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Abstrakt

Model tercidrni struktury kapsidového proteinu X viru bramboru (PVX CP) byl
vyuzit jako predloha pro navrzeni novych pozic pro vkladani antigenli za ucelem jejich
prezentace na povrchu castic PVX. Na zdkladé tohoto modelu bylo vybrano sedm pozic
(A-G), které se nachazeji na povrchu virionu. Jako antigen pro prezentaci byl pouzit
17 aminokyselinovy epitop onkoproteinu E7 odvozeny od lidského papilomaviru typu 16
(E7 epitop) ve fuzi s 6xHis kotvou nebo Strepll kotvou, a to v obou moznych usporadanich
(6xHis-E7, E7-6xHis, Strepll-E7 a E7-Strepll).

Modifikované PVX CP byly nejprve exprimovany v Escherichia coli MC1061, kde
dochazelo k tvorbé virovych Castic pouze v pripadé vlozZeni inzert( Strepll-E7 a E7-Strepll
do pozice Av PVX CP.

Vysledky z transientni exprese modifikovanych PVX CP v Nicotiana benthamiana
prokazaly, Ze nejvhodnéjsi pozice pro prezentaci antigen( je pozice A, kterd je situovand
mezi 24. a 25. aminokyselinou v PVX CP. Ddle bylo zjisténo, Ze virové Castice mohly byt
detekovany pouze v pfitomnosti Strepll kotvy a Ze stabilita téchto castic je ovlivnéna
usporadanim inzertu (Strepll-E7 vs. E7-Strepll), nebot bylo moiné purifikovat pouze
virové ¢astice nesouci inzert v usporadani E7-Strepll.

Kromé vyuziti PVX pro pfipravu antigen prezentujiciho systému byl také posouzen
vliv infekce PVX na integritu DNA Nicotiana tabacum cv. Xanthi metodou kometové
analyzy, kterd prokazala, Ze k poSkozeni rostlinné DNA pfi infekci PVX dochazi, a Ze stupen

tohoto poskozeni odpovidd mnozstvi PVX.



Abstract

The latest model of tertiary structure of capsid protein of potato virus X (PVX CP)
was used as a template to design new insertion sites suitable for the preparation
of PVX-based antigen presentation system. Based on this model, seven insertion sites
(A-G) located in putative surface loops were tested. As an antigen inserted into these sites
was used 17 amino acids long epitope derived from human papillomavirus type 16
E7 oncoprotein (E7 epitope) fused with either 6xHis tag or Strepll tag in both possible
orientations (6xHis-E7 and E7-6xHis, Strepll-E7 and E7-Strepll).

Prior to plant expression, modified PVX CPs were expressed in Escherichia coli
MC1061. The results showed that only PVX CP carrying Strepll-E7 or E7-Strepll in the
insertion site A formed virus particles.

The results from transient expression experiments with modified PVX CPs
in Nicotiana benthamiana showed that only the insertion site A (located between 24th
and 25th amino acid in the PVX CP) could tolerate all tested inserts. Importantly, viral
particles were detected only in the presence of Strepll tag and their stability was affected
by the insert orientation (Strepll-E7 vs. E7-Strepll) as only the viral particles presenting
E7-Strepll could be purified.

Besides the preparation of PVX-based antigen presentation system, an evaluation
of DNA damaging potential of PVX on Nicotiana tabacum var. Xanthi by the comet assay
was performed. Based on this assay, it was shown that PVX caused DNA damage and the

extent of DNA damage correlated with amount of PVX.
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Seznam pouzitych zkratek

35S = 35S promotor viru mozaiky kvétaku

AMK = aminokyselina

BSA = bovinni (hovézi) sérovy albumin

(-)ssRNA = jednovlaknova RNA s negativni polaritou

(+)ssRNA = jednovldknova RNA s pozitivni polaritou

A. tumefaciens = Agrobacterium tumefaciens

AGO proteiny = proteiny patfici do proteinové rodiny Argonaute
BeYDV = virus Zluté zakrslosti fazole (bean yellow dwarf virus)
BMV = virus mozaiky svefepu (bromo mosaic virus)

BSV = virus prouzkovitosti bananu (banana streak virus)

CaMV = virus mozaiky kvétaku (cauliflower mosaic virus)

CMV = virus mozaiky okurky (cucumber mosaic virus)

CPMV = virus mozaiky vigny (cowpea mosaic virus)

DGB = virové pohybové proteiny patfici do rodiny proteint ,, double gene block”
DNA = deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dsDNA = dvojvlaknova DNA (double-stranded DNA)

dsDNA (RT) viry = viry s dsDNA genomem, které pro sv{j Zivotni cyklus vyZaduji reverzni

transkriptasu (RT)

dsRNA = dvojvlaknova RNA (double-stranded RNA)



E. coli = Escherichia coli

EDTA = ethylendiamintetraoctova kyselina / 2-[2-[bis(karboxymethyl)amino]ethyl-

(karboxymethyl)amino]octova kyselina
ELISA = enzymova imunosorpcni analyza (enzyme-linked immunosorbent assay)

ELISPOT = imunologickd metoda otiskové (spotové) analyzy skvrn (enzyme-linked

immunospot assay)

Episom = extrachromozomalni cirkularni DNA

GFP = zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein)

HPV = lidsky papilomavirus (human papillomavirus)

HPV 16 = lidsky papilomavirus typu 16

LMV = virus mozaiky salatu (lettuce mosaic virus)

LRR doména = proteinova doména bohata na leucin (LRR domain)

MNSYV = virus nekrotické skvrnitosti melounu (melone necrotic spot virus)
MOPS = 3-morfolinopropan-1-sulfonova kyselina

MSV = virus prouzkovitosti kukufice (maize streak virus)

N. benthamiana = Nicotiana benthamiana

N. tabacum = Nicotiana tabacum

NB doména = nukleotidova vazebnd doména (nucleotide-binding domain)

Nerozpustna frakce = bakteridlni nerozpustna frakce (proteinové agregaty) ziskand po lyzi

bakteridlnich bunék
OVA = ovalbumin

PAMP = molekularni motivy spojené s patogenitou (pathogen-associated molecular

patterns)



PBS = solny roztok pufrovany fosfore¢nany (phosphate-buffered saline)
PBST = pufr PBS s pfidavkem Tween 20

PCR = polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PepMov = virus skvrnitosti papriky (pepper mottle virus)

PLRV = virus svinutky bramboru (potato leafroll virus)

PPV = virus Sarky Svestky (plum pox virus)

PRR = receptory rozezndvajici patogeny (pathogen recognition receptors)
PTA-ELISA = plate-trapped antigen ELISA

PVA = A virus bramboru (potato virus A)

PVX = X virus bramboru (potato virus X)

PVX CP = kapsidovy protein X viru bramboru (potato virus X capsid protein)
PVY =Y virus bramboru (potato virus Y)

RDV = virus zakrslosti ryze (rice dwarf virus)

RISC = RNA-induced silencing complex

RITC = RNA-induced transcription silencing complex

RNA = ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RNAi = RNA interference

Rozpustna frakce = bakteridlni rozpustna frakce ziskana po lyzi bakteridlnich bunék
RYMV = virus Zluté skvrnitosti ryze (rice yellow mottle virus)

SDS-PAGE = elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu

sodného (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SOE-PCR = splicing by overlap extension (SOE)-PCR
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sRNA =19 - 25 bp malé RNA (small RNA) uplatiujici se v mechanismu RNAi
ssDNA = jednovldknova DNA (single-stranded DNA)
ssRNA = jednovlaknova RNA (single-stranded RNA)

ssRNA (RT) viry = viry s ssSRNA genomem, které pro svUj Zivotni cyklus vyZaduji reverzni

transkriptasu

TBSV = virus kefickovitosti rajcete (tomato bushy stunt virus)

TCEP = 3,3/,3“-fosfantriyltripropanova kyselina / tris(2-karboxyethyl)fosfin

T-DNA = transferova DNA Agrobacteria tumefaciens

TGB = virové pohybové proteiny pattici do proteinové rodiny ,triple gene block”
TMV = virus mozaiky tabdku (tobacco mosaic virus)

ToMV = virus mozaiky rajcete (tomato mosaic virus)

Tris = tris(hydroxymethyl)aminomethan / 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
TSWV = virus bronzovitosti rajcete (tomato spotted wilt virus)

Virion = virova ¢astice

VLP = viru podobna ¢astice (virus-like particle); proteinovy obal viru neobsahuijici

nukleovou kyselinu
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1. Literarni uvod

Rostlinné viry

Virus mlze byt definovan jako nebunécny intracelularni parazit, jehoz Zivotni
cyklus je zcela zavisly na hostitelské burice. Rostlinné viry jsou viry, jejichZ hostitelem jsou
rostlinné buriky, respektive rostliny. Na rostlinné viry se nej¢astéji pohlizi jako na rostlinné
patogeny, které zpusobuji nezanedbatelné ekonomické ztraty predevsim pfi péstovani
obilnin, ovoce a zeleniny. Mezi nejzndmé;jsi a ekonomicky vyznamné virové patogeny patfi
napfiklad virus svinutky bramboru (PLRV; potato leafroll virus) zplsobujici az 90% redukci
vynosu bramborovych hliz, Y virus bramboru (PVY; potato virus Y) zpUsobujici az 80%
redukci vynosu bramborovych hliz a virus Sarky Svestky (PPV; plum pox virus), ktery
predstavuje nejSkodlivéjSi a nejrozsifenéjsi virus peckovin v Evropé [1, 2]. Rostlinné viry
vsak nezastavaji pouze roli patogend, ale nachazeji uplatnéni také v biotechnologii [3].

Jednim z vyuziti rostlinnych vir( v biotechnologii je produkce rekombinantnich
peptidl a proteind v rostlinach [4]. Rostlinny expresni systém je povazovan za atraktivni
predevsim z divod( relativné nizkych nakladd na provoz (kultivaci rostlin), pfitomnosti
post-translacnich modifikaci a nepritomnosti savéich patogend a toxinl [5]. Ve spojeni
stimto expresnim systémem se rostlinné viry diky své schopnosti reprodukovat se
v rostlinach do vysokych titr jevi jako slibnd expresni platforma pro produkci

rekombinantnich peptid( a protein( v rostlinach.

Morfologie a sloZeni rostlinnych virt

Velikost rostlinnych viri se pohybuje pfiblizné v rozmezich 20 - 500 nm a podle
tvaru je mlUZeme délit na viry sférické (kulovité), filamentarni (vldknité), tycinkovité,

baciliformni a gemini (z lat. dvoj¢ata; Obr. 1, str. 14). Strukturné nejjednodussi rostlinné
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viry jsou sloZeny pouze z genetické informace uloZzené v DNA nebo RNA a proteinu
obalujiciho tuto genetickou informaci (tzv. kapsidového proteinu). Genetickad informace
vétsiny (priblizné 75 %) rostlinnych virl predstavuje (+)ssRNA a je obalena pouze jednim
kapsidovym proteinem. TotéZ plati o vétsiné virl, s kterymi se v laboratofich nejcasté;i
pracuje - napfiklad virus mozaiky tabaku (TMV; tobacco mosaic virus), X virus bramboru
(PVX; potato virus X), PVY a virus mozaiky okurky (CMV; cucumber mosaic virus) [6-9].
proteiny - napfiklad virus mozaiky vigny (CPMV; cowpea mosaic virus) [10], pfipadné
nékolika proteinovymi vrstvami - napfiklad v pfipadé rostlinnych reovirQ jako je virus
zakrslosti ryze (RDV; rice dwarf virus) [11]. Pokud je soucdsti rostlinného viru
i fosfolipidova dvojvrstva tvofici vnéjsi obal viru (tzv. obdlku), oznacuje se takovyto virus
jako virus obaleny - napfiklad virus bronzovitosti rajcete (TSWV; tomato spotted wilt
virus) [12]. Geneticka informace vSech rostlinnych obalenych virl je tvofena (-)ssRNA.
Mimo (+)ssRNA a (-)ssRNA obsahuji rostlinné viry jako genetickou informaci molekuly
ssDNA, dsRNA nebo dsDNA (RT). Rostlinné viry obsahujici genetickou informaci zaloZzenou
na dsDNA nebo ssRNA (RT) doposud objeveny nebyly.

Z hlediska genetické informace se rostlinné viry dale rozdéluji na viry s nesegmentovanym
a segmentovanym genomem. Nesegmentovany genom je tvoren pouze jednou molekulou
DNA nebo RNA, zatimco segmentovany genom je reprezentovan nékolika molekulami
DNA nebo RNA. Velka vétsina rostlinnych vir(l je tvofena nesegmentovanym genomem
(napriklad TMV, PVX a PVY) a mezi zastupce virll se segmentovanym genomem muliZzeme
zaradit napriklad TSWV (tfi segmenty) a RDV (dvanact segmentd) [13, 14]. Specidlnim
pripadem rostlinnych vir( se segmentovanym genomem jsou tzv. multipartitni viry, kde
jsou jednotlivé segmenty genomu individualné obaleny kapsidovym proteinem. Virus je
tak v tomto pripadé tvoren nékolika ¢asticemi jako je tomu naptiklad u banana bunchy

top virus (BBTV), ktery je tvoren Sesti virovymi ¢asticemi [15].
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Obr. 1 Schématické znazornéni morfologie rostlinnych virQ

Horni rada zleva: sférické (kulovité; virus mozaiky sverepu; BMV; brome mosaic virus

[16]), filamentarni (vldknité; X virus bramboru; PVX; potato virus X [17]). Dolni fada zleva:

tyCinkovité (virus mozaiky tabaku; TMV; tobacco mosaic virus [18]), baciliformni (virus
prouzkovitosti bananu; BSV; banana streak virus [19]) a gemini (virus prouzkovitosti

kukurice; MSV; maize streak virus [20]).

v rv

Vstup rostlinnych viri do bunék a jejich Sifeni

Rostlinné viry mohou vstoupit do cytoplazmy rostlinné bunky az po naruseni
rostlinné bunécné stény a plazmatické membrany. Velkd vétSina rostlinnych vir(
(asi 80 %) je v prirodé prenasena vektory (pfenaseci). Mezi vektory patfi predevsim hmyz
(hlavné msice a brouci), dale pak roztoci, hlistice, houby a nékteré parazitické rostliny

(napriklad kokotice) [21]. Vektory dopravuji rostlinnych virus do cytoplazmy bunék diky
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naruseni bunécéné stény a plazmatické membrany svym bodavé-sacim ustrojim (napfiklad
mSsice, rozto¢i a hlistice), kousacim Ustrojim (napfiklad brouci), cytoplazmatickou
vyménou pri prorastani hyf (houby), pripadné pomoci haustorii vristajicich do cévnich
svazk( rostliny (naptiklad kokotice). Rostlinné viry, které nejsou prenaseny vektory se Sifi
mechanickym prenosem z rostliny na rostlinu (napfiklad dotykem a otérem listli nebo
stroji a naradim pouZivanych pfi péstovani) [22]. Nékteré viry se také mohou Sifit
prostiednictvim rostlinnych semen nebo pylu [23, 24].

Podle charakteru interakce virus-vektor se rozliSuje prenos necirkulativni
(neperzistentni) a cirkulativni (perzistentni). Pfi necirkulativnim pfenosu se rostlinny virus
vaze na receptor v Ustnim Ustroji vektoru a nedochazi k jeho Siteni (transportu z buriky do
buriky) ¢i reprodukci ve vektoru (napfiklad virus mozaiky kvétaku; CaMV; cauliflower
mosaic virus). V pfipadé cirkulativniho pfenosu se rostlinny virus ve vektoru Siti (napriklad
u msic prochazi stfevnimi bufikami do hemolymfy a odtud do slinnych Zlaz). Pokud
dochazi pouze k Sifeni viru ve vektoru, hovofime o cirkulativni nepropagativni interakci
(napriklad PLRV) a pokud soucasné dochazi i k reprodukci rostlinného viru, hovotime
o cirkulativni propagativni interakci (napfiklad TSWV) [25]. VSechny vektory prendsejici
rostlinné viry jsou charakterizovany latentni periodou, ktera predstavuje ¢asovy interval
od doby ziskani viru vektorem, po jehoZ uplynuti se vektor stava infekéni a ma tedy
schopnost infikovat rostlinu virem. Vektory prendsejici rostlinné viry cirkulativnim
zpUsobem maji latentni periodu odpovidajici hodinam az dnim (naptiklad PLRV 12 h
a RDV 2 tydny) [26, 27], zatimco vektory prenasejici rostlinné viry necirkulativnim
zpUsobem maji latentni periodu odpovidajici sekunddm az minutam [25].

Po vstupu do permisivni rostlinné buriky se virus za¢ne reprodukovat a Sifit se do
sousednich bunék pomoci plazmodezmat. Pro transport plazmodezmaty vyuZzivaji viry tzv.
pohybové proteiny (movement proteins), které jsou kdédovany virovym genomem.
Pohybové proteiny zvySuji propustnost plazmodezmat a umoziuji tak transport virovych
Castic nebo virovych ribonukleoproteinovych komplex(, které by bez pritomnosti
pohybovych proteinl plazmodezmaty neprosly. Mechanismus plsobeni pohybovych
proteinll neni presné znam, ale hraje vném mimo jiné roli regulace polymerizace
aktinového cytoskeletu a regulace aktivity B-1,3-glukanasy (enzym podilejici se na

zvySovani propustnosti plazmodezmat degradaci rostlinného polysacharidu kalosy) [28].
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U velké vétsiny rostlinnych virG jsou pohybové proteiny dobfe definovany. Tyto viry
mUlzZeme rozdélit na ty, které maji jeden pohybovy protein, dva pohybové proteiny (DGB;
double-gene block) nebo tfi pohybové proteiny (TGB; triple gene block). U ostatnich
rostlinnych virl neni pohybovy protein (nebo proteiny) prfesné charakterizovan (napfiklad
u Celedi Potyviridae) [29-32].

Rostlinné viry se mohou z bunky do bunky pohybovat ve formé virovych &astic
(napriklad virus kefi¢kovitosti rajcete; TBSV; tomato bushy stunt virus) nebo ve formé
ribonukleoproteinovych komplex(, které svoji strukturou a casto i slozenim nemaji
povahu virovych Ccastic (napfiklad TMV). V pfipadé virli, které se pohybuji jako
ribonukleoproteinové komplexy je lze rozdélit na viry, které pro mezibunécny transport
kapsidovy protein vyzaduji (napfiklad PVX) nebo nevyzaduji (naptiklad TMV).

Zvlastnim typem pohybovych proteinli u nékterych virl pohybujicich se jako virové
Castice jsou tzv. tubuly-formujici pohybové proteiny (tubule-forming movement proteins).
Tyto pohybové proteiny maji schopnost tvofrit tubuly, kterymi jsou viriony transportovany
pres plazmodezmata (napfiklad CPMV) [25].

Dale se virus Sifi rostlinou systémové pomoci vodivych pletiv (pfedevsim floémem),

nicméné mechanismus Siteni je velmi malo prostudovan.

Obrana rostlin proti virim

Univerzalnim obrannym mechanismem rostlin proti virdm je RNA interference
(RNAI), jehoz zakladem je degradace virové RNA a ziejmé také methylace a transkrip¢ni
inaktivace virové DNA [33, 34]. RNAi neplni pouze obrannou roli, ale také reguluje expresi
rostlinych genld. RNAi je zaloZzena na rozeznani komplementarnich Usekli RNA
(jednovldknové komlementarni RNA nebo dsRNA), které jsou nasledné stépeny za vzniku
malych dsRNA (sRNA) o velikostech v rozmezi pfiblizné 18 — 26 bp [35].

Podle zplsobu vzniku se molekuly sRNA oznacuji jako miRNA nebo siRNA.
Molekuly miRNA vznikaji z transkriptt, které maji strukturu vlasenky (viz. Obr. 2, str. 18).

Tyto transkripty, tzv. pri-miRNA, jsou v bunécném jadre Stépeny endonukleasou Drosha
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za vzniku pre-miRNA, ktera je dale transportovana do cytoplazmy. Molekuly siRNA oproti
miRNA vznikaji z dsRNA, které mohou vznikat v dlsledku parovani komplementarnich
transkriptl nebo napfiklad z dsRNA intermediat( vznikajicich pfi replikaci rostlinnych RNA
virl. Pre-miRNA a dsRNA jsou v cytoplazmé Stépeny endonukleasami DCL (DICER-like)
za vzniku miRNA, respektive siRNA [36]. Molekuly sRNA obsahuji na 3 OH koncich 2 nt
presah a jsou stabilizovany methylaci 2’0 nebo 3’0 ribosy posledniho nukleotidu. Proteiny
z rodiny Argonaute (tzv. AGO proteiny) tvofi v cytoplazmé s molekulami sRNA komplex
RISC (RNA-induced silencing complex), ktery stépi molekuly RNA komplementarni k dané
sRNA. Vzniklé sRNA mohou ddle tvofit spoleéné s AGO proteiny, methyltransferasami
a dalSimi proteiny komplex RITC (RNA-induced transcription silencing complex), ktery
plsobi v bunécném jadre a podili se na transkripéni inaktivaci - predevSim methylaci
cytosinl v oblastech promotor(i a methylaci histond (Obr. 2, str. 18) [37].

Komplex RISC plsobi predevsim proti rostlinnym RNA virlm, u nichZ v ramci
replikace dochdzi k tvorbé dsRNA, kterd je substratem pro endonukleasy DCL. V pfipadé
rostlinnych DNA vir(Q hraje RNAi také obrannou roli, avsak role komplexu RISC a RITC neni
presné znama, stejné jako vznik sSRNA odvozenych od DNA vir(.

RNAi je aktivné potlacovana prostrednictvim virovych proteint, které slouzi jako
antagonisté RNAi. Mezi mechanismy antagonistli patfi naptiklad inhibice endonukleas
DCL, degradace sRNA a vazba sRNA nebo AGO protein( za Ucelem zabranéni slozeni nebo

funkce RISC/RITC [38].
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RNAI reguluje translaci prostfednictvim komplexu RISC nebo transkripci pomoci komplexu

RITC. Reguluje translaci a transkripci endogennich genl a uplatfiuje se jako obranny

mechanismus proti rostlinnym virlm. Proti rostlinnym RNA virdm, u nichZ v ramci

replikace vznikd dsRNA, dochdzi k degradaci virové RNA pomoci RISC. V pfipadé

rostlinnych DNA vir( hraje RNAi také obrannou roli, avsak role komplexu RISC a RITC neni

zcela objasnéna, stejné jako vznik sRNA odvozenych od DNA viri. Drosha — jaderna

endonukleasa, Dicer — Dicer-like cytoplazmatické endonukleasy, AGO — proteiny z rodiny

Argonaute, Me — methylace. Obrazek byl pfevzat z [37] a upraven.



DalsSim mechanismem, ktery se uplatiuje v boji proti rostlinnym virim je
pfitomnost  rostlinnych  proteind kdédovanych dominantnimi geny rezistence
(tzv. dominantni R geny). Proteiny kdédované dominantnimi R geny maji povahu receptor(
rozpozndvajicich patogeny (PRR; pathogen recognition receptors) a rozezndvaji kromé
bakteridlnich a houbovych také virové molekuldrni motivy spojené s patogenitou (PAMP;
pathogen-associated molecular patterns). Jednd se napfiklad o struktury kapsidovych
a pohybovych proteinli nebo nukleovych kyselin (viz. Tab 1, str. 21). Velkd vétsSina
proteinl kddovanych dominantnimi R geny pusobicich proti virovym patogenlim obsahuje
spolecné s proteinovou nukleotidovou vazebnou doménou (NB domain; nucleotide
binding domain) také proteinovou doménu bohatou na leucin (LRR domain; leucine rich
repeat domain) a oznaduji se proto jako NB-LRR proteiny [39].

Vysledkem tohoto obranného mechanismu je v pfipadé virovych patogent velmi
Casto tzv. hypersenzitivni odpovéd, kterd predstavuje nekrézu infikovanych bunék a tim
zabranéni dalsiho Siteni viru [40]. Spolecné s hypersenzitivni odpovédi dochazi ¢asto také
k tzv. systémové ziskané rezistenci, kdy se neinfikované bunky stavaji pro virus, ktery
hypersenzitivni odpovéd spustil, nepermisivni [41]. Mimo hypersenzitivni odpovédi mlze
v nékterych pripadech dochazet také k tzv. extrémni rezistenci. V tomto pfipadé dochazi
k eliminaci patogena bez viditelnych symptomd (nekrézy bunék) [42]. Ne ve vsSech
pfipadech vsak dochazi vdlsledku aktivace NB-LRR proteini krezistenci, tedy
ke znemoinéni reprodukce a Sifeni viru vrostliné. V nékterych pripadech dochazi
k toleranci, kterd predstavuje vztah viru a rostliny, kdy se virus v rostliné reprodukuje
a Siri, ale nedochazi k symptomatickym projevim. Pfesny molekuldrni mechanismus,
kterym interakce virovych proteind nebo nukleovych kyselin s NB-LRR proteiny navozuje
stav rezistence, pfipadné tolerance, neni presné zndm, nicméné uplatfiuji se v ném
rostlinné hormony jako jsou kyselina salicylova, jasmonova a ethylen a dale také reaktivni
kyslikové intermediaty [43].

Rezistence proti virovym patogenlm neni zaloZzena pouze na pfitomnosti
dominantnich R gend, ale také na pritomnosti recesivnich gen(l rezistence (tzv. recesivni
R geny). Recesivni R geny nemaji, jako je tomu u dominantnich R genu, primarni roli
v obrané proti patogenu. Ve skutecnosti se jako recesivni R geny oznacuji jakékoli

rostlinné geny, pfi jejichz mutaci dojde k omezeni nebo zastaveni Zivotniho cyklu viru
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(v disledku zeslabeni nebo neschopnosti interakce produktu recesivniho R genu a viru).
Tento typ rezistence neni zaloZen na Zadné signalni kaskadé a aktivni obranné reakci
rostliny a oznacuje se proto jako pasivni rezistence. Doposud vSechny znamé recesivni

R geny plsobici proti virovym patogenlm predstavuji geny, jejichZ proteinovymi produkty

recesivnich R genu jsou uvedeny v Tab 1, str. 21. Jako recesivni se tyto R geny nazyvaji
zdlvodu, Ze je pro rostlinnou rezistenci nutné, aby k mutaci doslo v obou alelach
patficného genu (rostlina musi byt z pohledu recesivniho R genu homozygotni).
Dominantni i recesivni R geny jsou podstatou Slechténi jednotlivych kultivard
rostlin vedoucich ke vzniku pozadovanych kultivara tolerantnich nebo rezistentnich vidi
virovym, bakteridlnim nebo houbovym patogenim. Obecné se da fici, Ze obranny
mechanismus zaloZzeny na R genech je oproti RNAi velmi rychly, vysoce ucinny
a specificky, avsak pritomnost R genl se v ramci jednotlivych rostlinnych druh( a odrtd

velmi lisi.
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Tab. 1 Priklady dominantnich (d) a recesivnich (r) gen( rezistence (R genu) [25]

R gen(d) Host Virus Elicitor
N Tabak Nicotiana tabacum cv. Samsun NN T™MV Virova RdRP
Rx1 Brambor Solanum tuberosum cv. Cara PVX Kapsidovy protein
Sw5 Rajée Lycopersicon peruvianum cv. Stevens TSWV M segment RNA
Tm-22 Rajée Lycopersicon peruvianum cv. Sophya ToMV Pohybovy protein

RCY1 Husenicek Arabidopsis thaliana ekotyp C24 cmv Kapsidovy protein

R gen(r) Host Virus Hostitelsky faktor
Pvrl Paprika Capsicum annuum cv. Dempsey PepMoV elF4E
Mol Salat Lactuca sativa cv. Salinas 88 LMV elF4E
Rymv1 RyZe Oryza sativa cv. Gigante RYMV elF(iso)4G
Nsv Meloun Cucumis melo cv. Gulfstream MNSV elF4E

Elicitor — molekula viru aktivujici obrannou reakci. TMV — virus tabdkové mozaiky (tobacco
mosaic virus), PVX — X virus bramboru (potato virus X), TSWV — virus bronzovitosti rajcete
(tomato spotted wilt virus), ToMV — virus mozaiky rajéete (tomato mosaic virus),
CMV — virus mozaiky okurky (cucumber mosaic virus), PepMoV — virus skvrnitosti papriky
(pepper mottle virus), LMV — virus mozaiky saldtu (lettuce mosaic virus), RYMV — virus
Zluté skvrnitosti ryze (rice yellow mottle virus), MNSV — virus nekrotické skvrnitosti
melounu (melone necrotic spot virus), RARP — RNA-dependentni RNA polymerasa,
elF(is0)4E/G — eukaryoticky translaéni iniciacni faktor (iso) 4E/G. Vysledek obranné reakce
zavisi na typu kmene/izolatu viru a na homozygotni/heterozygotni povaze rostliny pro

dany R gen.
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Rostlinny expresni systém

Expresni systém zaloZeny na rostlinnych bunikdch, ve formé bunécné
kultury/suspense nebo celé rostliny, pfedstavuje zajimavou alternativu k soucasnym
expresnim systémam. Mezi vyhody tohoto eukaryotického systému patfi nepfitomnost
zivociSnych patogenl a toxinQ, pritomnost post-translacnich modifikaci a predevsim
mensi ekonomickd zatéZz souvisejici s kultivaci rostlin a rostlinnych bunécnych
suspenzi/kultur. Pravé diky mensi ekonomické ndarocnosti na provoz jsou rostlinné
expresni systémy povazovany za slibnou platformu pro produkci rekombinantnich peptidud
a proteind (napftiklad l1ékd a vakcin) s ekonomicky vyhodnéjsi prodejni cenou [5].

