalie

6x DNA Loading Dye

5x Green GoTaq® Reaction Buffer
5x Phusion® HF — Reaction Buffer
5x Phusion® GC — Reaction Buffer

Azid sodny
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Electrolux, Svédsko
Sigma, Némecko
Dynatech, CR

Sanyo, Japonsko

Heraeus, Némecko
LAVAT, CR

IKA, Némecko

Roth, Némecko

Sigma, Némecko

IKA, Némecko

Heraeus, Némecko
Heraeus, Némecko
Thermo Fisher Scientific, USA
Gallenkamp, UK

Hanna Instruments, USA
Labnet, Korea

Thermo Fisher Scientific, USA
N-BIOTEK, Korea
Bio-Rad, USA

Biometra, Némecko

Viber LourMat, Francie
Kern, Némecko

BREMA Ice makers, Italie
Bio-Rad, USA

Fermentas, Litva

Promega, USA

New England BioLabs, UK
Thermo Fisher Scientific, USA
Lach:ner, CR



Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix
Diethanolamin

Difco® Bacto® Agar
Dihydrogenfosforec¢nan draselny
EDTA

Glycerol (50 %)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat
Hydrogenuhlicitan sodny

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty

Isopropanol

Kanamycin

Kyselina borita

Kyselina chlorovodikova

Kvasniény extrakt

Marker GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
Marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
Ovalbumin

Pepton

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
p-nitrofenylfosfat

Polyvinylpyrrolidon

Redestilovana voda

SeaKem® LE agarose

SYBR® Safe DNA Gel Stain

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Reaction Buffer
Tetracyklin

Tris ultrapure

Triton X-100

Tween 20

Uhli¢itan sodny
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New England BioLabs, UK
Fluka, Svycarsko

Difco, USA

Lach:ner, CR

Lachema, CR

Lach:ner, CR

Lach:ner, CR

Lach:ner, CR

Lach:ner, CR

Lach:ner, CR

Lach:ner, CR

Lach:ner, CR

Serva, Némecko

Lachema, CR

Lachema, CR

Amreson, USA

Fermentas, USA
Fermentas, USA
Invitrogen, USA

Amresco, USA

New England BioLabs, UK
Sigma, USA
Sigma-Aldrich, USA
UEB, AV CR

Cambrex, USA

Invitrogen, USA

New England BioLabs, UK
New England BioLabs, UK
Sigma-Aldrich, USA
Duchefa, Holandsko

Serva, Némecko

Fluka, Svycarsko
Lachema, CR



4.1.5.3 Roztoky, pufry, reakéni smési, soupravy a restrikéni enzymy

ELISA:

Potahovaci pufr = PP: 14,7 mM Na,COs, 34,8 mM NaHCO3, 3,1 mM NaNs, pH 9,6
Promyvaci roztok = PBS + T: 137 mM NaCl, 7,8 mM NaxHPOs, 1,5 mM KH2POg4, 2,7 mM
KCI, 3,1 mM NaNs, 0,05 % (v/v) Tween 20, pH 7,4

Konjugacni pufr = KP: PBS + T, 2 % (w/v) polyvinylpyrrolidon (PVP), 0,2 % (w/v) ovalbumin
(OVO),pH 7,4

Substratovy pufr = SP: 9,7 % (v/v) diethanolamin; pH 9,8

Elektroforéza — elektroforeticky pufr:
TBE pufr: 89 mM Tris-HCI, 89 mM H3BOs3, 2,5 mM EDTA, pH 8,0

PCR reak¢éni smés pro pfipravu konstruktit PVX CP:

5x Phusion® HF — Reaction Buffer (10x) New England BioLabs, UK

5x Phusion® GC — Reaction Buffer (10x) Thermo Fisher Scientific, USA
Deoxynucleotide (dNTPs) Solution Mix (10 mM) New England BioLabs, UK
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul) New England BioLabs, UK
Primery (50 uM) Metabion, Némecko

pGR106 Dr. Baulcombe, UK

PCR reakéni smés pro piipravu GFP (Green Fluorescent Protein):

5% Phusion® GC — Reaction Buffer (10x) New England BioLabs,UK
Deoxynucleotide (dNTPs) Solution Mix (10mM) New England BioLabs, UK
pGR2I-dCP GFP Dr. Moravec, AV CR
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul) New England BioLabs, UK
Primery (50 uM) Metabion, Némecko

37



Precisténi PCR smési:

High Pure PCR Product Purification Kit Roche, Némecko

Piecisténi a izolace DNA z agarésového gelu:

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Némecko

Kultivace bakteridlnich bunék:
LB médium: 1 % (w/v) pepton, 0,5 % (w/v) kvasni¢ny extrakt, 171 mM NaCl
LB agar: 1 % (w/v) pepton, 0,5 % (w/v) kvasni¢ny extrakt, 171 mM NaCl, 1,6 % (w/v)

bacto-agar

Izolace plazmidu z bakterii E. coli:

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Némecko

Restrikéni $tépeni:

10x CutSmart Buffer New England BioLabs, UK
10x NEBuffer 4 New England BioLabs, UK
BSA (10 mg/ml) New England BioLabs, UK
Clal (10 000 U/ml) New England BioLabs, UK
SalHF (20 000 U/ml) New England BioLabs, UK
Xhol (20 000 U/ml) New England BioLabs, UK
Xmal (10 000 U/ml) New England BioLabs, UK

4.1.5.4 Protilatky

Primarni protilatka:

Krali¢i polyklonalni protilatka tfidy 1gG ptipravena proti PV X CP Bioreba, Némecko

Sekundarni protilatka:

Protilatka proti krali¢imu IgG konjugovana s alkalickou fosfatazou Sigma, Némecko
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4.1.5.5 Primery

Tabulka 2: Primery pro dele¢ni konstrukty PVX CP

Oznaéeni Sekvence

HPdi-1 "- AAAAAAAAAAAGCTAGCATCGATTGGCG - 37

HPdi-2 " - TCCGGGATAGTGAACATCTTTCGAGTATCAATGG -3

HPdi-3 "- AAAGATGTTCACTATCCCGGATGGGG - 37

HPdi-5 " - CCATCCGGGATAGTCATCTTTCGAGTATCAATGG - 37

HPdi-6 "- AAAGATGACTATCCCGGATGGGGATTT - 37

HPdi-10 "- CCGGGATAGTCAGGCCTGAAGCTGTGGCA -3

5
5
5
HPdi-4 5" - CGACCTCGAGTGACAGCTG -3
5
5
5
5

HPdi-11 "- TCAGGCCTGACTATCCCGGATGGGGATTTC -3

Tabulka 3: Primery pro substitu¢ni konstrukty PVX CP

Oznadeni Sekvence

HPdi-4 "- CGACCTCGAGTGACAGCTG - 3"

HPdi-8 "- CCATCCGGGATAGTAGCCAGGCCTGAAGCTG -3

HPdi-9 "- CAGCTTCAGGCCTGGCTACTATCCCGGATGG -3

HPdi-21 "- GTGTGCACACCTCGGCAATTGCTGCTGCCAG -3’

HPdi-22 " - GCAGCAATTGCCGAGGTGTGCACACTTAGGCA - 37

5
5
5
HPdi-20 5" - CATTGTCGACCCCGGGCGCCGATGAACGGTTAAGTTT —-3°
5
5
5

HPdi-4-delsi " - CGACCTCGAGTGACAGCTGCATC -3

Tabulka 4: Primery pro GFP

Oznaceni Sekvence

HPdi-12 5- CATTATCGATATGAGTAAAGGAGAAGAACTT - 37
HPdi-13 5 - CCTCCTTGAAATCTATTCCTTTTAAC -3’

HPdi-14 5" - GTTAAAAGGAATAGATTTCAAGGAGG - 3

HPdi-15 5" - CATTGTCGACCCCGGGTCAATTATTTACGGCCGCG - 3’
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4.2 Metody

4.2.1 Analyza dostupnych sekvenci PVX CP

Aminokyselinova sekvence PVX CP (Obr. 6) byla porovnana se sekvenci obalového
proteinu dalSiho zastupce potexviri — PapMV, respektive PapMV CP, kde bylo zjisténo, ze urcité
useky/aminokyseliny hraji dilezitou roli pti interakci CP-CP ¢i CP-RNA viru mosaiky papaji.
Porovnani bylo provedeno pomoci metody zaloZené na softwarovém programu CLUSTAL W,
ktery je volné pfistupny online na EBI (European Bioinformatics Institute). Bylo zjisténo, ze
pozice F33 v PVX CP odpovida pozici F13 v PapMV CP. Na zéaklad¢ daného zjisténi byla pozice
F33 a K118 PVX CP, ale i ¢ast sekvence PVX CP sérii molekularnich analyz mutovana, aby se
zjistilo, zda vybrané useky/aminokyseliny mohou byt dulezité i pro interakci PV X CP-CP ¢i PVX
CP-RNA.

Zvoln¢ dostupné internctové databaze NCBI, PubMed (National Center for
Biotechnology Information) byly ziskany sekvence izolati a kmeni PVX CP a na zakladé
porovnani sekvenci PVX CP téchto izolatl pomoci pocitacové analyzy CLUSTAL W urceny

konzervované useky/aminokyseliny.

MISAPASTTQPIGSTTSTTTETAGATPATASGLETIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLSKI
EATWKDMEVPTDTMAQAAWDLVREHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAATKEV
CTLEQFCMEKYAPVVWNWMLTNNSPPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTINPAAIMPK
EGLIRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAVTRGRITGTTTAEAVVTLPPP

Obrazek 6: Aminokyselinova sekvence wtPVX CP (o velikosti 714 bp, 237 aminokyselin).

1. aminokyselina [l - methionin, Gisek aminokyselin N konce PVX CP, E — fenylalanin v pozici 33,

K — lysin v pozici 118
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4.2.2 Metody prace s DNA
4.2.2.1 Ptiprava delec¢nich konstrukti PVX CP

Mutantni formy PVX genomu s deleénimi modifikacemi v CP byly vytvofeny
v expresnim vektoru pGR106, ktery je odvozen od PVX. Ziskané fragmenty DNA obsahovaly
delece na 5" konci otevieného ¢teciho ramce kddujiciho PVX CP, a to mezi kodony kodujici
aminokyseliny 2. az 32. a 2. az 33. v¢etn¢. Byl vytvofen také bodovy dele¢ni mutant kodonu
kodujiciho 33. aminokyselinu. DNA sekvence dele¢nich konstrukti PVX CP byla ziskana
prostrednictvim metody Splicing by overlap extension (SOE) polymerazové fetézové reakce
(PCR, Polymerase chain reaction), ktera spojuje fragmenty DNA na zaklad¢ jejich
ptekryvajicich se komplementarnich koncti (cca 30 — 60 bp) (Higuchi et al., 1988). Nejprve
byly amplifikovany vybrané tseky PVX CP za pouziti pfisluSnych oligonukleotidovych
primeri metodou PCR (Polymerase chain reaction).

Konstrukt A2-32 PVX CP o celkové velikosti 657 bp (base pairs; bazi pard), byl
vytvofen z fragmentti o délce 105 bp (primery HPdi — 1 a 2; PCR podminky: inkubace pii
98 °C 30 s (denaturace DNA); nasledovalo 35 cykla: denaturace pii 98 °C 15 s, nasedani
primert pii 56 °C 15 s, syntéza DNA pii 72 °C 5 s (aktivita Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerazy); kone¢na extenze pii 72 °C 10 min (rezerva pro Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerazu) a 573 bp (primery HPdi — 3 a 4; PCR podminky: inkubace pii 98 °C 30 s;
nasledovalo 35 cykli: denaturace pii 98 °C 15 s, nasedani primert pii 58 °C 15 s, syntéza
DNA pti 72 °C 25 °C; kone¢na extenze pti 72 °C 10 min) (Obr. 7) pomoci SOE-PCR.
Obdobnym zpiisobem byl vytvoten také konstrukt A2-33 PV X CP o celkové velikosti 654 bp,
velikost jednotlivych fragmenti ¢inila 105 bp (primery HPdi — 1 a 5; PCR podminky: byly
shodné jako v piipadé amplifikace kratSiho fragmentu (105 bp) konstruktu A2-32 PVX CP)
a 570 bp (primery HPdi — 6 a 4; PCR podminky: byly shodné jako v pfipadé amplifikace
delsiho fragmentu (573 bp) konstruktu A2-32 PVX CP) (Obr. 8). Konstrukt AF33 PVX
CP/pGR106 obsahujici pozadovanou modifikaci v PVX CP byl ptipraven metodou SOE PCR.
Nejprve byl amplifikovan krats$i fragment o velikosti 166 bp (primery HPdi — 20 a 10; PCR
podminky: inkubace pii 98 °C 30 s; nasledovalo 35 cykla: denaturace pii 98 °C 10 s, nasedani
primerQ pii 57 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 25 s; konecna extenze pii 72 °C 10 min).
Nasledné byl amplifikovan delsi tsek o velikosti 572 bp (primery HPdi — 11 a 4; PCR
podminky: inkubace pii 98 °C 30 s; nasledovalo 35 cykll: denaturace pii 98 °C 10 s, nasedani
primerd pii 56 °C 15 s, syntéza DNA pii 72 °C 25 s; konecna extenze pii 72 °C 10 min)
(Obr. 9). Jednotlivé mutované fragmenty PVX CP o odpovidajici velikosti byly ptecistény
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pomoci High Pure PCR Product Purification Kit dle pfilozeného navodu. Takto precisténé
fragmenty byly pouzity jako templaty do SOE PCR. Mnozstvi amplifikovanych usekl pro
spojeni (lepeni) vyslednych delecnich konstrukti bylo zjisténo porovnanim markeru
a amplifikovanych usekt po provedeni DNA elektroforézy. Ze zjisténého mnozstvi DNA bylo
vypocitano ekvimolarni mnozstvi templatovych DNA (odpovidajici 10 ng delsi templatové
DNA) do SOE PCR pro dele¢ni konstrukty. Syntéza vyslednych konstrukti A2-32 PVX CP
a A2-33 PVX CP (Obr. 7 a 8) byla provedena pomoci primera HPdi — 1 a 4. PCR podminky:
inkubace pti 98 °C 30 s; nasledovalo 10 cyklu (ptekryv fragmenti, bez primera): denaturace
pti 98 °C 15 s, piekryv fragmenti pti 63 °C (pro A2-32 PVX CP) a 62 °C (pro A2-33 PVX
CP) 30 s, syntéza DNA ptfi 72 °C 30 s; nasledovalo 25 cykla (pfidani primerd do PCR
reakce): denaturace 98 °C 15 s, nasedani primert 60 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 30s;
kone¢na extenze 72 °C 10 min. Syntéza vysledného bodového dele¢niho konstruktu AF33
PVX CP/pGR106 (Obr. 9) byla provedena pomoci krajnich primert HPdi — 20 a 4. PCR
podminky: inkubace pii 98 °C 30 s; nasledovalo 10 cyklu (piekryv fragmentd, bez primert):
denaturace pii 98 °C 15 s, piekryv fragmentl pii 63 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 30 s;
nasledovalo 25 cykli (pfidani primerd do PCR reakce): denaturace 98 °C 15 s, nasedani
primert 60 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 40 s; kone¢na extenze 72 °C 10 min). VSechny
fragmenty byly amplifikovany pomoci Phusion® High-Fidelity DNA Polymerazy. Sekvence
pouzitych primert jsou uvedeny v kapitole: 4.1.5.5 Primery, str. 37.