V soucasnosti je na trhu nékolik produktl, které vznikly s vyuzitim rostlinnych
expresnich systém(l. Jedna se napfiklad o Optiferrin (Ventria Bioscience) — lidsky
transferin produkovany v zrnech ryze [45], TrypZean (ProdiGene) — bovinni trypsin
produkovany v zrnech kukufice [46] nebo o Iék Elelyso (Pfizer) pro |é¢bu Gaucherovy
choroby - B-glukocerebrosidasa produkovana v suspensi bunék mrkve [47].

Zatimco vySe zminované komercné dostupné proteiny jsou produkovany v zrnech ryie,
kukufice ¢&i suspensi bunék mrkve, nejrozsifrenéjSim modelovym organismem pro
laboratorni expresi rekombinantnich peptidQ/proteini v rostlinach zGstava tabak
Nicotiana benthamiana, a pro expresi v rostlinné bunécéné kulture/suspenzi jsou to buriky

tabaku Nicotiana tabacum cv. BY-2.

Rostlinna glykosylace

Velmi casto je pro spravnou funkci daného proteinu, pfipadné peptidu, nutna
spravna glykosylace, ktera ovliviuje predevsim interakéni vlastnosti, stabilitu
a imunogenitu proteinu. Rostlinnad glykosylace se od savci glykosylace lisi predevsim
v pfitomnosti/nepfitomnosti nékterych sacharidd a zpUsobem jejich vazby. Pribéh
rostlinné a savéi N-glykosylace v endoplazmatickém retikulu je totozny a po odebrani t¥i

molekul glukosy vznika zakladni 11 sacharidovy skelet (Obr. 3, str. 24), ktery je dale
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upravovan v Golgiho aparatu. N-glykosylace probihajici v Golgiho aparatu je vsak jiz
rozdilna a vede k jinym N-glykosylaénim vzordm (Obr. 3, str. 24).

Rostlinna N-glykosylace je oproti savCi charakteristicka pfedevsim nepfitomnosti
sialovych kyselin, pfitomnosti B1,2-vdzané xylosy na manose, pfitomnosti al,3-vazané
fukosy na N-acetylglukosaminu (oproti savéi al,6-vazané fukose), pritomnosti
al,4-vazané fukosy na koncovém N-acetylglukosaminu a pfitomnosti B1,3-vdzané
galaktosy na koncovém N-acetylglukosaminu (oproti savci B1,4-vazané galaktose) [48].

V pfipadé produkce savéich proteini mlze mit pfitomnost rostlinnych
sacharidovych struktur vliv napfiklad na imunogenitu, kdy muizZe dochazet k rychlé
degradaci daného proteinu, pfipadné k nezadouci imunitni reakci [49]. Vhodnost
rostlinného expresniho systému z hlediska N-glykosylace je vidy nutné stanovit
experimentalné.

Priklad predstavuje napfiklad lidskd PB-glukocerebrosidasa, kterd je vyuzivdna pfi
enzymové substitucni terapii Gaucherovy choroby. Gaucherova choroba je zplsobena
mutacemi v genu kédujicim B-glukocerebrosidasu vedoucimi k nizké aktivité enzymu nebo
jeho nefunkénosti, pripadné Uplné nepfitomnosti. Vzhledem k faktu, Zze deficitem tohoto
enzymu jsou nejvice poskozeny buriky monocyt(/makrofagl (dale pouze makrofagu), jsou
zaroven hlavnim cilem enzymové substitucni terapie. Pro efektivni vstup
B-glukocerebrosidasy do bunék makrofagl je nutna pritomnost koncovych manosovych
zbytk(. V ptipadé produkce B-glukocerebrosidasy burikami mrkve (lék Elelyso; Pfizer)
je pritomnosti koncovych manosovych zbytkd docileno cilenim B-glukocerebrosidasy do
vakuol. Takto produkovany enzym v rostlinnych bunkach obsahuje koncové manosové
zbytky, ale také xylosu a al,3-vazanou fukosu na N-acetylglukosaminu [50]. V tomto
prfipadé vsak specifické rostlinné sacharidové struktury vyznamné neovliviuji
farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti preparatu.

Nékteré proteiny se vSak bez savcich vzorcl glykosylace neobejdou, jako je tomu
napriklad v pfipadé lidského erytropoetinu, ktery pro svoji spravnou funkci vyzaduje
pritomnost sialovych kyselin. V nepfitomnosti sialovych kyselin je erytropoetin rychle
vychytdvan jaternimi burikami a dochazi k jeho degradaci. Polocas Zivota desialyzovaného

erytropoetinu je priblizné pét minut oproti péti hodinam polocasu Zivota sializovaného
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erytropoteinu [51]. Rostlinny expresni systém, ktery neobsahuje sialové kyseliny, je proto
v tomto pripadé pro produkci nevhodny.

V soucasné dobé jiz existuji geneticky modifikované rostlinné expresni systémy,
které svoji N-glykosylacni drahou pfipominaji sav¢i N-glykosylaci. Jedna se napfiklad
o stabilné geneticky modifikovanou (viz. str. 25) N. benthamiana AXF postradajici aktivitu
B1,2-xylosyltransferasy a al,3-fukosyltransferasy na zakladé RNAi knock-down
mechanismu [52]. Stabilné geneticky modifikované rostliny exprimujici napfiklad
B1,4-galaktosyltransferasu nebo enzymy katalyzujici tvorbu sialovych kyselin doposud
pfipraveny nebyly. Bylo vSak prokdzano, Ze téchto modifikaci mize byt dosazeno pfi
transientni expresi (viz. str. 27) B1,4-galaktosyltransferasy nebo enzym( katalyzujicich
tvorbu sialovych kyselin [53]. Transientni exprese daného proteinu spole¢né s vhodnymi
glykosyla¢nimi enzymy tedy predstavuje cestu jak v rostlinach produkovat vhodné

N-glykosylacné upravené proteiny.
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Obr. 3 Schématické znazornéni lidské a rostlinné N-glykosylace
(a) Spolecny prekurzor N-glykanl vznikajici v endoplazmatickém retikulu, (b) Struktura

savCiho komplexniho N-glykanu, (c) Struktura rostlinného komplexniho N-glykanu.
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Zatimco rostlinné a savéi N-glykosylacni vzory jsou si relativné podobné,
O-glykosylace je u rostlin zcela odlisna.
V pfipadé glykoproteinl se savéi O-glykosylace uskuteériuje na hydroxylové skupiné
serinu nebo threoninu a sacharidovd struktura zacind N-acetylgalaktosaminem
(tzv. GalNAc O-glykosylace), a v pripadé proteoglykani se O-glykosylace uskutecnuje
na hydroxylové skupiné serinu a sacharidova struktura zacina xylosou.
Rostlinnd O-glykosylace se nejcastéji uskutecriuje na hydroxylové skupiné hydroxyprolinu
a sacharidové struktury jsou ¢asto zaloZeny na arabinose [48]. Savéi O-glykosylacni vzory
tedy u rostlin chybi.
V soucasnosti probihd vyzkum za ucelem pozménit rostlinnou O-glykosylaci a pfipodobnit
ji sav¢i O-glykosylaci (napfiklad inhibici enzymu prolyl-4-hydroxylasy a expresi enzyml
podilejicich se na savéi O-glykosylaci) [54]. Stejné jako v pfipadé N-glykosylace je nutné

interferenci rostlinné O-glykosylace s funkci daného proteinu experimentalné ovéfrit.

Stabilni rostlinna exprese

Stabilni rostlinnd exprese je zaloZena na integraci genu kddujiciho prislusny
protein do chloroplastového nebo jaderného genomu kazdé rostlinné bunky. Pro vpraveni
DNA do rostlinné buriky se nejéastéji vyuzivda metoda biolistickd nebo metoda vyuzivajici
pGdni gram-negativni bakterii Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) [55].

Principem biolistické metody, kterd je vhodna pro integraci genu do
chloroplastového i jaderného rostlinného genomu, je adsorpce DNA nejcastéji na zlaté
Castice, kterymi jsou poté pomoci genové pistole (z angl. Gene gun) bombardovany
rostlinné bunky. Takto vpraveny gen se v chloroplastu nebo rostlinném jadie muze
integrovat do genomu. V pfipadé chloroplastu dochazi k homologni rekombinaci a gen je
vloZzen do specifické oblasti genomu, zatimco integrace do jaderného genomu probiha
nezndmym mechanismem do nahodného mista [56, 57]. Pfednosti chloroplastové
exprese jsou jeji stabilita (nedochazi k transkripéni inaktivaci a RNAi) a pomérné vysoké

vytézky produkovaného proteinu. Na druhou stranu je tento systém nevhodny pro
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produkci proteinl vyZadujicich post-translacni modifikace [57]. V pfipadé jaderné exprese
Casto nedochazi k tak velkym vytézkim jako u chloroplastové exprese, ale mohou byt
produkovdany proteiny vyzadujici post-translac¢ni modifikace. Po Uspésné integraci genu do
genomu chloroplastu nebo jadra je vyuZito skutecnosti, Ze rostlinné burky jsou
totipotentni — pouze jedna burika s integrovanym genem muze dat vzniknout celé rostliné
[58].

Stabilni exprese s vyuzitim A. tumefaciens lze vyuZit pouze pro jadernou expresi
a tato metoda je zaloZena na schopnosti bakterie vnaset do jadra rostlinné bunky
specifickou oblast svého genomu, kterd muiZe byt ndhodné integrovana do jaderného
genomu [59]. Vyhodou této metody oproti metodé biolistické je mensi pravdépodobnost
tvorby tandemovych genovych inzertd a tedy mensi pravdépodobnost transkripéni

inaktivace [58].

Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je pUdni gram-negativni bakterie, kterd v pfirodé napada
dvoudélozné rostliny. Pri infekci touto bakterii dochdzi casto ke vzniku nador(
v rostlinnych pletivech (tzv. crown gall disease). Vznik nador( je zplisoben bakterialni DNA
(tzv. transferovou DNA neboli T-DNA), kterd obsahuje geny kdédujici rostlinné ristové
hormony (auxiny a cytokininy) zpusobujici tvorbu nddor( a opinsynthasy tvofici opiny
(kondenzacni produkty aminokyselin a a-oxokyselin nebo sacharidu), které bakterii slouzi
jako zdroj uhliku a dusiku. BéZné je T-DNA soucasti bakteridlniho Ti plazmidu, ze kterého
je vysStépena v pfitomnosti rostlinnych fenolickych sloucenin indikujicich poskozeni
rostlinné bunécné stény (napfriklad acetosyringon). Po vystépeni je jedno vldkno T-DNA
(tzv. T-vlakno) transportovano do jadra rostlinné bunky. K vystépeni a transportu T-vlakna
jsou nutné predevsim tzv. vir geny, které jsou kddovany bakteridlnim Ti plazmidem.
Stépeni T-DNA probihd v tzv. hrani¢nich oblastech (25 bp sekvence ohranidujici T-DNA)
pomoci endonukleasy VirD2. Po vystépeni a uvolnéni T-vldkna (pomoci helikasy VirD1)

zUstava endonukleasa VirD2 kovalentné navazana na 5° konci T-vldkna, které je
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transportovano do cytoplazmy rostlinné buriky pomoci bakterialniho sekre¢niho systému
typu IV. V cytoplazmé je T-vldkno obaleno proteinem VirE2 za vzniku T-komplexu.
Prostfednictvim nukledrnich lokalizacnich signal(i protein VirD2 a VirE2 je T-komplex
transportovan do jadra rostlinné bunky, kde dochdazi k extrachromozomadlni expresi
a Casto také k nahodné integraci T-DNA do genomu. Pfesny mechanismus integrace neni
znam [60].

Pro rostlinnou expresi se vyuzivaji laboratorné upravené kmeny A. tumefaciens.
Tyto kmeny postradaji v Ti plazmidu oblast T-DNA, kterd je jim dodavana v podobé
tzv. bindrniho vektoru. Bindrni vektor predstavuje plazmid, jehoz klonovaci misto
je ohrani¢eno hrani¢nimi sekvencemi. DNA sekvence ,transkripéni promotor - gen
kodujici pozadovany protein — transkripéni terminator” je tedy umisténa do oblasti
ohranicené hrani¢nimi sekvencemi a predstavuje tak T-DNA. Jako transkripéni promotor
se nejCastéji pouziva konstitutivni promotor odvozeny od CaMV (tzv. 35S promotor)
a jako transkripéni termindtor nejcastéji oktopinovy, pfripadné nopalinovy transkripéni
terminator odvozeny od genu oktopinsynthasy, respektive nopalinsynthasy. Nazev binarni
vektor je odvozen od faktu, Ze plazmid obsahuje pocatek replikace jak pro A. tumefaciens

tak pro Escherichia coli [61].

Transientni rostlinna exprese

Selekce bunék s integrovanym genem a regenerace rostliny poskytujici stabilni
expresi je mnohdy zdlouhavy proces v dlsledku screeningu a ovérovani stabilni exprese
daného proteinu v nasledujicich generacich. Transientni exprese je oproti stabilni expresi
mnohem rychlejsi (v fadech dni oproti mésiclim), méné narocna a velmi Casto poskytuje
vétSi mnoizstvi produkovaného proteinu [62]. Pfi transientni expresi se vyuziva
A. tumefaciens a principem je vpraveni genu kdédujiciho pfrislusny protein do jadra pouze
nékterych rostlinnych bunék (pouze bunék listl), kde dochazi k prechodné
extrachromozomalni expresi — exprese zintegrované DNA zde hraje malou roli

(pravdépodobnost integrace DNA je velmi mala — asi 5%). Transientni exprese vyuZivajici
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A. tumefaciens se oznacuje jako agroinfiltrace a v praxi jde o vpraveni (injekéné nebo
vakuové) bakteridlni suspenze A. tumefaciens nesouci bindrni vektor do mezibunécnych
prostor listl (Obr. 4). Produkované proteiny je mozné detekovat jiz nékolik dni (2-4)

po agroinfiltraci a nejcastéji se pfi této metodé vyuzivaji rostlinné virové vektory [62].

Obr.4 Metoda agroinfiltrace — transientni exprese zeleného fluorescencniho proteinu

(GFP) v rostliné N. benthamiana pomoci injekéniho vpraveni. Pfevzato z [63]

Transientni exprese pomoci rostlinnych virovych vektort

Rostlinné viry predstavuji vhodné kanditdty pro expresi rekombinantnich
peptidd/proteind v rostlinach predevsim diky své schopnosti reprodukovat se v rostliné
do vysokych titr a také diky schopnosti se v rostliné Sifit. Exprese rekombinantnich
peptidd/proteind pomoci rostlinnych virlli se nejcastéji provadi dvéma zplsoby. Jednim ze
zpusobl je umisténi C¢teciho ramce pro rekombinantni peptid/protein pod virovy
promotor a tvorba volného peptidu/proteinu, zatimco druhy zplsob je zaloZen na fuzi
rekombinantniho peptidu/proteinu s kapsidovym proteinem viru (Obr. 5, str. 29). Cilem
fuze je pfripravit modifikovany virus, ktery na svém povrchu nese rekombinantni
peptid/protein, tzv. peptid/protein prezentujici systém (napfiklad za Ucelem pfipravy

vakcin — tzv. antigen prezentujici systém) [64].
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Obr. 5 Znazornéni produkce rekombinantnich peptid(/proteint pomoci rostlinnych virQ

Cteci rdmec pro peptid/protein (tmavé zelené) mdze byt do virového genomu vlozen
separatné nebo byt soucasti ¢teciho rdmce virového kapsidového proteinu. V prvnim
pripadé vznika v burnice rekombinantni peptid/protein, ktery neni soucasti virovych Castic,
zatimco v druhém pfipadé vznikaji virové Castice prezentujici peptid/protein na svém

povrchu (peptid/protein prezentujici viriony). Obrazek prevzat z [64] a upraven.

Vzhledem ke skuteénosti, Ze rostlinné virové genomy nejsou pfilis velké — velikost
nejCastéji vyuzivanych virh TMV a PVX se pohybuje vrozmezi 6 az 7 kb — lze
prostfednictvim molekuldrné biologickych technik pfipravit DNA odpovidajici genomu
viru, kterd je spoleéné srostlinnym transkripénim promotorem a terminatorem
ohranicena T-DNA hrani¢nimi sekvencemi a cely tento konstrukt je vlozen do binarniho
vektoru. Takto pfipraveny binarni vektor se oznaduje jako rostlinny virovy vektor,

pripadné vektor odvozeny od rostlinného viru. Nasledné se vyuzivd metody agroinfiltrace,
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pfi které se kombinuje rychlost a jednoduchost transientni exprese spolecné se
schopnosti virll reprodukovat se do vysokych titrd [65].

Pro rostlinou virovou expresi se nejcastéji vyuzivaji genomy odvozené od (+)ssRNA

virll (napfiklad TMV, PVX nebo CMV), pfipadné od geminivirl obsahujicich cirkuldrni
ssDNA (napfriklad virus Zluté zakrslosti fazole; BeYDV; bean yellow dwarf virus) [66].
protein, ktery zajistuje vystépeni virového ssDNA genomu z T-DNA, jeho naslednou
cirkularizaci a replikaci poskytujici nékolik stovek episom( na buriku [67]. Virové vektory
odvozené od geminivirl jsou zalezitosti poslednich nékolika let a na jejich vyvoji
a optimalizaci se stdle pracuje. V souc¢asnosti se mnohem castéji pouzivaji virové vektory
odvozené od (+)ssRNA viru, predevsim pak od TMV a PVX.
Po vpraveni T-DNA reprezentujici genom (+)ssRNA viru do jadra bunky dochazi
k transkripci a vznikly transkript, ktery je transportovan do cytoplazmy, reprezentuje
infekéni virovy genom. Vzhledem k faktu, Ze rostlinné (+)ssRNA viry se bézné do jadra
nedostavaji (jejich Zivotni cyklus se odehrava v cytoplazmé) je ¢asto nutné virovy genom
optimalizovat napfiklad odstranénim kryptickych mist pro splicing z dlvodu
bezproblémového transportu infekéniho transkriptu do cytoplazmy [65].

Rostlinné virové vektory se podle své konstrukce rozdéluji na prvni generaci
a druhou generaci [68]. Prvni generace rostlinnych virovych vektoru je zaloZzena na vloZeni
¢teciho rdmce kddujiciho pozadovany peptid/protein do virového genomu. Virovy genom
je tak rozSifen o novy cteci ramec, ktery maze byt umistén pod samostatny virovy
promotor (nejc¢astéji promotor kapsidového proteinu) nebo muze byt ve fuzi s jinym
virovym c¢tecim rdmcem (nejCastéji ve fuzi s ctecim ramcem kapsidového proteinu).
Prikladem takového vektoru je napfiklad pGR106 odvozeny od PVX zobrazeny na Obr. 6,
str. 31 [69]. Druha generace rostlinnych virovych vektor(, tzv. dekonstruované virové
vektory, je mimo vloZeni ¢teciho ramce pro pozadovany peptid/protein zaloZena na
odstranéni ¢asti virového genomu, ktera neni nezbytnd pro reprodukci viru. Napfiklad
mUZe jit o odstranéni ¢teciho rdmce kddujiciho protein nutny pro prenos viru vektorem
nebo odstranéni ¢teciho ramce pro kapsidovy protein v pfipadé, Ze jej virus nepotfebuje
pro Sifeni z bunky do bunky. K odstranéni casti virového genomu dochazi nejcastéji

za Ucelem zvySeni bezpecnosti expresniho systému (vzniklé virové Castice se nedokdzi
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pfendset svym vektorem, pfipadné virové Castice vibec nevznikaji) nebo z dlvodu zvyseni
exprese rekombinantniho peptidu/proteinu (vektor se stava stabilnéjsi). Pfikladem muze
byt napfiklad vektor pJL-TRBO odvozeny od TMV, ktery ve svém genomu postrdda cteci
ramec pro kapsidovy protein. Takto dekonstruovany TMV vektor produkuje oproti prvni
generaci Vvétsi mnoistvi rekombinantniho peptidu/proteinu a zvySuje bezpeénost
expresniho systému diky neschopnosti tvofit virové c¢astice (Sifi se pouze z bunky do
buriky, nevznikaji virové ¢astice) [70].

Vzhledem k faktu, Ze viry TMV a PVX mohou koinfikovat rostlinnou burnku aniz by
mezi sebou navzdjem soutéZily, mohou byt virové vektory odvozené od téchto vir(
vyuzivany pro simultanni expresi dvou rekombinantnich peptidl/proteind (napftiklad
pro produkci lehkého a tézkého retézce protilatky). Pfikladem mizZe byt systém
magnlCON vyvinuty némeckou spolecnosti Icon Genetics, ktery je zaloZzen na vyuziti
dekonstruovanych vektorit TMV a PVX. Vobou pfipadech dochazi k odstranéni
kapsidovych proteini, nasledkem cehoz dochazi kvétsi stabilité obou vektor(
a kprodukci vétsich mnoiZstvi rekombinantnich peptidQ/proteinli oproti systému
zalozeném na prvni generaci vektor PVX a TMV. Dale je zvysena bezpecnost celého

systému v dasledku toho, Ze nedochazi k tvorbé virovych ¢astic [71, 72].

MCS
LB 35S RdRp Ccp Nos RB
T W |
12K cp promotor
pPgR106 (~10Kb)

Kanamycin

Obr. 6 Schématické zndzornéni rostlinného virového vektoru pGR106 odvozeného od PVX
LB a RB - T-DNA hrani¢ni sekvence, 35S — transkripcni promotor odvozeny od CaMV, RdRp

— virovd RNA polymerasa, 25K, 12K a 8K — trojice virovych pohybovych protein,
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CP — kapsidovy protein PVX, Nos — nopalinovy transkripéni terminator (terminator
nopalinsynthasy), MCS — klonovaci misto, CP promotor — promotor kapsidového proteinu
PVX, Kanamycin — cteci ramec pro neomycinfosfotransferasu Il (zprostredkovava

rezistenci na kanamycin). Pfevzato z [73] a upraveno.
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X virus bramboru (PVX)

PVX je zastupcem rodu Potexvirus patfici do ¢eledi Alphaflexiviridae. Jde o vldknity
virus o pramérné délce 515 nm, priméru 13 nm a molekulové hmotnosti pfiblizné
3,5 MDa. Geneticka informace predstavuje pfiblizné 6 % hmotnosti virionu a je tvorena
(+)ssRNA o velikosti pfiblizné 6,5 kb. Obsahuje 5‘ ¢epicku a na 3‘ konci poly-A sekvenci
(pFiblizné 20 A). Neprekladana oblast na 5‘ konci virové RNA (5 UTR; untranslated region)
je dlouha 84 nukleotidl, obsahuje enkapsidacni signal, reguluje syntézu subgenomovych
RNA a jeji soucasti je translacni zesilova¢ (enhancer). 3 UTR virové RNA je dlouha
76 nukleotidd a podili se na regulaci replikace. Genom PVX kdéduje pét proteinl: virovou
RNA-dependentni RNA polymerasu (165 kDa), tfi pohybové proteiny TGBpl, 2 a 3
(25, 12 a 8 kDa) a kapsidovy protein PVX CP (25 kDa; 27-28 kDa v pfipadé glykosylace).
Virova polymerasa zajistuje replikaci virového genomu, tvorbu 5° cepicky a tvorbu
subgenomovych mRNA, ze kterych jsou translatovany pohybové proteiny a PVX CP
(Obr. 7, str. 34) [74]. TGBp1 je solubilni protein slouzici jako antagonista RNAi a md
schopnost zvétSovat propustnost plazmodezmat. Obsahuje NTPasovou/RNA helikasovou
proteinovou doménu, ktera ma schopnost vazat RNA. Pohybové proteiny TGBp2 a TGBp3
jsou transmembranové proteiny asociované s membranou ER. TGBpl je translatovan
z monocistronni subgenomové RNA, zatimco TGBp2 a TGBp3 jsou translatovany
z bicistronni subgenomové RNA (Obr. 7, str. 34) [75]. PVX CP tvofi kapsidu viru (pfiblizné
1300 molekul PVX CP na virion) a je regulovan fosforylaci bunéénymi Ser/Thr kinasami
(napfriklad proteinkinasou C nebo kaseinkinasami 1 a 2). Pfi fosforylaci N-koncové oblasti
PVX CP, ktera je bohatd na aminokyseliny Ser a Thr dochazi k destabilizaci interakci mezi
PVX CP, coz vede k postupnému rozvolnéni kapsidy a obnazeni virové RNA, ktera se tak
stdvd translaéné dostupnou [76]. Podobné vede k rozvolnéni kapsidy i tvorba virionu
s navazanymi TGBpl na monomery PVX CP v blizkosti 5° konce virové RNA
(tzv. single-tailed particle) [77]. PVX CP je ddle spolecné s pohybovymi proteiny esencidlni
pro mezibunécny a systémovy transport PVX. Mezibunécny transport PVX mlze ziejmé

probihat jak ve formé virionu, tak i ve formé ribonukleoproteinu (komplex virové RNA,
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PVX CP a pohybovych proteint), zatimco systémovy transport probiha pouze ve formé
virionu [78-80].

PVX neni v pfirodé prendsen vektory ani semeny, ale pouze mechanicky. Po jeho
ulpéni na drevény povrch nebo Saty zlstava infekéni az 6 h. Virus mlze byt v rostlinném
extraktu inaktivovan teplotou vyssi nez 70 °C plsobici po dobu alespori 10 min nebo
pouzitim denaturacnich cinidel. Hostitelem jsou prevdiné rostliny z ¢eledi Lilkovitych
(Solaneceae) - naptiklad Lilek bramboru (Solanum tuberosum) a Tabak selsky (Nicotiana
rustica). Symptomy jsou zavislé na typu virového izoldtu a odridé daného hostitele.
Nékteré odridy bramboru obsahuji dominantni R geny Nb, Nx, Rx1 nebo Rx2, jejichz
proteinové produkty rozezndvaji PVX CP a stimuluji u téchto odrdd hypersenzitivni
odpovéd (Nb a Nx) nebo extrémni rezistenci (Rx1 a Rx2) [81, 82]. V pfipadé rostlin
postradajicich geny rezistence proti PVX se symptomy vétSinou projevuji pritomnosti
mozaiky na listech, jako je tomu v pfipadé N. benthamiana na Obr. 7. Infekce PVX
na bramborach, jako ekonomicky nejdulezitéjsi komodité ze vSech hostiteld, se rfadi mezi

lehké virové choroby a obecné vynosové ztraty hliz nepfekracuji 20 % [1].

| RdRp | [vees)

AnamARAY 37

TGB1 | | cP
l 7GB3
o . ) Ao~ FANAAANAAAAAS sy 3°

RdRp mRNA

“AT681 RN sy 31

O i

Subgenomové mRNA TGB3

e

Obr. 7 Elektronmikroskopicky snimek PVX, mozaika na listech N. benthamiana

zpUsobena infekci PVX, organizace genomu a expresni strategie PVX
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RdRp — virovd RNA-dependentni RNA polymerasa, TGB1, 2 a 3 — pohybové proteiny,
CP — kapsidovy protein. Z genomu PVX je nejprve translatovdana RdRp. Ndsledné dochazi
k replikaci (neni vyznafena) a tvorbé subgenomovych mRNA. TGB3 vznikd ziejmé

proctenim ¢teciho ramce pro TGB2. Obrazek prevzat z [17], [83] a upraven.

PVX je Casto vyuZivan pro prezentaci peptidd/proteind na povrchu virionl i pres
skute¢nost, Ze trojrozmérna struktura PVX CP ve virionu ¢&i v roztoku neni zndma.
Experimentalné bylo potvrzeno, Ze je mozné fuzovat nékteré peptidy/proteiny s N- nebo
C-koncem PVX CP, aniZ by doslo k interferenci se skladanim virion( [84-86]. Tato strategie
vsak neni univerzalni a je proto vhodné mit k dispozici i jind mista, ktera mohou tolerovat
pritomnost rekombinantnich peptidd/proteind. Nejnovéji navrzeny strukturni model PVX
CP ve virionu mlze byt vyuzit jako predloha pro hledani novych pozic pro vkladani

rekombinantnich peptid(/proteint (Obr. 8) [87].