Ziskané konstrukty byly nasledné piecistény pomoci High Pure PCR Product
Purification Kit dle pokynt vyrobce. Konstrukty o poZzadované velikosti byly vlozeny do
binarniho vektoru pGR106 (Obr. 5, str. 32) pomoci Clal a Xhol restrikénich mist za vzniku
pozadovanych konstruktd A2-32 PVX CP/pGR106 a A2-33 PVX CP/pGR106. Spravnost

sekvenci byla ovéfena nukleotidovou sekvenaci (GATC Biotech).
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Obrazek 7: Schematické znazornéni ptipravy delecniho konstruktu A2-32 PV X CP.
Zaktivené a rovné Sipky (modré) znazornuji primery (kapitola 4.1.5.5 Primery, str. 37);

PVX CP 5+ CP 3¢ - DNA sekvence PVX CP;
Clal, Notl, Sall, Xhol, Spel — restrikéni mista;
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Obrazek 8: Schématické znazornéni ptipravy delecniho konstruktu A2-33 PV X CP.
Zakiivené a rovné Sipky (modré) znazornuji primery (kapitola 4.1.5.5 Primery, str. 37);

PVX CP 5¢ + CP 3¢ - DNA sekvence PVX CP;
Clal, Notl, Sall, Xhol, Spel — restrikéni mista;
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wiPVX CP v pGR106
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Obrazek 9: Schématické znadzornéni ptipravy bodového dele¢niho konstruktu
AF33 PVX CP.

Zaktivené a rovné Sipky (modré) znazoriiuji primery (kapitola 4.1.5.5 Primery, str. 37), rovna Sipka
S bublinou uprostied znamen4, Ze primer nenaseda v daném misté€ na sekvenci PVX CP;
PVX CP 5¢ + CP 3¢ - DNA sekvence PVX CP;
Clal, Notl, Sall, Xhol, Spel, Xmal — restrikéni mista;
CTG — kodén leucinu (L32), ACT — kodon threoninu (T34).
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Reakéni smési byly piipraveny dle protokolu pfilozeného k Phusion® High-Fidelity

DNA Polymeraze (Thermo Scientific). VSechny PCR reakce byly provedeny V pfistroji
T100™ Thermo cycler (Bio-Rad, USA). Slozeni smési pro PCR amplifikaci jednotlivych
fragmenti PVX CP obou mutacnich konstrukti A2-32 PVX CP/pGR106 a A2-33 PVX
CP/pGR106 bylo nasledujici:

e 10 pl 5x koncentrovaného pufru HF

e | ul dNTPs (10 mM)

e | ul doptedného primeru (50 mM)

e 1 ul zpétného primeru (50 mM)

e 0,5 pl Phusion polymerasy (2 U/ul)

e 2 ul templatu — pGR106 (169 ng/ul)

e redestilovand voda do celkového objemu 50 pl

Slozeni smési pro SOE PCR obou dele¢nich mutantii pfi pouziti Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerazy bylo nasledujici:
e 10 pl 5x koncentrovaného pufru GC
e 1 uldNTPs (10 mM)
e | ul doptedného primeru (50 mM)
e 1 ul zpétného primeru (50 mM)
e 0,5 pl Phusion polymerasy (2 U/ul)
e 3,4l 105 bp - fragmentu + 1 ul 573 bp - fragmentu pro A2-32 PVX CP
nebo
e 2 ul 105 bp — fragmentu + 1 pl 570 bp - fragmentu pro A2-33 PVX CP
nebo
e 1,9 ul 166 bp — fragmentu + 3,3 pl 572 bp - fragmentu pro AF33 PVX CP/pGR106

e redestilovana voda do celkového objemu 50 pl
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4.2.2.2 Piiprava substitucnich konstrukti PVX CP

Konstrukty F33A PVX CP/pGR106 a K118A PVX CP/pGR106, obsahujici
pozadované modifikace v PVX CP byly pfipraveny metodou SOE PCR. Nejprve byl
amplifikovan kratsi fragment o velikosti 173 bp pro F33A PVX CP/pGR106 (primery
HPdi — 20 a 8; PCR podminky: inkubace pii 98 °C 30 s; nasledovalo 35 cykli: denaturace pii
98 °C 10 s, nasedani primeru pii 57 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 25 s; kone¢na extenze pfi
72 °C 10 min) (Obr. 10), a delsi fragment 0 velikosti 415 bp pro K118A PVX CP/pGR106
pomoci primeri HPdi — 20 a 21; PCR podminky: byly shodné jako v ptipad¢ amplifikace
kratsiho useku (173 bp) konstruktu F33A PVX CP/pGR106 (Obr. 11). Nasledn¢ byl
amplifikovan delsi usek o velikosti 580 bp pro F33A PV X CP/pGR106 (primery HPdi — 9 a 4;
PCR podminky: inkubace pii 98 °C 30 s; nasledovalo 35 cykli: denaturace pii 98 °C 10 s,
nasedani primert pii 56 °C 15 s, syntéza DNA pii 72 °C 25 s; kone¢na extenze pii 72 °C
10 min), a kratsi tsek o velikosti 320 bp pro K118A PVX CP/pGR106 (primery HPdi — 22 a
4-delsi; PCR podminky: byly shodné jako v ptipadé amplifikace delSiho useku (580 bp)
konstruktu F33A PVX CP/pGR106). Ziskané fragmenty byly piecistény pomoci High Pure
PCR Product Purification Kit dle pokyni vyrobce. Mnozstvi amplifikovanych tsekti pro
spojeni (lepeni) vyslednych substituénich konstruktti bylo zjisténo porovnanim markeru a
amplifikovanych tGsekid po provedeni DNA elektroforézy. Ze zjisténého mnozstvi DNA bylo
vypocitano ekvimolarni mnoZstvi templatovych DNA (odpovidajici 10 ng delsi templatové
DNA) do SOE PCR pro substitu¢ni konstrukty. Pfe¢isténé fragmenty byly spojeny metodou
SOE PCR, F33A PVX CP/pGR106 (primery HPdi — 20 a 4; PCR podminky: inkubace pfi
98 °C 30 s; nasledovalo 10 cykli (piekryv fragmentii, bez primerii): denaturace pii 98 °C,
15 s piekryv fragmenti pii 63 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 30 s; nasledovalo 25 cykla
(ptidani primerti do PCR reakce): denaturace 98 °C 15 s, nasedani primerd 60 °C 30 s,
syntéza DNA pii 72 °C 40 s; kone¢na extenze 72 °C 10 min) (Obr. 10) a K118A PVX
CP/pGR106 (primery HPdi — 20 a 4-delsi; PCR podminky: inkubace pii 98 °C 30 s;
nasledovalo 10 cykli (piekryv fragmentl, bez primerti): denaturace pii 98 °C 15 s, piekryv
fragmentt pii 63 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 30 s; nasledovalo 25 cykla (pfidani primeri
do PCR reakce): denaturace 98 °C 15 s, nasedani primert 60 °C 30 s, syntéza DNA pti 72 °C
40 s; konecna extenze 72 °C 10 min) (Obr. 11). VSechny fragmenty byly amplifikovany
pomoci Phusion® High-Fidelity DNA Polymerazy. Sekvence pouzitych primert jsou
uvedeny v kapitole: 4.1.5.5 Primery, str. 37.
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Vysledné konstrukty o spravné velikosti byly piecistény pomoci setu High Pure PCR
Product Purification Kit. Spravnost sekvenci jednotlivych fragmenti byla ovéfena
nukleotidovou sekvenaci (GATC Biotech).
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Obrazek 10: Schematické znazornéni piipravy bodového substitu¢niho konstruktu
F33A PVX CP.

Zaktivené a rovné Sipky (modré) znazornuji primery (kapitola 4.1.5.5 Primery, str. 37), rovna Sipka
S bublinou uprostied znamena, ze primer nenaseda v daném misté na sekvenci PV X CP;
PVX CP 5¢ + CP 3¢ - DNA sekvence PVX CP;
Clal, Notl, Sall, Xhol, Spel, Xmal — restrikéni mista;
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Obrazek 11: Schématické zndzornéni ptipravy bodového substitu¢niho konstruktu
K118A PVX CP.

CTG — kodén leucinu (L32), GCT — kodon alaninu (A33), ACT — kodon threoninu (T34).
Zaktivené a rovné Sipky (modré) znazornuji primery (kapitola 4.1.5.5 Primery, str. 37), rovna Sipka
S bublinou uprostied znamena, ze primer nenaseda v daném misté€ na sekvenci PVX CP;

PVX CP 5¢ + CP 3¢ - DNA sekvence PVX CP;

Clal, Notl, Sall, Xhol, Spel, Xmal — restrikéni mista;

ATT —kodon isoleucinu (I1117), GCC — kodon alaninu (A118), GAG — kodon kys. glutamové (E119).
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Vsechny PFFCR reakce byly provedeny v pfistroji T100™ Thermo cycler (Bio-Rad,

USA). Slozeni reak¢nich smési pro pfipravu substitu¢nich konstrukti pfi pouziti Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerazy bylo nasledujici:

e 10 pl 5x koncentrovaného pufru GC

e 1 uldNTPs (10 mM)

e 1 pl dopiedného primeru (50 mM)

e 1 ul zpétného primeru (50 mM)

e 0,5 ul Phusion polymerasy (2 U/ul)

o 2 ul templatu — pGR106 (169 ng/ul)

e redestilovana voda do celkového objemu 50 pl

Slozeni smési pro SOE PCR substitu¢nich mutantt pti pouziti Phusion® High-Fidelity
DNA Polymerazy bylo nasledujici:
e 10 pl 5x koncentrovaného pufru GC
e 1 ul dNTPs (10 mM)
e 1 ul dopfedného primeru (50 mM)
e 1 ul zpétného primeru (50 mM)
e 0,5 pl Phusion polymerasy (2 U/pl)
e 1,9 ul 173 bp - fragmentu + 3,3 ul 580 bp - fragmentu pro F33A PVX CP
nebo
e 1,5 ul 320 bp - fragmentu + 2 ul 415 bp - fragmentu pro K118A PV X CP

e redestilovand voda do celkového objemu 50 pl
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4.2.2.3 Ptiprava konstruktu zeleného fluorescen¢niho proteinu — GFP

Konstrukt GFP (729 bp), ktery byl primarné vytvoien jako reportérovy gen pro
vizualizaci §ifeni jednotlivych mutanta v rostlin€, byl pfipraven pomoci SOE PCR, ze dvou
navzajem piekryvajicich se ¢asti, které byly amplifikovany pomoci PCR. Konstrukt GFP byl
amplifikovan ze dvou fragmentii z dlivodu nutnosti odstranéni vnitiniho restrikéniho mista
Clal, aby nedoslo k vnitinimu $tépeni konstruktu GFP (Obr. 12). Nejprve byl amplifikovan
prvni fragment (407 bp) (primery HPdi — 12 a 13; PCR podminky: inkubace pii 98 °C 30 s;
nasledovalo 35 cykla: denaturace pii 98 °C 10 s, nasedani primert pii 57 °C 30 s, syntéza
DNA pfi 72 °C 25 s; konecna extenze pii 72 °C 10 min), nésledné byla amplifikovana druha
¢ast (374 bp) (primery HPdi — 14 a 15; PCR podminky: inkubace pti 98 °C 30 s; nasledovalo
35 cykll: denaturace pii 98 °C 10 s, naseddni primerd pii 56 °C 25 s, syntéza DNA pfti 72 °C
25 s; konecna extenze pii 72 °C 10 min) (Obr. 12). Ob¢ ¢asti byly nasledné precistény pomoci
High Pure PCR Product Purification Kit dle pfilozeného navodu. Mnozstvi amplifikovanych
usekd pro spojeni (lepeni) vysledného konstruktu GFP bylo zjisténo porovnanim markeru
a amplifikovanych tsekli po provedeni DNA elektroforézy. Ze zjisténého mnozstvi DNA bylo
vypocitano ekvimolarni mnozstvi templatovych DNA (odpovidajici 10ng delsi templatové
DNA) do SOE PCR.

Nasledné byly jednotlivé fragmenty spojeny pomoci SOE PCR (primery HPdi — 12 a
15; PCR podminky: inkubace pti 98 °C 30 s; nasledovalo 10 cyklt (ptekryv fragmentl, bez
primert): denaturace pii 98 °C 15 s, prekryv fragmentt pti 62 °C 30 s, syntéza DNA pfi
72 °C 40 s; nasledovalo 25 cyklt (ptfidani primertt do PCR reakce): denaturace 98 °C 15 s,
nasedani primeri 60 °C 30 s, syntéza DNA pii 72 °C 30 s; kone¢na extenze 72 °C 10 min)
(Obr. 12). Takto ziskany vysledny konstrukt o pozadované velikosti, byl piecistén pomoci
High Pure PCR Product Purification Kit, pfecistény konstrukt byl pouzit v dalSich dil¢ich
reakcich. Konstrukt GFP byl posléze naklonovan pomoci endonukleaz Clal a Sall-HF do
dele¢nich mutanti, za vzniku konstrukti A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 a A2-33 PVX
CP+GFP/pGR106 (Obr. 13). Sekvence pouzitych primertt jsou uvedeny v kapitole:
4.1.5.5 Primery, str. 37.