Obr. 8 Model zobrazujici strukturni organizaci PVX CP ve virionu PVX
o = sekundarni struktura a-helix, B = sekundarni struktura B-sklddany list. Pfevzato z [87]

a upraveno.
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Lidské papilomaviry (HPV)

Papilomaviry jsou Zivocisné viry patfici do celedi Papillomaviridae, které infikuji
Sirokou Skalu hostiteld — napfiklad ptactvo, hlodavce, dobytek a Clovéka. Do skupiny
lidskych papilomavird (HPV, z ang. human papillomavirus) patfi pfes 130 typt HPV [88].
Zivotni cyklus HPV probihd v keratinocytech (burikdch, které jsou soucasti pokozky
a sliznic) a hlavni receptory pro vstup viru do bazalnich bunék (z nichZ se keratinocyty
tvori) predstavuji integrinovy komplex a6B4 spoleéné s proteoglykany obsahujici
heparansulfat [89]. Viriony jsou sférické, neobalené a jejich primeér cini priblizné 55 nm.
Genom HPV je tvoren cirkuldarni dsDNA o velikosti pfiblizné 8 kb a kdduje nestrukturni
proteiny E1, E2, E4, E5, E6 a E7 a dva strukturni proteiny L1 a L2. Virova transkripce
probiha pouze z jednoho vldkna a nejprve dochazi k produkci nestrukturnich proteind.
Proteiny E1 a E2 se spolecné podileji na replikaci virového genomu. Protein E2 slouzi jako
transkripéni reguldtor, rozeznava replikacni pocatek virové DNA a interaguje s proteinem
E1, ktery ma helikasovou aktivitu a dale do mista replika¢niho pocatku ptitahuje bunécéné
replikacni proteiny (naptiklad DNA polymerasu a SSB proteiny) [88]. Protein E4 se podili
na uvolnovani viriond z bunék a protein E5 zpUsobuje snizovani po¢tu MHC glykoprotein(
tfidy | na povrchu infikovanych bunék a podili se tak na mechanismu uniku infikovanych
bunék imunitnimu systému [88, 90]. Proteiny E6 a E7 predstavuji onkoproteiny HPV.
Onkogenni charakter proteinu E6 spocivd v jeho vazbé na bunécny protein p53, ktera
vede k nasledné degradaci proteinu p53 proteasomem (Obr. 9, str. 37). Protein p53 patfi
mezi bunééné tumor-supresorové proteiny a podili se na zastaveni bunécného cyklu
vjeho rlGznych fazich (napfiklad aktivuje transkripci inhibitorl cyklin-dependentnich
kinas), pripadné hraje roli ve stimulaci apoptdzy (aktivuje transkripci proapoptickych
proteinll). Onkoprotein E7 interaguje s bunéénym proteinem pRb a prerusuje tak jeho
interakci s transkripcnimi faktory E2F (Obr. 9, str. 37). Protein pRb je tumor-supresorovy
protein jehoz funkce spocivad v regulaci transkripce vedouci k produkci proteind, které
zajistuji prechod z G1 faze bunééného cyklu do jeho S faze (napftiklad regulace transkripce
G1/S cyklinG). Protein pRb je v burice béZné regulovan fosforylaci. V hypofosforylovaném

stavu ma schopnost vazat transkripcni faktory E2F a zabranuje tak pfechodu burky z G1
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faze bunécného cyklu do jeho S faze. Pokud v3ak dojde kfosforylaci pRb (napfiklad
po stimulaci buriky mitogeny), dochazi k jeho disociaci od transkripénich faktorl E2F
a k ptrechodu buriky z G1 faze bunécného cyklu do S faze [91].

Strukturni proteiny L1 a L2 tvofi kapsidu viru. Protein L1 predstavuje hlavni kapsidovy
protein, zatimco L2 minoritni kapsidovy protein (v kapsidé je ho pfiblizné desetkrat

méneé). Oba proteiny se podili na vstupu viru do burnky a enkapsidaci virové DNA [88].
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Degradace p53

Obr. 9 Mechanismus pusobeni virovych onkoproteinl E6 a E7 v infikované burice
Onkoprotein E6 vaze bunécny tumor-supresorovy protein p53 a cili ho k degradaci.
Protein p53 v bunce reguluje zastaveni bunééného cyklu a aktivaci apoptézy.

Onkoprotein E7 vaze bunécny protein pRb (na obrazku jako Rb), ktery bézné inhibuje
transkripéni aktivatory E2F aktivujici transkripci protein nutnych pro prechod burky z G1

faze do S faze bunécéného cyklu. Prevzato z [92] a upraveno.
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Projevy infekce HPV

Vzhledem k faktu, Ze papilomaviry ve svém genomu kdduji onkoproteiny, které
maji schopnost aktivovat S fazi bunééného cyklu, maji tyto viry schopnost podilet se na
nadorovém bujeni, jehoZ projevem jsou casto jak benigni, tak i maligni nadory. HPV
se podle tkanové specifity rozdéluji na kozini a slizniéni. Kozni HPV infikuji bazalni
bunky/keratinocyty klze, jsou prenosné dotykem a nejcastéji zpUsobuji benigni nadory
ve formé koznich bradavic. Slizniéni HPV infikuji bazalni buriky/keratinocyty sliznic, jsou
sexudlné prenosné a vzhledem k faktu, Ze nejvice postihuji oblast genitalii, jsou casto
oznacovany jako genitdlni. Genitalni HPV je nejcastéjsi sexudlné prenosnou infekci
a béhem svého Zivota prodéla tuto infekci az 80 % vsech lidi. Ve velké vétsiné pripadu je
infekce HPV eliminovana imunitnim systémem, avsak pfriblizné ve 20 % pripad( virus
imunitnimu systému unikd, v disledku ¢ehoZ dochdzi k symptomatickym projevim.

Genitalni HPV mohou zpusobovat benigni i maligni nddory a z tohoto hlediska se
rozdéluji na nizce a vysoce rizikové. Mezi nizce rizikové papilomaviry patfi napfiklad typy 6
a 11 (HPV 6 a 11), které maji schopnost zplsobovat predevsim benigni nadory jako jsou
genitdIni bradavice (tzv. kondylomata), ptipadné papilomatdéza hrtanu. Mezi vysoce
rizikové HPV se fadi ty, které jsou ve vysoké mire spojeny se vznikem malignich nador(.
Patfi sem naptiklad rakovina konecniku, rakovina penisu a rakovina délozniho ¢ipku, kterd
sama o sobé predstavuje nejvétsi riziko co do poctu nakazeni i umrti [88, 93, 94].

Rakovina (karcinom) délozniho Cipku je ¢tvrté nejcastéjsi rakovinné onemocnéni
u Zen a ve vice nez v 99 % pripadu je spojeno pravé s infekci HPV, predevsim pak s typy 16
a 18 (asi 70 % vsSech pripadll) [88]. Celosvétové je kazdy rok diagnostikovano priblizné
500 000 novych pfipadud rakoviny délozniho Cipku a na toto onemocnéni ro¢né umira asi
270000 pacientll. Nejhirfe jsou postizeny predevsim rozvojové zemé z dlivodu
nedostacujiciho ¢i zcela chybéjiciho screeningového programu, ktery je zalozen na
vySetfeni cytologického stéru z délozniho ¢ipku. Na zdkladé pravidelného screeningu lze
vCasné odhalit prekancerdzni léze, které Ize nasledné ambulantné odstranit. DalSi obranu
proti rakoviné délozniho cipku, ale také proti kondylomatim a rakoviné konecniku,

predstavuji komercné dostupné vakciny proti infekci HPV [95].
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Vakciny proti HPV

Doposud byly vyvinuty tfi komercné dostupné rekombinantni podjednotkové

vakciny proti HPV — Cervarix (GlaxoSmithKline), Gardasil/Silgard (Merck & Co.)
a Gardasil 9 (Merck & Co.). Cervarix predstavuje bivalentni vakcinu poskytujici ochranu
proti HPV 16 a 18, Gardasil (v CR zndm jako Silgard) je tetravalentni vakcina poskytujici
ochranu proti HPV 6, 11, 16 a 18 a Gardasil 9 poskytuje ochranu proti HPV 6, 11, 16, 18,
31, 33, 45, 52 a 58. Vsechny vakciny tedy poskytuji ochranu proti HPV typim nejcastéji
zpUsobujicich rakovinu délozniho ¢ipku (HPV 16 a 18), vakcina Gardasil navic poskytuje
ochranu proti HPV typlm nejcastéji zplUsobujicich kondylomata (HPV 6 a 11) a vakcina
Gardasil 9 (oproti vakciné Gardasil) poskytuje navic ochranu proti dalSim HPV typim
zpUsobujicich rakovinu délozniho cipku a rakovinu konecniku (HPV 31, 33, 45, 52 a 58).
Vakciny maji preventivni uc¢inek a jsou zaloZzeny na stimulaci protilatek proti kapsidovym
proteinlm L1, které pti setkani s danym typem HPV zabranuji jeho vstupu do bunky
a zajistuji jeho eliminaci imunitnim systémem. Proteiny L1 jsou v pfipadé vakciny Cervarix
produkovany hmyzimi buikami odvozenych od Trichoplusia ni, zatimco v pfipadé vakcin
Gardasil a Gardasil 9 je expresni systém zaloZen na kvasince Saccharomyces cerevisiae.
Aktivni slozkou vSech vakcin jsou viru podobné castice (VLP), které L1 proteiny v obou
expresnich systémech tvofi (Obr. 10, str. 40) [96-98]. Vakciny se aplikuji injekéné ve tfech
davkach a to nejlépe pred za¢atkem pohlavniho Zivota.
V soucasné dobé je snaha vyvinout profylaktické vakciny, které by chranily i pfed dalSimi
typy HPV. Tyto vakciny se Casto v literature oznacuji jako vakciny druhé generace a mimo
pristupu, ktery je totozny se soucasnymi vakcinami - produkce L1 VLP, je dalSim pristupem
vyuziti L2 proteinu, ktery na svém N-konci obsahuje konzervované epitopy stimulujici
protilatky schopné blokovat infekci SirSiho spektra typ HPV [99].

V pripadé jiz probihajici infekce jsou profylaktické vakciny neudcinné
a v téchto pripadech by v budoucnu mély pomahat (Iécit) terapeutické vakciny. Cilem
terapeutickych vakcin by méla byt predevsim stimulace Thl CD4+ T IlymfocytQ

a CD8+ T lymfocytd, které jsou schopné eliminovat jiz infikované bunky.
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Onkoproteiny E6 a E7, které jsou konstitu¢né exprimovany v prekancerdznich lezich
i samotnych karcinomech jsou povazovdny za vhodné kandidaty pro pfipravu
terapeutickych vakcin. Pfi vyzkumu terapeutickych vakcin je onkoprotein E7 pouZivan
Castéji nezli onkoprotein E6 z dlvodu, Ze je v prekancerdznich lezich a karcinomech
exprimovan ve vétSim mnoistvi a je sekvencné vice konzervovan. Onkoprotein E7
(pFiblizné 11 kDa) je sam o sobé velmi malo imunogenni a proto se pfi pfipravé vakcin
Casto fuzuje simunogennimi proteiny [100]. Vzhledem k tumorigennimu potencidlu
onkoproteinu E7 jsou Casto pfi praci pouzivdny mutované verze tohoto onkoproteinu
— neschopné nebo majici mensi schopnost interagovat s proteinem pRb. Pfikladem
mutovaného E7 onkoproteinu je naptiklad E7GGG, ktery byl pfipraven zaménou tfi
aminokyselin (aspartdtu, cysteinu a glutamatu) za aminokyselinu glycin (D21G, C24G
a E26G). Tyto tfi aminokyseliny se nachazeji v misté podilejicim se na interakci s pRb a po
jejich zdméné za glycin dochazi k oslabeni této interakce [101]. | pfes pokracujici vyzkum

a vyvoj neni doposud 7zadna terapeuticka vakcina proti HPV na trhu.

Obr. 10 Elektronmikroskopické snimky HPV 16 (vlevo) a VLP (vpravo) odvozenych od L1
proteinu HPV 16 (produkovanych v hmyzich burnkach Sf6). Prevzato z [102, 103]

a upraveno.
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Dosavadni vyzkum pripravy vakcin proti HPV v rostlinach

Rostliny jsou vyuzivany za ucelem pripravy jak profylatickych, tak terapeutickych
vakcin proti HPV. Bylo prokazano, Ze protein L1 ma v rostliné schopnost tvofit VLP, které
jsou svoji velikosti totozné s VLP produkovanymi v bakulovirovém expresnim systému
(vakcina Cervarix) a dale bylo také prokazano, Ze rostlinné L1 VLP maji schopnost u mysi
stimulovat protilatkovou odpovéd [104-108].

Prvotni snahy o expresi proteinu L1 dosahovaly malych vytézkd nez by bylo tfeba
pro efektivni vyrobu vakciny. Pfiklad mlze byt stabilni exprese L1 HPV 16 v tabdku
N. tabacum cv. Xanthi ve vytézku 4 pg/kg Cerstvych listd nebo transientni exprese pomoci
virového vektoru odvozeného od TMV v listech tabaku N. benthamiana s vytézkem
40 pg/kg Cerstvych listd [106, 108]. Pomérné prekvapivé byly optimalizaci kodont
pro expresi v lidskych burikach vytézky L1 HPV 16 (L1h) znacné zvySeny. Prikladem muze
byt transientni exprese L1h pomoci virového vektoru odvozeného od TRV (tobacco rattle
virus) v listech rajéete Solanum lycopersicum L. dosahujici vytézku 45 mg/kg Cerstvych
listd [107]. Doposud nejvyssi produkce Llh vsak bylo dosazeno stabilni expresi
v chloroplastech s vytézkem 3 g/kg Cerstvych listl [109]. Ve fuzi s L1h byly produkovany
i epitopy odvozené od L2 HPV 16. Prikladem muzZe byt transientni exprese pomoci
nevirového nereplikativniho vektoru pTRAc. VLP byly produkovany ve vytézku az 1,2 g/kg
Cerstvych listd a po naockovani mySim mély schopnost stimulovat protilatky jak proti L1,
tak proti L2 HPV 16 [110].

Za Ucelem pfipravy terapeutické vakciny proti HPV byl v rostlinach exprimovan i virovy
onkoprotein E7. Nejvyssiho mnozstvi onkoproteinu E7 HPV 16 bylo dosazeno jeho
transientni expresi pomoci virového vektoru odvozeného od PVX v listech
N. benthamiana a to ve vytézku az 4 mg/kg Cerstvych listd. Navic takto produkovany
onkoprotein E7 stimuloval u mysi ockovanych hrubym rostlinnym extraktem z listd
bunécnou adaptivni imunitu a ockované mysi byly také chranény pred vznikem nadort po
naockovani nadorovymi bunkami [111, 112]. Onkoprotein E7 byl déale v rostlinach
exprimovan jako fuzni protein, pfedevsim za ucelem zvySeni jeho imunogenity. Pfikladem
muzZe byt fuze E7 a E7GGG HPV 16 s B-1,3-1,4-glukanasou (LicKM) bakterie Clostridium

thermocellum. Oba konstrukty byly transientné exprimovany pomoci virového vektoru
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odvozeného od TMV v listech N. benthamiana ve vytézku priblizné 400 mg/kg Cerstvych
listd. Po jejich purifikaci a naockovani mysim doslo ke stimulaci jak humoralni tak bunécéné
adaptivni imunity a mysi byly navic chrdnény pred tvorbou ndadorli po naockovani
nadorovymi bunkami [113, 114]. Pfikladem snahy o pfipravu kombinované vakciny proti
HPV predstavuje napfiklad stabilni jadernd exprese L1 HPV 16 ve flzi s tfemi epitopy
E7 onkoproteinu a jednim epitopem E6 onkoproteinu v rajéeti Solanum lycopersicum L.
Rostliny byly schopné produkovat VLP, které mély schopnost u mysi stimulovat humoralni
i bunécnou adaptivni imunitu, avSak mnozZstvi produkovanych VLP bylo velmi nizké

(0,05 —-0,1 % celkové rozpustné bilkoviny) [115].
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Kometova analyza

Tato metoda (z angl. comet assay) slouZi pro zjiSténi celkového poSkozeni bunécné
DNA a to na urovni jednotlivych bunék. Metoda je také oznadovana jako gelovd
elektroforéza jednotlivych bunék, i kdyZz v principu nejsou elektroforéze podrobeny
samotné bunky, ale pouze jejich DNA. Principem metody je rozdilnd migrace neporusené
genomové DNA (superhelixové DNA) a genomové DNA obsahujici dvou- a/nebo
jednoretézcové zlomy (relaxované DNA) v agarosovém gelu. Zatimco neporusena
genomova DNA se v agarosovém gelu témér nepohybuje, relaxovand DNA migruje a tvofi
obrazec pfipominajici svym tvarem kometu (Obr. 11). Stupent poskozeni DNA
je vyhodnocovan na zdkladé mnozstvi DNA v ohonu (z angl. tail) komety. Nejcastéji se
pouzivd délka ohonu (z angl. tail length), procentualni zastoupeni DNA v ohonu
(z angl. % tail DNA) nebo tzv. tail moment, ktery je definovan jako procentualni
zastoupeni DNA v ohonu ndsobené délkou ohonu (Obr. 11). [116-118]

Pfednosti kometové analyzy v porovnani sjinymi metodami detekujicimi
posSkozeni DNA (napfiklad PCR a pritokova cytometrie) je jeji snadné provedeni
a ekonomicka nenarocnost. | z téchto dlvodl je dnes kometova analyza Siroce vyuZzivana
napriklad pro ucely stanoveni ucink(i chemoterapeutik na nadorové bunky nebo pro
posuzovani protektivnich Gcink(i antioxidantl [119, 120] a v pfipadé rostlinnych bunék
pro posouzeni uc¢inku polutantl nebo pro studium vlivu rostlinnych patogen( na rostlinou

DNA [121-124].

Hlava Ohon

Obr. 11 Zndzornéni separace genomové DNA obsahujici fetézcové zlomy pfi kometové
analyze. Hlava — hlava komety, Ohon — ohon komety (pfedstavuje stupern poskozeni DNA)

Obrazek prevzat z [125] a upraven
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2. Cile prace

V predkladané disertacni praci byl vyuZit nejnovéjsi strukturni model PVX CP
ve virionu jako predloha pro nalezeni novych inzerénich mist vhodnych pro prezentaci
antigent na povrchu PVX a dale byl posouzen vliv infekce PVX na integritu hostitelské

DNA. Hlavni cile disertacni prace jsou uvedeny nize:

1) Navrzeni inzerénich mist v PVX CP za Ucelem pfipravy ¢astic PVX prezentujicich na svém

povrchu epitop odvozeny od E7 onkoproteinu HPV 16 (E7 epitop)

2) VloZeni E7 epitopu fuzovaného s 6xHis nebo Strepll kotvou (inzerty 6xHis-E7, E7-6xHis,
Strepll-E7 a E7-Strepll) do navrZenych inzerénich mist (A-G) v PVX CP

3) Exprese modifikovanych PVX CP v bakteriich Escherichia coli MC1061 za ucelem

posouzeni tvorby viru podobnych ¢astic (VLP)

4) Transientni exprese modifikovanych PVX CP v rostlindch Nicotiana benthamiana
a Nicotiana benthamiana HC-Pro pro vyhodnoceni jejich exprese a tvorby virovych castic

prezentujicich inzerty na svém povrchu

5) Purifikace modifikovanych virovych ¢astic z rostlin a jejich vyuZiti vimunologickych

studiich

6) Metodou kometové analyzy posoudit, zda u tabdku Nicotiana tabacum cv. Xanthi

dochazi pfi infekci PVX k poSkozeni hostitelské DNA
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3. Material a metody

Roztoky

PBS — 0,14 M chlorid sodny (Lachema); 0,0027 M chlorid draselny (Lach-Ner);
0,0078 M dodekahydrat hydrogenfosforeénanu sodného (Lach-Ner); 0,0015 M dihydrat

dihydrogenfosforecnanu draselného (Lach-Ner)
PBST — PBS obsahujici 1% (v/v) Tween 20 (Sigma-Aldrich)

10x MOPS (pH 7.0) — 0,4 M MOPS (Sigma-Aldrich); 0,1 M acetat sodny (Lach-Ner);
0,01 M EDTA (Lachema)

0,1 M fosfatovy pufr (pH 8.0) — 0,086 M dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného;
0,014 M dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner)

0,05 M fosfatovy purf (pH 8.0) - 0,043 M dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného;
0,0070 M dihydrat dihydrogenfosforec¢nanu sodného

0,02 M fofatovy pufr (pH 7.2) — 0,01 M dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného;

0,01 M dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného

Vyvolavaci roztok — 0,60 M bezvody uhli¢itan sodny (Lach-Ner); 15 uM pentahydrat
thiosiranu sodného (Penta); 0,050% formaldehyd (37 %; Erba Lachema)

Bakterie

Escherichia coli Top10 (Life Technologies) — klonovani
E. coli MC1061 (MoBiTec) — exprese modifikovanych PVX CP

E. coli BL21(DE3) (New England Biolabs) — exprese modifikovanych PVX CP
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Agrobacterium tumefaciens GV3101 (laskavé poskytl RNDr. Karel J. Angelis, CSc.,
Ustav experimentdlni botaniky, Praha, Ceskd republika) — transientni exprese

modifikovanych PVX CP v rostlinach

Plazmidy

pBSC/E7GGG — plazmid obsahujici DNA sekvenci modifikovaného E7 onkoproteinu
(E7GGG) odvozeného od HPV 16 (laskavé poskytl RNDr. Michal Smahel, Ph.D.,

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha, Ceska republika) [101]

pMPM-A4Q (Novagen) - arabinosou inducibilni bakteridlni expresni vektor pouzity pro

expresi v E. coli MC1061

pACYCDuet-1 (Novagen) — IPTG inducibilni bakteridlni expresni vektor obsahujici
T7 promotor (kompatibilni s pETDuet-1 a vhodny pro koexpresi v E. coli BL21(DE3)

— obsahujici v genomu T7 RNA polymerasu pod kontrolou lac promotoru

pETDuet-1 (Novagen) — IPTG inducibilni bakteridlni expresni vektor obsahuijici

T7 promotor (kompatibilni s pACYCDuet-1 a vhodny pro koexpresi v E. coli BL21(DE3))

pPGR106 — binarni vektor odvozeny od PVX (laskavé poskytl Dr. D.C. Baulcombe, Sainsbury

Laboratory, Norwich, Velka Britanie)

Rostlinny material

Pro transientni expresi byly pouzity 6 tydn( staré rostliny Nicotiana benthamiana
a N. benthamiana HC-Pro (transgenni N. benthamiana obsahujici gen pro HC-Pro z A viru
bramboru, ktery ma funkci antagonisty RNAI; laskavé poskytl Dr. E. Savenkov, Department
of Plant Biology, Sveriges Lantbruks-universitet, Uppsala, Svédsko). Rostliny byly
kultivovany pfi 20 — 25 °C pfi osvétleni (16 h) a pfi 15— 20 °C ve tmé (8 h).

Pro kometovou analyzu byly pouzity 6 tydn( staré rostliny heterozygotniho tabaku

(a1*/a1 az*/az) Nicotiana tabacum cv. Xanthi, které jsou pouzivanym bioindikatorem
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somatickych mutaci [126, 127]. Rostliny byly kultivovany pfi 28 °C pti osvétleni (16 h) a pfi
22 °Cve tmeé (8 h).

E7 epitop

17 aminokyselinovy peptid odvozeny od E7 onkoproteinu HPV 16

E714.60 (QAEPDRAHYNIVTFCCK): obsahuje imunodominantni epitop (QAEPD) stimulujici
u mysi produkci protilatek, epitop E74s-sa (DRAHYNI) stimulujici u mysi T-bunécny receptor
CD4+ Thl lymfocytl a epitop E719.57 (RAHYNIVTF) stimulujici u mysi T-bunécény receptor
CD8+ T lymfocytll [128-131].

atgocatggagatacacctacattgoatgaatatatgttagatttgcaaccagagacaact &0
M H & Db T P T L H E ¥ M L D L Q P E T T
ggtctcoctacggttatgggocaattaaatgacagotocagagoaggagyatgaaatagatggt 120
& L ¥ 6 ¥ 6 ¢ L ¥ b 5§ 5 E E E D E I D G
ccagctygacaagcagaaccggacagagcccattacaatattgtaaccttttgttgoaag 180
P A G O A E P D B A H Y W I VvV T F C C E
tgtgactcoctacgocttoggttgtgocgtacaaagcacacacgtagacattocgtactttggaa 240

c b 5 T L B L € v 5 T H VvV D I R T L E
gacctgttaatgggocacactaggaattgtgtgococccatctgttoctcagaaaccataa 297
r L L M & T L 6 I v C P I € 5 K P -

Obr. 12 DNA a aminokyselinovd sekvence E7GGG proteinu (respektive E7 epitopu)
odvozeného od HPV 16
Sedé& jsou zobrazeny mutace E7GGG (D21G, C24G a E26G oproti E7 onkoproteinu HPV 16)

a modre je zobrazena sekvence E7 epitopu [101].
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Priprava modifikovanych PVX CP pro expresi v E. coli MC1061 a rostlinach

DNA sekvence PVX CP byla ziskdna z pGR106 metodou polymerazové retézové
reakce (PCR; Phusion High-Fidelity DNA polymerase; Thermo Scientific). Metodou PCR
byla také ziskana DNA sekvence E7 epitopu (Obr. 12, str. 47) a to z pBSC/E7GGG. Pomoci
PCR byl E7 epitop na jeho 5 nebo 3’ konci fuzovan s DNA sekvenci 6xHis kotvy nebo
Strep Il kotvy. Do sedmi mist v DNA sekvenci PVX CP (A, B, C, D, E, F a G), které podle
strukturniho modelu PVX CP odpovidaji moznym peptidovym povrchovym smyckam
(Obr. 13, str. 49), byly metodou SOE (splicing by overlap extension)-PCR vloZeny
konstrukty 6xHis-E7, E7-6xHis, Strepll-E7 a E7-Strepll (Obr. 14A, str. 50). Celkem tak
vzniklo dvacet osm modifikovanych konstruktd PVX CP: PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis
A/B/C/D/E/F/G a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll A/B/C/D/E/F/G. Vsechny tyto konstrukty
byly klonovany do expresniho vektoru pMPM-A4Q pomoci endonukleas EcoRl a Sall.
Vzniklé plazmidy byly metodou teplotniho Soku transformovany do E. coli Top10 [132]
a nasledné byly ovéreny sekvenaci (GATC Biotech). VSechny modifikované konstrukty
PVX CP, mimo PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis D a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll D, byly nasledné
klonovany do vektoru pGR106 pomoci endonukleas Clal a Xhol. Konstrukty PVX CP
6xHis-E7/E7-6xHis D a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll D nemohly byt klonovany do vektoru
pGR106 pomoci endonukleas Clal a Xhol, nebot misto D se v PVX CP sekvenci nachazi
za restrikénim mistem Xhol. Pro vloZeni 6xHis-E7/E7-6xHis a Strepll-E7/E7-Strepll
do pGR106 (mista D v PVX CP) byla provedena SOE-PCR a vysledné konstrukty byly

vloZzeny do pGR106 pomoci endonukleas Xhol a Spel (Obr. 14B, str. 51).
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sekvenci a strukturnim modelu PVX CP ve virionu [87]
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Obr. 13 Schématické zobrazeni moznych povrchovych smycek A, B, C, D, E, F a G v DNA

V DNA sekvenci PVX CP smycka A odpovida pozici 70 — 75 nt, smycka B pozici 460 — 471
nt, smycka C pozici 577 — 585 nt, smycka D pozici 664 — 684 nt, smycka E pozici 157 — 165
nt, smycka F pozici 214 — 216 a smyc¢ka G pozici 529 — 555 nt. Cervené Sipky v DNA
sekvenci PVX CP reprezentuji oblasti, do kterych byly konstrukty 6xHis-E7/E7-6xHis
a Strepll-E7/E7-Strepll vkladany metodou SOE-PCR. V proteinovém modelu PVX CP je

v pozici 53 — 55, smycka F v pozici 72 a smycka G v pozici 177 — 185.

49

smycka A reprezentovana aminokyselinami v pozici (od N-konce) 24 — 25, smycka B

v pozici 154 — 157, smycka C v pozici 193 — 195, smycka D v pozici 222 — 228, smycka E
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Obr. 14 Schématické znazornéni pfipravy modifikovanych PVX CP pomoci PCR a SOE-PCR
za Ucelem jejich klonovani do pMPM-A4Q a pGR106
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Pro zjednoduseni nejsou zobrazena mista A, B, C, D, E, F a G v PVX CP. (A) Priprava
konstruktd PVX CP majici inzert v misté A, B, C, D, E, F nebo G za ucelem jejich klonovani
do pMPM-A4Q pomoci endonukleas EcoRl a Sall a jejich ndsledného klonovani do pGR106
pomoci endonukleas Clal a Xhol (kromé PVX CP majici inzert v misté D, které je
lokalizovano za restrikénim mistem Xhol). (B) Pfiprava konstruktl PVX CP majici inzert
vmisté D za ucelem jejich klonovdni do pGR106 pomoci endonukleas Xhol a Spel.
Zakfivené Sipky znazornuji primery (viz. Tab. 1, str. 63); CP - DNA sekvence PVX CP;
pCP - parcidlni (nedplnd) DNA sekvence PVX CP; tag — 6xHis nebo Strep Il kotva;
ptag — parcidlni DNA sekvence kotvy; E7 epitop — DNA sekvence E7 epitopuy;

pE7 — parcidlni DNA sekvence E7 epitopu; EcoRl, Clal, Sall, Xhol a Spel — restrikéni mista.

Exprese modifikovanych PVX CP v E. coli MC1061

Vsech dvacet osm modifikovanych PVX CP: PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis
A/B/C/D/E/F/G a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll A/B/C/D/E/F/G bylo exprimovano
z pMPM-A4Q pfi dvou teplotach (22 °C a 37 °C) po dobu 2, 4 a 16 h od pfidani induktoru
(0,2% L-(+)-arabinosa; Sigma-Aldrich). Exprese probihala v 50 ml LB média obsahujiciho
jako selekéni marker antibiotikum karbenicilin (50 pg/ml; Duchefa Biochemie).
Po uplynuti doby exprese byla bakterialni suspenze centrifugovana pri 5 000 x g po dobu
10 min pti 4 °C a bakterie (sediment) byly lyzovany lysozymem (Ready-Lyse Lysozyme
Solution; Epicentre) v pfitomnosti nukleasy Benzonasa (Sigma-Aldrich). Nasledné byla
centrifugaci pfi 16 000 x g po dobu 10 min pfi 4 °C ptipravena rozpustna (supernatant)
a nerozpustna frakce (nerozpustnd frakce byla resuspendovéna v 1% SDS). Pritomnost
modifikovanych PVX CP a VLP byla detekovdna metodou Western blot analyzy, respektive
transmisni imunoelektronovou mikroskopii. PVX CP 6xHis-E7 A/B/C/D/E/F/G a PVX CP
E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G byly dédle exprimovany v 50 ml LB média a to za podminek, které
odpovidaly podle vysledkll predchozi Western blot analyzy nejvétSimu mnoZstvi
(nejvyraznéjSimu signalu) daného modifikovaného PVX CP a nepfitomnosti jeho
degradacnich produktd v rozpustné frakci. Rozpustné a nerozpustné frakce byly ndsledné
CasteCné precistény hustotni centrifugaci pres sacharosovy polstar (25% w/v)

a koncentrace protein( byla stanovena pomoci soupravy DC Protein Assay (Bio-Rad).
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In vitro skladani virovych castic z PVX RNA a modifikovanych PVX CP

Proteiny PVX CP Strepll-E7 A/B/C/D/E/F/G a PVX CP E7-Strepll A/B/C/D/E/F/G byly
izolovany pomoci afinitni chromatografie (Gravity flow Strep-Tactin Sepharose column;
IBA GmbH) zrozpustnych frakci ptipravenych z expresi vE. coli MC1061. Dale byly
podrobeny Western blot analyze a jejich koncentrace byla stanovena pomoci soupravy
DC Protein Assay (Bio-Rad). PVX RNA byla ziskdna z purifikovaného PVX pomoci chloridu
lithného [133]: k purifikovanému PVX (10 mM Tris-HCI, pH 7.5) byl pfidan chlorid lithny
(Sigma-Aldrich) tak, aby jeho vyslednd koncentrace ¢inila 3 M a smés byla umisténa
do -20 °C a byla zde ponechdna 24 h. Nasledné byla smés centrifugovana pfi 18 000 x g
po dobu 20 min pfi 4 °C, vznikly sediment (RNA) byl tfikrat promyt 70% (v/v) ethanolem
(4 °C), rozpustén v 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) a uchovan pfi -80 °C. Izolovana PVX RNA byla
podrobena denaturaéni agarosové elektroforéze a jeji koncentrace byla stanovena
spektrofotometricky (NanoDrop 1000; Thermo Scientific).

Izolované bakterialni PVX CP Strepll-E7 A/B/C/D/E/F/G a PVX CP E7-Strepll
A/B/C/D/E/F/G (v 10 mM Tris-HCI, pH 7.5) byly smichany s PVX RNA (v 10 mM Tris-HClI,
pH 7.5) vpoméru 10 : 1 (w/w) a inkubovany 40 min pfi laboratorni teploté. Stejnym
zplsobem byly izolované proteiny inkubovany bez pritomnosti PVX RNA. Pfitomnost
virovych ¢astic nebo VLP byla nasledné ovéfena transmisni imunoelektronovou

mikroskopii.

Denaturacni agarosova RNA elektroforéza

Byl pfipraven 0,8% agarosovy gel v1x MOPS pufru (viz. Roztoky, str. 45)
obsahujicim 0,74% formaldehyd (37 %, Erba Lachema) spolecné s ethidium bromidem
(Sigma-Aldrich) o koncentraci 0,5 pg/ml. K5 pg PVX RNA bylo pfidéno 10 ul
denaturujiciho mixu (65 pl 10x MOPS, 13 upl 37% formaldehydu a 22 pl formamidu
— Promega) a smés byla inkubovana pfi 55 °C po dobu 15 min. Vzorky byly smichany
s nanasecim pufrem (2x RNA Loading Dye; New England Biolabs) a byly naneseny
na agarosovy gel. Jako elektroforeticky pufr byl pouzit 1x MOPS. Pro vyhodnoceni byl

pouZit zobrazovaci systém Gel Doc™ XR (Bio-Rad).
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Priprava modifikovanych PVX CP pro expresi v E. coli BL21(DE3)

DNA sekvence PVX CP a genomu PVX byla ziskdna z pGR106 metodou PCR
(Phusion High-Fidelity DNA polymerase; Thermo Scientific). DNA sekvence PVX CP
Strepll-E7 A a PVX CP E7-Strepll A byly ziskdny z pMPM-A4Q (viz. str. 48) metodou PCR.
Pomoci endonukleas Ncol a Blpl byla do vektoru pETDuet-1 vlozena DNA sekvence
odpovidajici PVX CP Strepll-E7 A (StrepE7CP), PVX CP E7-Strepll A (E7StrepCP) nebo
PVX CP (CP; Obr. 15A, str. 55) a pomoci endonukleas EcoNI a Blpl byla do vektoru
pACYCDuet-1 vloZzena DNA sekvence odpovidajici celému genomu PVX (genomPVX) nebo
DNA sekvence odpovidajici prvnim 1000 nt genomu PVX (1000PVX; Obr. 15B, str. 56).
Celkem tak vzniklo pét plazmidl: pACYCDuet-1(genomPVX), pACYCDuet-1(1000PVX),
pETDuet-1(CP), pETDuet-1(StrepE7CP) a pETDuet-1(E7StrepCP). Plazmidy byly metodou
teplotniho Soku transformovany do E. coli Top10 [132] a nasledné byly ovéreny sekvenaci
(GATC Biotech).

Plazmidy pACYCDuet-1 (genomPVX) a pACYCDuet-1 (1000PVX) byly ddle metodou
teplotniho Soku transformovdany do E. coli BL21(DE3) [132] a z téchto bunék (nesoucich
plazmidy pACYCDuet-1 (genomPVX) nebo pACYCDuet-1 (1000PVX)) byly nasledné
pfipraveny burnky kompetentni: po dosazeni ODeoo 0,35 - 0,4 (optickd hustota; optical
density; mérend pfi 600 nm) byla 100 ml bakteridlni kultura umisténa na led a ponechéana
zde 30 min. Nasledné byla bakteridlni kultura centrifugovana pfi 3 000 x g po dobu 15 min
pfi 4 °C a sediment byl resuspendovan ve 20 ml 100 mM MgCl; (4 °C). Suspenze byla ddle
centrifugovana pfi 2000 x g po dobu 15 min pfi 4 °C, sediment byl resuspendovan
ve 40 ml 100 mM CaCl; (4 °C) a suspenze byla ponechdna na ledu po dobu 30 min.
Nasledné byla suspenze centrifugovana pfi 2 000 x g po dobu 15 min pfi 4 °C a sediment
byl resuspendovan ve 20 ml 85 mM CaCl, obsahujiciho 15% (v/v) glycerol (4 °C). Vznikla
suspenze byla centrifugovédna pfri 1000 x g po dobu 15 min pfi 4 °C, sediment byl
resuspendovan v 500 pl 85 mM CaCl, obsahujiciho 15% (v/v) glycerol (4 °C) a vzniklé
kompetentni bunky (suspenze) byly uchovany pfi -80 °C.

Do takto pfipravenych kompetentnich bunék byly metodou teplotniho Soku [132]
transformovany plazmidy pETDuet-1(CP), pETDuet-1(StrepE7CP) a pETDuet-1(E7StrepCP).
Vzniklo tak Sest bakterialnich kolonii E. coli BL21(DE3), kdy kazda obsahovala transkrip¢ni
plazmid pACYCDuet-1 (produkujici PVX RNA - genomPVX nebo 1000PVX) a translacni
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plazmid pETDuet-1 (produkujici PVX CP Strepll-E7 A, PVX CP E7-Strepll A nebo PVX CP).
Stejnym zpUsobem byly plazmidy pETDuet-1(CP), pETDuet-1(StrepE7CP)
a pETDuet-1(E7StrepCP) transformovany do E. coli BL21(DE3) neobsahujicich
pACYCDuet-1.

(A)

H1

PVX CP E7-Strepll Av pGR106

~ . + /./ re
EcoNI TS Ncol  Blpl
" [ApR] :
pETDuet-1
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Obr. 15 Schématické znazornéni klonovaci strategie pro pripravu (A) translacnich vektora
pETDuet-1 (exprimujicich PVX CP Strepll-E7 A, PVX CP E7-Strepll A nebo PVX CP)
a (B) transkripcnich vektor(i pACYCDuet-1 (produkujicich PVX RNA — genomova nebo
prvnich 1000 nt genomu). Pro zjednoduSeni je zobrazen pouze konstrukt PVX CP
E7-Strepll A. Zakfivené Sipky znazorfuji primery (viz. Tab. 1, str. 63); CP 5 + CP 3 - DNA
sekvence PVX CP; E7 epitop — DNA sekvence E7 epitopu; Strep — DNA sekvence Strepll
kotvy; T7 prom = DNA sekvence T7 promotoru; Lac operator = DNA sekvence lac
operatoru; RBS — Shine-Dalgarnova sekvence (sekvence rozpozndvana malou
podjednotkou bakteridlniho ribozomu); MCS — mnohocetné klonovaci misto; T7 term
= DNA sekvence T7 terminatoru; ApR = DNA sekvence B-laktamasy (rezistence
na ampicilin); CmR = DNA sekvence chloramfenikolacetyltransferasy (rezistence

na chloramfenikol); Ncol, Blpl a EcoNI — restrikéni mista.
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Exprese modifikovanych PVX CP v E. coli BL21(DE3)

PVX CP Strepll-E7 A, PVX CP E7-Strepll A a PVX CP byly exprimovany
z pETDuet-1(CP), pETDuet-1(StrepE7CP) a pETDuet-1(E7StrepCP) spole¢né s PVX RNA
z pACYCDuet-1(genomPVX) nebo pACYCDuet-1(1000PVX) pfi dvou teplotach
(22 °C a 37 °C) po dobu 4 h od pfidani induktoru (0,4 M IPTG; Sigma-Aldrich). Stejnym
zpUsobem byly exprimovany i PVX CP Strepll-E7 A, PVX CP E7-Strepll A a PVX CP
z pETDuet-1(CP), pETDuet-1(StrepE7CP) a pETDuet-1(E7StrepCP) bez pritomnosti
pACYCDuet-1(genomPVX) a pACYCDuet-1(1000PVX). Exprese probihala v 50 ml LB média
obsahujiciho jako selekéni marker antibiotika karbenicilin (50 pg/ml; Duchefa Biochemie)
a chloramfenikol (34 pg/ml; SERVA Electrophoresis GmbH) nebo pouze antibiotikum
karbenicilin (pro expresi bez pfitomnosti pACYCDuet-1). Po uplynuti doby exprese byla
bakteridlni suspenze centrifugovdna pti 5000 x g po dobu 10 min pfi 4 °C a bakterie
(sediment) byly lyzovany lysozymem (Ready-Lyse Lysozyme Solution; Epicentre). Nasledné
byla centrifugaci pfi 16 000 x g po dobu 10 min pfi 4 °C pfipravena rozpustna
(supernatant) a nerozpustna cytoplazmatickd bakteridlni frakce (nerozpustna frakce byla
resuspendovana v 1% SDS). Pfitomnost modifikovanych PVX CP byla detekovana metodou
Western blot analyzy a pfitomnost modifikovanych virovych castic nebo VLP byla
detekovana transmisni imunoelektronovou mikroskopii. Pfitomnost PVX RNA v bakterialni
suspenzi po ukonceni exprese a vrozpustnych cytoplazmatickych frakcich byla
detekovana z celkové RNA (RNAzol®RT; Molecular Research Center) pomoci metody
RT-PCR (reverzni transkripce spojend s PCR; M-MLV Reverse Transcriptase — Promega;

GoTaq®DNA polymerase — Promega).

Transientni exprese modifikovanych PVX CP v rostlinach

Buriky A. tumefaciens byly metodou teplotniho Soku (freeze/thaw shock method)
[134] transformovany binarnim vektorem pGR106 obsahujici modifikovany PVX CP.
Bakterie byly ndsledné kultivovany v LB médiu obsahujicim jako selekéni marker
antibiotikum kanamycin (25 pg/ml; SERVA Electrophoresis GmbH) pti 28 °C po dobu 2 dni.

Bakteridlni kultury byly nafedény na ODsso = 0,5 (optickd hustota; optical density; mérena
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pfi 550 nm) a jednotlivymi suspenzemi byly injekéné (1 ml) agroinfiltrovany 6 tydnu staré
rostliny N. benthamiana a N. benthamiana HC-Pro (vZdy 10 rostlin). Infiltrovany byly vzdy
dva spodni listy v prvnim nadzemnim patfe rostliny. Jako negativni kontrola byla pouzita
A. tumefaciens neobsahujici pGR106 a jako pozitivni kontrola A. tumefaciens nesouci
pGR106 obsahujici nemodifikovany PVX CP. Po agroinfiltraci byly rostliny kultivovany pfi
20 — 25 °C pfi osvétleni (16 h) a pfi 15— 20 °C ve tmé (8 h). Z infliltrovanych a systémovych
(neinfiltrovanych) list( byly pribézné odebirdny vzorky (4., 8., 12. a 16. den po infiltraci)
za UcCelem detekce pritomnosti modifikovanych PVX CP (Western blot analyza)
a pfitomnosti modifikovanych virovych ¢astic (transmisni imunoelektronova mikroskopie).
V pfipadé nutného uchovani vzorkl pro pozdéjsi analyzu nebo purifikaci byly listy

uchovany v -80 °C.

Purifikace PVX a PVX E7-Strepll A z rostlin

Infikované listy byly homogenizovany v mixéru spole¢né s0,1 M fosfatovym
pufrem (pH 8.0; viz. Roztoky, str. 45) a to v poméru 1 : 2 (w/v). Homogenat byl
prefiltrovan pres tfi vrstvy gazy a dale byl centrifugovan pfi 7 800 x g po dobu 20 min pfi
4 °C. Ksupernatantu byl pfidan Triton X-100 (Sigma-Aldrich) tak, aby jeho vysledna
koncentrace ¢inila 1 % (w/v) a smés byla michana (150 ot/min) pfi 4 °C po dobu 1 h. Smés
byla nasledné centrifugovana pfi 5500 x g po dobu 20 min pfi 4 °C. K supernatantu byl
pridan chlorid sodny (Lachema) do vysledné koncentrace 0,2 M, PEG 6000 (Sigma-Aldrich)
do vysledné koncentrace 4 % (w/v) a smés byla michana (150 ot/min) pfi 4 °C po dobu
1 h. Smés byla dale inkubovédna pfi pokojové teploté po dobu 1 h a nasledné
centrifugovana pfi 7 800 x g po dobu 30 min pfi 4 °C. Vznikly sediment byl resuspendovan
v 0,05 M fosfatovém pufru (pH 8.0; 1 ml pufru na 5 g pouzitych listl) a centrifugovan pfi
7 800 x g po dobu 10 min pfi 4 °C. Supernatant byl podroben hustotni centrifugaci pfes
sacharosovy polstar (30% w/v sacharosa (Lach-Ner) v 0,05 M fosfatovém pufru) pfi
27 000 ot/min po dobu 3 h pfi 4 °C (Beckman L7-55, rotor Ti 50.2). Sediment byl pfes noc
resuspendovan za stalého michani (200 ot/min) pfi teploté 4 °C v 0,02 M fosfatovém
pufru (pH 7.2) nebo 10 mM Tris-HCI (pH 7.5). Smés byla centrifugovdna pti 2000 x g

po dobu 5 min pfi 4 °C a supernatant (purifikovany virus) byl odebran k analyze.
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SDS-PAGE elektroforéza a Western blot analyza

K30 pl bakteridlni rozpustné a nerozpustné frakce nebo purifikovaného viru
z rostlin bylo pfidano 10 pl vzorkového pufru 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad) a 4 pl
TCEP (500 mM tris(2-carboxyethyl)phosphine, pH 7.0; Sigma-Aldrich). Infiltrované
a systémové listy byly rozetfeny v PBS (1 : 10 w/v) a vzniklad smés byla centrifugovana pfi
10000 x g po dobu 1 min pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo k 30 ul supernatantu
rostlinného extraktu pridano 10 ul vzorkového pufru 4x Laemmli Sample Buffer a 4 ul
TCEP. Vzorky (bakteridlni frakce, rostlinné extrakty, purifikovany virus) byly inkubovany
15 min pfi teploté 90 °C a ndsledné centrifugovany pfi 10 000 x g po dobu 30 s pfi
laboratorni teploté. Po rozdéleni na SDS-PAGE elektroforéze (12% gel) byly proteiny
preneseny (polo-suchy prenos) na nitrocelulézovou membranu (0,2 pum,
Schleicher & Schuell Protran). Membrana byla nasledné 1 h blokovana v 5% odtuc¢néném
mléce (Laktos) a pres noc inkubovdna s primarni monoklondlni mysi protildtkou anti-His
(GE Healthcare Life Sciences) nebo s primarni monoklonalni mysi protilatkou anti-Stepll
tag (Qiagen) nebo s primarni polyklonalni krali¢i protildtkou anti-PVX CP (Prime
Diagnostics). Vsechny primarni protilatky byly fredény v PBST (1 : 1000 v/v). Po promyti
membrany pomoci PBST (3 x 5 min) byla membrana 2 h inkubovana se sekundarni
kozi polyklonalni  anti-mysi  protildtkou  konjugovanou salkalickou fosfatasou
(Sigma-Aldrich) nebo se sekundarni kozi polyklondlni anti-krali¢i protilatkou konjugovanou
s alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich). Obé protilatky byly fedény v PBST (1 : 30 000 v/v).
Po opétovném promyti membrany pomoci PBST (3 x 5 min) byla pfitomnost protein(

detekovana pomoci chromogenniho substratu BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).

Detekce glykoproteint

Po ukonceni SDS-PAGE elektroforézy byl gel za stalého trfepani inkubovan v 20%
(w/v) kyseliné trichloroctové (Lach-Ner) a to po dobu 30 min pfi laboratorni teploté.
Nasledné byl gel za stadlého tfepdni inkubovdn v 1% (w/v) kyseliné iodisté (Lach-Ner)
po dobu 30 min pfi laboratorni teploté. Gel byl promyt (4 x 5 min) smési ethanol/voda

(3 : 10 v/v). Nasledné byl gel za stalého tfepani inkubovan v 0,02% (w/v) pentahydratu
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thiosiranu sodného (Penta) po dobu 2 min pfi laboratorni teploté. Gel byl promyt
(3 x 20 s) destilovanou vodou a pfi laboratorni teploté byl za stalého michdni inkubovan
1 h v0,2% (w/v) dusi¢nanu stfibrném (Lach-Ner) obsahujicim 0,05% (v/v) formaldehyd
(37 %, Erba Lachema). Gel byl promyt (3 x 20 s) destilovanou vodou a byl ponofen do
vyvolavaciho roztoku (viz. Roztoky, str. 45). Pro ukonceni vyvijeni byl gel zalit 10% (v/v)

kyselinou octovou (Lach-Ner) [135].

Transmisni imunoelektronova mikroskopie

Niklova elektronmikroskopicka sitka (Electron Microscopy Sciences; hustota ok
400 mesh, vyska 62 um) potazena 2% vrstvou formvaru (BDH Chemicals) byla poloZena na
20 pl vzorku (bakteridlni frakce, rostlinny extrakt nebo purifikovany virus). Po 30 min
inkubaci pfi pokojové teploté byla sitka promyta poloZzenim na 20 ul PBS (2 x 2 min). Sitka
byla dale poloZzena na 20 pl primarni monoklonalni mysi protilatky anti-His (GE Healthcare
Life Sciences) nebo primarni monoklonalni mysi protilatky anti-Stepll tag (Qiagen) nebo
polyklonalni krali¢i protilatky anti-PVX CP (Prime Diagnostics). Protilatky byly fedény v PBS
(1 : 1000 v/v) a sitka na nich byla inkubovana pfi pokojové teploté po dobu 30 min.
Po promyti vPBS (2 x 2 min) byla sitka umisténa na 20 pl odpovidajici sekundarni
protilatky: kozi polyklonalni anti-mysi protildtka konjugovana s 10 nm ¢3asticemi zlata
(Sigma-Aldrich) nebo kozi polyklonalni anti-krali¢i protilatka konjugovand s 5 nm ¢asticemi
zlata (Sigma-Aldrich). Protilatky byly rfedény v PBS (1 : 20 v/v) a sitka na nich byla
inkubovana pfi pokojové teploté po dobu 30 min. Mimo tento postup bylo také
provedeno dvoji znaceni ve schématu: mysi protilatka anti-His/anti-Strepll tag — promyti
— anti-mysi protilatka s 10 nm casticemi zlata — promyti - krdli¢i protilatka anti-PVX CP
— promyti — anti-krali¢i protilatka s 5 nm ¢asticemi zlata. Po promyti v PBS (2 x 2 min) byla
sitka umisténa na 20 pl 4% (w/v) molybdenanu amonného (pH 7.0, Erba Lachema)
obsahujiciho 0,1% (w/v) trehalosu (SERVA Electrophoresis GmbH). Po péti minutach
inkubace pri pokojové teploté byla sitka umisténa do zasobniku na sitky a ponechéana
zaschnout. Mikroskopie byla provedena na transmisnim elektronovém mikroskopu

FEI Morgagni 268D (FEIl, Oregon USA).
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Kometova analyza

Sest tydn( staré rostliny Nicotiana tabacum cv. Xanthi byly mechanicky infikovany
extraktem pripravenym z rostlin N. tabacum cv. Xanthi infikovanych PVX. Dva listy (Ctvrty
a paty od déloiniho listu) byly popraseny karbidem kiemicitym (velikost castic
600 mesh; Keyvest Belgium SA) a potfeny pfipravenym rostlinnym extraktem
(0,057 M hydrogenfosfore¢nan draselny (P-LAB), pH 8.0). Jako negativni kontrola
byly rostliny N. tabacum cv. Xanthi potfeny rostlinnym extraktem pfipravenym
z neinfikovanych N. tabacum cv. Xanthi. Pro analyzu byly 3., 7., 10., 14., 17. a 21. den po
mechanické infekci odebrany vzorky listl o velikosti pfiblizné 1,5 x 1 cm a to z oblasti
u rapiku a zokrajové oblasti listu (vidy z mechanicky infikovaného listu a Ctyf
systémovych listd — kaZzdy z jednoho vrchniho rostlinného patra) a byla provedena
kometova analyza.

Vzorek listu (pfiblizné 1,5 x 1 cm) byl v 250 pl 400 mM Tris-HCI (pH 7.5; 4 °C)
mechanicky narusen (nakrdjen Ziletkou) za ucelem ziskani suspenze jednotlivych
bunécnych jader. TFi/ctyfi mikroskopickd podloZni sklicka byla potazena vrstvou 1% (m/v)
agarosy (Cambrex) a na kazdé takto pripravené podlozni sklicko bylo pipetovano 50 pl
suspenze bunécnych jader a 50 pl 1% nizkotajici agarosy (v PBS; 37 °C; Cambrex). Tato
smés byla promichdna pomoci mikropipety, byla prekryta krycim sklickem a ponechana
ztuhnout. Po ztuhnuti byla kryci sklicka sejmuta a podlozni sklicka obsahujici genomovou
DNA imobilizovanou v agarose byla umisténa do nddoby (tanku) pro DNA
horizontalni elektroforézu obsahujici vychlazeny (4 °C) elektroforeticky pufr o slozeni:
1 mM disodna sul EDTA (Lachema), 300 mM hydroxid sodny (Lachema); pH > 13. Zde byly
vzorky inkubovany 20 min a nasledné doslo k elektroforetické separaci, kterd probihala
po dobu 20 min pfi 0,74 V/cm a teploté 4 °C. Po ukonceni elektroforézy byla sklicka tfikrat
promyta v 400 mM Tris-HCI (pH 7.5) a byla ponechdna zaschnout pfi pokojové teploté.
Takto pripravena sklicka byla na 5 min ponorena do roztoku ethidium bromidu (20 pg/ml;
Sigma-Aldrich), nasledné ponorfena do destilované vody (pro odstranéni prebytku
ethidium bromidu) a prekryta krycim sklickem. Pro vyhodnoceni byl vyuzZit fluorescencni
mikroskop (BX 60, Olympus, Tokyo, Japonsko) s excitacnim filtrem 546/10 nm

a bariérovym filtrem 590 nm spole¢né se softwarem Komet v. 3.1 (Kinetic Imaging,
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Liverpool, UK). Pro stanoveni stupné poskozeni DNA byl pouZit tzv. tail moment, ktery je
definovdn jako procentualni zastoupeni DNA v ohonu komety nasobené délkou ohonu
komety (viz. str. 43). Celkové bylo hodnoceno 50 nahodné vybranych bunék
(resp. genomovych DNA) na jeden vzorek (jedno podlozni skli¢ko), pficemzZ kazdy vzorek
byl analyzovan v triplikatu aZz kvadruplikatu (tfi/¢tyfi podloZni sklicka pro jeden vzorek),
coz odpovida 150 — 200 analyzovanym bunkam, resp. genomovym DNA. Statistické
vyhodnoceni naméfenych hodnot provedl RNDr. Toma$ Gichner, DrSc (Ustav
experimentdlni botaniky AV CR, v. v. i.) s pouZitim softwaru SigmaPlot 13 (Systat Software

Inc.).
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4. Vysledky

VlozZeni E7 epitopu do moznych povrchovych smycek PVX CP

Pro vloZeni E7 epitopu ve fuzi s 6xHis kotvou nebo Strep Il kotvou do moZnych

povrchovych smycek PVX CP (A, B, C, D, E, F a G) pomoci metod PCR a SOE-PCR byla

navrzena klonovaci strategie (Obr. 14, str. 50-51) a pfislusné primery (Tab. 1). VSech

28 konstruktt, PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll

A/B/C/D/E/F/G, bylo uUspésné pripraveno a nasledné klonovano do bakteridlniho

expresniho vektoru pMPM-A4Q. Konstrukty byly dale klonovany do vektoru pGR106.

Tab. 1 Primery pro pfipravu konstruktd PVX CP. Primery odpovidaji Obr. 14 a 15

(viz. str. 50-51 a 55-56). Pokud jsou u primeru uvedeny dvé sekvence, pak horni odpovida

konstruktu obsahujicimu 6xHis kotvu a spodni konstruktu obsahujicimu Strepll kotvu.