Spravnost nukleotidové sekvence vysledného GFP konstruktu i1 jeho umisténi

Vv konstruktech byla ovétena nukleotidovou sekvenaci (GATC Biotech).
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Obrazek 12: Schématické znazornéni piipravy GFP.

Zaktivené a rovné Sipky (modré) znazornuji primery (kapitola 4.1.5.5 Primery, str. 37), rovna Sipka
s bublinou uprostied znamena, ze primer nenaseda v daném misté na sekvenci pGR2I-dCP GFP;
pGR2I-dCP GFP - sekvence GFP ve vektoru pGR21-dCP;

Clal, Sall, Xmal — restrikéni mista.
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Obrazek 13: Vysledné konstrukty v pGR106.

P — promotor; GFP —sekvence zeleného fluorescenéniho proteinu;
PVX CP 3’ - sekvence PVX CP;
Clal, Xmal, Sall, Xhol, Spel — restrikéni mista;

PCR i SOE PCR reakce byly provedeny v piistroji T100™ Thermo cycler (Bio-Rad,

USA). Slozeni reakéni smési pro piipravu GFP pfi pouziti Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerazy bylo nésledujici:

e 10 pl 5x koncentrovaného pufru GC

e 1 uldNTPs (10 mM)

e 1 pl dopiedného primeru (50 mM)

e 1 ul zpétného primeru (50 mM)

e 0,5 pl Phusion polymerasy (2 U/ul)

e 2 ul pGR2I-dCP GFP (laskavé poskytnul Dr. Moravec)

e redestilovand voda do celkového objemu 50 pl

SloZeni smési pro SOE PCR pii pouziti Phusion® High-Fidelity DNA Polymerazy
bylo nasledujici:
e 10 pl 5x koncentrovaného pufru GC
e 1 ul dNTPs mix (10 mM)
e 1 ul dopfedného primeru (50 uM)
o 1 ul zpétného primeru (50 uM)
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e 0,5 ul Phusion polymerasy (2 U/ul)
e 5ul407 bp - fragmentu GFP + 3,7 ul 374 bp - fragmentu GFP

e redestilovand voda do celkového objemu 50 pl

4.2.2.4 Precisténi PCR smési

Neinkorporované nukleotidy, volné primery, pfitomnost soli a DNA polymerazy
mohou negativné ovliviiovat naslednou praci s amplifikovanou DNA. K odstranéni téchto
znecist'ujicich komponenti byla vyuzita souprava High Pure PCR Product Purification Kit.

K 40 pl PCR smési bylo pridano 450 ul Binding buffer (vazebny pufr) a pipetou byla smés
pfevedena na kolonku a centrifugovdna 30 s pfi 13 000 ot/min. Obsah sbérné nadoby byl
odlit, na kolonku bylo pipetovano 500 pul Washing buffer (promyvaci pufr) a kolonka byla
centrifugovana 30 s pii 13 000 ot/min. Obsah sbérné nadoby byl opét odlit, na kolonku bylo
pipetovano 200 pul Washing buffer (promyvaci pufr) a kolonka byla centrifugovana 30 s pfi
13 000 ot/min. Kolonka byla posléze umisténa do ¢isté mikrozkumavky. Do kolonky bylo
pipetovano 50 pl Elution buffer (elu¢ni pufr), kolonka byla ponechana 1 min stat, a nasledné

byla centrifugovana 30 s pii 13 000 ot/min.

4.2.2.5 Precisténi DNA z agar6zového gelu

Pod UV lampou byla vybrana pozadovanad velikost DNA dle markeru, vytiznuty
prouzek gelu byl vlozen do pfedem zvazené mikrozkumavky. Pro ziskani DNA z gelu byl
pouzit QIAquick Gel Extraction Kit. Dle hmotnosti gelu (rozdil mezi mikrozkumavkou
prazdnou a tou S vlozenym gelem) byl pipetovan trojndsobek QG buffer (vazebny pufr).
Obsah mikrozkumavky byl promichdn a mikrozkumavka byla umisténa do termalniho bloku
vytemperovaného na teplotu 56 °C a byla zde ponechdna po dobu 10 min. Béhem této doby
byla mikrozkumavka tfikrat vortexovana. Do mikrozkumavky byl pipetovan dle hmotnosti
gelu jeden objem isopropanolu a obsah mikrozkumavky byl promichan. Obsah
mikrozkumavky byl pfeveden na kolonku a ta byla centrifugovana 1 min pti 13 000 ot/min.
Obsah sbérné nadoby byl vylit, na kolonku bylo pipetovano 750 pl PE buffer (promyvaci
pufr) a kolonka byla centrifugovana 1 min pii 13 000 ot/min. Obsah sbérné nadoby byl vylit,
kolonka byla znovu centrifugovana 1 min pii 13 000 ot/min, aby doslo k odstranéni
rezidualniho PE buffer. Kolonka byla umisténa do Cisté mikrozkumavky. Na kolonku bylo
pipetovano 50 pl EB buffer (elu¢ni pufr), kolonka byla ponechana 1 min stat a nasledné byla

centrifugovana 1 min pti 13 000 ot/min.
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4.2.2.6 Restrik¢ni Stépeni

Do reakce bylo v zavislosti na koncentraci DNA pipetovano 2 — 5 U endonukleazy,
5 ul 10x koncentrovaného pufru (dle pouzitého enzymu), 0,25 — 1 pg DNA (dle vypoctu).
Smés byla doplnéna do 50 pl redestilovanou vodou. Restrikéni $tépeni probihalo v inkubatoru
pti 37 °C ptes noc. Optimalni prubéh restrikce a pozadovana velikost ziskanych fragmenta
byla ovéfena horizontélni elektroforézou na 1 % agar6zovém gelu. PCR produkty restrikéniho
Sté€peni byly piecistény pomoci High Pure PCR Product Purification Kit dle pokynti vyrobce.
Pokud byly Stépeny vektory a bylo nutno odstranit z vektoru produkt stépeni delsi nez 100 bp,
byly produkty restrikéniho $tépeni naneseny na 1 % agar6zovy gel a nasledné byla provedena
preparativni zoénova elektroforéza, pticemz velikostné pozadované frakce byly z gelu

vyextrahovany za pouziti QIAquick Gel Extraction Kit.

4.2.2.7 Ligace

Pro spojovani precisténych Stépenych DNA fragmentl ziskanych PCR reakci
a linearizovanych vektori vzniklych restrikénim Stépenim byla pouzita T4 DNA ligasa
(Promega). Pti pripravé ligaéni smési bylo postupovano dle pokynd vyrobce. Zpravidla byl
dodrzovan molarni pomér inzert:vektor 3:1. Dal§i komponenty liga¢ni smési byly nasledujici:
e 2 ul 10x koncentrovaného ligacniho pufru
e 1 ul T4 DNA ligasa (5 U/ul)

e redestilovana voda do celkového objemu 20 pl

Nejdiive bylo pipetovdno vypocltené mnozstvi DNA vektoru a posléze optimalni
mnozstvi DNA inzertu (viz vzorec), takto vznikld smés byla dikladné promisena, nasledné
byla pfiddna redestilovand voda a 10x koncentrovany liga¢ni pufr. Nakonec byla do reakce
pfidana T4 DNA ligdza. Obsah mikrozkumavky byl dikladné¢ promisen a kratce
centrifugovan. Mikrozkumavka byla umisténa do pénového drzaku do 500 ml kéadinky
s vodou 0 laboratorni teploté (20 °C), ligacni smes byla nasledn¢ inkubovana pfes noc pii

4 °C.

Wzorec pro vypodet potfebného mnoZstvi mnzertu:

Mnozstvi inzerty (v ng) = mnozstvi E'T?ktoru (ng) x velikost mnzertu (kb) x molami pomér mzert
velikost vektoru (kb) vektor

Obecné plati, Ze pokud probiha liga¢ni reakce za niZSich teplot, je vyZadovana delsi inkubace.
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4.2.2.8 Transformace
4.2.2.8.1 Transformace Escherichia coli DH5a a Agrobacterium tumefaciens GVV3101

Chemokompetentni bunky (100 pl) uchovavané v -80 °C byly ponechany pomalu
roztat na ledu. K suspenzi bunék E. coli byl pfidan bud’ 1 ul vektoru ¢i 10 pl ligaéni smési.
V piipadé transformace do suspenze bunék A. tumefaciens byl piidan 1 pl plazmidové DNA.
Ziskana smés byla ponechéna 1 h na ledu. Nasledoval tzv. teplotni Sok, kdy byly bakterie
inkubovény v termalnim bloku pti 42 °C po dobu 2 min, nasledné byly bakterie opét ulozeny
na led. Po 2 min bylo k suspenzi ptidano 800 pl sterilntho LB média (bez pifidavku
antibiotik), mikrozkumavka byla peclivé uzaviena a umisténa do inkubatoru s tfepackou
(220 ot/min) vytemperovaném na 37 °C v piipadé E. coli a 26 °C v piipadé A. tumefaciens,
kde se bakterie po dobu 1 h tfepaly. Po uplynuti doby byly bakterie 1 min pfi 13 000 ot/min
centrifugovany pii laboratorni teploté a byl odlit pfebyte¢ny supernatant. Ziskany pelet byl
resuspendovan v 200 pl LB média. Suspenze byla nasledné sterilni ockovaci hokejkou
rozprostiena rovnomérné na Petriho misky s tuhym LB agarem a selekénim antibiotikem
(kanamycin, 30 pg/ml). Petriho misky s vysetymi bakteriemi byly umistény do termostatu
nastaveného na 37 °C (E. coli) po dobu 24 h, v piipad¢ bakterii A. tumefaciens byly plotny
umistény do termostatu pii konstantni teploté 26 °C po dobu 48 h.

4.2.2.8.2 Piiprava kompetentnich bunék A. tumefaciens

Pted transformaci bakterii je nejprve tieba uvést bunky do kompetentniho stavu.
Princip spocivd ve zvySeni propustnosti plazmatické membrany bakterii vychlazenym
chloridem vapenatym. Bakterialni kultura kmene GV3101 byla kultivovana ve 2 ml sterilniho
LB média s antibiotikem tetracyklinem v koncentraci 50 pg/ml LB média a pies noc byla
ponechana tepat (220 ot/min) pii 26 °C. Narostlé bakterialni kultury byly inokulovany do
50 ml sterilniho LB média s tetracyklinem v koncentraci 50 pg/ml LB média ve 250 ml
Erlenmeyerové bance, néasledné byly ponechany tfepat (220 ot/min) pii teploté 26 °C do té
doby, nez dosahla opticka hustota (OD; optical density) pfi 550 nm hodnoty 0,6 — 1. Kultura
byla néasledn¢é inkubovdna 5 min na ledu. Posléze bylo odebrano 30 ml zchlazené kultury
a prevedeno do centrifuga¢ni zkumavky a kultury byly centifugovany 5 min pti 7 000 ot/min
pii teploté 4 °C. Nasledné byl odlit supernatant, pelet byl resuspendovan v 10 ml ledové
vychlazeném 0,15 M NaCl. Bakterie se ponechaly inkubovat 15 min na ledu. Kultura byla
opét centrifugovana 5 min pi1 7 000 ot/min pii 4 °C, byl odsat supernatant a pelet byl opét

resuspendovan v 1 ml ledové vychlazeném 20 mM CaCl,. Vnikla suspenze bakterialnich
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bunc¢k byla pfevedena v objemu 100 pl do pfedem vychlazenych mikrozkumavek, ihned byla

zmrazena tekutym dusikem a ulozena do mraziciho boxu pfi -80 °C.

Antibiotikum tetracyklin je do LB media ptfidavano z diivodu zachovani pomocného
plazmidu pSoup, jedna se o rostlinny vektor, ktery umoziuje replikaci pGreen vektoru (od n¢j
odvozeny vektor pGR106) v bunkach A. tumefaciens, pSoup vektor nese rezistenci
k tetracyklinu.

4.2.2.9 Izolace plazmidi z E. coli DHSa

Do 10 ml tekutého LB média s antibiotikem kanamycinem v koncentraci 30 pg/ml
LB média byla pfeockovdna vzdy jedna vybrand bakteridlni kolonie. Kultura byla za
neustalého tiepani ponechana rist v inkubatoru pii 37 °C pies noc. Bakterialni suspenze byly
poté pievedeny do 2 ml mikrozkumavek a centrifugovany po dobu 1 min pii 13 000 ot/min.
Izolace plazmidové DNA byla provedena pomoci komer¢niho setu QIAprep Spin Miniprep
Kit dle pokynti vyrobce. Supernatant byl odstranén a sediment byl resuspendovan v 250 pul P1
buffer. Do mikrozkumavky bylo pipetovano 250 ul P2 buffer (lyzaéni pufr) a obsah
mikrozkumavky byl lehce promichan. Do mikrozkumavky bylo pipetovano 350 pl N3 buffer
(neutralizaéni pufr), obsah mikrozkumavky byl promichan a mikrozkumavka byla
centrifugovana po dobu 10 min pfi 13 000 ot/min. Supernatant byl pteveden na kolonku a ta
byla centrifugovana 1 min pii 13 000 ot/min. Obsah sbérné nadoby byl odlit, na kolonku bylo
pipetovano 500 ul PE buffer (promyvaci pufr) a kolonka byla centrifugovana 1 min pii
13 000 ot/min. Obsah sbérné nadoby byl odlit, na kolonku bylo pipetovano 0,75 ml PE buffer
(promyvaci pufr) a kolona byla centrifugovana 1 min pii 13 000 ot/min. Kolonka byla
umisténa do €isté mikrozkumavky, na kolonku bylo pipetovano 50 pl EB buffer (elu¢ni pufr),
kolonka v mikrozkumavce byla ponechana po dobu 1 min stat a nasledné byla centrifugovana

1 min pfi 13 000 ot/min.

4.2.2.10 Pé&stovani rostlin a inokulace virem (agroinfiltrace)

Pokusné rostliny Nicotiana benthamiana byly péstovany v kultivaéni mistnosti pfti
20 -25 °C s umélym osvétlenim (16 h) a pii 15 — 20 °C ve tmé (8 h)). Ctyitydenni sazenice
byly piesazeny do smé&si zahradniho substratu s piskem a ptiklopeny minipafenistém po dobu
dvou dnt. Transformované kolonie A. tumefaciens, nesouci virovy vektor byly pireockovany
do 10 ml tekutého LB média s kanamycinem ve finalni koncentraci 30 pg/ml LB média

a nasledné byly ponechany v orbitadlnim inkubatoru pti 28 °C po 48 h. Primérni infekce rostlin
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Nicotiana benthamiana byla provedena pomoci injek¢ni stiikacky na spodni stranu listl, které
byly pfedtim ovlhceny, aby doslo k usnadnéni infiltrace, nebot’ bakterie se pod tlakem
dostavaji do listti pies oteviené praduchy (Hoffmeistrova, 2008). Pokusné rostliny byly staré
6 tydnil. Po oc¢kovani byly infiltrované rostliny umistény do kultivacniho boxu za stéle teploty
24 °C a relativni vlhkosti 80 %. Rostliny byly sledovany v intervalu 2, 5, 7 a 14 dnd po
inokulaci, kdy pomoci UV svitilny bylo sledovano emitované zafeni GFP, odebrana pletiva

byla podrobena mikroskopické analyze a testu ELISA.

4.2.3 Elektroforetické metody
4.2.3.1 Horizontalni elektroforéza

Gelova elektroforéza slouzi pro separaci rizné dlouhych fragmenti DNA. Principem
gelové elektroforézy je pohyb zaporné nabitych molekul DNA v elektrickém poli smérem
k anodé a v agarozovém gelu se déli dle velikosti. Koncentrace agar6zy se voli dle velikosti
oc¢ekavanych fragmentt od 0,8 — 2 %.

Pro dé¢leni fragmenti byl pouzit 1 % agarézovy gel v pufru TBE (slozeni viz:
4.1.5 Vybaveni, 4.1.5.3 Roztoky), ktery byl pouzit i jako pufr elektrodovy. 1 g agardzy byl za
tepla rozpuStén ve 100 ml TBE pufru. Do gelu pfed ztuhnutim bylo pfiddno za stalého
michani vizualiza¢ni barvivo typu SYBR red (SYBR Save Stain) v koncentraci 0,1 pl/ml
gelu. Roztok byl nalit do pfipravené formy s hiebinkem pro vytvoifeni jamek. Bylo smichéno
10 pl pozadovaného vzorku se 2 pl 6x pufru Loading dye a poté naneseno na gel. Jako
velikostni marker byl pouZzit GeneRuler 1 kb. Elektroforéza probihala po dobu 30 min, pfi
napéti 100 V. Vizualizace byla nasledné¢ provedena na dokumentacnim zatfizeni

GelDoc™ EQ.

4.2.4 Enzymova imunoanalyza
4.2.4.1 PT — ELISA (Plate — trapped ELISA)

Nepiima PT-ELISA byla provedena k detekci PVX CP v rostlinném materialu. Pied
zahdjenim prace bylo zajiSténo vytemperovani v§ech potfebnych €inidel na laboratorni teplotu
(tj. 20 °C). Z pokusnych rostlin N. benthamiana byla vzdy odebrana polovina listu
(inokulovany nebo systémovy list), nasledn¢ byla rozetfena ve tfeci misce v potahovacim
pufru (PP) v hmotnostnim poméru 1 : 10. Postupné bylo do tii jamek mikrotitraéni ELISA
desticky pipetovano 100 ul homogenatu, na zavér bylo do zvlastnich jamek pipetovano 100 pl
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blanku (Cisty potahovaci pufr), slouziciho pfi spektrofotometrické analyze k odpoctu pozadi
a 100 pl negativni kontroly (vzorek zdravého listu rozetteného v PP). Nasledné byla desticka
inkubovéna ptes noc V lednici pii 4 °C. Druhy den byly jednotlivé jamky ctyfikrat promyty
roztokem PBS + T (promyvaci roztok) (200 pl/jamka). Po promyti byla pfidana kralici
polyklondlni protilatka tfidy IgG pfipravend proti PVX (1 : 1000; Sigma, St. Louis, MO,
USA) fedénd v KP (konjugacni pufr) (100 pl/jamka), inkubace probihala 2 hod pti 37 °C. Po
uplynuti inkubacni doby byly opét vSechny jamky c¢tyfikrat (200 pl/jamka) promyty roztokem
PBS + T. Jako sekundarni protilatka byla pouzita Sigma protilatka proti kralicimu IgG
konjugovana s alkalickou fosfatazou (fedéna 1 : 30000 v KP, 100 pl/jjamka), nasledna
inkubace probihala po dobu 2,5 h pti 37 °C. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly znovu vSechny
jamky Ctyfikrat promyty roztokem PBS + T (200 pl/jamka). Nasledné¢ bylo do jamek
pipetovano 100 pl bezbarvého p-nitrofenylfosfatu (enzymaticky substrat) v koncentraci
1 mg/ml rozpusténého v SP (substratovy pufr). Desti¢ka byla poté inkubovana pii 37 °C po
dobu 60 min. Enzymaticky substrat byl $t€pen alkalickou fosfatazou na fosfatovou skupinu
a zluty nitrofenol. Aktivita fosfatdzy je (mérnd uvolnénému mnoZzstvi nitrofenolu.
V testovaném vzorku je tim vyss§i koncentrace viru, ¢im vice je zluté zbarveni intenzivnéjsi.

Zabarveni bylo méfeno jako absorbance pti vinové délce 405 nm.
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5 VYSLEDKY

5.1 Porovnani sekvenci PVX CP s PapMV CP

Na zéklad¢ publikovanych ¢lanka (Lalibert¢ Gagné et al., 2008; Tremblay et al.,
2006), zkoumajici dualezitost urcitych usekli/aminokyselin pro interakci CP — CP a CP - RNA
PapMV, zatim jediného potexviru s popsanou krystalovou strukturou, bylo zjisténo, ze urcité
useky jsou viceméné konzervované mezi potexviry.

Pozice F13 PapMV CP se projevila jako nepostradatelna pii interakci CP — CP.
Zaména F13 za alanin (A), glycin (G), arginin (R), kyselinu glutamovou (E) nebo serin (S)
branila interakci CP-CP a tim i skladani a Sifeni virové castice rostlinou. Zaroven bylo
potvrzeno, ze substituéni nahrada F13 za leucin (L) a tyrosin (Y) neptisobi inhibi¢né. Pozice
K97 PapMV CP lokalizovana v domén¢, kde se virovd RNA vazZe na podjednotky CP, hraje
dilezitou roli prave pii vazbé CP - RNA u PapMV. Substituce K97 za alanin (A) méla vliv
jak na proces formovani nukleokapsidu podobnych ¢astic (NLPs, nucleocapsid like particles),
tak i na vazbu podjednotek CP s genomovou RNA.

Analyzou CLUSTAL W byla porovnana aminokyselinova sekvence PapMV CP
(215 aminokyselin) s PV X CP (237 aminokyselin). Bylo zjisténo, Ze pozici F13 u PapMV CP
kodujici aminokyselinu fenylalanin, odpovida v sekvenci PV X CP pozice F33. Pozice K97 u
PapMV CP je v souladu s pozici K118 v sekvenci PVX CP, kdy u obou virit vybrany triplet
nukleotidii kéduje aminokyselinu lysin. Aminokyselinové sekvence PapMV CP s PVX CP
byly porovnany v celé jejich délce (Obr. 14).

PapMV M5 KSSMSTEPNT-—-AFPATTCEOMSSTEVDETSHLL.FSQECGTE
PVH ML PRST T PIGSTTST T TR TAGATPATASGLETIPDGDFFSTARATVASHAVATHEDLS
PapMv SVSTLMVARENVER R ST TVALELVHE CYDNGS SAYTTWIGEPSSI-PEISLAQTASTVHAS
PVX KIEATWEDMEVETDTMACR AWDLVEHCADWVGS SAQTEMTI DTGEY SHGISEART.ARATH-E
PapMv GTSLREECRYFAPT IWHLE-TDEMAPANWEASSYHP SAKFARFDFFOGVENPARMOPESG
PVH VT LR O CME Y A PV VWML THN S PEANWORQGFEPEHKFAAFDFFNGVINERRTMEHES
PapMv LIRSPTOEERIANATHHOVALEORAAODNNEFT SHSAFITHGOTISGSTETI--QFLPPEE

PVH LIRFPEEREMHAL O TAR FVEITHRRAQSNDFAST.DAAVTRGRITGTTTRAEAVVILPEE -

Obrazek 14: Porovnani aminokyselinové sekvence PapMV CP s PV X CP.

Pozice F13 u PapMV CP odpovida u PVX CP pozici F33 (Zlut€ zvyraznéna),
pozice K97 u PapMV CP je v souladu s pozici K118 u PVX CP (modfe zvyraznéna).
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5.2 Porovnani sekvenci PVX CP riiznych izolati a kmeni PVX

Z internetové databaze NCBI bylo vybrano ptiblizn€ 500 aminokyselinovych sekvenci
ruznych izolatt a kmenti PVX CP. Nasledné byly ziskané sekvence upraveny tak, aby mohly
byt analyzovany pomoci metody zalozené na softwarovém programu CLUSTAL W.

Analyza byla zaméfena predevS§im na aminokyseliny F33 a K118, které byly
vyhodnoceny jako potencialné zajimavé pro interakce PVX CP. Analyzou bylo zjisténo, Ze
pozice F33 je u vétSiny izolatl a kmenti PVX CP prezentovana fenylalaninem, v mensi mife
(3 %) pak leucinem (Obr. 15). Na zaklad¢ ziskanych dat bylo zhodnoceno, Ze pozice F33
vystupuje jako pozice konzervovana, a tudiz by méla hrat dilezitou roli pii interakci CP - CP,
a tim 1 Sifeni viru v rostlinnych pletivech. Ze ziskanych dat bylo déle urc¢eno, Ze pozice 118 je
u vSech porovnavanych izolati a kmenti PVX CP zastoupena pravé lysinem (Obr. 16).
Ziskana data nasvédcuji tomu, ze stejné tak jako pozice F13, vystupuje i pozice K118 v ramci
PVX CP jako konzervovana. M¢la by tedy hrat kli¢ovou roli pti vazbé podjednotek CP na

virovou RNA, a tim vyrazné ovliviiovat proces tvorby NLPs .

HMp3&s197 I MSEPRSTTORTGSTTS ——— e —— =TTTHTAGATPATASCGIIFIr TPDGNFFSTARATYA 49
AB056719 K MSAPASTTIQATGSTTS——-———————~ TITKTAGATPATASGULI IPDGDFESTARVIVA 49
HM036196 1 MSAPASTIQATGSTIS=========== TITKTAGATPATASGULE IPDGDEFSTARAIVA 49
JRZT3E42 1 Mo ARSI IR G5 S mmmmmm== TITRPAGRTPATASGIFY IFDGDEESTARAIVA 43
KF568904 I MSAPASTIQAIGSTIS=========== TIITKTAGATPATASGYFI IPDGDFFSTARAIVA 49
HG518657 1 MSAPASTTIOATGSTTS——========= TIITKTAGATPATASGYFI IPDGDFFSTARAIVA 49
£34i8l K MSAPASTTOATGSTTS——————————— TITKTAGATPATASGI EEII—‘DE: FESTARATVA 49

Obrazek 15: Porovnani vybranych aminokyselinovych sekvenci PVX CP rtiznych izolatd
a kmenti PVX CP s durazem na pozici F33

Cervené zvyraznéna oblast odpovida pozici 33, kodujici fenylalanin v PVX CP, vyjimkou jsou kmeny
a izolaty (zvyraznéné modie) u nichz nukleotidova sekvence v pozici 33 kdduje leucin;
| = izolat, K = kmen.

HM036197 1 SNAVATNEDLSKEEATWKDMKVPTDTMAQAAWDLYVRECADVGSSAQTEMIDIGPYSNGIS 109
AB056719 K SNAVATNEDLSHE ET IWKDMKVPINTMAQARWDLVRACADVGSSAQT GPYSNGIS 109
HM03619¢6 | SNAVATNEDLSKEEAIWKDMKVPTDIMAQAAWDLVRHECADVGSSAQT DIGPYSNGIS 109
JX273242 | SNAVATINEDLSKEEAIWKDMKVPTGIMAQAAWD YSNGIS 109
KES68904 | SNAVATNEDLSKEEATWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQT IS 109
HGS18€57 | SNAVATNEDLSKEEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRACADVGSSAQTEMIDIGPYSNGIS 109
234261 K SNAVATNEDLSKEEATWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRECADVGSSAQTEMIDTGPYSNGIS 109

Obrazek 16: Porovnani vybranych aminokyselinovych sekvenci PVX CP riiznych izolatl
a kmenit PVX CP s dlirazem na pozici K118

Cervené zvyraznéna oblast odpovida pozici 118 kodujici lysin u viech porovnavanych izolati
a kment PVX CP, | = izolat, K = kmen.
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5.3 Mutantni formy PVX CP

Gen PVX CP je slozen ze 714 nukleotidd, coz odpovida 237 aminokyselinovym
zbytklim, teoretickd molekulova hmotnost vychézejici z nukleotidové sekvence odpovida
25 kDa. Pomoci metod PCR a SOE PCR svyuzitim pfislusnych primerd (kapitola
4.1.5.5 Primery, str. 37) byly vytvofeny mutantni formy PVX CP (Obr. 7, str. 41; 8, str. 42;
9, str. 43; 10 str. 46; 11 str. 47). VSech 5 konstrukti bylo uspé$né piipraveno pomoci metod
PCR a SOE PCR. Konstrukty mutanti PVX CP byly nésledné klonovany pomoci
standardnich technik (restrikéni Sté€peni a ligace) do expresniho vektoru pGR106, kde byl
nahrazen wtPVX CP za mutantni PVX CP. K ziskanym mutantim PVX CP byl nésledné
klonovan GFP za ucelem detekce Sifeni viru v rostling.