Primery DNA sekvence (5°-3°)

Al CACAAAAACTGCAGGCCATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGACAGA
CACAAAAACTGCAGGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGCAAGCAGAACCGGACAGA

A2 TGTGGCAGGAGTTGCCTTGCAACAAAAGGTTACAAT

A3 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG

A4 TGGTGATGATGGCCTGCAGTTTTTGTGG
GTGGCTCCAGCCTGCAGTTTTTGTGG

A5 TTTTGTTGCAAGGCAACTCCTGCCACAG

A6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

B1 AGCACAAGGTTTCAAGCATCATCACCATCACCAC
AGCACAAGGTTTCAAGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAG

B2 GAATTTGTGCTCAGGCTTGCAACAAAAGGTTACAA

B3 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG

B4 TGGTGATGATGCTTGAAACCTTGTGCTTG
GTGGCTCCACTTGAAACCTTGTGCTTG

B5 CTTTTGTTGCAAGCCTGAGCACAAATTCGC

B6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

C1 AATGAATGCTGCCCAACATCATCACCATCACCAC
AATGAATGCTGCCCAATGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAG

C2 CACAAAGGCAGCAGTCTTGCAACAAAAGGTTACAA

C3 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG

c4 TGGTGATGATGTTGGGCAGCATTCATTTC
GTGGCTCCATTGGGCAGCATTCATTTC

C5 TTTTGTTGCAAGACTGCTGCCTTTGTGAA
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C6

CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

D1 AGGTCGTATCACTGGACATCATCACCATCACCAC
AGGTCGTATCACTGGATGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAG
D2 CTCAGCGGTTGTTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAA
D3 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG
D4 TGGTGATGATGTCCAGTGATACGACCTC
GTGGCTCCATCCAGTGATACGACCTC
D5 AACCTTTTGTTGCAAGACAACAACCGCTGAGG
D6 GTATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG
A7 CACAAAAACTGCAGGCCAAGCAGAACCGGACAGA
A8 TGTGGCAGGAGTTGCGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTTACAAT
TGTGGCAGGAGTTGCCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCACTTGCAACAAAAGGTTACAAT
A9 GGTTCTGCTTGGCCTGCAGTTTTTGTGG
Al10 CATCACCACGCAACTCCTGCCACAG
AGTTCGAAAAGGCAACTCCTGCCACAG
B7 AGCACAAGGTTTCAAGCAAGCAGAACCGGACAG
B8 GAATTTGTGCTCAGGGTGGTGATGGTGATGATG
GAATTTGTGCTCAGGCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCA
B9 GGTTCTCCTTGCTTGAAACCTTGTGCTTG
B10 CCATCACCACCCTGAGCACAAATTCGC
AGTTCGAAAAGCCTGAGCACAAATTCGC
C7 AATGAATGCTGCCCAACAAGCAGAACCGGACAG
Cc8 CACAAAGGCAGCAGTGTGGTGATGGTGATGATG
CACAAAGGCAGCAGTCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCA
C9 GGTTCTGCTTGTTGGGCAGCATTCATTTC
C10 CCATCACCACACTGCTGCCTTTGTGAA
AGTTCGAAAAGACTGCTGCCTTTGTGAA
D7 AGGTCGTATCACTGGACAAGCAGAACCGGACAG
D8 CTCAGCGGTTGTTGTGTGGTGATGGTGATGATG
CTCAGCGGTTGTTGTCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCA
D9 GGTTCTGCTTGTCCAGTGATACGACCTC
D10 | TCATCACCATCACCACACAACAACCGCTGAGG
AGTTCGAAAAGACAACAACCGCTGAGG
El AGCAATGCTGTCGCACATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGACAGA
AGCAATGCTGTCGCATGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGCAAGCAGAACCGGACAGA
E2 TGAGGTCCTCATTTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAAT
E3 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG
E4 TGGTGATGATGTGCGACAGCATTGCTG
GTGGCTCCATGCGACAGCATTGCTG
ES CCTTTTGTTGCAAGACAAATGAGGACCTCAG
E6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG
F1 GACATGAAGGTGCCCCATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGACAGA
GACATGAAGGTGCCCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGCAAGCAGAACCGGACAGA
F2 GTGCCATAGTGTCTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAAT

F3

CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG
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F4 TGGTGATGATGGGGCACCTTCATGTCC
GTGGCTCCAGGGCACCTTCATGTCC
F5 CCTTTTGTTGCAAGACAGACACTATGGCACA
F6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG
G1 CATGCCCAAAGAGGGGCATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGACAGA
CATGCCCAAAGAGGGGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGCAAGCAGAACCGGACAGA
G2 CGGTGGCCGGATGAGCTTGCAACAAAAGGTTACAAT
G3 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG
G4 GTGATGATGCCCCTCTTTGGGCATG
GCTCCACCCCTCTTTGGGCATG
G5 TTGCAAGCTCATCCGGCCACCG
G6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG
E7 AGCAATGCTGTCGCACAAGCAGAACCGGACAGA
ES TGAGGTCCTCATTTGTGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTTACAAT
TGAGGTCCTCATTTGTCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCACTTGCAACAAAAGGTTACAAT
E9 GGTTCTGCTTGTGCGACAGCATTGCTG
E10 CACCATCACCACACAAATGAGGACCTCAG
CGCAGTTCGAAAAGACAAATGAGGACCTCAG
F7 GACATGAAGGTGCCCCAAGCAGAACCGGACAGA
F8 GTGCCATAGTGTCTGTGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTTACAAT
GTGCCATAGTGTCTGTCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCACTTGCAACAAAAGGTTACAAT
F9 GTTCTGCTTGGGGCACCTTCATGTCC
F10 ACCATCACCACACAGACACTATGGCACA
GCAGTTCGAAAAGACAGACACTATGGCACA
G7 CATGCCCAAAGAGGGGCAAGCAGAACCGGACAGA
G8 CGGTGGCCGGATGAGGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTTACAAT
CGGTGGCCGGATGAGCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCACTTGCAACAAAAGGTTACAAT
G9 TTCTGCTTGCCCCTCTTTGGGCATG
G10 | ACCACCTCATCCGGCCACCG
TTCGAAAAGCTCATCCGGCCACCG
D11 CATTCTCGAGGTCGTATCACTGGACATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACC
CATTCTCGAGGTCGTATCACTGGATGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGCAAGCAGAACC
D12 CCTCAGCGGTTGTTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAATATTGTAATGGGCTC
D13 ACCCACTAGTTTTTTTTTTTTATTTATATTA
D14 CATTCTCGAGGTCGTATCACTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCC
D15 CCTCAGCGGTTGTTGTGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAAC
CCTCAGCGGTTGTTGTCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTTGCAAC
H1 AGGAGATATACCATGTCAGCACCAGCTAGCACAA
H2 GCTAGTTATTGCTCAGCTTATGGTGGTGGTAGAGTGA
H3 TATGCGACTCCTGCATTAGGAAATTAATACGACTCACTATAGGAAAACTAAACCATACACCAC
H4 GCTAGTTATTGCTCAGCGCTTCTTGCAGTTGTGAACT

H5

GCTAGTTATTGCTCAGCTTTTTTTTTTTTATTTATATTATTCATACAATC
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Exprese PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis v E. coli MC1061

Za Ucelem posouzeni rozpustnosti a schopnosti tvofit VLP v bakteriich byly PVX CP
6xHis-E7 A/B/C/D/E/F/G a PVX CP E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G exprimovany v E. coli MC1061.
Vsechny konstrukty PVX CP v pMPM-A4Q) byly Uspésné transformovany do E. coli MC1061
a nasledné byly exprimovany pfi dvou teplotach (22 °C a 37 °C) po dobu 2, 4 a 16 h
od pfidadni induktoru (L-(+)-arabinosa). Zjednotlivych bakteridlnich suspenzi byly
pfipraveny rozpustné a nerozpustné frakce, které byly dale analyzovany pomoci Western
blot analyzy a transmisni imunoelektronové mikroskopie [136].

Na zakladé Western blot analyzy bylo zjisténo, Ze PVX CP 6xHis-E7 A/B/D/E/F/G
a PVX CP E7-6xHis B/D/E/F/G (= 28 kDa) byly nejefektivnéji (z hlediska mnoZstvi a stupné
degradace modifikovanych PVX CP v rozpustnych frakcich) exprimovany pfi 37 °C s délkou
indukce 4 h, PVX CP E7-6xHis A pfi teploté 22 °C s délkou indukce 4 h a PVX CP 6xHis-E7 C
spolecné s PVX CP E7-6xHis C pfi teploté 22 °C s délkou indukce 2 h (Obr. 16, str. 68-69).
Rozpustné a nerozpustné frakce pripravené zexpresi provedenych za podminek
uvedenych vySe byly dale ¢astecné preciStény hustotni centrifugaci pres sacharosovy
polstar (25% w/v) a byla stanovena celkova koncentrace protein( (Tab. 2, str. 71) [136].

Z Western blot analyzy je dale patrné, Ze rGznd topologie inzertu ovliviiuje rozpustnost
modifikovanych PVX CP v E. coli MC1061. Zatimco PVX CP obsahujici inzert vloZzeny do
pozic B, E, F a G je pfitomen pouze v nerozpustné frakci (proteinové agregaty), PVX CP
obsahujici inzert vloZzeny do pozic C a D je mimo nerozpustnou frakci pfitomen také
v rozpustné frakci — stejné jako v pripadé nemodifikovaného PVX CP (= 25 kDa). PVX CP
obsahujici inzert vloZzeny do pozice A je dale dikazem toho, Ze nejen pozice, ale také
usporadani inzertu (6xHis-E7 vs. E7-6xHis) ma vliv na rozpustnost produkovaného
proteinu. Zatimco PVX CP 6xHis-E7 A je detekovan v rozpustné frakci, PVX CP E7-6xHis A
nikoli.

Z expresi pfi raznych ¢asech (2, 4 a 16 h) a teplotach (22 °C a 37 °C) bylo zjisténo, Ze doba
exprese ovliviiuje nejen mnoistvi produkovanych proteinli, ale také stupen jejich
degradace (pfitomnost modifikovanych PVX CP smensi molekulovou hmotnosti).
Ve vSech ptipadech bylo prokazano, Zze 16 h exprese vedla, oproti 2 a 4 h expresi,
k pomérné znacné degradaci modifikovanych PVX CP a to pfi obou teplotach exprese

(data nejsou zobrazena). Dale pak bylo prokdzdno, Ze rozdil v ¢ase a teploté exprese
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neovliviioval pfitomnost/nepfitomnost daného modifikovaného PVX CP vrozpustné
a nerozpustné frakci.

Na zakladé provedené transmisni imunoelektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze
zadny vzorek (rozpustné i nerozpustné frakce ziskané z expresi pfi obou teplotach a vSech
indukénich ¢asech) nebyl pozitivni na pritomnost VLP odvozenych od modifikovanych
PVX CP. Ve vsech ziskanych nerozpustnych frakcich, stejné jako v rozpustnych frakcich
odvozenych od exprese PVX CP, PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis C a PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis D
byly detekovany pouze proteinové agregaty a v pripadé exprese PVX CP 6xHis-E7 A byly
v rozpustnych frakcich detekovany struktury (nejpravdépodobnéji proteinové agregaty)
pfipominajici VLP, které bylo mozné oznacit jak protilatkou anti-His, tak protilatkou

anti-PVX CP (Obr. 17, str. 71) [136].
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Obr. 16 Western blot analyza (12% gel) modifikovanych PVX CP produkovanych v E. coli
MC1061. A — exprese PVX CP 6xHis-E7 A a PVX CP E7-6xHis A; B — PVX CP 6xHis-E7 B a PVX
CP E7-6xHis B; C — exprese PVX CP 6xHis-E7 C a PVX CP E7-6xHis C; D — exprese PVX CP
6xHis-E7 D a PVX CP E7-6xHis D; E — exprese PVX CP 6xHis-E7 E a PVX CP E7-6xHis E;
F — exprese PVX CP 6xHis-E7 F a PVX CP E7-6xHis F; G — exprese PVX CP 6xHis-E7 G a PVX
CP E7-6xHis G; PVX CP — exprese nemodifikovaného PVX CP.

M - proteinovy standard: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo

Scientific); PK — exprese PVX CP obsahujici na N-konci 6xHis kotvu s epitopem L2 HPV 16
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(pozitivni kontrola); NI — exprese bez pridani induktoru (negativni kontrola);
PVX — purifikovany PVX; N (RF) — rozpustnd bakteridlni frakce pfipravend z expresi
PVX CP 6xHis-E7 A/B/C/D/E/F/G; N (NF) — nerozpustna bakteridlni frakce pfipravena
z expresi PVX CP 6xHis-E7 A/B/C/D/E/F/G; C (RF) — rozpustna bakteridlni frakce pripravena
z expresi PVX CP E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G; C (NF) — nerozpustna bakteridlni frakce
pripravena z expresi PVX CP E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G; X (RF) — rozpustna bakterialni frakce
pfipravend z exprese nemodifikovaného PVX CP; X (NF) — nerozpustna bakteridlni frakce
pfipravend z exprese nemodifikovaného PVX CP. Sipky reprezentuji dobu a teplotu
jednotlivych expresi. A, B, C, D, E, F, G - proteiny byly znadeny pomoci primarni
monoklondlni mysi protildtky anti-His (GE Healthcare Life Sciences) a sekundarni
kozi polyklonalni anti-mysi protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich).
PVX CP — proteiny byly znaéeny pomoci primarni polyklonalni krali¢i protilatky anti-PVX
CP (Prime Diagnostics) a sekundarni kozi polyklonalni anti-krali¢i protilatky konjugované
s alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich). Proteiny byly detekovany pomoci chromogenniho

substratu BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).
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Tab. 2 Stanoveni celkové koncentrace protein( pfitomnych v bakteridlnich rozpustnych
(RF) a nerozpustnych frakcich (NF) castecné precisténych pres sacharosovy polstar

(25% w/v). Koncentrace byla stanovena pomoci soupravy DC Protein Assay (Bio-Rad)

Exprese Konstrukt RF NF

4 h,37°C PVX CP-6xHisE7 A 0.3 mg 0.5 mg
4 h,22°C PVX CP-E76xHis A - 0.9 mg
4 h,37°C PVX CP-6xHisE7 B - 0.6 mg
4 h,37°C PVX CP-E76xHis B - 0.1 mg
2h,22°C PVX CP-6xHisE7 C 0.4 mg 0.9 mg
2h,22°C PVX CP-E76xHis C 0.3 mg 0.7 mg
4 h,37°C PVX CP-6xHisE7 D 0.4 mg 0.2 mg
4 h,37°C PVX CP-E76xHis D 0.2 mg 0.7 mg
4 h,37°C PVX CP-E76xHis E - 0.5mg
4 h,37°C PVX CP-6xHisE7 E - 0,7 mg
4 h,37°C PVX CP-E76xHis F - 0,8 mg
4 h,37°C PVX CP-6xHisE7 F - 0,5 mg
4 h,37°C PVX CP-E76xHis G - 0,8 mg
4 h,37°C PVX CP-6xHisE7 G - 0,3 mg
4 h,37°C PVX CP 0.1 mg 0,7 mg
4 h,22°C PVX CP 0.1 mg 0,5 mg

Obr. 17 Transmisni imunoelektronovad mikroskopie PVX CP 6xHis-E7 A produkovanych

v E. coli MC1061 (rozpustna frakce ziskana z exprese pfi 37 °C, doba trvani 4 h od pridani
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induktoru). Proteiny byly znadeny pomoci primarni monoklondlni mysi protilatky anti-His
(GE Healthcare Life Sciences) a sekundarni kozi polyklondlni anti-mysi protilatky
konjugované s 10 nm zlatymi ¢asticemi (Sigma-Aldrich). Negativni barveni bylo provedeno
4% (w/v) molybdenanem amonnym (Erba Lachema) obsahujicim 0,1% (w/v) trehalosu

(SERVA Electrophoresis GmbH).

Transientni exprese PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis v rostlinach

Proteiny PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G byly exprimovany
v N. benthamiana a N. benthamiana HC-Pro pomoci bindrniho vektoru pGR106.
Provedend Western blot analyza prokazala, Ze pouze PVX CP 6xHis-E7 A a PVX CP E7-6xHis
A byly produkovany v N. benthamiana a v N. benthamiana HC-Pro, a to jak
v inokulovanych, tak v systémovych listech (Obr. 18, str. 73). Rostliny infikované PVX
6xHis-E7 A a PVX E7-6xHis A vykazovaly pfiblizné po 10ti dnech od agroinfiltrace
mozaikové priznaky jako je tomu v pfipadé infekce PVX (Obr. 7, str. 34) [137].

Transmisni imunoelektronovou mikroskopii provedenou z rostlinného extraktu
nebyly detekovany virové Cdstice ani proteinové agregdty. Pro homogenizaci rostlinného
materialu (pfi laboratorni teploté nebo po rozetreni v tekutém dusiku) byly pouzity pufry
o raznych sloZeni a pH (0,05 M fosfatovy pufr o pH 6.8, pH 7.0 a pH 7.3; 0,1 M Tris-HClI
o pH 8.0 a pH 8.3), avSak ani pres tuto snahu nebyly virové c¢dstice ani proteinové
agregaty detekovany. Snaha o zakoncentrovani virovych ¢astic, ani snaha o jejich pfimou
purifikaci nebyla UspésSnd. V pfipadé postupu pro zakoncentrovani virovych Ccastic
z rostlinného extraktu (PEG Virus Precipitation Kit; GenWay Biotech, Inc.) bylo mozné
Western blot analyzou detekovat PVX CP 6xHis-E7 A i PVX CP E7-6xHis A, avSak pomoci
transmisni imunoelektronové mikroskopie c¢astice nebo agregaty detekovany nebyly.
V pripadé purifikace (purifikacni schéma pro PVX) byly PVX CP 6xHis-E7 A a PVX CP
E7-6xHis A detekovany pouze do okamziku, nez byl zaveden centrifugaéni krok pfi

27 000 ot/min po dobu 3 h pfi 4 °C (Beckman L7-55, rotor Ti 50.2).
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Zbylé modifikované PVX CP byly v rostlinach detekovany pouze v inokulovanych
listech a to pouze pomoci protilatky anti-PVX CP (vysledky Western blot analyzy nejsou
uvedeny). Rostliny nevykazovaly jakékoli symptomy a transmisni imunoelektronova

mikroskopie neprokazala pfitomnost virovych ¢astic [137].
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Obr. 18 Western blot analyza (10% gel) PVX CP 6xHis-E7 A (a, b) a PVX CP E7-6xHis A
(c, d) produkovanych v N. benthamiana (W) a N. benthamiana HC-Pro (HC). Rostliny byly
analyzovany 10 dni po agroinfiltraci

M - proteinovy standard: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific); M1 - proteinovy standard: Precision Plus Protein Dual Xtra Standards
(Bio-Rad); a) PVX — purifikovany PVX; AN — bakteridlni PVX CP 6xHis-E7 A;
W (IL) — inokulované listy N. benthamiana infikované PVX 6xHis-E7 A; W (SL) — systémové

listy N. benthamiana infikované PVX 6xHis-E7 A; HC (IL) — inokulované listy
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N. benthamiana HC-Pro infikované PVX 6xHis-E7 A; HC (SL) — systémové listy
N. benthamiana HC-Pro infikované PVX 6xHis-E7 A. Proteiny byly znaceny pomoci
primarni  monoklondlni mysi protildtky anti-His (GE Healthcare Life Sciences)
a sekunddrni kozi polyklonalni anti-mysi protildtky konjugované s alkalickou fosfatasou
(Sigma-Aldrich); b) stejné vzorky a usporadani jako v pripadé a). Proteiny byly znadeny
pomoci primdrni polyklondlni krali¢i protilatky anti-PvX CP (Prime Diagnostics)
a sekundarni kozi polyklondlni anti-krdli¢i protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou
(Sigma-Aldrich); c¢) PVX — purifikovany PVX; W (IL) — inokulované listy N. benthamiana
infikované PVX E7-6xHis A; W (SL) — systémové listy N. benthamiana infikované PVX E7-
6xHis A; HC (IL) — inokulované listy N. benthamiana HC-Pro infikované PVX E7-6xHis A;
HC (SL) — systémové listy N. benthamiana HC-Pro infikované PVX E7-6xHis A. Proteiny byly
znaeny pomoci primarni monoklonalni mysi protilatky anti-His (GE Healthcare Life
Sciences) a sekundarni kozi polyklonalni anti-mysi protilatky konjugované s alkalickou
fosfatasou (Sigma-Aldrich); d) stejné vzorky a usporadani jako v ptipadé c). Proteiny byly
znaceny pomoci primarni polyklondlni krali¢i protilatky anti-PVX CP (Prime Diagnostics)
a sekundarni kozi polyklondlni anti-krali¢i protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou
(Sigma-Aldrich). Proteiny byly detekovany pomoci chromogenniho substratu BCIP/NBT
(Sigma-Aldrich).

Exprese PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll v E. coli MC1061

Vzhledem k predeslym vysledkim ziskanym z expresi PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis
v rostlinach, které ukazaly, Ze proteiny PVX CP 6xHis-E7 A a PVX CP E7-6xHis A jsou
pfitomny v inokulovanych isystémovych listech bez pfitomnosti (respektive moznosti
detekce) virovych castic, byla navrzena hypotéza, zda pritomnost 6xHis kotvy nemlze
ovliviiovat stabilitu virovych ¢astic. Za timto Ucelem byla ve vSech konstruktech PVX CP
zaménéna 6xHis kotva (HHHHHH) za Strepll kotvu (WSHPQFEK).

Stejné jako v pripadé PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis byly PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll
(= 28 kDa) exprimovany v E. coli MC1061. VSechny konstrukty PVX CP v pMPM-A4Q byly
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uspésné transformovany do E. coli MC1061 a nasledné byly exprimovany pfi dvou
teplotach (22 °C a 37 °C) po dobu 2, 4 a 16 h od pfidani induktoru (L-(+)-arabinosa).
Z jednotlivych bakteridlnich suspenzi byly pfipraveny rozpustné a nerozpustné frakce,
které byly dale analyzovany pomoci Western blot analyzy a transmisni imunoelektronové
mikroskopie.

Vysledky Western blot analyzy (nejsou uvedeny) prokdzaly, Ze vSechny
modifikované PVX CP byly detekovdny pomoci protilatky anti-PVX CP i protilatky
anti-Strepll tag v rozpustné i nerozpustné frakci. Zména kotvy tedy ma vliv na rozpustnost
modifikovanych PVX CP (proteiny PVX CP E7-6xHis A a PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis B/E/F/G
byly detekovany pouze v nerozpustné frakci). Stejné jako v pfipadé exprese PVX CP 6xHis-
E7/E7-6xHis bylo prokazano, Ze 16 h exprese vedla, oproti 2 a 4 h expresi, k degradaci
modifikovanych PVX CP, a Ze rozdil vcase a teploté exprese neovliviioval
pritomnost/nepfitomnost daného modifikovaného PVX CP v rozpustné a nerozpustné
frakci.

Transmisni imunoelektronova mikroskopie prokazala, Zze Zadny vzorek (rozpustné
i nerozpustné frakce ziskané z expresi pfi obou teplotach a vSech indukénich ¢asech) nebyl

pozitivni na pfitomnost VLP odvozenych od modifikovanych PVX CP.
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In vitro skladani virovych ¢astic z PVX RNA a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll

Bakteridlné exprimované PVX CP Strepll-E7 A/B/C/D/E/F/G a PVX CP E7-Strepll
A/B/C/D/E/F/G byly izolovany zrozpustnych frakci (pfipravenych zexpresi vE. coli
MC1061) pomoci afinitni chromatografie (Gravity flow Strep-Tactin Sepharose column;
IBA GmbH) za ucelem posouzeni jejich schopnosti tvofit virové ¢astice v pritomnosti
PVX RNA (izolované z purifikovaného PVX).

Na zakladé provedené transmisni imunoelektronové mikroskopie bylo zjisténo,
Ze v pritomnosti PVX RNA (= 6,5 kb) tvofi virové ¢astice pouze proteiny PVX CP Strepll-E7
A aPVXCP E7-Strepll A (Obr. 19) a Ze v nepfitomnosti PVX RNA nedochazi k tvorbé VLP.

(1% sDs)  (Licl)
M PVX PVX

10 kb

8kb -
6 kb
4kb —

3 kb
2kb —

1,5kb -
1kb

0,5kb

Obr. 19 Formaldehydovéd denaturacni agarosova elektroforéza PVX RNA a in vitro
sklddani virovych ¢astic z bakteridlnich PVX CP Strepll-E7 A a PVX RNA

M — standard: 0,5-10 kb RNA ladder (Life Technologies); PVX (1% SDS) — purifikovany PVX
s 1% SDS inkubovany po dobu 10 min pfi 70 °C (referencni vzorek); PVX (LiCl) — PVX RNA
izolovana z purifikovaného PVX pomoci 3 M chloridu lithného podle [133]. Detekce RNA
byla provedena pomoci ethidium bromidu (Sigma-Aldrich).

Castice znageny priméarni monoklondlni mysi protildtkou anti-Strepll tag (Qiagen)
a sekundarni kozi polyklonalni anti-mysi protilatkou konjugovanou s 10 nm zlatymi
¢asticemi (Sigma-Aldrich). Negativni barveni provedeno 4% (w/v) molybdenanem
amonnym (Erba Lachema) obsahujicim 0,1% (w/v) trehalosu (SERVA Electrophoresis

GmbH).
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Exprese PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll A v E. coli BL21(DE3)

Vzhledem k faktu, Ze izolované PVX CP Strepll-E7 A a PVX CP E7-Strepll A
produkované v E. coli MC1061 maji in vitro schopnost v pfitomnosti PVX RNA tvofit virové
Castice, byla navriena hypotéza, zda by k produkci virovych castic nemohlo dochazet
pfimo v bakteridlni burice (tedy bez potifeby proteiny izolovat afinitni chromatografii a bez
potieby izolovat PVX RNA z purifikovaného PVX). Za timto ucelem byly proteiny PVX CP,
PVX CP Strepll-E7 A a PVX CP E7-Strepll A exprimovany spolecné s PVX RNA sekvenci
odpovidajici prvnim 1000 nt genomu PVX (1000PVX) nebo sPVX RNA sekvenci
odpovidajici genomu PVX (genomPVX) v E. coli BL21(DE3) pfi dvou teplotach (22 °C
a 37 °C) a trech indukénich ¢asech (2, 4 a 16 h). Za stejnych podminek byly ddle proteiny
PVX CP, PVX CP Strepll-E7 A a PVX CP E7-Strepll A exprimovany samostatné - tedy bez
pritomnosti transkripéniho vektoru pACYCDuet-1 tvoficiho PVX RNA.

Po ukondeni exprese byla metodou RT-PCR detekovana PVX RNA v celkové RNA
izolované z bakterii obsahujici translaéni (pETDuet-1) i transkripéni vektor
(pACYCDuet-1), avsak nebyla detekovana v celkové RNA izolované z bakterii obsahujici
pouze translacni vektor (data nezobrazena). Stejnych vysledk( bylo dosazeno i pfi detekci
PVX RNA v jednotlivych rozpustnych frakcich.

Na zdkladé Western blot analyzy bylo prokazano, Ze proteiny PVX CP, PVX CP
Strepll-E7 A a PVX CP E7-Strepll A byly detekovany v rozpustné i nerozpustné frakci
(Obr. 20, str. 78) pti obou teplotach a vsech indukénich ¢asech exprese, bez ohledu na to,
zda soucasné dochazelo ¢i nedochazelo k tvorbé PVX RNA.

Po provedeni transmisni imunoelektronové mikroskopie bylo zjisténo, Ze virové
Castice ani VLP odvozené od PVX CP, PVX CP Strepll-E7 A nebo PVX CP E7-Strepll A nebylo
mozno detekovat ani v rozpustnych, ani v nerozpustnych frakcich (ziskanych z expresi pfi
obou teplotdach a vSech indukénich ¢asech) a to bez ohledu na to, zda soucasné

s kapsidovymi proteiny dochazelo ¢i nedochazelo k produkci PVX RNA.
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Obr. 20 Western blot analyza (10% gel) modifikovanych PVX CP produkovanych v E. coli
BL21 (DE3) — exprese pfi 37 °C, doba trvani 4 h od pfidani induktoru

M — proteinovy standard: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific); PK — pozitivni kontrola (PVX CP Strepll-E7 D produkovany v E. coli MC1061);
PVX — purifikovany PVX; N (RF) — rozpustnd frakce pfipravena zexpresi PVX CP
Strepll-E7 A; N (NF) — nerozpustna frakce pripravena z expresi PVX CP Strepll-E7 A;
C (RF) — rozpustna frakce pripravena z expresi PVX CP E7-Strepll A; C (NF) — nerozpustna
frakce pfipravend z expresi PVX CP E7-Strepll A. X (RF) — rozpustna frakce pfipravena
z expresi PVX CP; X (NF) - nerozpustna frakce pfipravena z expresi PVX CP.

Anti-Strepll - proteiny byly znaceny pomoci primdrni monoklonalni mysi protilatky
anti-Strepll tag (Qiagen) a sekundarni kozi polyklondlni anti-mysi protilatky konjugované
s alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich); anti-PVX — proteiny byly znac¢eny pomoci primarni
polyklonalni krdli¢i protilatky anti-PVX CP (Prime Diagnostics) a sekundarni kozi
polyklonalni anti-krali¢i protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich).

Proteiny byly detekovany pomoci chromogenniho substratu BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).
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Transientni exprese PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll v rostlinach

PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll A/B/C/D/E/F/G byly exprimovany v N. benthamiana
a N. benthamiana HC-Pro pomoci binarniho vektoru pGR106. Vysledky Western blot
analyzy ukazaly, Ze pouze PVX CP Strepll-E7 A a PVX CP E7-Strepll A byly detekovany
v inokulovanych i systémovych listech N. benthamiana a N. benthamiana HC-Pro (Obr. 21,
str. 80). Rostliny vykazovaly pfiblizné po 10ti dnech od agroinfiltrace mozaikové pfiznaky
(Obr. 22, str. 81) a vysledky transmisni imunoelektronové mikroskopie prokazaly
pfitomnost virovych castic, které byly detekovany jak protildtkou anti-PVX CP, tak
protildtkou anti-Strepll tag (Obr. 23, str. 82). Ostatnich dvanact modifikovanych PVX CP
bylo mozné detekovat pouze vinokulovanych listech a to pouze pomoci protilatky
anti-PVX CP (vysledky Western blot analyzy nejsou uvedeny). Rostliny nevykazovaly
jakékoli symptomy a transmisni imunoelektronova mikroskopie neprokdazala pfitomnost

virovych ¢astic [137].

79



() (s () (SL) (i) (st () sy
M PVX XE7 W W HC HC M PVX XE7Z W W HC HC

100 kDa
70 kDa

50 kDa
40 kDa

35 kDa .
— -

25 kDa a) . b)

() (U (L) (s (sy () (U (L (s1) (sY
M PVXXE7 W W HC HC wX w M PVX XE7ZW W HC HC wX w

T e e -

260 kD gy
a o — e ot s Ge
140 kDa [ A — e e
100 kDa
70 kDa S et Dol S — e e e
50 kDa
40 kDa
35 kDa -— P —
25 kDa c) ' e

Obr. 21 Western blot analyza (10% gel) PVX Strepll-E7 A (a, b) a PVX E7-Strepll A (c, d)
produkovanych v N. benthamiana (W) a N. benthamiana HC-Pro (HC). Rostliny byly
analyzovany 15 dni po agroinfiltraci

M — proteinovy standard: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific); a) PVX — purifikovany PVX; XE7 - purifikovany PVX E7-Strepll A;
W (IL) — inokulované |listy N. benthamiana infikované PVX Strepll-E7 A;
W (SL) - systémové listy N. benthamiana infikované PVX Strepll-E7 A;
HC (IL) — inokulované listy N. benthamiana HC-Pro infikované PVX Strepll-E7 A;
HC (SL) — systémové listy N. benthamiana HC-Pro infikované PVX Strepll-E7 A.
Proteiny byly znaceny pomoci primarni monoklonalni mysi protilatky anti-Strepll tag
(Qiagen) a sekundarni kozi polyklondlni anti-mysi protilatky konjugované s alkalickou
fosfatasou (Sigma-Aldrich); b) stejné vzorky a usporadani jako v pfipadé a). Proteiny byly
znaceny pomoci primarni polyklonalni krali¢i protilatky anti-PVX CP (Prime Diagnostics)

a sekundarni kozi polyklonalni anti-krali¢i protilatky konjugované s alkalickou fosfatasou
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(Sigma-Aldrich); ¢) PVX — purifikovany PVX; XE7 - purifikovany PVX E7-Strepll A;
W (IL) — inokulované |listy N. benthamiana infikované PVX E7-Strepll A;
W (SL) - systémové listy N. benthamiana infikované PVX E7-Strepll A;
HC (IL) — inokulované listy N. benthamiana HC-Pro infikované PVX E7-Strepll A;

HC (SL) — systémové listy N. benthamiana HC-Pro infikované PVX E7-Strepll A;
wX — systémové listy N. benthamiana infikované PVX; w — zdrava (neinfikovana)
N. benthamiana. Proteiny byly znaeny pomoci primarni monoklonalni mysi protilatky
anti-Strepll tag (Qiagen) a sekundarni kozi polyklondlni anti-mysi protilatky konjugované
s alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich); d) stejné vzorky a usporadani jako v pfipadé c).
Proteiny byly znaceny pomoci primarni polyklonalni krali¢i protilatky anti-PVX CP (Prime
Diagnostics) a sekundarni kozi polyklonalni anti-krdli¢i protilatky konjugované s alkalickou
fosfatasou (Sigma-Aldrich). Proteiny byly detekovany pomoci chromogenniho substratu

BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).

Obr. 22 Mozaika tabaku N. benthamiana zplUsobena infekci PVX Strepll-E7 A
Fotka systémového listu byla pofizena 15 dni po agroinfiltraci N. benthamiana. Stejné

symptomy byly pozorovany i v pfipadé infekce PVX E7-Strepll A.
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Obr. 23 Transmisni imunoelektronova mikroskopie virion PVX E7-Strepll A

(A) Rostlinny extrakt z N. benthamiana infikované PVX E7-Strepll A. Virové ¢dstice jsou
dvojité znaceny: pomoci primarni monoklonalni mysi protilatky anti-Strepll tag (Qiagen)
a sekunddrni kozi polyklondlni anti-mysi protilatky konjugované s 10 nm zlatymi ¢asticemi
(Sigma-Aldrich) + pomoci primarni polyklonalni kréli¢i protilatky anti-PVX CP (Prime
Diagnostic) a sekundarni kozi polyklondlni anti-krali¢i protilatky konjugované s5 nm
zlatymi Casticemi (Sigma-Aldrich). (B) Rostlinny extrakt z N. benthamiana infikované PVX
(negativni kontrola). Znaceni bylo provedeno pomoci primarni monoklonalni mysi
protilatky anti-Strepll tag (Qiagen) a sekundarni kozi polyklonalni anti-mysi protilatky
konjugované s 10 nm zlatymi ¢asticemi (Sigma-Aldrich). Vzorky byly barveny 4% (w/v)
molybdenanem amonnym (Erba Lachema) obsahujicim 0,1% (w/v) trehalosu (SERVA

Electrophoresis GmbH).
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Purifikace PVX E7-Strepll A

Virové castice PVX E7-Strepll A byly Uspésné purifikovany (Obr. 24 a 25, str. 83
a 84). Céstice PVX E7-Strepll A byly purifikovany podle purifikaéniho protokolu PVX
a vytézky purifikace Cinily 25 mg/kg Cerstvych listd N. benthamiana a 20 mg/kg Cerstvych
listd N. benthamiana HC-Pro. Vytézky purifikaci byly méreny na zakladé celkové
koncentrace protein( v purifikatu (DC Protein Assay Kit; Bio-Rad) a v porovnani s vytézky
purifikace PVX, které Cinily 100-120 mg/kg Cerstvych listd N. benthamiana, je vytézek
purifikace PVX E7-Strepll A pftiblizné 5-6x mensi. V pripadé PVX Strepll-E7 A se virové
Castice purifikovat nepodaftilo.
Purifikovany PVX E7-Strepll A byl dale charakterizovdn z hlediska pfitomnosti glykosylace.
Bylo prokazano, ze ke glykosylaci PVX CP dochazi i v pfipadé pfitomnosti inzertu E7-Strepl|
(Obr. 26, str. 85). Z purifikovaného PVX E7-Strepll A byla dale izolovana celkovda RNA
(RNAzoI®RT; Molecular Research Center) a metodou RT-PCR (M-MLV Reverse
Transcriptase — Promega; GoTaq®DNA polymerase — Promega) byla potvrzena pfitomnost

sekvence odpovidajici E7-Strepll.

Obr. 24 Transmisni imunoelektronova mikroskopie purifikovaného PVX E7-Strepll A
Virové cCastice byly purifikovany z N. benthamiana infikované PVX E7-Strepll A. Virové

Castice byly znaceny pomoci primarni monoklonalni mysi protilatky anti-Strepll tag
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(Qiagen) a sekundarni kozi polyklonalni anti-mysi protilatky konjugované s 10 nm zlatymi
Casticemi (Sigma-Aldrich). Vzorek byl barven 4% (w/v) molybdenanem amonnym (Erba

Lachema) obsahujicim 0,1% (w/v) trehalosu (SERVA Electrophoresis GmbH).

M PVX  XE7 M PVX  XE7

140 kDa
100 kDa

70 kDa

50 kDa
40 kDa
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25 kDa -

anti-Strepll anti-PVX

Obr. 25 Western blot analyza (10% gel) purifikovaného PVX E7-Strepll A

M — proteinovy standard: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific); PVX — purifikovany PVX (referen¢ni vzorek); XE7 — purifikovany
PVX E7-Strepll A. anti-Strepll - proteiny byly znadeny primarni monoklonalni mysi
protildtkou anti-Strepll tag (Qiagen) a sekundarni kozi polyklonalni anti-mysi protilatkou
konjugovanou s alkalickou fosfatasou (Sigma-Aldrich), anti-PVX - proteiny byly
znaceny primarni polyklonalni krali¢i protilatkou anti-PVX CP (Prime Diagnostics)
a sekundarni kozi polyklonalni anti-krali¢i protilatkou konjugovanou s alkalickou
fosfatasou (Sigma-Aldrich). Proteiny byly detekovany pomoci chromogenniho substratu

BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).
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Obr. 26 SDS-PAGE (10% gel) purifikovaného PVX a PVX E7-Strepll A a barveni
glykoproteint [135]

M — proteinovy standard: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Scientific); BSA — bovinni sérovy albumin (negativni kontrola pro barveni glykoprotein();
PVX — purifikovany PVX; XE7 — purifikovany PVX E7-Strepll A; OVA — ovalbumin (pozitivni

kontrola pro barveni glykoproteina).

Imunizace mysi purifikovanym PVX E7-Strepll A

Pro posouzeni, zda jsou purifikované ¢astice PVX E7-Strepll A schopné stimulovat
mysi adaptivni imunitu (T lymfocyty a B lymfocyty), byly mysi C57BL/6 H-2° (Charles River,
Germany) subkutanné imunizovany purifikovanym PVX E7-Strepll A. Experimentalni
provedeni a zpracovani vysledkd imunizace provedl RNDr. Michal Smahel, Ph.D. (Ustav
hematologie a krevni transfuze, Praha, Ceska republika).

Skupina mysi (tfi jedinci) byla tfikrat v intervalu dvou tydn( subkutanné
imunizovdna purifikovanym PVX E7-Strepll A (vZdy po 0,5 mg purifikdtu; celkem 1,5 mg
na mys). Stejnym zplsobem byla purifikovanym PVX imunizovana druhd skupina mysi

(negativni kontrola). DalSim skupinam mysi bylo spole¢né s danym purifikdtem (PVX nebo
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PVX E7-Strepll A) inokulovano i adjuvans CpG ODN (CpG oligodeoxynukleotidy; stimuluji
TLR9 — Toll-like receptor 9 exprimovany predevsim na plazmacytoidnich dendritickych
bunkach a B lymfocytech, coZz vede k produkci CD4+ Thl T lymfocytl a protilatek)
[138, 139], protildtka proti aCD25 (inhibuje funkci IL-2 receptoru, coZz vede
k omezeni produkce regulaénich T Ilymfocytld, které zplsobuji potlaceni imunitni
odpovédi) [140, 141] a/nebo protilatka proti CTLA-4 receptoru (inhibuje funkci CTLA-4
receptoru, coz vede k podpore aktivace CD8+ T lymfocytl) [142, 143]. Jako pozitivni
kontrola pro stimulaci CD8+ T lymfocyt( a CD4+ Th1 lymfocytd (hlavni zdroje interferonu
gama; INF-y) byla pouZita inokulace mysi 8Q peptidem odvozenym od E7 onkoproteinu
HPV 16 (E74-62; QAEPDRAHYNIVTFCCKCD), ktery obsahuje epitop (E71ss4; DRAHYNI)
stimulujici u mysi T-bunécény receptor CD4+ Thl lymfocytl a epitop (E7a9-57; RAHYNIVTF)
stimulujici u mysi T-bunécény receptor CD8+ T lymfocyt( [128-131]. Dva tydny po posledni
imunizaci byly ziskany z mysSich splenocytll mononukledrni buriky (MB; monocyty
a lymfocyty). Mononuklearni buriky byly pres noc inkubovany s peptidem odvozenym od
PVX CP (CP160-168; AAFDFFNGV — vybrdn na zakladé in silico analyzy; software NetCTLpan
1.1; jako kanditat pro stimulaci mysich CD8+ T lymfocytl), s epitopem E71957 nebo bez
pfitomnosti téchto epitopd (negativni kontrola). Nasledné byla metodou ELISPOT
(enzyme-linked immunosorbent spot) detekovana produkce INF-y mononukledrnimi
burikami (Obr. 27A a B, str. 88). Dale pak byly z mySich sér metodou ELISA detekovany
protilatky proti PVX (anti-PVX) a proti E7ZGGG onkoproteinu HPV 16 (anti-E7; Obr. 27C
a D, str. 88).

Na zakladé vysledkd metody ELISPOT lze konstatovat, Ze PVX a PVX E7-Strepll A
jsou schopny u mysi stimulovat CD4+ Thl a CD8+ T Ilymfocyty velmi slabég,
az zanedbatelné. Také snaha podpofit stimulaci téchto T lymfocytli pomoci adjuvans
(CpG ODN), depleci regulacnich T Ilymfocytd (protilatka proti aCD25) a inhibici
imunosupresivniho receptoru CD8+ T lymfocytl (protildtka proti CTLA-4) nevedla
k signifikantni aktivaci CD4+ Thl a CD8+ T lymfocytd (respektive produkci IFN-y).
V pripadé peptidu CPiso-168 lze konstatovat, Ze samotny PVX ma velmi slabou schopnost
stimulovat aktivaci CD4+ Th1 a CD8+ T lymfocytu (respektive produkci IFN-y).

Zvysledkli metody ELISA je patrné, Ze samostatné inokulované PVX

i PVX E7-Strepll A jsou schopné u mysi stimulovat produkci protilatek proti PVX CP. Stejné
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tomu tak je i v pripadé jejich kombinaci s CpG ODN, aCD25 a aCTLA-4. Signal (absorbance)
odpovidajici pfitomnosti protilatek proti E7ZGGG onkoproteinu (respektive E7 epitopu) byl
detekovan v jednom ze tfi vzork( (mysi) v pfipadé imunizace PVX E7-Strepll A (a jeho
kombinaci s CpG ODN, CpG ODN + aCD25 a CpG + aCTLA-4), avsak tyto hodnoty nemohou
byt vzhledem k malému poctu vzorkl (mysi) povazovany za relevantni. V pfipadé
imunizace PVX (a jeho kombinaci s CpG ODN, aCD25 a aCTLA-4) protilatky proti E7GGG
onkoproteinu detekovany nebyly.

Z uvedenych vysledk( lze ucinit zavér, ze PVX E7-Strepll A ma u mysi schopnost
stimulovat protilatky proti PVX CP, avSak stimulace protilatek proti E7ZGGG onkoproteinu
(respektive E7 epitopu) nelze vzhledem kmalému poctu vzork(i jednoznacné
interpretovat. Z hlediska stimulace mySich CD4+ Thl a CD8+ T lymfocytli nedosahuje

imunizace PVX E7-Strepll A vyznamnych vysledkd.
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Obr. 27 Imunogenita PVX a PVX E7-Strepll A (ES23) u mysi méfena metodami ELISPOT
(A, B) a ELISA (C, D). PBS — pufr PBS (Phosphate Buffered Saline); 8Q peptid — peptid
E744-62 (44-62 AMK) odvozeny od onkoproteinu E7 HPV16; CpG - adjuvans CpG ODN,
aCD25 — protildtka proti IL-2 receptoru; aCTLA-4 - protildtka proti CTLA-4 receptoru;
CP1s0-168 — epitop odvozeny od PVX CP (160-168 AMK), E749.57 — epitop (49-57 AMK)
odvozeny od E7 onkoproteinu HPV 16; ani-PVX — detekce protilatek proti PVX;
anti-E7 — detekce protilatek proti E7GGG onkoproteinu HPV 16.
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Kometova analyza

Kometovou analyzou bylo zjisténo, Ze infekce PVX poskozuje hostitelskou DNA
rostlin Nicotiana tabacum cv. Xanthi. PoSkozeni DNA bylo patrné jak u bunék mechanicky
infikovanych listl, tak bunék systémovych listl, pficemZ stupen poskozeni DNA byl
nejvétsi u bunék mechanicky infikovanych listd a v pripadé systémovych listd s jejich
vzrlstajici vzddlenosti od mechanicky infikovanych listl klesal (Tab. 3, str. 90). Dale bylo
zjiSténo, Ze stupen poskozeni hostitelské DNA vzrlistal s délkou kultivace infikovanych
rostlin, a Ze bunécna DNA z oblasti fapiku (A) byla vice poskozena, neZli bunécna DNA
z koncové oblasti listu (B; Tab. 3, str. 90) [144].

Stupen poskozeni DNA (procentualni zastoupeni DNA v ohonu komety ndsobené
délkou ohonu komety) u neinfikovanych rostlin se po cely ¢as pohyboval mezi 2 a 4 um,
zatimco v pfipadé mechanicky infikovanych listd stupen poskozeni DNA treti den
po infekci €inil 6 £ 0,8 um a ¢trnacty den po infekci 75 £ 1,6 um. Dalsi dny (17. a 21.)
po infekci nebylo mozné mechanicky infikované listy analyzovat z divodu jejich odumfeni.
V ptipadé systémovych listll byla nejvice poskozena DNA u systémového listu prvniho
vrchniho rostlinného patra (pocitdno od mechanicky infikovaného listu; tzv. 1. systémovy
list) a u dalSich systémovych listl v poradi (2., 3. a 4. systémovy list) mélo poskozeni
bunécéné DNA snizujici se tendenci (Tab. 3, str. 90) [144].

Pro posouzeni, zda stupen poskozeni DNA v burikdch systémovych listd souvisi
s mnozstvim PVX v téchto listech, byly dvé rostliny N. tabacum cv. Xanthi infikovany PVX
a byl stanoven stupen poskozeni DNA spole¢né s mnoistvim PVX v 1., 2., 3. a 4.
systémovém listu (Tab. 4, str. 90). Pro vyjadieni mnozstvi PVX v jednotlivych systémovych
listech byla pouZita metoda PTA-ELISA (provedla pani Renata Haddmkovd; Ustav
experimentdlni botaniky AV CR, v. v. i., LaboratoF virologie). Z namé¥enych dat vyplynulo,
Ze stupen poskozeni DNA v bunkach systémovych listd odrazi mnoZstvi PVX pritomné

v téchto listech [144].
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Tab. 3 Analyza stupné poskozeni bunééné DNA rostliny N. tabacum cv. Xanthi infikované
PVX. Stupent poskozeni DNA je udavan jako priamér namérenych tzv. tail momentu
(procentualni zastoupeni DNA vohonu komety ndsobené délkou ohonu komety)
+ smérodatna odchylka priiméru (um); vzorek = 150 — 200 analyzovanych genomovych
DNA. Pro urceni statistickych vyznamnosti byla pouzita hladina vyznamnosti p < 0,05. A =
vzorek odebran v oblasti fapiku; B = vzorek odebrdn z koncové oblasti listu; * = statisticky
vyznamnd hodnota; ** = bunécénd DNA nemohla byt izolovdna z divodu odumftelych list(;
* = pro ziskani DNA byl pouzit cely list (z dvodu jeho malé velikosti). 1. systémovy list - list

prvniho vrchniho rostlinného patra (pocitano od mechanicky infikovaného listu)

Mechanicky 1. systémovy 2. systémovy 3. systémovy 4, systémovy

infikovany list list list list list
Potetdni  Neinfikovand , ) / /
po infekei rostlina A A B A B A B A B
3 2405 6+08  6+07  3+04  3+05  4+03  4+05

4404 19417 10£11° 5405 4104 4405 4107 4106

10 4404 38+34° 25409 1114 12127 9+11° 808" 4405 4+05 4104
14 4402 75416 35438 23+14° 22414 15+14° 12410 8407  T+11  4+06
17 3404 7 43418 35418 34+21 19+14 15t1.8_" 9+10° T+12 610
21 3404 7 41415 29+19° 19+10° 15+09° 16+13 12+12° 10+12° 5+04

Tab. 4 Porovnani stupné poskozeni bunécné DNA systémovych listl N. tabacum cv. Xanthi
tfeti tyden po mechanické infekci PVX s mnoZstvim PVX v téchto listech. Vzorky byly
odebrany v oblasti fapiku. Vzorek = 150 — 200 analyzovanych genomovych DNA. Stupen
poskozeni DNA je udavan jako primér namérenych tzv. tail momentl (procentudlni
zastoupeni DNA v ohonu komety ndsobené délkou ohonu) £ smérodatna odchylka
praméru (um); Infekce PVX — rostliny infikované PVX; Zdrava — neinfikovana rostlina;
PTA-ELISA — detekce PVX metodou PTA-ELISA (absorbance pfi 405 nm); 1. systémovy list

- list prvniho vrchniho rostlinného patra (pocitano od mechanicky infikovaného listu)

Stupen poskozeni DNA / um PTA-ELISA / A (405 nm)

Infekce PVX Zdrava Infekce PVX Zdrava
1. systémovy list 46,1 +4,2 4,8+0,8 1,32 +£0,07 0
2. systémovy list 32,8+2,1 49+0,2 1,02 £ 0,06 0
3. systémovy list 17,5+1,3 4,1+0,5 0,66 £ 0,08 0
4. systémovy list 15,0+2,3 40104 0,24 +0,01 0
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5. Diskuse

Exprese modifikovanych PVX CP v bakteriich

Vysledky expresi PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G a PVX CP StreplI-E7/E7-
Strepll A/B/C/D/E/F/G v E. coli MC1061 ukazuji, Ze ve srovnani s 6xHis kotvou, uZiti Strepll
kotvy pfispivd ke zvySenirozpustnosti exprimovanych proteini. Zejména se jedna
o konstrukty PVX CP modifikovanych v mistech B, E, F a G, kde v pripadé konstruktt
obsahujicich 6xHis kotvu dochazi pouze k produkci nerozpustnych proteinovych agregatu
(Obr. 16, str. 68-69), zatimco v pripadé konstruktl obsahujicich Strepll kotvu jsou proteiny
produkovany i vsolubilni formé. Negativni vliv 6xHis kotvy na rozpustnost
rekombinantnich proteind produkovanych v E. coli byl v pfipadé nékterych protein( jiz
popsan [145, 146] a toto sniZeni rozpustnosti proteind v pfitomnosti 6xHis kotvy mlze byt
vysvétleno napfiklad pritomnosti slabého pozitivniho ndboje, kterého histidin (pl = 7.59)
pfi fyziologickém pH (7.2 — 7.4) nabyva.

Rozpustnost exprimovanych protein( v bakteriich mize byt ovlivnéna, mimo jiné,
rychlosti produkce exprimovanych proteint [147]. V nasem ptipadé jsme pro ovlivnéni
rychlosti produkce proteintd vyuzZili expresi pti nizsi teploté (22 °C), neZ je standardni
teplota exprese (37 °C) pro pouzité kmeny E. coli. Pti nizSich teplotach exprese dochazi
k redukci tvorby proteinovych agregatl v dusledku snizeni rychlosti proteosyntézy
a kinetiky skladani proteini a v nékterych pripadech také dochazi ke snizeni aktivity
proteas teplotniho Soku (heat shock proteases), které jsou indukovany pfi nadmérné
produkci proteinG vE. coli [147, 148]. V nasem pfipadé muizieme mluvit pouze
o kvalitativnim porovnani pfitomnosti proteind v rozpustné/nerozpustné frakci a z tohoto
pohledu nedochazi pfi snizeni teploty exprese (z 37 °C na 22 °C) ke zméné
pritomnosti/nepfitomnosti daného modifikovaného PVX CP v rozpustné/nerozpustné

frakci.

91



Tvorba VLP a virovych ¢astic v bakteriich

Na zakladé predchozich studii bylo prokazano, Zze PVX CP exprimovany v E. coli ma
schopnost pfi inkubaci s PVX RNA (sklddani in vitro) tvofit virové castice, avsak nema
schopnost tvofit VLP [149, 150]. Tato skutecnost vSak nutné nevylucuje tvorbu VLP
odvozenych od modifikovanych PVX CP v E. coli, jak bylo ukdzano v nasi laboratofi [86].
Proto byla pritomnost VLP odvozenych od PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis A/B/C/D/E/F/G
a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll A/B/C/D/E/F/G exprimovanych v E. coli MC1061 ovérena
pomoci transmisni imunoelektronové mikroskopie.

Pouze v pfipadé exprese PVX CP 6xHis-E7 A byly vrozpustnych frakcich
detekovany proteinové agregdty pripominajici VLP, které bylo moziné znadit primarni
monoklondlni mysi protilatkou anti-His i primarni polyklonalni krali¢i protilatkou anti-PVX
CP (Obr. 17, str. 71) [136].

Zatimco PVX CP produkovany v E. coli nemd schopnost v bakteriich tvofit VLP,
v pfitomnosti PVX RNA (in vitro skladani) dochazi k tvorbé virovych ¢astic [150]. Této
skutecnosti bylo vyuZito v pripadé PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll A/B/C/D/E/F/G, kde byla
transmisni imunoelektronovou mikroskopii potvrzena pritomnost virovych ¢astic
odvozenych od PVX CP Strepll-E7 A a od PVX CP E7-Strepll A (Obr. 19, str. 76).

Vzhledem k faktu, Ze pfi in vitro sklddani je pro tvorbu ¢astic vyZzadovana purifikace
jak bakterialné produkovanych proteint PVX CP, tak purifikace PVX RNA z PVX (pfipadné
jeji in vitro transkripce), byla navriena hypotéza, zda neni mozné produkovat virové
Castice odvozené od PVX v bakteriich ko-exprimujicich PVX CP i PVX RNA. Pro expresi byly
pouzity buriky E. coli BL21(DE3) nesouci transla¢ni plazmid pETDuet-1 (exprimujici PVX CP,
PVX CP Strepll-E7 A nebo PVX CP E7-Strepll A) a transkrip¢ni vektor pACYCDuet-1
(produkujici PVX RNA nebo prvnich tisic nukleotidd PVX RNA — enkapsidacni signal je
pravdépodobné lokalizovan na prvnich 300 nukleotidech [7, 150]). Na zakladé transmisni
imunoelektronové mikroskopie bylo potvrzeno, Ze vtomto bakteridlnim systému nema
schopnost PVX CP (i PVX CP Strepll-E7 A a PVX CP E7-Strepll A) tvofit virové Castice ani
VLP. Tato skutecnost mlze byt zplsobena faktem, Ze bakteridlné produkovana PVX RNA
postrada 5‘ ¢epicku (5 cap structure), nebot nedavny vyzkum in vitro skladani virovych
Castic odvozenych od bakteridlné produkovaného PVX CP prokazal, Ze pro tvorbu virovych

Castic je nutnd pouze pritomnost 5‘ Cepicky a nezalezi na sekvenci obalované RNA [151].
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Transientni exprese modifikovanych PVX CP v rostlinach

Western blot analyzou vzork(l rostlinnych extraktd byly detekovany nejen
monomerni formy PVX CP 6xHis-E7/E7-6xHis A a PVX CP Strepll-E7/E7-Strepll A, ale také
jejich oligomery (Obr. 18 a 21, str. 73 a 80) [137]. Tato skutecnost je prekvapujici
vzhledem ke skutecnosti, Ze SDS-PAGE byla provedena v redukujicim prostfedi. Tyto
oligomerni formy proteinli nebylo mozné odstranit ani pfidanim nadbytku (10% v/v oproti
5% v/v) redukéniho cCinidla (TCEP nebo 2-merkaptoethanol). Za moziné vysvétleni lze
povazovat pritomnost vétSiho mnoiZstvi proteinli obsahujicich cystinové mustky
v rostlinném extraktu (naptiklad thioredoxiny a glutaredoxiny [152]), s kterymi redukéni
Cinidlo prednostné reaguje, pripadné skutecnost, Ze jsou rostlinné viry v rostliné ¢asto
asociovany s intracelularnimi membranami ve formé replikacnich komplexl, které
nemusely byt za pouzitych denaturacnich podminek (teplota, slozeni vzorkového pufru)
plné separovany na jednotlivé slozky [25, 153]. Obdobné oligomerni struktury jsou
pfitomny i pfi analyze vzorkd predstavujicich rostlinné extrakty pfipravené zPVX
infikovanych rostlin. S nejvétsi pravdépodobnosti by bylo mozné oligomerni struktury
odstranit optimalizaci vzorkového pufru (napfiklad zvySenim koncentrace SDS, dalSim
zvySenim koncentrace redukéniho Einidla nebo pouzitim mocoviny jako denaturaéniho
Cinidla), nicméné vzhledem k faktu, Ze rostlinné extrakty byly pouZity pouze pro prokazani
pritomnosti/nepfitomnosti modifikovanych PVX CP a vzhledem ke skutecnosti, Ze tyto
oligomerni struktury nejsou ptitomny v purifikovanych PVX a PVX E7-Strepll A (Obr. 25,

str. 84), nebyla optimalizace vzorkového pufru provadéna.

Tvorba modifikovanych PVX v rostlinach

Transmisni imunoelektronovou mikroskopii bylo prokazano, ze i kdyzZ jsou proteiny
PVX CP 6xHis-E7 A a PVX CP E7-6xHis A pfitomny v inokulovanych i systémovych listech
(Obr. 18, str. 73), neni mozné v rostlinach detekovat virové ¢astice [137].
Vzhledem ke skuteénosti, Ze systémovy transport PVX vyZaduje tvorbu virovych ¢astic

[80], Ize ulinit zavér, Ze virové Castice PVX CP 6xHis-E7 A a PVX CP E7-6xHis A v rostliné
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vznikaji, avsak jsou velmi nestabilni - rozpadaji se pfi pripravé vzork(l na transmisni
imunoelektronovou mikroskopii a také pti snaze o jejich purifikaci.