Konstrukty s mutacemi v PVX CP zahrnovaly 3 dele¢ni mutanty: A2-32 PVX CP
(delece 2.-32. kodoénu), A2-33 PVX CP (delece 2.-33. kodonu) a AF33 PVX CP (delece
33. kodénu kodujiciho fenylalanin) a 2 substitu¢ni mutanty: F33A PVX CP (néhrada kodonu
fenylalaninu za kodoén alaninu) a K118A PVX CP (néhrada kodénu lysinu za kodon alaninu).
Vsechny mutace byly vytvoreny v zavislosti na vysledcich analyzy CLUSTAL W, kde se jako

konzervované pozice v rdmci riznych izolati a kmenit PVX jevily pravé pozice F33 a K118.

5.3.1 Piiprava konstruktu A2-32 PVX CP pomoci PCR a SOE PCR

Z plazmidu pGR106, ve kterém je integrovana kompletni cDNA sekvence PVX,
respektive je zde zaklonovan i gen pro PVX CP, byl metodou PCR, prostiednictvim
navrzenych primerd HPdi - 1 a 2, ziskan prvni DNA fragment, jehoz velikost ¢inila 105 bp
(Obr. 17). Pomoci primera HPdi - 3 a 4 byl ziskan druhy DNA fragment o velikosti 573 bp
(Obr. 18). Pomoci metody SOE PCR byly jednotlivé fragmenty o odpovidajici velikosti
slepeny pomoci primerit HPdi — 1 a 4 do vysledného konstruktu o celkové velikosti 657 bp

(Obr. 19). Sekvence pouzitych primera jsou uvedeny v kapitole: 4.1.5.5 Primery, str. 37.
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Obrazek 17: Elektroforeogram 1. fragmentu Obrazek 18: Elektroforeogram 2. fragmentu

konstruktu A2-32 PV X CP konstruktu A2-32 PV X CP
v 1 % agar6zovém gelu. vV 1 % agar6zovém gelu.
M- marker GeneRuler™, 1- 1. ¢ast M- marker GeneRuler™, 2- 2. ¢ast
konstruktu A2-32 PV X CP konstruktu A2-32 PVX CP
M

Obrazek 19: Elektroforeogram slepeného
konstruktu A2-32 PVX CP
v 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 3- vysledny
konstrukt A2-32 PVX CP

5.3.2 Piiprava konstruktu A2-33 PVX CP pomoci PCR a SOE PCR

Z plazmidu pGR106 byly metodou PCR ziskany jednotlivé fragmenty, které byly
pomoci metody SOE PCR slepeny ve vysledny konstrukt A2-33 PV X CP. Prostfednictvim
navrzenych primert HPdi — 1 a 5 byl amplifikovan prvni fragment o velikosti 105 bp
(Obr. 20). Druhy fragment o velikosti 570 bp byl amplifikovan pomoci primerd
HPdi — 6 a 4 (Obr. 21). Metodou SOE PCR s vyuzitim primertt HPdi — 1 a 4 byly jednotlivé
fragmenty slepeny do vysledného konstruktu o celkové velikosti 654 bp (Obr. 22). V tomto
ptipad¢ byla odstranéna i1 konzervovand pozice F33, kterd by méla byt zodpovédna za
interakci podjednotek CP a CP.

Sekvence pouzitych primeri jsou uvedeny v kapitole: 4.1.5.5 Primery, str. 37.
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600 bp

500 bp 500 bp
400 bp 400 bp
300 bp 300 bp
200 bp 200 bp
; 100 bp 100 bp L A
C v s . A il
Obrazek 20: Elektroforeogram 1. fragmentu Obrazek 21: Elektroforeogram 2. fragmentu

konstruktu A2-33 PV X CP

v 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 1- 1. gast
konstruktu A2-33 PV X CP

konstruktu A2-33 PV X CP

vV 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 2- 2. ¢ast
konstruktu A2-33 PV X CP

Obrazek 22: Elektroforeogram slepeného
konstruktu A2-33 PV X CP

v 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 3- vysledny
konstrukt A2-33 PV X CP

5.3.3 Priprava konstruktu AF33 PVX CP pomoci PCR a SOE PCR

Dele¢ni konstrukt AF33 PVX CP obsahoval deleci jednoho kodénu aminokyseliny

(fenylalaninu) v pozici 33.

K vytvotfeni dele¢niho konstruktu AF33 PVX CP byla vyuZita

metoda PCR a SOE PCR. Pomoci metody PCR byly z plazmidu pGR106 amplifikovany za

pouziti navrZzenych primerti jednotlivé fragmenty. Prvni fragment o velikosti 166 bp byl

vytvofen pomoci primert HPdi — 20 a 10 (Obr. 23). Druhy fragment o velikosti 572 bp byl

vytvofen prostiednictvim primert HPdi — 11 a 4 (Obr. 24). Jednotlivé fragmenty ziskané

metodou PCR, byly spojeny do vysledného konstruktu metodou SOE PCR, s vyuzitim
primerd HPdi — 20 a 4, vysledna velikost konstruktu ¢inila 713 bp (Obr. 25).

Sekvence primertt pouzitych pro syntézu dil¢ich ¢asti jsou uvedeny v kapitole:

4.1.5.5 Primery, str. 37.
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M M

500 bp
. 300 bp
— 300 bp
200 bp
— 100 bp

Obrazek 23: Elektroforeogram 1. fragmentu Obrizek 24: Elektroforeogram 2. fragmentu

konstruktu AF33 PVX CP konstruktu AF33 PVX CP
v1eo 5 v lu. vV 1 % agardzovém gelu.
M- rﬁae:igoézzzgu%;?” 1-1. st M- marker GeneRuler™, 2- 2. &ast

konstruktu AF33 PVX CP konstruktu AF33 PVX CP
M
3000 bp
2500 bp
2000 0p————
1500 bp ———

Obrazek 25: Elektroforeogram slepeného
konstruktu AF33 PVX CP

V 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 3- vysledny
konstrukt AF33 PVX CP

5.3.4 Priiprava konstruktu F33A PVX CP pomoci PCR a SOE PCR

Pomoci metody PCR a navrzenych primert byl 33. kodon kodujici fenylalanin v PVX
CP substituovan za kodon alaninu. Vybrana substituéni aminokyselina byla zvolena na
zaklade pokust, jez provadéli Laliberté Gagné et al. (2008), kdy u PapMV CP konzervovanou
pozici F13 kodujici fenylalanin, kterd u PVX CP odpovidd pozici F33, nahradili za
hydrofobni alanin, za vzniku mutantni formy F13A PapMV CP. Tato mutace vykazovala
znacny vliv na skladani podjednotek PapMV CP do NLPs.

Konstrukt F33A PVX CP byl vytvofen pomoci metod PCR a SOE PCR, kdy
z plazmidu pGR106 byly amplifikovany jednotlivé fragmenty o odpovidajicich délkach
a nasledné metodou SOE PCR spojeny. Pomoci primertt HPdi — 20 a 8 byl amplifikovan usek
o0 velikosti 173 bp (Obr. 26), prostiednictvim primerd HPdi — 9 a 4 byl amplifikovan delsi
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usek o velikosti 580 bp (Obr.
primerai HPdi — 20 a 4 byly
konstruktu o velikosti 716 bp (Obr. 28).

Metodou SOE PCR svyuzitim krajnich

spojeny jednotlivé fragmenty do vysledného

Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v kapitole: 4.1.5.5 Primery, str. 37.

M
LSO@ bp
o=
<JJ bp

Obrazek 26: Elektroforeogram 1. fragmentu
konstruktu F33A PVX CP

v 1 % agardzovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 1- 1. &4st

M
1000 bp

800 bp
700 bp
500 by :

500 bp
40() p —— -
300 bp ——

200 bp —_— |
100 bp

Obrazek 27: Elektroforeogram 2. fragmentu
konstruktu F33A PVX CP

V 1 % agardzovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 2- 2. gast
konstruktu F33A PVX CP

konstruktu F33A PV X CP

3000 bp
2500 bp 1
2000 bp
1500 bp —— ==
1000 bp ——

750 bp — S

500 bp——— 0

250 bp— S

Obrazek 28: Elektroforeogram slepeného
konstruktu F33A PVX CP
v 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 3- vysledny
konstrukt F33A PVX CP

5.3.5 Piiprava konstruktu K118A PVX CP pomoci PCR a SOE PCR

Pomoci metody PCR a navrzenych primert byl 118. kodén kodujici lysin v PVX CP
substituovan za kodon alaninu. Vybrand substitu¢ni aminokyselina byla vybrana, na zékladé
pokusi, jez provadéli Tremblay et al. (2006), kdy u PapMV CP konzervovanou pozici K97
kodujici lysin, ktera u PVX CP odpovida pozici K118, nahradili za hydrofobni alanin, za
vzniku mutantni formy K97A PapMV CP.
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Zplazmidu pGR106 byl metodou PCR, prostiednictvim navrzenych
primerd HPdi — 20 a 21 nejprve amplifikovan prvni fragment o velikosti 415 bp (Obr. 29).
Pomoci primert HPdi — 22 a 4-delsi byl ziskan druhy fragment o velikosti 320 bp (Obr. 30).
Metodou SOE PCR byly ziskané fragmenty spojeny prostiednictvim krajnich

primert HPdi — 20 a 4-delsi do pozadovaného konstruktu, jehoz vypocitana velikost Cinila
716 bp. (Obr. 31).

Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v kapitole 4.1.5.5 Primery, str. 37.

Obrazek 29: Elektroforeogram 1. fragmentu Obrazek 30: Elektroforeogram 2. fragmentu
konstruktu K118A PVX CP konstruktu K118A PVX CP
Vv 1 % agar6zovém gelu. V 1 % agardzovém gelu.
M- marker GeneRuler'™, 1- 1. ¢ast M- marker GeneRuler'", 2- 2. ¢ast
konstruktu K118A PVX CP konstruktu K118A PVX CP
M
3000 bp
2500 bp

2000 bp ———
1500 bp————s

1000 bp ——— |
500 bp——
250 bp———
Obrazek 31: Elektroforeogram slepeného
konstruktu K118A PVX CP
v 1 % agardzovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 3- vysledny
konstrukt K118A PVX CP
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5.4 Priprava reportérového genu GFP pomoci PCR a SOE PCR

Konstrukt GFP byl zhotoven za u¢elem sledovani $ifeni viru PVX s mutacemi v PVX
CP. K vytvoreni konstruktu GFP byla pouzita PCR a SOE PCR. Vysledny konstrukt byl
vytvofen ze dvou fragmentll z didvodu odstranéni vnitiniho restrikéniho mista Clal.
Z expresniho vektoru pGR2I-dCP GFP byly metodou PCR, prostfednictvim navrzenych
primerit ziskany jednotlivé DNA fragmenty GFP. Prvni fragment o velikosti 407 bp byl
amplifikovan pomoci primera HPdi — 12 a 13 (Obr. 32). Druhy fragment o velikosti 374 bp
byl amplifikovan prostfednictvim primerd HPdi — 14 a 15 (Obr. 33). Metodou SOE PCR
prostfednictvim primert HPdi — 12 a 15 byly amplifikované fragmenty spojeny do
vysledného konstruktu o vypocitané velikosti 755 bp (Obr. 34).

Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v kapitole: 4.1.5.5 Primery, str. 37.

M.
—
e
it 1000 bp
b ) -
: 400 bp By :
() bp 500 bp ——— 2

=00 bp

100 bp 250 bp———

.. ——

Obrazek 32: Elektroforeogram 1. fragmentu
GFP konstruktu v 1 % agar6ézovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 1- 1. gast

GFP konstruktu

M

3000 bp
2500 bp
2000 bp

1500 bp ———=n
1000 bp ——s—
750 bp ——
500 bp ———

250 bp ——

Obrazek 33: Elektroforeogram 2. fragmentu
GFP konstruktu v 1 % agardézovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 2- 2. ¢ast

GFP konstruktu

Obrazek 34: Elektroforeogram slepeného
GFP konstruktu v 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™, 3- vysledny

GFP konstrukt



5.5 Restrikéni Stépeni a ligace

5.5.1 Restrikéni Stépeni dele¢nich konstrukti A2-32 PVX CP, A2-33 PVX CP a ligace
do vektoru pGR106

Ziskané¢ 2 delecni DNA konstrukty byly spolecné s vektorem pGR106 Stépeny
restrikénimi endonukleazami Clal a Xhol. Stépené konstrukty byly piedistény pomoci High
Pure PCR Product Purification Kit dle pokynd vyrobce. Na Obr. 35 je vidét stépeny
a linearizovany vektor pGR106, znéhoz byl vystépen fragment o velikosti 722 bp.
Linearizovany vektor pGR106 o spravné velikosti byl vyfiznut z gelu, ptecistén a nasledné do
n¢j byly ligovany Stépené a piecisténé delecni konstrukty. Po DNA ligaci, byla provedena
transformace do E. coli kmene DHS5a, z né€kolika vybranych narostlych kolonii byly pomoci
QlAprep Spin Miniprep Kit izolovany plazmidy. Izolované plazmidy byly podrobeny
kontrolnimu $tépeni restrikénimi enzymy Clal a Xhol, k ovéfeni pfitomnosti poZadovanych

konstruktt v pGR106.

722 bp‘—SOO bp
S 250 bp

Obrazek 35: Elektroforeogram Stépeni
pGR106wt v 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™

5.5.2 Restrikéni §tépeni mutanti AF33 PVX CP, F33A PVX CP a K118 PVX CP
a ligace

Ziskané 3 DNA konstrukty byly stépeny restrikénimi endonukledzami Xmal a Xhol.
Na Obr. 36 jsou vidét stépené DNA konstrukty odpovidajici vypocitané velikosti (vypocitana
velikost &ini 703, 706 a 706 bp). Stépené produkty byly preéistény pomoci High Pure PCR
Product Purification Kit dle pokynt vyrobce. Prostifednictvim restrikénich mist Xmal a Xhol
meéli byt tito bodovi mutanti vneseni do ziskaného konstruktu GFP/pGR106 (viz 5.5.3). Ani

po opakovanych pokusech se bohuzel nepodafilo ziskat bodové mutanty vnesené do
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GFP/pGR106 i presto, ze nukleotidovou sekvenaci byla potvrzena ptfitomnost pozadovanych

restrikénich mist jak v GFP/pGR106, tak i v sekvencich 3 konstruktii bodovych mutant.