Zatimco v pfipadé transientni exprese PVX CP 6xHis-E7 A a PVX CP E7-6xHis A
virové Cdstice detekovany nebyly, po zdméné 6xHis kotvy za Strepll kotvu jiz detekovany
byly (Obr. 23, str. 82) [137]. Je tedy zfejmé, Ze Strepll kotva v misté A neovliviiuje
negativné stabilitu virovych ¢astic, jako je tomu v pfipadé pritomnosti 6xHis kotvy v misté
A. Obé kotvy jsou v molekularni biologii béiné pouzivany z davodu jejich malé
interference se skladanim fuzovaného proteinu, avsak tento efekt musi byt vidy
experimentalné ovéren. Vliv His kotvy (6xHis nebo 10xHis kotvy) na produkci virovych
¢astic odvozenych od PVX CP byl doposud studovan pouze u bakteridlné produkovanych
PVX CP na zakladé in vitro skladani s PVX RNA. Vysledky téchto dvou studii ukazuji,
Ze zatimco pfritomnost 10xHis kotvy na N-konci PVX CP (spole¢né s Myc kotvou)
neinterferuje s tvorbou virovych ¢astic in vitro [150], tak samotnd pfitomnost 6xHis kotvy
na N-konci PVX CP zabraruje tvorbé virovych ¢astic in vitro [154].

Pfi naSem experimentu byl poprvé posouzen vliv 6xHis kotvy na interferenci
se skladanim virovych castic, pfipadné na stabilitu virovych castic v rostliné. Z vysledku
(nahrazeni kotvy 6xHis kotvou Strepll) Ize Fici, Ze pravé pfitomnost 6xHis kotvy v misté A

je zdrojem nestability virovych ¢astic [137].

Imunogenita PVX E7-Strepll A

Jednou z vyhod peptid prezentujiciho systému zaloZzeného na rostlinném viru je
jeho schopnost efektivné dopravovat peptidy (napfiklad epitopy) do dendritickych bunék.
Tato skutecCnost je zplsobena vlastnosti dendritickych bunék preferenéné fagocytovat
Castice o velikosti vird (priblizné 20 — 500 nm) [155, 156]. Samotny epitop se navic na
virové Castici vyskytuje v nékolika stech az tisicich kopiich (podle poctu kopii kapsidového
proteinu viru) a rostlinny virus tak mlzZe slouZit jako platforma pro doruceni epitopl
(obecné antigenll) do dendritickych bunék - hlavnich antigen prezentujicich bunék
imunitniho systému [157, 158]. Tento efekt byl u modifikovanych rostlinnych vir(
(naptiklad TMV, CPMV, PVX, CMV a BeYDV) jiz nékolikrat experimentalné potvrzen na

zvifatech a to jak pfi injekénim, intranasalnim, tak i oralnim podani [159]. V pfipadé
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pouziti modifikovaného PVX byla u mysi stimulovdna nejen humoralni [160], ale také
bunécna adaptivni imunita [161].

V nasem pfipadé byl purifikovany PVX E7-Strepll A podavan mysim subkutdnné
a to jak samostatné, tak i v kombinaci s dalSimi imunomodula¢nimi latkami (Obr. 27,
str. 88). Purifikované virové ¢astice, at uz samotné nebo v kombinaci s imunomodulatory,
nemély bohuZel schopnost aktivovat CD4+ Thl a CD8+ T lymfocyty (Obr. 27B, str. 88).
Nedochazi tedy ke stimulaci CD8+ T lymfocytl, které hraji podstatnou roli v odstranéni
bunék infikovanych HPV. Vzhledem k faktu, Ze pfesné molekularni mechanismy ucinku
vakcin (tedy proc urcita vakcina funguje, zatimco jina nikoli) nejsou detailné znamy, je
v soucasnosti vyvoj vakcin stale nesnadny. Ze stejného divodu je obtizné ziskané vysledky
i diskutovat. Je moZné, Ze za neschopnost stimulace T lymfocytl specifickych vici
E7 epitopu mize pritomnost nevhodného adjuvans (CpG ODN), samotného epitopu
v kombinaci s PVX, pfipadné aplikace malého mnozstvi purifikovaného viru, nicméné bez
dalSich studii a obecné pochopeni molekularniho mechanismu funkce vakcin neni mozné
tento vysledek diskutovat bez vétsich spekulaci.

Stimulace plazmocytl produkujicich protilatky rozeznavajici E7 epitop (respektive
E7GGG onkoprotein HPV 16) byla potvrzena vidy pouze u jedné ze tfi mysi (Obr. 27D,
str. 88) a neni proto mozné data jednoznacné interpretovat. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni
pritomnosti protildtek bude nutné provést opakované imunologické studie s vétSim
souborem mysi. Stimulace CD4+ Th1l a CD8+ T lymfocytl rozpoznavajici CP1s0-168 €pitop
byla slabé detekovdna u samostatné inokulovaného PVX (Obr. 27A, str. 88), zatimco
u ostatnich vzorkd byla pozitivni i odpovidajici negativni kontrola (inkubace MB bez
CP1s0-168 epitopu). Celkové jsou namérené hodnoty velmi nizké a je tedy mozné fici,

Ze stimulace CD4+ Th1 a CD8+ T lymfocytl rozezndvajici CP1s0-168 €pitop neni signifikantni.
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Kometova analyza

Vysledky kometové analyzy provedené na rostlindach N. tabacum cv. Xanthi
infikovanych PVX prokdzaly, Ze infekce PVX zpUsobuje poskozeni rostlinné DNA, a Ze
stupen tohoto poskozeni odpovidd mnozstvi PVX (Tab. 3 a 4, str. 90) [144].

Mechanismus, kterym dochazi v disledku infekce PVX k poskozeni rostlinné DNA
neni zndm a hypoteticky mlze byt pfimy nebo nepfimy. Pfimym mechanismem je
myslena napftiklad prima interakce mezi PVX (resp. jeho ¢asti, napfiklad proteinem)
a bunécnym proteinem (v jddru nebo cytoplazmé), ktera vede k poskozeni rostlinné DNA
a to molekuldrnimi drdhami, které nejsou soucasti obranného mechanismu rostliny.
V ptipadé nepfimého mechanismu by pak dochdzelo k poskozeni rostlinné DNA
v dlsledku obranné reakce rostliny (napfiklad prostfednictvim reaktivnich kyslikovych
intermediat().
| kdyZz neni moZné ani jeden navrhovany mechanismus potvrdit nebo vyvratit, bylo
publikovano, Ze v pfipadé infekce Arabidopsis thaliana bakterii Pseudomonas fluorescens
pravé obrannda odpovéd rostliny zabranuje vzniku/opravuje vzniklé dvouretézcové zlomy

v rostlinné DNA [124].
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6. Zaveér

Rostlinné viry byly objeveny pred vice nez 120 lety a mimo roli patogen( zastavaji
v soucasnosti, predevsim diky rozvoji biochemie a molekuldrni biologie, i dileZitou roli
v biotechnologii. Jednim z nejzajimavéjSich a publikaéné nejzastoupenéjsich vyuziti
rostlinnych vir(Q je pfiprava vakcin. | presto, Ze se za¢atek vyzkumu na tomto poli datuje
do roku 1993, kdy byl vrostlinnych protoplastech pfipraven CPMV nesouci na svém
povrchu epitop viru slintavky a kulhavky [162], do SirSiho povédomi se vyuZiti rostlinnych
virtl pro produkci vakcin dostalo az v roce 2014. V souvislosti s tehdy masivné probihajici
epidemii Eboly v Zapadni Africe, se pozornost médii zaméfila na experimentdlni
terapeutickou vakcinu ZMapp, jejiz ucinnou slozkou jsou tfi monoklonalni protilatky
produkované v rostlindch N. benthamiana pomoci virovych vektor( odvozenych od TMV
a PVX[163, 164].

Hlavni téma predklddané disertacni prace se zabyvd vyuzitim PVX jako
antigen prezentujiciho systému s cilem nalezeni novych mist v PVX CP, které by byly
vhodné pro vkladani antigend za uUcelem jejich prezentace na povrchu castic PVX. Na
zakladé strukturniho modelu PVX CP ve virionu (Obr. 13, str. 49) bylo vybrano celkem
sedm pozic (A, B, C, D, E, F a G), do kterych byl vloZzen E7 epitop ve fuzi s 6xHis nebo
Strepll kotvou. E7 epitop byl pouZit diky své schopnosti stimulovat mysi bunéénou
adaptivni imunitu [128-131], kterd by v kombinaci s antigen prezentujicim systémem PVX
mohla vést k pfipravé terapeutické vakciny proti HPV 16.

Dalsim cilem disertacni prace bylo metodou kometové analyzy posoudit, zda u
tabdku Nicotiana tabacum cv. Xanthi dochazi pti infekci PVX k poSkozeni hostitelské DNA.

Nejdulezitéjsi poznatky, kterych bylo v prlibéhu reSeni disertacni prace dosazeno

jsou uvedeny nize:

1) Exprese modifikovanych PVX CP v bakteriich

Vsechny modifikované PVX CP bylo moiné UspésSné exprimovat v E. coli MC1061

a produkce téchto proteint tedy nebyla pro bakterie toxicka.
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PFi expresi modifikovanych PVX CP v E. coli MC1061 bylo prokdzano, Zze zaména 6xHis

kotvy za Strepll kotvu ovliviiuje (zvySuje) rozpustnost produkovanych protein(.

Zadny z modifikovanych PVX CP nemél schopnost tvofit VLP. Pouze v pfipadé PVX CP
6xHis-E7 A byly detekovany struktury pfipominajici VLP.

Bylo potvrzeno, Ze pouze PVX CP s inzertem Strepll-E7 nebo E7-Strepll vloZzenym do mista
A (pozice mezi 24. a 25. AMK v PVX CP) tvofi v pfitomnosti PVX RNA virové castice

prezentujici inzert na svém povrchu.

2) Exprese modifikovanych PVX CP v rostlinach

Pouze PVX CP s inzerty vloZenymi do mista A bylo mozné produkovat v N. benthamiana

i N. benthamiana HC-Pro a to jak v inokulovanych, tak v systémovych listech.

PVX CP s inzerty vloZzenymi do mist B, C, D, E, F a G byly v pribéhu exprese degradovany

a byly detekovany pouze v inokulovanych listech - bez pfitomnosti inzertu.

Bylo prokdzano, Ze 6xHis kotva ovliviiuje stabilitu virovych c¢astic. Prfi expresi PVX CP
6xHis-E7 A a PVX CP E7-6xHis A nebylo moiné detekovat virové ¢&astice, avsak

po nahrazeni 6xHis kotvy za Strepll kotvu byly virové ¢astice detekovany.

Virové castice PVX Strepll-E7 A a PVX E7-Strepll A bylo moZné znadit protilatkou
rozeznavajici PVX CP i protilatkou rozeznavaijici Strepll kotvu, coZ indikuje ptritomnost

inzertu na povrchu ¢astic.

Uspotradani inzertu (Strepll-E7 vs. E7-Strepll) ovliviiuje stabilitu produkovanych virovych
Castic pfi jejich purifikaci. Zatimco virové ¢astice PVX E7-Strepll A bylo mozné z rostlin
purifikovat ve vytézku 20 — 25 mg/kg Cerstvych listl, virové castice PVX Strepll-E7 A

nebylo mozné purifikovat z dlivodu jejich nestability.

Purifikované virové cCastice PVX E7-Strepll A nemaji schopnost u mysi stimulovat
bunécnou adaptivni imunitu. Stimulace protilatek rozeznavajici E7 epitop byla detekovana

pouze u nékterych mysi.
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3) Poskozeni rostlinné DNA pfi infekci PVX

Kometovou analyzou provedenou na rostlinach N. tabacum cv. Xanthi infikovanych PVX
bylo prokazano, Ze infekce PVX zpUsobuje poSkozeni rostlinné DNA, a Ze stupen tohoto

poskozeni odpovidd mnozZstvi PVX.

Shrnuti

Byla nalezena nova pozice v PVX CP (misto A), kterd je vhodnym kandidatem pro
vklddani antigenl za ucelem pfipravy PVX antigen prezentujicich systém(
(experimentdlnich vakcin). Misto A je vsekvenci PVX CP lokalizovdno mezi 24. a 25.
aminokyselinou.

Infekce PVX v pfipadé rostliny N. tabacum cv. Xanthi zpUsobuje poskozeni

hostitelské DNA a stupen tohoto poSkozeni odpovidd mnozstvi PVX.
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Rozvojova 313, CZ-16502 Prague, Czech Republic'
Faculty of Science, Charles University in Prague, Albertov 6, CZ-12843 Prague 2, Czech Republic®

Abstract

We employed the comet assay (single cell gel electrophoresis) to evaluate induced DNA damage in nuclei isolated from
tobacco leaves (Nicotiana tabacum var. xanthi) inoculated with Potato virus X (PVX). The highest DNA damage,
expressed by the tail moment value, was observed in the inoculated leaves and decreased in the 1% to 4™ systemic
leaves. DNA damage increased with the time after the inoculation (from day 3 to day 21) and was higher in nuclei
isolated from a part of the leaf at the petiole compared to nuclei isolated from the leaf tip. A Pearson moment
correlation (» = 0.94) between the induced DNA damage and the PVX titres expressed by ELISA absorbance values
was observed. The PVX infection did not induce a significant increase in the rate of somatic mutations evaluated by
appearance of dark green, yellow, and double green/yellow sectors on the heterozygous pale green leaves of N. tabacum

var. xanthi.

Additional key words: Comet assay, ethyl methanesulphonate, single cell gel electrophoresis, somatic mutations.

Potato virus X (PVX) is a member of the genus
Potexvirus, family Flexiviridae. PVX is frequently used
as model to study the molecular mechanisms controlling
virus replication and movement (Batten et al. 2003,
Atabekov et al. 2007, Verchot-Lubicz et al. 2007). PVX
forms filamentous particles of about 515 nm in length
and 13 nm in diameter (Sonenberg et al. 1978). The
particle consists of a 6.4 kb long positive sense single-
stranded genomic RNA which is capped and
polyadenylated. Approximately 1 300 copies of the PVX
coat protein (XCP) encapsidate the viral RNA. XCP is
also necessary for cell-to-cell and systemic movement in
host plants (Verchot-Lubicz 2005). The viral genomic
RNA contains a 84 nucleotide (nt) long 5'-untranslated
region (UTR) followed by five open reading frames

coding for 165 kDa replicase, triple gene block proteins
TGBpl, TGBp2, and TGBp3 involved in virus
movement, a 25 kDa coat protein (CP), and 72 nt long
3’-UTR (Huisman et al. 1988, Skryabin et al. 1988). A
successful infection by PVX requires counteracting host
defences as well as intimate interactions between the viral
genomes/genome-encoded products and host cellular
factors including host transcriptional, translational, and
macromolecular trafficking machineries.

The objective of this study was to determine whether
PVX induces /) DNA damage in nuclei, evaluated by the
comet assay, and 2) mutations on leaves, evaluated by the
somatic mutation assay, in PVX inoculated tobacco
leaves as well as in the 1% to 4™ systemic leaves.

The alkaline version of the single cell electrophoresis
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assay (comet assay) can quantitatively measure DNA
damage, including single strand breaks, double strand
breaks, alkali labile sites (primarily apurinic and
apyrimidinic sites), incomplete excision repair sites, and
DNA crosslinks (Tice et al. 2000). Although this
technique has been primarily applied to animal cells, the
adaptation of the comet assay to plant tissues (Koppen
and Verschaeve 1996, Gichner and Plewa 1998, Gichner
et al. 2009, Prochazkova et al. 2013) significantly
extends its utility in basic and applied studies in
environmental mutagenesis.

The comet assay detects acute DNA damage in nuclei
of leaf and root cells shortly after the treatment. By
contrast, the leaf primordial cells within the apical
meristem are the target cells of the somatic mutations
(Dulieu and Dalebroux 1975).

Mutations are induced in these primordial cells and as
the leaf grows, division of the mutant cells leads to
development of individual clones of cells that appear as
dark green, yellow, and green/yellow sectors on yellow-
green leaves of the heterozygous Nicotiana tabacum var.
xanthi. Thus, the earliest time when somatic mutation
frequency can be evaluated on newly formed leaves is
about one to two weeks after treatment. The tested line of
N. tabacum var. xanthi has been demonstrated to be very
sensitive to ionizing radiation (Ptacek et al. 2001), and
various kinds of chemical mutagens (Dulieu and
Dalebroux 1975, Gichner ef al. 1999).

Seeds (a;/a;; a,/a;) of the double heteozygous
tobacco (Nicotiana tabacco L. var. xanthi) used in the
somatic mutation assay were generated by controlled
genetic crossings according to Dulieu and Dalebroux
(1975). Tobacco plants were cultivated in plastic pots (a
diameter of 7 cm and a depth of 9 cm) filled with 150 cm®
of soil (Chernozem, pH 7.2) at day/night temperatures of
28/22 °C, a relative humidity of 60 %, a 16-h
photoperiod, and an irradiance of 150 pmol m?s™.

The 4% or 5" leaf, counted from cotyledons, of
5- to 6-week-old tobacco seedlings was inoculated with
PVX (strain UK3) obtained from frozen infected leaves.

The leaves dusted with carborundum powder were rubbed
with a suspension of virus infected tissue in 0.057 M
K,HPO,, pH 8.0. As negative control, healthy leaves
were treated only with 0.057 M K,HPO,, pH 8.0. The
plants were further cultivated as described above.

The comet assay and the image analysis using a
fluorescence microscope and a computerized image-
analysis system were performed according to
Prochazkova et al. (2013). The frequency of dark green,
yellow, and green/yellow twin sectors (Dulieu and
Dalebroux 1975) were scored using a stereomicroscope
on inoculated and 1* to 4™ systemic leaves 3 weeks after
the PVX inoculation. The mutation frequency was
expressed as the mean number of sectors (dark green,
yellow and green/yellow) per leaf. For each experiment,
eight seedlings were inoculated and each treatment was
repeated twice. Plate-trapped (PT) ELISA was done as
described previously (Cerovska et al. 2008).

Data were analyzed using the statistical and graphical
functions of SigmaPlot 8.0 and SigmaStat 3.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). In case a significant (P < 0.05)
F-value was obtained in one-way ANOVA, the Dunnett’s
multiple comparison test between the treated and control
groups was conducted. Differences between two groups
were statistically evaluated by the paired #-test.

In 3 or 4 d intervals, a small piece of leaf tissue (about
1.5 cm®) was taken near the petiole or tip of the
inoculated leaf and of the 1* to 4™ systemic leaves. In the
control plants, DNA damage, expressed by tail moment
(TM) values, varied from 2 to 4 um. The inoculation of
the tobacco leaves with PVX led to serious damage as
expressed by crinkled leaves that finally led to leaf
lethality. DNA damage detected in the nuclei of the
inoculated leaves increased with the time after
inoculation. At day 3, a TM value was 6 £ 0.8 pm
compared to 75 £ 1.6 um at day 14. Due to severe leaf
damage, leaf nuclei could not be isolated at day 17. In the
1* systemic leaf, there was a similar increase in a value of
TM depending on the time after inoculation. This
increase was higher when the leaf nuclei were isolated

Table 1. DNA damage expressed by average median tail moment values [um] in leaf nuclei of Nicotiana tabacum var. xanthi
following inoculation with PVX. Nuclei were isolated from a small part of leaf (about 1.5 cm?) at the petiole (A) or at the leaf tip (B)
at different time periods after inoculation. * - leaf too small, the whole leaf used for the isolation of nuclei, " - nuclei could not be
isolated due to severe leaf damage. Means + SE, n = 150 - 200, * - values significantly different (P < 0.05) from the control.

Time after Control Inoculated 1* systemic leaf

2" systemic leaf

3 systemic leaf 4™ systemic leaf

inoculation leaf

[d] A A B A B A B A B

3 2405 6+08 6107 3104 3405 4403 4405 -

7 4404 19+1.7° 10+1.1° 5+05 4404 4+0.5 4+0.7 4406 -

10 4404 38+34° 25+09° 11+14° 12+12° 9+1.1° 8408  4+05 4405 4104
14 4+02 75+1.6 35+38° 23+14" 22+14° 15+14° 12+10° 8107 7+1.1 4406
17 3+04 43+1.8 35+1.8" 34+21° 19+14" 15+18 9+1.0° 7+12 6+1.0
21 3+04 41415 29+19" 19+1.0° 15+09" 16+13" 12+12° 10+12° 5+04
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Table 2. DNA damage expressed by average median tail moment (TM) values [pum] in leaf nuclei, and absorbance values evaluated
by the ELISA method in leaves of Nicotiana tabacum var. xanthi three weeks after inoculation with PVX. For the comet assay and
ELISA analysis, a small part of leaf (about 1.5 cm?) at the petiole was used. Means + SE, for TM values n = 150 - 200, for ELISA

absorbance values n = 2.

Leaves ™ ELISA absorbance values
PVX control leaves PVX control leaves
1% systemic leaf 46.1 4.2 48+0.8 1.32£0.07 0
ond systemic leaf 32.8+2.1 49+0.2 1.02 +£0.06 0
3" systemic leaf 17513 41+0.5 0.66 +0.08 0
gt systemic leaf 150+23 40+04 0.24 £0.01 0

from the leaf petiole (denoted as A in Table 1) compared
to that at the leaf tip (denoted as B in Table 1). DNA
damage in the 2™ 3" and 4™ systemic leaves was
markedly lower when compared to the inoculated and the
1* systemic leaf.

Further, the tobacco leaves were inoculated with PVX
and after cultivation of the treated seedlings for 3 weeks,
the comet and PT-ELISA assays were performed from a
piece of leaf at the petiole. DNA damage correlated with
the quantity of PVX measured by PT-ELISA. DNA
damage in the inoculated leaf could not be evaluated
three weeks after the PVX inoculation due to severe
damage to the nuclei. DNA damage in the 1% systemic
leaf expressed by a TM value was 46.1 pm and an ELISA
absorbance value was 1.32 (Table 2). In the 4™ systemic
leaf, a TM value decreased significantly to 15.0 um and
an ELISA absorbance to 0.24.

Table 3. Frequency of somatic mutations (a number of mutant
sectors per leaf) in leaves of Nicotiana tabacum var. xanthi after
inoculation of seedlings with PVX and three-week cultivation in
soil. Means + SE, n = 16, " - values significantly different
(P < 0.05) from the control. For comparison, the effect of EMS
is shown.

Evaluated leaves Mutant sectors per leaf

Control leaves 1.6+0.3
1% systemic leaf 1.5+03
2" systemic leaf 1.5+0.2
3" systemic leaf 1.9+0.4
4" systemic leaf 1.4+0.4
3 mM EMS for 24 h 16.0 £0.6°

Frequency of somatic mutant sectors per leaf scored
on the 1* to 4™ systemic leaves 3 weeks after inoculation
with PVX ranged from 1.4 £ 0.4 to 1.9 £ 0.4 per leaf.
This was not significantly different from the control value
(Table 3). Mutation frequency on the inoculated leaf
could not be evaluated due to the severe damage of the
leaf. After the application of 3 mM EMS for 24 h on
roots of tobacco seedlings followed by 14 d cultivation of
the seedlings in a Hoagland solution, frequency of

somatic mutations per leaf reached a value of 16.0 + 0.6
(Fig. 1 Suppl.) that was significantly different from the
control value (1.6 £0.3).

Generally, two explanations for the DNA damaging
effect of PVX on nuclei of the host tobacco plants can be
suggested: /) PVX directly reacted with DNA of host
nuclei, and 2) PVX directly or indirectly produced
metabolites that caused DNA damage in nuclei of the
host plant.

Viruses or their genomic nucleic acids are capable to
enter the animal or human cell membrane and to react
directly with DNA or with DNA repair machineries of the
host cell (Weitzman et al. 2010, Turnell and Grand
2012). At present, two main strategies for plant virus cell-
to-cell movement are known: /) the viral genome moves
in the form of intact virions, and 2) the viral nucleic acids
are trafficked through plasmodesmata in the form of a
nucleoprotein complex (NPC; Ritzenthaler 2011).

Nuclear import and export are crucial processes for
any eukaryotic cell, as they govern substrate exchange
between the nucleus and the cytoplasm. Proteins involved
in the nuclear transport network are generally conserved
among eukaryotes, from yeast and fungi to animals and
plants. Various pathogens, including some plant viruses,
need to enter the host nucleus to gain access to its
replication machinery or to integrate their DNA into the
host genome. The newly replicated viral genomes then
need to exit the nucleus to spread among host cells. To
gain the ability to enter and exit the nucleus, these
pathogens encode proteins that recognize cellular nuclear
transport receptors and utilize host nuclear import and
export pathways (Krichevsky et al. 2006). Other proteins
of cytoplasmically replicating viruses were also found in
the cell nucleus (Carrington et al. 1991, Li and
Carrington 1993, Anindya and Savithri 2004, Ryabov
et al. 2004, Vetter et al. 2004, Gao et al. 2012). Viral
proteins that are imported into the host cell nucleus
participate in the transport of viral genomes. Nuclear
import of viral proteins is also involved in other stages of
viral infection cycle, such as suppression of a RNA
silencing defense response of the host plant (Krichevsky
et al. 2006).

The mutational analysis of PVX TGBp3 by Ju et al.
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(2008) demonstrated that wild-type and mutant
TGBp3:GFP fusions are degraded by the 26S
proteasome. In PVX infected cells, the TGBp3:GFP
fusion is also seen in the nucleoplasm indicating that
events during PVX infection trigger entry into the
nucleus. The mutational analysis failed to identify a
nuclear targeting domain. Mutations inhibiting a TGBp3
association with endoplasmatic reticulum (ER) and
inhibiting virus movement do not block the TGBp3:GFP
presence in the nucleoplasm. A mutation disrupting the
N-terminal transmembrane domain of TGBp3 causes the
fusion accumulates in the nucleus indicating that nuclear
import is regulated by ER interactions. Thus, the direct
reaction of PVX or its genomic particles with nuclear
DNA of the tobacco host cannot be excluded.

The predominant reactive oxygen species (ROS)
detected in plant-pathogen interactions are the superoxide
anion, hydrogen peroxide, and hydroxyl radical (Mehdy
1994). Among these ROS, H,0, was demonstrated to
induce DNA damage in tobacco leaf nuclei and in
tobacco cell cultures as evaluated by the comet assay
(Stavreva and Gichner 2002, Gichner 2003, Cvjetko ef al.
2014). Although direct effects of H,O, on nuclei were
shown, it is possible that H,O, also triggers a signal-
transduction cascade contributing to nuclear damage
(Termini 2000).
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Abstract: Potato virus X (PVX) is widely used as a peptide
presentation system in plant biotechnology, mostly for
transient expression of desired peptides fused to the
N-terminus of its capsid protein (CP). Here we describe
testing/investigation of new positions for peptide
presentation based on seven putative surface loops of
PVX CP. We performed bacterial expression of fourteen
different PVX CPs modified by the insertion of the epitope
derived from the E7 oncoprotein (E7 epitope) of Human
papillomavirus type 16 fused with His tag. The expression
from vector pMPM-A4Q in Escherichia coli MC1061 was
performed to evaluate the capacity of the PVX CP platform
to tolerate the insertion of E7 epitope fused with His tag
in the seven putative surface loops. The immunological
characteristics of expressed epitopes were assessed
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1 Introduction

Presentation of peptides on virus particles is a promising
strategy for the development of peptide-based vaccines.
Currently, the development of peptide-based vaccines
is limited because the need of suitable strong adjuvants
[1,2]. The peptide presentation system based on plant
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viruses represents potentially a promising new delivery
and adjuvant system mainly for the following reasons: (i)
the capsid of plant virus represents a scaffold exposing
desired epitopes to the immune system in an abundant
and organized manner and can serve as an adjuvant by
itself, (ii) plant viruses are not infectious to animals,
lowering the safety risk associated with their deployment,
and (iii) scalability [3,4].

Human papillomavirus (HPV) infection is one of the
most common sexually transmitted infections worldwide.
Infection by high risk HPVs is causally associated with
cervical cancer, which represents the second most
common cancer among women (after breast cancer) [5].
The most common oncogenic HPV genotypes are 16 and
18, together causing approximately 70 % of all cervical
cancers, while HPV 16 alone causing 50 % of all cervical
cancers [6]. The E7 oncoprotein plays an important role
in both malignant transformation and in the maintenance
of the transformed state of HPV infected cells. This
represents a promising target for immunotherapy because
the E7 oncoprotein is expressed in all cervical tumors
and in precancerous lesions [7]. The main known role of
E7 oncoprotein in virus cycle is to prevent cell death by
binding tumor-suppressor protein Rb (pRb), resulting
in the dissociation of pRB from E2F-family transcription
factors and the premature cell progression into the S
phase of the cell cycle which leads to uncontrollable cell
division [8].

Potato virus X (PVX) belongs to the order Tymovirales,
family Alphaflexiviridae and genus Potexvirus. It is a
filamentous, positive single stranded RNA (+ssRNA) virus.
Virus particles are about 515 nm long and have about 13
nm in diameter. The PVX genome is capped, has a poly(A)
tail and encodes five open reading frames (viral replicase,
three movement proteins belonging to the triple-gene
block family and capsid protein - approximately 1 300
CP subunits per virion) [9]. The PVX CP can be used for
presentation by direct or indirect fusion of a desired
protein or peptide to the N-terminus [10-12]. Recently,
it has been also shown that the C-terminus of PVX CP
can be used for protein presentation [13]. However, the

This work is licensed under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs 3.0 License.
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presentation of proteins/peptides this way is limited due
to their isoelectric point, tryptophan content and perhaps
their conformation which can influence the formation
and stability of modified viral particles [14]. The E7
oncoprotein from HPV 16 is an attractive candidate for
anti-cancer therapeutic vaccine development. The effort
to express this epitope is related to previous work on the
expression of mutated E6 and E7 oncoproteins of HPV 16
using a PVX-based expression vector [15-18].