PVX CP
A
1000 bp @33 A K118 %ggobbp
Db e 50 s
500 bp —— . St
2
250 bp — . 250 bp

Obrazek 36: Elektroforeogram stépenych
slepenych mutanti PVX CP
vV 1 % agardzovém gelu.

M- marker GeneRuler™

5.5.3 Restrikéni Stépeni konstruktu GFP a ligace do vektoru pGR106
a dele¢nich mutanti A2-32 PVX CP/pGR106, A2-33 PVX CP/pGR106

Ziskany konstrukt GFP spole¢n¢ s vektorem pGR106 a dele¢nimi mutanty A2-32 PV X
CP/pGR106, A2-33 PVX CP/pGR106 byl stépen restrikénimi endonukleazami
Clal a Sall -HF. Na Obr. 37 je vidét stépeny linearizovany vektor pGR106, jehoz velikost
odpovida vypocitané velikosti 11077 bp. Na Obr. 37 jsou dale zobrazeny linearizované
mutantni vektory A2-32 PVX CP/pGR106, A2-33 PVX CP/pGR106 o predpokladané
velikosti 10984 a 10981 bp. Linearizované vektory pGR106, A2-32 PVX CP/pGR106
a A2-33 PVX CP/pGR106 a stépeny GFP konstrukt byly piecistény pomoci High Pure PCR
Purification Kit dle pokynd vyrobce. Nasledné byl konstrukt GFP ligovan do §tépenych
expresnich vektort pGR106, A2-32 PVX CP/pGR106 a A2-33 PVX CP/pGR106. Po ligaci
byla provedena transformace do E. coli kmene DHS5a, z nékolika vybranych narostlych
kolonii byly pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit izolovany plazmidy. Izolované plazmidy
byly podrobeny kontrolnimu §tépeni restrikénimi enzymy Clal a Sall-HF (Obr. 37), k ovéteni
ptitomnosti GFP v pGR106, A2-32 PV X CP/pGR106 a A2-33 PVX CP/pGR106. Vnesenim
konstruktu GFP do pGR106, stejn¢ tak i do mutantnich vektord A2-32 PVX CP/pGR106
a A2-33 PVX CP/pGR106 bylo ume¢le vélenéno restrikéni misto Xmal pro ucely pfipravy

bodovych mutanti.
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£ . O
Obrazek 37: Elektroforeogram stépeného pGR106wt
a dele¢nich mutanti PVX CP pro zaklonovani GFP
v 1 % agar6zovém gelu.

M- marker GeneRuler™

5.6 Ovéreni spravnosti sekvenci (sekvenace)

Pro kontrolu spravnosti nukleotidové a od nich odvozené aminokyselinové sekvence
vytvotenych konstruktd PVX CP byla provedena sekvenace piisluSnych 5 modifikovanych
usektt PVX CP. Prostfednictvim sekvenace byla také ovéfena spravnost konstruktu GFP, ale
i spravnost klonovacich technik. Sekvenace byla provedena firmou GATC Biotech.

Analyza nukleotidovych sekvenci potvrdila spravnost vSech 6 vytvotfenych konstrukti

(5 mutantt a konstruktu GFP). Dele¢ni mutanti A2-32 PVX CP/pGR106 a A2-33 PVX

(v ptipadé mutanta A2-32 PVX CP), deleci od 2. po 33. kodoén (v pfipadé mutanta A2-33 PV X
CP) (Obr. 38 a 39), sekvenci CP PVX a restrik¢ni misto Xhol a termina¢ni (TAA) kodon.
V ptipadé bodovych mutaci, a to deleéniho mutanta AF33 PVX CP, byla potvrzena delece
33. kodonu aminokyseliny fenylalaninu (Obr. 40), u substitu¢nich mutanti F33A PVX CP
(Obr. 41) a K118A PV X CP (Obr. 42) byla také prokazana bodova mutace v podob¢ nahrady
33. a 118. kodonu fenylalaninu a lysinu za kodon alaninu. Sekvenaci byla potvrzena
1 spravnost vnesenych restrikénich mist do sekvence bodovych mutantt (AF33 PVX CP,
F33A PVX CP a K118A PVX CP), které byly ptipraveny jako produkty SOE PCR, tudiz by
se mé&lo podafit je uspésné ligovat do pGR/GFP poptipadé¢ do A2-32 PVX CP/pGR106
a A2-33 PVX CP/pGR106. Nasledujici obrazky (Obr. 38-42) jsou pofizeny z programu

Chromas, ktery se vyuziva k analyze sekvenacnich dat.
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Obrazek 38: Vystup z programu Chromas;
mutant A2-32 PVX CP.

V ovalu je vyznacena sekvence s chybé&jicim

.....
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A

Obrazek 40: Vystup z programu Chromas;
mutant AF33 PVX CP.

V ovélu je vyznaCena sekvence s
chybéjicim 33. kodonem (TTC), ktery se
v nemodifikovaném PVX CP nachazi
mezi kodonem CTG a ACT.
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Obrazek 39: Vystup z programu Chromas;
mutant A2-33 PV X CP.

V ovélu je vyznacena sekvence s chybéjicim
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Obrazek 41: Vystup z programu Chromas;
mutant F33A PVX CP.

V ovéalu je vyznacena sekvence S
nahrazenym  33.  kodonem  TTC
(fenylalanin) za kodon GCT (alanin).
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Obrazek 42: Vystup z programu Chromas;
mutant K118A PVX CP.

V ovalu je vyznacena sekvence s

nahrazenym 118. kodonem AAA (lysin)
za kodén GCC (alanin).

5.7 Sledovani Sifeni PVX pomoci GFP

Celkem 40 rostlin N. benthamiana bylo inokulovano A. tumefaciens nesoucim dele¢ni
mutanty A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 (20 rostlin) a A2-33 PVX CP+GFP/pGR106
(20 rostlin). Jako pozitivni kontrola bylo inokulovano 5 rostlin N. benthamiana pomoci
A. tumefaciens nesoucim GFP/pGR106. K detekci Sifeni viru v rostlin€ byl pouZit reportérovy
gen GFP. Pokud je GFP ozafen svétlem z modré az UV oblasti, fluoreskuje jasné zelenou
barvou (maximum pii 509 nm), lze tedy zaznamenat, v jaké ¢asti rostlinného pletiva je virus
pfitomen.

Po 2, 5, 7 a 14 dnech od infekce byla provedena mikroskopickd analyza
inokulovanych listd. Na Obr. 43 je zobrazena pro porovnani struktura neinfikovaného
(zdravého) listu. Nasledujici obrazky (Obr. 44 a 45) byly pofizeny 2 dny po inokulaci. Na
Obr. 44 je zachycena mikroskopicka struktura listu inokulovaného konstruktem A2-32 PVX
CP+GFP/pGR106 a Obr. 45 zobrazuje list inokulovany konstruktem A2-33 PVX
CP+GFP/pGR106. Jedna se o snimky pofizené pomoci filtri fluo A a GFP. Na snimcich
porizenych 2 dny po inokulaci (Obr. 44 a 45) nebyly patrné zadné znamky signalu GFP u
obou dele¢nich mutantt i u pozitivni kontroly. Po 5 dnech od inokulace byly patrné rozdily.

Rychlejsi nastup signalu GFP byl zaznamenan u dele¢niho mutanta A2-32 PVX
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CP+GFP/pGR106, ktery vykazoval stejnou dynamiku signalu GFP jako u pozitivni kontroly.
Pod UV osvétlenim bylo patrné, ze je virus pifitomen pouze v infikovanych epidermalnich
bunkach, a to jak u mutanta A2-32 PVX CP+GFP/pGR106, tak i u pozitivni kontroly
GFP/pGR106. Signal GFP u dele¢niho mutanta A2-33 PVX CP+GFP/pGR106 byl sice
zaznamenan, ale ve slabsi intenzité. Sedmy den po inokulaci byl zaznamenan vyrazny nastup
signalu GFP v korelaci s infekci jak mutanty, tak i nemodifikovanym PVX. Rozdily, které
byly patrné 5. den po inokulaci v ramci dele¢nich mutantl, byly zaznamenané i po 7 dnech.
Jednalo se o zmény v Sifeni mutanti v ramci bunék inokulovanych listi. Infekce mutantem
A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 (Obr. 46) se rozsitila i do pftilehlych bunék, stejné jako
Vv ptipad¢€ pozitivni kontroly. Zatimco infekce mutantem A2-33 PV X CP+GFP/pGR106 (Obr.
47) se soustiedila pouze v infikovanych epidermalnich bunkach, pouze u nékterych
inokulovanych listd byl patrny mirny pfechod do sousednich bunék. Po 14 dnech od
inokulace nedoslo u infikovanych rostlin obéma dele¢nimi mutanty k systemické infekei.
V porovnani s infikovanymi rostlinami nemodifikovanym PVX (GFP/pGR106) (Obr.
51 a 52), jako pozitivni kontrolou, kde se virus $ifil do nové ptirtstajicich ¢asti rostlinnych
pletiv. Mutant A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 (Obr. 48 49) se v inokulovanych listech za
casovy interval 14 dnli znacn€ rozsifil do pfilehlych bunék. I po 14 dnech byla fluorescence
GFP zna¢né intenzivni. Mutant A2-33 PVX CP+GFP/pGR106 (Obr. 50) se také omezil pouze
na rozsifeni do pfilehlych bunc¢k v rdmci inokulovaného listu, ale v mensi mife nez mutant
A2-32 PVX CP+GFP/pGR106, intenzita fluorescence GFP byla slabsi.

V porovnani s inokulovanymi rostlinami pozitivni kontrolou GFP/pGR106, ktera
vykazovala mirné ptiznaky napadeni PVX v podobé¢ Zilkové mozaiky pfevdzné na mladsich
listech, nebyly zaznamenany vizualni pfiznaky infikovanych rostlin N. benthamiana
dele¢nimi mutanty. Pouze inokulované listy vykazovaly drobné nekrotické skvrnky, které

byly zptisobené inokulaci A. tumefaciens.

Obriazek 43: Struktura listu neinfikované rostliny.
Mikroskopicky snimek ve viditelném svétle (VIS)
(vlastni fotografie) 4



Obrazek 44: List inokulovany A2-32 PVX CP+GFP/pGR106,
filtr GFP a fluo A po 2 dnech od inokulace.

filtr GFP: Svétle zelené skvrny neodpovidaji emitovanému
zateni GFP, ale koloniim A. tumefaciens, které jsou pod filtrem
GFP také zelené.

filtr fluo A: Sedé skvrny odpovidaji také koloniim

A. tumefaciens (vlastni fotografie).

Obrazek 45: List inokulovany A2-33 PV X CP+GFP/pGR106,
filtr GFP a fluo A po 2 dnech od inokulace.

filtr GFP: Svétle zelené skvrny neodpovidaji emitovanému
zateni GFP, ale koloniim A. tumefaciens (misto agroinfiltrace),
které jsou pod filtrem GFP také zelené.

filtr fluo A: Sedé skvrny odpovidaji také koloniim

A. tumefaciens (vlastni fotografie).

filtr GFP

M 3 e i g N

200 pM ST g 200 pM
Obrazek 46: List inokulovany A2-32 PVX CP+GFP/pGR106,
filtr GFP a fluo A po 7 dnech od inokulace.
filtr GFP: V tomto snimku je jiz vidét emitované zareni GFP,
vyrazngj$i zelena barva, pravidelné rozlozena v bunkach,
zvrasnéné zahyby jsou bunécné stény okolnich bunék
filtr fluo A: Zativé zelena barva odpovida bunkam s virem
nesouci GFP (vlastni fotografie).
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filtr fluo A

Obrazek 47: List inokulovany A2-33 PVX CP+GFP/pGR106,
filtr GFP a fluo A po 7 dnech od inokulace.

filtr GFP: V tomto snimku je jiz vidét emitované zafeni GFP,
ovSem ve vyraznég slabsi intenzité, a v méné¢ bunkach.

filtr fluo A: Zativé zelena barva odpovida buiikam s virem
nesouci GFP, (vlastni fotografie).

Obrazek 49: Inokulovany list

A2-32 PVX CP+GFP/pGR106.

Foto potizené ve viditelném svétle.

(foto: Dr. Moravec, UEB, AV CR, v. v. i.).

Obrazek 48: Inokulovany list A2-32 PVX CP+GFP/pGR106.
Foto potizené pod UV filtrem, zafivé zelena barva v kolech
odpovida Sifeni mutanta do okolnich bunék z mista
agroinfiltrace, ktera jsou viditelnd jako cCervena kolecka
uprostied.

(foto: Dr. Moravec, UEB, AV CR, v. v. i.).
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Obrazek 50: Inokulovany list A2-33 PV X CP+GFP/pGR106.
Foto potizené pod UV filtrem, zafivé zelena barva v kolech
odpovida sifeni mutanta do okolnich bun¢k z mista agroinfiltrace,
ktera jsou viditelna jako ¢ervena kolecka uprostied.

(foto: Dr. Moravec, UEB, AV CR, v. v. 1.).

Obriazek 52: Rostlina inokulovana

GFP/pGR106.
Foto potizené ve viditelné oblasti spektra.
(foto: Dr. Moravec, UEB, AV CR, v. v. 1.).

Obrazek 51: Rostlina inokulovand GFP/pGR106.
Foto v UV oblasti, zachycujici systemickou infekci WtPVX + GFP
(foto: Dr. Moravec, UEB AV CR, v. v. 1.).
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5.8 Detekce PVX V rostlinném materialu

Pfitomnost PVX v infikovanych rostlinach N. benthamiana byla detekovana metodou
PT-ELISA (viz. 4.2.4 Enzymova  imunoanalyza). Byly  analyzovany inokulované
a neinokulované listy. Po 1 h inkubace s roztokem substratu (p-nitrofenylfosfat) pii 37 °C
byla méfena absorbance barevného produktu (p-nitrofenol) pti 405 nm. Byla prokazana
ptitomnost PVX CP i jeho mutantd v rostlinném materialu tam, kde se exprimoval i GFP.
Nameétené hodnoty absorbance ziskané z neinokulovanych listd byly zanedbatelné, nebot
infekce delecnimi mutanty nevykazovala systémovou infekci.

Pro porovnani jsou zde uvedeny hodnoty absorbance namétené u pozitivni kontroly
GFP/pGR106 (Tab. 7), ktera vykazovala zna¢né hodnoty jak v inokulovanych listech, tak
i v systemicky infikovanych. Pfi porovnani hodnot absorbanci obou dele¢nich mutantl je
patrné, ze mutant A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 (Tab. 5) se v rostlinném pletivu namnozil do
vyrazng vyssich titrG oproti mutantu A2-33 PVX CP+GFP/pGR106 (Tab. 6). Absorbance (A)
infikované rostliny mutantem A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 je po 14 dnech od inokulace
piiblizn¢ 2,8x vEtSi v porovnani s rostlinou infikovanou mutantem A2-33 PVX
CP+GFP/pGR106. Stejné¢ tak absorbance infikované rostliny mutantem A2-32 PVX
CP+GFP/pGR106 vykazuje v jednotlivych intervalech analyzy vzorkt hodnoty, které jsou
bliz§i absorbanci GFP/pGR106. Neinfikovand rostlina vykazovala pfi kazdém méfeni
podobnou absorbanci, proto je zde uvadéna primérna hodnota, vzorky byly z neinfikované
rostliny odebirany ve stejném intervalu jako vzorky z infikovanych rostlin, tzn. po 2, 5, 7 a

14 dnech, ziskané hodnoty byly zprimérovany.

Tabulka 5: Naméfena absorbance pfi 405 nm po 1 h inkubace s roztokem substratu pii 37 °C,
rostlinny material infikovany dele¢nim mutantem A2-32 PV X CP+GFP/pGR106.

Nicotiana benthamiana — inokulace mutantem
A (405 nm)
A2-32 PV X CP+GFP/pGR106
Neinfikovana rostlina 0,009
Infikovana rostlina (po 2 dnech) — inokulovany list 0,149
Infikovana rostlina (po 5 dnech) — inokulovany list 0,238
Infikovana rostlina (po 7 dnech) — inokulovany list 0,708
Infikovana rostlina (po 14 dnech) — inokulovany list 2,628
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Tabulka 6: Nameétena absorbance pti 405 nm po 1 h inkubace s roztokem substratu pii 37 °C,
rostlinny material infikovany dele¢énim mutantem A2-33 PV X CP+GFP/pGR106.

Nicotiana benthamiana — inokulace mutantem
A (405 nm)
A2-33 PVX CP+GFP/pGR106
Neinfikovana rostlina 0,009
Infikovana rostlina (po 2 dnech) — inokulovany list 0,103
Infikovana rostlina (po 5 dnech) — inokulovany list 0,161
Infikovana rostlina (po 7 dnech) — inokulovany list 0,396
Infikovana rostlina (po 14 dnech) — inokulovany list 0,935

Tabulka 7: Naméiena absorbance pii 405 nm po 1 h inkubace s roztokem substratu pii 37 °C,
rostlinny material infikovany pozitivni kontrolou GFP/pGR106.

Nicotiana benthamiana — inokulace pozitivni kontrolou
GFP/pGR106 A (105nm)
Neinfikovana rostlina 0,009
Infikovana rostlina (po 2 dnech) — inokulovany list 0,130
Infikovana rostlina (po 5 dnech) — inokulovany list 0,330
Infikovana rostlina (po 7 dnech) — inokulovany list 1,169
Infikovana rostlina (po 14 dnech) — inokulovany list 2,084
Infikovana rostlina (po 7 dnech) — systémovy list 0,608
Infikovana rostlina (po 14 dnech) — systémovy list 2,274

Z hodnot uvedenych v Tab. 7 je na prvni pohled patrné, ze nemodifikovany virus se
mnozi do vysokych titrl, a to jak v inokulovanych listech, tak i v nové pfirtstajicich ¢astich
rostliny. Je zajimavé, Ze nenastal zadny ubytek viru v inokulovaném listu 1 po 14 dnech od
infekce, coz svéd¢i o znacné stabilit€é a perzistenci PVX. V porovnani absorbance
GFP/pGR106 naméfenou v inokulovanych listech s absorbancemi inokulovanych listd po 14
dnech od inokulace dele¢nich mutantli, bylo zjiSténo, Ze dele¢ni mutant A2-32 PVX
CP+GFP/pGR106 vykazuje hodnoty velmi blizké pozitivni kontrole, zatimco absorbance
mutanta A2-33 PVX CP+GFP/pGR106 byla v porovnani s kontrolou o vice nez polovinu
mensi, z cehoZz by se dalo usuzovat na nezbytnost pozice F33 pii tvorbé NLPs, které jsou

zapojeny do mezibun&cného pohybu v rdmci sousednich bunék.
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6 DISKUSE

Piedkladana diplomova prace byla provedena v Laboratofi virologie UEB AV CR,
V. V. I., ktera se zabyva vyuzitim PVX za ucelem exprese heterolognich proteint/peptida
(epitopl) vazanych na povrchu virovych c¢astic v rostlinach. VétSinou se pro fizovani
S epitopy pouziva N- konec PVX CP. Laboratof virologie fuzovala epitopy i s C- koncem
PVX CP a nalezla i novou vnitini pozici v povrchové smy¢ce PVX CP vhodnou pro vlozeni
epitopu. Nicméné podrobna struktura PVX neni dosud znama, proto pro nalezeni dalSich mist
vhodnych pro vlozeni epitopi je tieba znat useky ¢i jednotlivé aminokyseliny PVX CP
nezbytné pro tvorbu virovych ¢astic. Z tohoto diivodu aminokyseliny nutné pro tvorbu ¢astic

zkouméame pomoci porovnani s poznatky u jinych potexvirt a tvorby mutanta.

6.1 Analyza sekvenci

Bylo prokazano, ze ur¢ité aminokyseliny PapMV CP dilezité pro CP multimerizaci
jsou situovany v N- terminalnim segmentu, ptesnéji v oblasti mezi 1. — 27. aminokyselinou
(Tremblay et al., 2006; Lecours, 2006), na zaklad¢ téchto studii bylo zjiSténo, ze tyto
aminokyseliny jsou viceméné konzervované mezi potexviry. Dané tvrzeni bylo podpoieno
porovnanim sekvenci dal$ich zastupct rodu Potexvirus s aminokyselinovou sekvenci PapMV
CP. Konzervované aminokyselinové zbytky, jez jsou v souladu s pozici 13 u PapMV CP, byly
na zaklad¢ analyzy CLUSTAL W nalezeny jak u analyzovaného viru PVX, tak i u X viru lilie
(LVX, Lily virus X), X viru kaktusu (CVX, Cactus virus X), viru mozaiky jetele bilého
(WCIMV, White clover mosaic virus) a u viru mozaiky bambusu (BaMV, Bamboo mosaic
virus) (Laliberté Gagné et al., 2008). Urc¢ité aminokyseliny jsou dulezité pro interakci
CP — CP (Laliberté Gagné et al., 2008) a CP — RNA (Tremblay et al., 2006) u PapMV.
Z daného tvrzeni jsme vychdazeli pii sestaveni pfedkladané studie, ve které jsme se zabyvali
mutacemi konzervovanych pozic u PVX CP, které by mohly byt zodpovédné za interakce
podjednotek CP, vedouci k sestaveni virovych c¢astic, ¢i by mohly hrat roli pfi Sifeni viru
Z buiikky do buiiky, nebo dokonce pii systemickém Sifeni viru rostlinnymi pletivy. V naSem
ptipad¢ se jednalo o mutaci pozice 33 (zastoupené fenylalaninem) a pozice 118 (kodujici
lysin) u PVX CP. Vybér danych pozic vychédzel z analyzy porovnani aminokyselinové
sekvence PapMV CP s PVX CP. Zjistili jsme, ze pozice F33 u PVX CP odpovida pozici F13
u PapMV CP, zatimco pozice K118 u PVX CP je v souladu s pozici K97 u PapMV CP.

Zvolili jsme sérii riznych mutacnich tprav, jak dele¢nich (odstranéni ¢asti sekvence CP, ¢i

80



jedné aminokyseliny), tak i substitu¢nich (bodové mutace), které mély ve vysledku objasnit

dulezitost (pfi interakci CP — CP a CP — RNA) vybranych pozic u PVX CP.

6.2 Mutantni formy PVX CP

6.2.1 Bodovi (dele¢ni a substitu¢ni) mutanti PVX CP

Dalsim krokem bylo ziskat a porovnat jednotlivé aminokyselinové sekvence izolatl
a kmenti PVX CP. Stejné tak jako v pfedchozim piipadé, byla vyuzita metoda CLUSTAL W.
Bylo prokazano, ze ve vétsiné ptipadi kodon 33 koduje aminokyselinu fenylalanin (F). Jen
u n¢kolika kmenti byla zaznamenana v pozici 33 aminokyselina leucin. Je zajimavé, ze tyto
rozdily byly zaznamenany v N- konci CP. Oblast N- konce vykazuje zna¢nou variabilitu
ve velikosti a aminokyselinové sekvenci mezi jednotlivymi zastupci potexviri (Abouhaidir
and Lai, 1989), ale i vramci riznych kment PVX (Santa Cruz and Baulcombe, 1995).
Aminokyselina lysin (L), stejné tak substituéni ndhrada fenylalaninu za hydrofobni
aminokyselinu tyrosin (Y) neptisobi inhibicné na interakci podjednotek CP vedouci
k sestaveni VLP (Laliberté Gagné et al., 2008). Na zaklad¢ studii provadénych Laliberté
Gagneé et al. (2008), ale 1 Tremblay et al. (2006), ktefi nahradili konzervované aminokyseliny
F13 a K97 u PapMV CP za alanin, za vzniku mutantt F13A a K97A, se doslo k zavéru, ze
bodové mutace maji za nasledek naruseni procesu skladani proteini do VLP, respektive
interakci podjednotek CP — CP a naruseni procesu vazby CP — RNA a tim procesu skladani
virionu, nebot K97 u PapMV CP je lokalizovana v domén¢, kde se podjednotky CP vazi
svirovou RNA. Stejné zjisténi deklaruji i Yang et al. (2012). Stejny efekt vykazuje
i substituce F13 u PapMV CP za dalsi méné hydrofobni aminokyselinu glycin (G), nebo
aminokyseliny s nabojem arginin (A), dale kyselinu glutamovou (E), nebo nahrada za polarni
zbytek serin (S). Vysledky téchto experimentii byly stéZejni pro vytvofeni mutantnich forem
PVX CP, byl vybran méné hydrofobni aminokyselinovy zbytek — alanin (A), kterym byly
substituovany konzervativni pozice F33 a K118, vysledkem bylo vytvofeni mutantnich forem
PVX CP a to F33A a KI118A. Pozadované substituéni konstrukty PVX CP spolecné
s dele¢nim konstruktem AF33 PVX CP se podafilo uspésné vytvofit metodami PCR a SOE
PCR. Bohuzel, se jiz nepodafilo vlozit tyto konstrukty do vektoru a namnozit je
v bakteridlnich  bunikdch. Uvazujeme, Zze jednim =z divodl, pro¢ se nepodaftilo
z transformovanych chemokompetentnich bunék E. coli DH5a izolovat plazmidovou DNA, je
mozna toxicita inzertu, nebot z provadénych pozitivnich kontrol bakteridlnich bunék

transformovanych prazdnym plazmidem pGR106 bylo pomoci High Pure PCR Product
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Purification Kit izolovano odpovidajici mnozstvi plazmidové DNA. Vyuzivané
chemokompetentni bunky E. coli DHS5a jsou vhodné jak pro produkci stabilni plazmidové
DNA, z divodu mutace genu recA na RecA” a mutace genu endA, respektive odstranéni
téchto gent, piicemz dané mutace vedou ke zvySeni stability produkované plazmidové DNA.
Predpokladame, Ze pokud by se podafilo ziskané konstrukty GspéSné transformovat a posléze
infikovat rostliny N. benthamiana, nedoslo by k systemickému $ifeni, nebot’ PVX vyzaduje
funk¢éni CP jak k mezibunéénému pohybu skrz plasmodesmata (Chapman et al., 1992;
Baulcombe et al., 1995), tak i pro Sifeni ve floému (Fedorkin et al., 2001, Santa Cruz et al.,
1998). PepMV, zastupce potexvirl, striktné vyzaduje CP k mezibunéénému pohybu (Sempere
et al., 2011). Virus mozaiky vojtésky (AIMV, Alfalfa mosaic virus) vyzaduje funkéni CP pro
detekovatelnou infekci jiZz v inokulovanych listech (Van der Kuyl et al., 1991). CP je
nezbytny pro transport viru na dlouhé vzdalenosti floémem (Saito et al., 1990). Na zaklad¢
danych zjisténi, lze predpokladdat, ze substitucni ¢i dele¢ni bodové mutace pozic
F33 a K118 v PVX CP, by m¢ly detrimentalni efekt na interakci podjednotek CP, CP - RNA
a tim i na samotny proces formovani virové partikule. Pozice F33 u PVX CP, jez je v souladu
spozici F13 u PapMV CP, by méla hrat klicovou roli pii interakci CP — CP a skladani
virionu. Podobny typ interakce podjednotek CP, zprostifedkovany kodonem v pozici
F13 u PapMV CP (Yang et al., 2012), byl popsan u dalSich dvou potexvirt, a to u PepMV,
kde za interakci CP -CP zodpovida pozice F28 PepMV CP (Agirrezabala et al., 2015)
au BaMV pozice W41 BaMV CP (DiMao et al., 2015). Lze tedy konstatovat, ze flexibilni
spojeni mezi jednotlivymi podjednotkami CP (interakce CP — CP), prostiednictvim N- a C-
konce CP umoznuje helikdlni utvéafeni virionu, pfi¢emz iniciace interakce zavisi na urcitych
usecich/aminokyselinach.

Pozice K118 u PVX CP, odpovidajici pozici K97 u PapMV CP by m¢la mit vliv na
vazbu CP — RNA, z ¢ehoz vyplyva, ze virova RNA neni dulezita z hlediska multimerizace
proteinu do helikalni struktury (Tremblay et al., 2006). Substitu¢ni zdmeéna K97A u PapMV
CP (Tremblay et al., 2006) snizila afinitu CP k RNA. Obdobny efekt méla 1 substitucni
mutace konzervované pozice A209G u BaMV CP (Lee et al., 2011), pozice A230G u viru
mozaiky béru (FoMV, Foxtail mosaic virus) a pozice K93A u PepMV CP (Agirrezabala et
al.,, 2015), ktera vyrazné snizila afinitu podjednotek CP k RNA, a tim doSlo k omezeni
pohybu viru z bunky do bunky, zatimco proces enkapsidace nebyl narusen. Lze usuzovat, ze
interakce mezi CP — RNA je stézejni pro transport viru skrz plasmodesmata, nebot’ naruseni

interakce CP - RNA vede u potexvirii k omezeni translokace viru v ramci rostlinnych pletiv.
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Mutace jedné aminokyseliny dle Agirrezabala et al. (2015) staci, aby doslo k naruseni vazby

CP — RNA, pravdépodobné z diivodu kooperace podjednotek CP formujici virion.

6.2.2 Deleéni mutanti N-konce PVX CP

Dele¢ni konstrukty A2-32 PVX CP a A2-33 PVX CP, byly uspé$né pfipraveny
metodami PCR a SOE PCR, nasledn¢ uspésné klonovany do expresniho vektoru, ktery nesl
reportérovy gen GFP, za vzniku delecnich mutanti A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 a A2-33
PVX CP+GFP/pGR106. Transformace takto pfipravenych mutantti do bunék E. coli byla také
uspésna, stejné tak i izolace plazmidové DNA. Nakonec bylo 40 rostlin N. benthamiana
inokulovano A. tumefaciens nesoucim dele¢ni mutanty A2-32 PVX CP+GFP/pGR106
a A2 -33 PVX CP+GFP/pGR106.

Dele¢ni mutant A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 mél zachovanou pozici F33, dalo by se
tudiz predpokladat, Zze po urCitém casovém intervalu dojde K systemickému S$ifeni. Bylo
zjisténo, ze dele¢ni mutant A2-32 PV X CP+GFP/pGR106 se omezuje na translokaci pouze do
sousednich bun€k vramci inokulovaného listu. Chapman et al. (1992), kteti provadéli
obdobné delecni mutace PVX CP, vytvofili 2 deleéni mutanty, ovSem s deleci mezi
7.—31. kodonem a 14. — 31. kodonem, kdy konzervovana pozice F33 zistala zachovéana. Ve
vysledku se oba dele¢ni mutanti systemicky §ifili, rozdil byl shledan pouze v ¢asovém
nastupu a sile projevu symptomi. Pfi¢inou rozdilnych vysledkd, by mohl byt fakt, Ze
Chapman et al. (1992) odstranili mensi cast sekvence PVX CP. Delece aminokyselin
N- konce PVX CP nemd zasadni vliv na formovani a funkcénosti virovych partikuli, ale
nemusi dojit k systémové infekci (Lico et al., 2006).

Druhy deleéni mutant A2-33 PVX CP+GFP/pGR106 se také sitil pouze do ptilehlych
bunck v okoli mista agroinfiltrace. Rozdil mezi ndmi vytvofenymi dele¢nimi mutanty PVX
CP byl shledan v rychlosti nastupu signalu GFP a prévée v Sifeni viru. Jak jiz bylo uvedeno,
oba dele¢ni mutanti se multiplikovali pouze v infikovanych epidermalnich buiikach a §ifili se
pouze do sousednich bunék inokulovaného listu. Nastup signalu GFP byl mnohem c¢asnéjsi
Vv ptipadé¢ mutanta A2-32 PVX CP+GFP/pGR106, ktery se dle vizualizace GFP rozsiftil do
vetsiho poctu prilehlych bun€k z mista agroinfiltrace. PtiCina efektivnéjsi translokace mutanta
A2-32 PVX CP+GFP/pGR106 by mohla byt vysvétlena schopnosti tvorby NLPs, nebot’ jak je
uvedeno vyse, konzervovana pozice F33 ovliviuje interakci CP — CP a tim i tvorbu NLPs.
Analyza mutaci PVX CP, pfesnéji delecnich mutaci na N- konci CP ukazala, ze dand mutace

naruSuje schopnost skladani virovych partikuli v korelaci se selhdnim viru akumulovat se
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v inokulovaném listu (Chapman et al., 1992). Neobvykla morfologie ¢astic (pokroucené ¢i
nahloucené ¢astice ve svazku) byla pozorovana u dele¢nich mutantt, ktefi postradali vétsi cast
N- konce (Chapman et al., 1992). Na zaklad¢ ziskanych vysledkl, Ize ptedpokladat, ze
N- konec CP je zapojen do interakci mezi podjednotkami CP. Stejné tvrzeni deklaruji
I Chapman et al. (1992) a Laliberté Gagné et al. (2008). Delece 26 aminokyselin N- konce
PapMV CP vedla k monomernimu utvafeni proteinu, ktery nebyl schopen formace do NLPs
¢1 vazby s RNA, pficemz delece 13 aminokyselin, respektive 1 konzervované pozice
F13 PapMV CP byla dostacujici k potlaceni interakce podjednotek CP, vedouci ke vzniku

monomerni formy proteinu (Lecours et al., 2006).
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[ ZAVER

Pomoci CLUSTAL W byla porovnana aminokyselinova sekvence PapMV CP s PVX
CP. Podatilo se urCit mozné kritické aminokyseliny, dilezité pro interakci CP — CP
a CP -RNA u PVX CP. Zaroven byly porovnany dostupné sekvence izolatli a kmeni PVX

CP, kde byla zjistovana rtiznorodost v zastoupeni aminokyselin vybranych konzervovanych

pozic PVX CP.

Byly vytvofeny mutantni formy PVX CP v mistech vybranych kritickych
aminokyselin, u nichz se pfedpokladala dilezitost pro interakci PVX CP. Byli vytvoieni
2 dele¢ni mutanti v oblasti N- konce PVX CP, ptesnéji mezi 2. — 32. kodénem (A2-32 PV X
CP) a 2. — 33. kodénem (A2-33 PVX CP), dale pak bodovi mutanti (delecni AF33 PVX CP
a substitu¢ni F33A PVX CP a K118A PVX CP) konzervovanych pozic F33 a K118. Dele¢ni
mutanti A2-32 PVX CP a A2-33 PVX byli vlozeni do vektoru pGR106. Do vektoru pGR106
se po opakovanych pokusech nepodafilo vnést konstrukty s bodovymi mutanty. Do vektoru
s dele¢nimi mutanty (A2-32 PVX CP/pGR106 a A2-33 PVX CP/pGR106) byl uspésné vlozen

ptipraveny reportérovy gen GFP.

Konstrukty dele¢nich mutantd A2-32 PVX CP + GFP/pGR106 a A2-33 PVX CP
+ GFP/pGR106 byly transformovany do A. tumefaciens a nasledné byly infikovany rostliny
N. benthamiana, kde bylo sledovano $ifeni mutanti viru pomoci GFP a metody ELISA. Oba
mutanti se neSifili v rostliné systemicky, rychlejsi néstup signdlu GFP 1 vys$s$i hodnoty
absorbance v textu ELISA vykazoval mutant A2-32 PVX CP + GFP/pGR106. Tento mutant
se 1 §ifil z infikovanych bunék do bunék pfilehlych rychleji a ve vétsi mite. Z uvedenych
vysledkt 1ze usuzovat na dilezitost aminokyseliny F33 ziejmé pro tvorbu nukleokapsidu
podobnych ¢astic, které jsou zapojeny do mezibunééného pohybu v ramei sousednich bunék.
Pro posouzeni dulezitosti F33 v systémové infekci a vliv K118 na vazbu PVX CP — RNA by
bylo nutné zhodnotit i bodové mutanty AF33, F33A a K118A.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ZKRATKA ANGLICKY NAZEV CESKY NAZEV

(-)ssSRNA negative-stranded RNA jednovlaknova RNA s negativni
polaritou

(+)ssRNA positive-stranded RNA jednovlaknova RNA s pozitivni
polaritou

A deletion delece

A absorbance absorbance

A. tumefaciens
AIMV

BAMV

BCTV

BP

BSA

BYDV
CAMV

cDNA

Cmv
CP
CPMV
cryo-EM
CVvX
DNA
dNTP
dsDNA
dsRNA
E. Coli
EBI
EDTA
ELISA

ER

F33
FoMV
GFP
gRNA
HC-Pro
HPLC

HPV
HPV 16
19G
K118
kDa

KP

Agrobacterium tumefaciens
Alfalfa mosaic virus

Bamboo mosaic virus

Beet curly top virus

base pair

bovine serum albumine

Barley yellow dwarf virus
Cauliflower mosaic virus
complementary deoxyribonucleic
acid

Cucumber mosaic virus

coat protein

Cowpea mosaic virus
cryo-electron mikroscopy
Cactus virus X

deoxyribonucleic acid
deoxyribonucleotide triphosphate
double-stranded DNA
double-stranded RNA
Escherichia coli

European Bioinformatics Institute
Ethylenediaminetetraacetic acid
enzyme linked immunosorbent
assay

endoplasmic reticulum

Foxtail mosaic virus

green fluorescent protein
genomic RNA

helper component protease
high-performance liquid
chromatography

human papillomavirus

human papillomavirus type 16
immunoglobulin G

kilodalton
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Agrobacterium tumefaciens

virus mozaiky vojtésky

virus mozaiky bambusu

virus kadetavosti vrcholu fepy
par bazi

hovézi (bovinni) sérovy albumin
virus zluté zakrslosti jeCmene
virus zilkové mozaiky kvétaku
komplementarni deoxyribonukleova
kyselina

virus mozaiky okurky

obalovy (kapsidovy) protein

virus mozaiky vigny
kryo-elektronova mikroskopie

X virus kaktusu
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotid trifosfat
dvojvléknova DNA

dvojvlaknova RNA

Escherichia coli

Evropsky institut pro bioinformatiku
ethylendiamintetraoctova kyselina
enzymova imunosorpcni analyza

endoplazmaticke retikulum
33. kodon kodujici fenylalanin
virus mozaiky béru

zeleny fluorescencni protein
genomova RNA

pomocny komponent protedzy
vysokoucinna kapalinova
chromatografie

lidsky papilomavirus

lidsky papilomavirus typu 16
imunoglobulin G

118. kodon kodujici lysin
kilodalton

konjugacni pufr



LB médium
LVX

MADbs

MP

MSV

N. benthamiana
NCBI

NLPs
NTR
oD
ORF
OovoO
PapMV
PBS
PBS+T
PCR

PD
PepMV
pGR106

PLRV
poly(A)
PP

PPV
PT-ELISA
PTGS

PVA

PVS

PVX

PVY

RdRp
RDV

RISC

RNA

RNAI

RNP

RRM

RTG difrakce
SDS-PAGE

SEL
Ser/Thr Kinazy

SgRNA
SiRNA

Luria-Bertani medium
Lily virus X

monoclonal antibodies
movement protein

Maize streak virus
Nicotiana benthamiana
National Center for
Biotechnology Information
nucleocapsid like particles
nontranslated region

optic density

open reading frame
ovoalbumine

Papaya mosaic virus
phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction
plasmodesmata

Pepino mosaic virus
pGreen106

Potato leafroll virus
poly(A) tail

Plum pox virus
Plate — trapped ELISA
Post-transcriptional gene silencing

Potato virus A

Potato virus S

Potato virus X

Potato virus Y

RNA-dependent RNA polymerase
Rice dwarf virus

RNA-inducing silencing complex
ribonucleic acid
RNA-interference
ribonucleoprotein
RNA-recognition motif

RTG difraction

sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel
electrophoresis

size exclusion limit

serine/threonine kinases
subgenomic RNA
small interfering RNA
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Luria-Bertani médium

Xvirus lilie

monoklonalni protilatky

pohybovy protein

virus pruhovitosti kukufice
Nicotiana benthamiana

Nérodni centrum pro biotechnologické
informace

nukleokapsid podobné castice
nepiekladana oblast

opticka hustota

otevieny Cteci ramec

ovoalbumin

virus mozaiky papaji

solny roztok pufrovany fosforecnany
pufr PBS s ptidavkem Tween 20
polymerazova fetézova reakce
plasmodesmata

virus mozaiky pepina

binarni vektor odvozeny od vektoru
pGreen0000

virova svinutka bramboru

poly(A) konec

potahovaci pufr

virus Sarky Svestky

umlCovani gent na post-transkripéni
uarovni

A virdza bramboru

S vir6za bramboru

X vir6za bramboru

Y virdza bramboru
RNA-dependentni RNA polymeraza
virus zakrslosti ryze
ribonukleoproteinovy komplex
ribonukleova kyselina

RNA interference
ribonukleoproteinovy komplex
RNA-rozpoznavaci motiv

RTG difrakce

elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu v ptitomnosti dodecylsiranu
sodného

protein umoziiujici prunik vétsich
molekul skrz plasmodesmata
serin/threonin kinazy

subgenomova RNA

malé interferujici RNA



Slicer
SOE-PCR

SP

ssDNA

TBE pufr

TGB

TGS

TMV

TRV

TSWV

U

UEB AV CR, V. V. i.

uv

VIS
WCIMV
wt

wtCP

wtPVX

Slicer
splicing by overlap extension

single-stranded DNA
Tris/Borate/EDTA buffer
triple gene block
transcriptional gene silencing
Tobacco mosaic virus
Tobbaco rattle virus

Tomato spotted wilt virus
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