The latest model representing the PVX CP tertiary
structure in a virion predicts loops, which are likely
exposed on the virion surface (Fig. 1) [19]. These putative
surface loops could be promising candidates for new
positions to present proteins or peptides. To examine
this hypothesis, we decided to insert an epitope derived
from the E7 oncoprotein (E7 epitope; amino acids 44-60;
QAEPDRAHYNIVTFCCK) of Human papillomavirus type 16
(HPV 16) fused with 6xHis tag into these loops.

2 Methods

2.1 DNA constructs

The PVX CPsequence was amplified by PCR from the binary
vector pGR106 (kindly provided by Dr. D.C. Baulcombe,
Department of Plant Science, University of Cambdrige,
United Kingdom). The E7 epitope sequence was prepared
by PCR from vector pBSC-E7ggg (kindly provided by M.
Smahel, IHBT Prague, Czech Republic). The cloning

DE GRUYTER OPEN

strategy and primers were designed for creating fourteen
different constructs of PVX CP in pMPM-A4Q (Fig. 2A, 2B;
Table 1) [20]. The nucleotide sequences of short peptides
comprising 6xHis tag fused either to the 5’or 3’ terminus of
the E7 epitope (6xHisE7 and E76xHis, respectively) were
inserted by splicing the overlap extension (SOE) PCR
[21] into seven putative PVX CP surface exposed loops:
66/67 nt (region of predicted loop A: 6772 nt), 459/460 nt
(region of predicted loop B: 457-468 nt), 576/577 nt (region
of predicted loop C: 574-582 nt), 669/670 nt (region of
predicted loop D: 661-681 nt), 159/160 (region of predicted
loop E: 154-162 nt), 213/214 (region of predicted loop F:
211213 nt) and 534/535 (region of predicted loop G: 526-552
nt) [19].

2.2 Expression of modified PVX CP proteins
in E. coli

Each construct in pMPM-A4Q, an arabinose-inducible
expression vector, was expressed in E. coli MC1061.
We performed an optimization of expression at two
different temperatures (22°C and 37°C) and three
different durations of expression (2, 4 and 16 h after the
induction). To estimate the production of fusion proteins
PVX CP-6xHisE7 and PVX CP-E76xHis in bacteria, the
cells were lysed and separated into soluble and insoluble
fractions. The fractions were subjected to polyacrylamide
gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl
sulphate (SDS-PAGE) and subsequently Western blot
analysis was performed.

Fig. 1: Predicted structure of PVX CP in a virion[15]. Positions of loops A, B, C, D, E, F and G are indicated.
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Fig. 2: Schematic illustration of cloning strategy: (A) PVX CP modified with 6xHisE7. (B) PVX CP modified with E76xHis. (C) Restriction cloning
into pMPM-A4Q. pCP - partial capsid protein; P,, - arabinose promoter; term - transcription terminator. Restriction sites EcoRl and Sall, and
putative surface loops A, B, C, D, E, Fand G are indicated.

A) PVX CP modified with 6xHisE7 B) PVX CP modified with E76xHis C) Restriction cloning into pMPM-A4Q
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Table 1: Deoxyribonucleotides used for preparation of fusion constructs in pMPM-A4Q.

Prime Sequence (5°-3)

rs

(Xn)®

Al CACAAAAACTGCAGGCCATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGAC
AGA

B1 AGCACAAGGTTTCAAGCATCATCACCATCACCAC

C1 AATGAATGCTGCCCAACATCATCACCATCACCAC

D1 AGGTCGTATCACTGGACATCATCACCATCACCAC

E1l AGCAATGCTGTCGCACATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGACA
GA

F1 GACATGAAGGTGCCCCATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGACA
GA

G1 CATGCCCAAAGAGGGGCATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGAC
AGA

A2 TGTGGCAGGAGTTGCCTTGCAACAAAAGGTTACAAT

B2 GAATTTGTGCTCAGGCTTGCAACAAAAGGTTACAA

c2 CACAAAGGCAGCAGTCTTGCAACAAAAGGTTACAA

D2 CTCAGCGGTTGTTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAA

E2 TGAGGTCCTCATTTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAAT

F2 GTGCCATAGTGTCTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAAT

G2 CGGTGGCCGGATGAGCTTGCAAAAAAAGGTTACAAT

P3 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG

A4 TGGTGATGATGGCCTGCAGTTTTTGTGG

B4 TGGTGATGATGCTTGAAACCTTGTGCTTG

Ca TGGTGATGATGTTGGGCAGCATTCATTTC

D4 TGGTGATGATGTCCAGTGATACGACCTC

E4 TGGTGATGATGTGCGACAGCATTGCTG

F4 TGGTGATGATGGGGCACCTTCATGTCC

G4 GTGATGATGCCCCTCTTTGGGCATG

A5 TTTTGTTGCAAGGCAACTCCTGCCACAG

B5 CTTTTGTTGCAAGCCTGAGCACAAATTCGC

c5 TTTTGTTGCAAGACTGCTGCCTTTGTGAA

D5 AACCTTTTGTTGCAAGACAACAACCGCTGAGG

E5 CCTTTTGTTGCAAGACAAATGAGGACCTCAG

F5 CCTTTTGTTGCAAGACAGACACTATGGCACA

G5 TTGCAAGCTCATCCGGCCACCG

A6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

B6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

cé CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

D6 GTATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACATTGTCGACTTATGGT
GGTGGTAGAG

E6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

F6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

G6 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG

A7 CACAAAAACTGCAGGCCAAGCAGAACCGGACAGA

B7 AGCACAAGGTTTCAAGCAAGCAGAACCGGACAG

Cc7 AATGAATGCTGCCCAACAAGCAGAACCGGACAG
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continued

Peptides presentation in PVXCP = 137

Table 1: Deoxyribonucleotides used for preparation of fusion constructs in pMPM-A4Q.

Prime Sequence (5‘-3°)

D7 AGGTCGTATCACTGGACAAGCAGAACCGGACAG

E7 AGCAATGCTGTCGCACAAGCAGAACCGGACAGA

F7 GACATGAAGGTGCCCCAAGCAGAACCGGACAGA

G7 CATGCCCAAAGAGGGGCAAGCAGAACCGGACAGA

A8 TGTGGCAGGAGTTGCGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTTA
CAAT

B8 GAATTTGTGCTCAGGGTGGTGATGGTGATGATG

c8 CACAAAGGCAGCAGTGTGGTGATGGTGATGATG

D8 CTCAGCGGTTGTTGTGTGGTGATGGTGATGATG

E8 TGAGGTCCTCATTTGTGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTT
ACAAT

F8 GTGCCATAGTGTCTGTGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTT
ACAAT

G8 CGGTGGCCGGATGAGGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTT
ACAAT

A9 GGTTCTGCTTGGCCTGCAGTTTTTGTGG

B9 GGTTCTCCTTGCTTGAAACCTTGTGCTTG

c9 GGTTCTGCTTGTTGGGCAGCATTCATTTC

D9 GGTTCTGCTTGTCCAGTGATACGACCTC

E9 GGTTCTGCTTGTGCGACAGCATTGCTG

F9 GTTCTGCTTGGGGCACCTTCATGTCC

G9 TTCTGCTTGCCCCTCTTTGGGCATG

A10 CATCACCACGCAACTCCTGCCACAG

B10 CCATCACCACCCTGAGCACAAATTCGC

c10 CCATCACCACACTGCTGCCTTTGTGAA

D10 TCATCACCATCACCACACAACAACCGCTGAGG

E10 CACCATCACCACACAAATGAGGACCTCAG

F10 ACCATCACCACACAGACACTATGGCACA

G10 ACCACCTCATCCGGCCACCG

* An, Bn, Cn, Dn, En, Fn and Gn are deoxyribonucleotides used for insertion into loop A, B, C, D, E, Fand G respectively

2.3 Preparation of soluble and insoluble
fractions

The bacterial soluble and insoluble fractions were
prepared according to Cerovska et al., 2003 [23].
Sediments containing insoluble proteins (denatured
proteins and protein bodies) were solubilized with 1%
SDS. Samples for SDS-PAGE were prepared from purified
soluble and insoluble fractions and detection of fusion
proteins was performed by Western blot analysis. Protein
concentration in each soluble and insoluble fraction was
determined by DC Protein Assay kit (Bio-Rad). The purity
of pelleted capsid protein was estimated from Coomassie
blue stained gel.

2.4 SDS-PAGE and Western blot analysis

Samples for SDS-PAGE were prepared according to a
previously published protocol [24]. Proteins separated by
SDS-PAGE were electroblotted to a nitrocellulose membrane
(Protran 0.2 pm, Schleicher & Schuell) in a semidry system
(OMNI-TRANS apparatus, Omnibio Brno, Czech Republic)
[25]. After electroblotting, the membrane was blocked in 5%
nonfat dry milk for 1 h. Incubation was performed overnight
with the primary mouse anti-His antibody (1:3,000 in PBS,
GE Healthcare Life Sciences). After washing, the secondary
goat anti-mouse IgG (anti whole molecule, 1:30,000 in
PBS, Sigma-Aldrich) conjugated to alkaline phosphatase
was added. Visualization was performed according to
Sambrook et al. [26].
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2.5 Immunoelectron microscopy

Immunoelectron microscopy was performed according to
Cerovska et al., 2008 [17]. Briefly, modified viral proteins
were immunostained either by mouse monoclonal anti-
6xHis antibody (GE Healthcare Life Sciences, dilution
1:1,000 in PBS, 30 min) or by rabbit polyclonal anti-
PVX-CP antibody (PrimeDiagnostics, dilution 1:1,000 in
PBS, 30 min) followed by washing the grids and detection
with respective gold conjugate (goat anti-mouse 10 nm
Au, goat anti-rabbit 5 nm Au, both Sigma, 1:20 in PBS). In
a set of experiments the viral proteins were decorated with
both antibodies simultaneously. After additional washing
the samples were stained with 2% amonium molybdate
(pH 7.0). Electron microscopy was carried out either on the
JEM 1010 transmission electron microscope (Jeol, Japan,
facility of Biology Centre of Academy of Sciences, Ceske
Budejovice, kindly performed by Dr. Synkova, IEB AS CR,
Prague) or on FEI Morgagni 268D (FEI, Oregon USA) at
IEB, Prague.

3 Results

3.1 Insertion of the E7 epitope into the seven
putative surface exposed loops of the PVX CP

Both experimental epitopes (E7-6xHis and 6xHis E7) were
inserted by SOE PCR in all seven loops creating a total of
14 constructs (Fig. 2). Primers designed for this purpose
are listed in Table 1. Each construct was cloned into the
bacterial expression vector pMPM-A4Q using restriction
sites EcoRI and Sall (Fig. 2C). The resulting plasmids were
named PVX CP-6xHisE7 (A, B, C, D, E, F and G) and PVX
CP-E76xHis (A, B, C, D, E, F and G).

Our objective was to evaluate the capacity of the PVX
CP platform to tolerate insertion of E7 epitope fused with
His tag in the seven different positions. We used the His tag
to simplify verification of peptide presence by antibodies.

Insertions were made at seven specific sites in the PVX
CP taking into consideration the bioinformatic prediction
of the PVX CP structure based on tritium planigraphy [15,
27]. Thereby, fusions were made in the seven different
loops connecting a-helices and B-strands of PVX CP which
are assumed to be located on the exterior part of the
molecule.

The first loop A (amino acids AT) was located between
the putative B2-strand and al-helix, the second one B
(amino acids KPEH) between B3-strand and a6-helix,
the third one C (amino acids QTA) between p4-strand
and p5-strand, the fourth one D (amino acids ITGTTTA)
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between a7-helix and B6-strand. The fifth loop E (amino
acids VAT) was located between a2-helix and a3-helix, the
sixth loop F (amino acid P) between a3-helix and o4-helix,
the seventh loop G (amino acids KEGLIRPPS) between
a6-helix and B4 strand.

All mentioned constructs were transformed into
Escherichia coli (E. coli) strain MC1061 by heat-shock
method [22] and verified by sequencing.

Optimization of expression was performed. To
illustrate the results, the immunoblots for four loops
(A,B,C,D) are depicted in Fig. 3.

The optimal conditions for high yields of protein
expression were determined using a volume of 50 ml
LB. PVX CPs containing 6xHisE7 in the loops A, B, D, E,
F and G and PVX CPs containing E76xHis in the loops
B, D, E, F and G were most efficiently expressed at 37 °C
(4 h induction with 0.2% arabinose). Alternatively, PVX
CP containing 6xHisE7 in the loop C was expressed at
22 °C (2 h induction with 0.2% arabinose) and PVX CPs
containing E76xHis in loop A and C were expressed at 22 °C
(4 h and 2 h induction with 0.2% arabinose, respectively).
Results from the optimization showed that conditions for
high yields of proteins depend on the orientation of His tag
relative to E7 epitope only in the loop A (4 h and 37 °C for
6xHisE7 and 4 h and 22 °C for E76xHis). As shown in Fig.
3, all insoluble fractions contained the expressed PVX-CP
fusion proteins. On the contrary, only soluble fractions of
constructs with modified loop A (PVX CP-6xHisE7) and
loop C and D (both PVX CP-6xHisE7 and PVX CP-E76xHis)
contained detectable levels of heterologous proteins. As
shown in Table 2, the lowest levels of expression were
detected in the soluble fraction of construct with modified
loop D (PVX CP-E76xHis) and in the insoluble fraction of
construct with modified loop B (PVX CP-E76xHis).

In conclusion, the best expression results were
obtained in the loop A, in which the both fusion proteins
were expressed, and after purification through sucrose
cushion, the resulting products were without any
degradation. On the contrary, expression in other loops
resulted in proteins prone to degradation, most probably
due to disruption of their proper three-dimensional
structure.

3.2 Evaluation of immunological properties
of expressed constructs

The immunoreactivity of fusion proteins was first verified
by Western blot. All fusion constructs were efficiently
recognized by both anti-PVX and anti-His antibodies. The
same antibodies were used to decorate fusion proteins in
transmission electron microscopy. From the examined
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Fig. 3: Expression of PVX CP-6xHisE7/E76xHis in E. coli MC1061. Western blot analysis of fusion proteins purified on sucrose cushion (25%):
PVX CP-6xHisE7 (N) and PVX CP-E76xHis (C) located in four different surface loops (A, B, C and D) in soluble (SF) and insoluble (IF) fractions.
M = marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder 10— 260 kDa (Fermentas), PC = positive controls (induced expression of PVX
CP-E76xHis in loop D in 10 ml LB for expressions in the loops A, B and D and induced expression of PVX CP-6xHisE7 in loop C for expressions
in the look C, which were obtained from preliminary experiments), NC = negative control (noninduced expression in 10 ml LB). All samples
were loaded in a volume of 10 pl, marker 5 pl. Proteins were immunochemically stained with mouse anti-His antibody (GE Healthcare Life
Sciences) and anti-mouse IgG (whole molecule) — Alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich).

Table 2: Total amount of proteins in soluble (SF) and insoluble (IF) bacterial cytoplasmic fractions (expression in 50 ml LB) purified on
sucrose cushion (25%).

Expression Loop SF IF

4h,37°C PVX CP-6xHisE7 A 0.3 mg 0.5mg
4h,22°C PVX CP-E76xHis A - 0.9 mg
4 h,37°C PVX CP-6xHisE7 B - 0.6 mg
4h,37°C PVX CP-E76xHis B - 0.1 mg
2h,22°C PVX CP-6xHisE7 C 0.4 mg 0.9 mg
2h,22°C PVX CP-E76xHis C 0.3 mg 0.7 mg
4h,37°C PVX CP-6xHisE7 D 0.4 mg 0.2 mg
4 h,37°C PVX CP-E76xHis D 0.2 mg 0.7 mg
4h,37°C PVX CP-E76xHis E - 0.5mg
4h,37°C PVX CP-6xHisE7 E - 0,7 mg
4h,37°C PVX CP-E76xHis F - 0,8 mg
4h,37°C PVX CP-6xHisE7 F - 0,5 mg
4h,37°C PVX CP-E76xHis G - 0,8 mg
4h,37°C PVX CP-6xHisE7 G - 0,3 mg
4h,37°C PVX CP 0.1 mg 0,7 mg

4 h,22°C PVXCP 0.1 mg 0,5 mg
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constructs, only fusions carrying the 6xHisE7 epitope
inserted in loop A (PVX-CP-6xHisE7 A) form aggregates
of modified PVX with no regular structures accessible to
antibody binding on their surface. Even after thorough
observation of the grids, we were unable to find similar
units for other constructs. This agrees with the results
obtained by SDS-PAGE, where only the fusion proteins
in the loop A were proteolytically stable, whereas
other expressed constructs were degraded and showed
significant instability.

4 Discussion

The main objective of our study was to evaluate the
capacity of the PVX CP platform to tolerate insertion of E7
epitope fused with His tag in the seven different positions.
We used the fusion proteins labeled with the His tag to
simplify verification of peptide presence because of lack of
specific anti-E7 antibodies. Insertions of labeled epitopes
were made at the seven specific sites in the PVX CP taking
into consideration the bioinformatic prediction of the PVX
CP structure based on tritium planigraphy [15,27]. Thereby,
fusions were made in the seven different loops connecting
a-helices and B-strands of PVX CP which are assumed to be
located on the exterior part of the molecule (Fig. 1).

The engineering of Papaya mosaic virus (PapMV),
another member of the family Flexiviridae in genus
Potexvirus has been recently described [28]. PapMV CP
was expressed in Escherichia coli and showed to self
assemble into nucleocapsid like particles (NLPs). Twenty
percent of the purified protein was found as NLPs of 50
nm in length and 80% was found as a multimer of 450
kDa (20 subunits) arranged in a disk. [28]. Two new tested
insertion sites in CP led to the production of recombinant
proteins capable of assembly into PapMV nanoparticles
[29].

Unlike PapMV, PVX, even though it belongs to the
same family and genus, was not able to form particles
without the presence of RNA. Recently, the PVX assembly
was found to be initiated at the 5° terminus of genomic
RNA, where the cap structure is an important condition for
virus assembly [30]. Since bacteria are not able to create
the cap structure, it is very unlikely that regular VLPs
would be formed upon expression in bacteria. This was
also confirmed by our results. During TEM observation of
engineered PVX CP fusion proteins, viral nanoparticles
were not detected, only aggregates of modified PVX CP
with no regular structures.

Our laboratory has previously confirmed that the PVX
CP had the ability to present heterologous proteins fused
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to the N- or C-terminus of PVX CP [17,31,32]. However, this
approach was not always successful and optimization of
the topology of inserted proteins or peptides in PVX CP
was necessary. Finding new positions inside the PVX CP
for protein/peptide presentation showed a new approach
to heterologous protein expression. We plan to apply our
results concerning the new positions within PVX CP to
design improved systems for transient expression in hosts
enabling cap creation.
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Abstract Potato virus X (PVX) is widely used as a
peptide presentation system in plant biotechnology, mostly
by fusion of desired peptides to the N-terminus of its capsid
protein (CP). Considering that some epitopes can interfere
with the stability and/or self-assembly of PVX CP when
fused to its N-terminus, we evaluated four other possible
sites for fusion using the E7 epitope derived from human
papillomavirus type 16 with different tags. We prepared
eight different PVX CP constructs modified with the E7
epitope fused with the 6xHis tag in both orientations
(6xHis-E7, E7-6xHis), cloned them into the PVX-based
vector pGR106 and expressed them transiently in Nicoti-
ana benthamina plants. Only the fusion site located after
amino acid 23 led to systemic infection of plants and the
production of recombinant proteins, but no viral particles
were detected. When we replaced the 6xHis with Strepll
tag, the modified virus infected plants systemically,
expressed proteins assembled into viral particles and the
epitopes were located on the particle surface. The results of
this study indicate that the new position within the PVX CP
can be used for peptide presentation on the surface of PVX
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particles and is promising for PVX based production of
therapeutic compounds in plants.

Keywords Potato virus X - Human papillomavirus -
Nicotiana benthamiana - E7 oncoprotein - Transient
expression

Introduction

Plant viruses are considered as potential safe platforms for
animal and human vaccine preparation, as well as delivery
systems for therapeutic agents and contrast dyes in animal
and human therapy (Jokerst et al. 2011; Lico et al. 2013).
The main advantages of plant viruses for this purpose are
their biodegradability, non-infectivity and non-toxicity to
animal and human cells, as well as their scalability in
plants. To develop an epitope vaccine, an antigen of
interest is displayed on the surface of virus by its genetic
fusion to capsid protein (CP) (Canizares et al. 2005). These
displaying systems are sometimes called protein/peptide
presentation systems and those based on plant viruses are
good candidates for producing cost-effective vaccines in
plants, particularly for the needs of developing countries
(Hefferon 2013).

Human papillomaviruses (HPVs) constitute a large
group of DNA viruses of about 140 types belonging to
family Papillomaviridae. HPVs represent one of the most
common sexually transmitted infections worldwide. HPVs
are divided into low-risk HPVs (e.g., the causative agent of
genital warts) and high-risk HPVs (e.g., the causative agent
of cervical cancer). Among high-risk HPVs, the most
common genotypes are HPV 16 and 18, together causing
approximately 70 % of cervical cancers. HPV 16 alone is
particularly important in light of the fact that it causes
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50 % of cervical cancers (zur Hausen 2002; Montgomery
and Bloch 2010). The E7 oncoprotein, a nonstructural
protein of HPVs, plays an important role in both malignant
transformation and the maintenance of the transformed
state of HPV infected cells and represents a promising
target for immunotherapy, because it is expressed in all
cervical tumors and precancerous lesions. Several studies
involving different approaches to generation of HPV
oncoproteins have been performed in this field (e.g. Pozzi
et al. 2009; Radaelli et al. 2012). The issue of vaccination
against HPV, with an emphasis on antigens produced in
plants, is summarized in Giorgi et al. (2010).

Potato virus X (PVX) belongs to the order Tymovirales,
family Alphaflexiviridae and genus Potexvirus. It is a fil-
amentous, positive single-stranded RNA virus. Virus par-
ticles are about 515 nm long and 13 nm in diameter. The
PVX genome is capped, has a poly(A) tail and encodes five
open reading frames (viral replicase, three movement
proteins belonging to the triple-gene block family and CP
(approximately 1,300 CP subunits per virion) (Verchot-
Lubicz et al. 2007). PVX is widely used as a peptide/pro-
tein presentation system in plant biotechnology. The pre-
sented antigens are mostly fused to the N-terminus of CP
(O’Brien et al. 2000; Uhde et al. 2005; Massa et al. 2008;
Morgenfeld et al. 2009). We have shown previously that
the C-terminus of PVX CP can also be used for antigen
display (Plchova et al. 2011; Cerovska et al. 2012, 2013).

However, this fusion strategy is not versatile, as some
epitopes might interfere with the stability and/or self-
assembly of PVX CP. Therefore, we aimed at finding other
fusion sites in the PVX CP that can tolerate the fusion with
the E7 epitope derived from HPV 16 and various tags. We
tested four new sites of fusion by the insertion of the E7
epitope with a tag into PVX CP and evaluated the ability of
modified PVX to infect plants systemically, to assemble
into viral particles and to display the epitopes on their
surface.

Materials and methods
Preparation of DNA constructs

Primers (Table 1) were designed to fuse the E7 epitope
(amino acids 44-60; QAEPDRAHYNIVTFCCK) to either
the 6xHis or Strepll tag in two orientations [6xHis-E7
(HE), E7-6xHis (EH), Strepll-E7 (SE) and E7-Strepll
(ES)], and to insert these fusions into the putative PVX CP
surface loops 12, 18, 110 and 112 (Fig. 1) after the amino
acids 23, 154, 193 and 224 by SOE (splicing by overhang
extension)-PCR (Fig. 2). The PVX CP sequences were
amplified by PCR from the binary vector pGR106 (kindly
provided by D.C. Baulcombe, The Sainsbury Laboratory,
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Norwich, United Kingdom). The E7 epitope sequence was
prepared by PCR from the plasmid pBSC/E7GGG (Smahel
et al. 2001). The constructs were subsequently cloned into
the bacterial expression vector pMPM-A4Q using restric-
tion sites EcoRI and Sall. The resulting plasmids were
transformed (by heat-shock method) (Van Die et al. 1983)
into Escherichia coli strain Top10 (Life Technologies) and
after their isolation checked for sequence accuracy. All
constructs except for HE224 and EH224 were then sub-
cloned from pMPM-A4Q into the binary vector pGR106
using restriction sites Clal and Xhol, and checked for
sequence accuracy. The constructs HE224 and EH224 were
cloned directly into the pGR106 vector using Xhol and
Spel restriction sites (Fig. 2).

Plant transient expression

For plant trasient expression, we used two different geno-
types of Nicotiana benthamiana (N. benthamiana): wild-
type genotype (W) and N. benthamiana carrying a gene
coding for the silencing-supressor protein HC-Pro derived
from Potato virus A (HC; kindly provided by E. Savenkov,
Department of Plant Biology, Sveriges Lantbruks-univer-
sitet, Uppsala, Sweden). All plants were grown in con-
trolled conditions (20-25 °C day, 15-20 °C night, 16 h
photoperiod).

The plasmids pGR106 carrying the individual constructs
were isolated from E. coli and transformed into Agrobac-
terium tumefaciens (strain GV3101 carrying the helper
plasmid pSoup) by the freeze/thaw method (Wise et al.
2006). Bacteria containing these plasmids were selected on
LB-agar plates with 25 ng/ml kanamycin. Bacterial sus-
pension for agroinfiltration of plants was prepared by
growing bacteria for 2 days in LB medium containing
25 pg/ml kanamycin at 28 °C. Ten plants per group were
inoculated at the four-leaf stage. The infection of host
plants was performed by infiltration using a 1 ml hypo-
dermic syringe (Hoffmeisterova et al. 2008). A. tumefa-
cines carrying non-modified pGR106 was used as a
positive control for agroinfiltration of each N. benthamiana
genotype. The experiments were performed in triplicate.

SDS-PAGE and western blot analysis

4 ul TCEP (500 mM tris(2-carboxyethyl)phosphine, pH
7.0, Sigma-Aldrich) and 10 pl 4x Laemmli Sample Buffer
(Bio-Rad) were added to 30 pl of purified virus or leaf
extract prepared by extraction from 1 g of leaf tissue in
10 ml of PBS using a mortar and pestle. Samples were
incubated for 15 min at 90 °C, centrifuged at 10 000 g for
30 s and loaded on 12 % polyacrylamide gel containing
SDS (Westermeier 2005).
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Table 1 Oligonucleotides used for preparation of constructs

Name 5-3 Sequence Construct Vector

(Xn)

73 CATTCATTGAATTCATCGATATGTCAGCACCAGCTAG All pMPM-

76 CATTGTCGACTTATGGTGGTGGTAGAG A4Q

Al CACAAAAACTGCAGGCCATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACCGGACAGA HE23

A2 TGTGGCAGGAGTTGCCTTGCAACAAAAGGTTACAAT

A4 TGGTGATGATGGCCTGCAGTTTTTGTGG

A5 TTTTGTTGCAAGGCAACTCCTGCCACAG

A7 CACAAAAACTGCAGGCCAAGCAGAACCGGACAGA EH23

A8 TGTGGCAGGAGTTGCGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAACAAAAGGTTACAAT

A9 GGTTCTGCTTGGCCTGCAGTTTTTGTGG

A10 CATCACCACGCAACTCCTGCCACAG

Bl AGCACAAGGTTTCAAGCATCATCACCATCACCAC HE154

B2 GAATTTGTGCTCAGGCTTGCAACAAAAGGTTACAA

B4 TGGTGATGATGCTTGAAACCTTGTGCTTG

B5 CTTTTGTTGCAAGCCTGAGCACAAATTCGC

B7 AGCACAAGGTTTCAAGCAAGCAGAACCGGACAG EH154

B8 GAATTTGTGCTCAGGGTGGTGATGGTGATGATG

B9 GGTTCTGCTTGCTTGAAACCTTGTGCTTG

B10 CCATCACCACCCTGAGCACAAATTCGC

Cl1 AATGAATGCTGCCCAACATCATCACCATCACCAC HE193

Cc2 CACAAAGGCAGCAGTCTTGCAACAAAAGGTTACAA

C4 TGGTGATGATGTTGGGCAGCATTCATTTC

C5 TTTTGTTGCAAGACTGCTGCCTTTGTGAA

C7 AATGAATGCTGCCCAACAAGCAGAACCGGACAG EH193

C8 CACAAAGGCAGCAGTGTGGTGATGGTGATGATG

C9 GGTTCTGCTTGTTGGGCAGCATTCATTTC

C10 CCATCACCACACTGCTGCCTTTGTGAA

Y1 AAAAACTGCAGGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAGCAAGCAGAACCGGACAGA SE23

Y2 Same as A2

Y4 GGGTGGCTCCAGCCTGCAGTTTTTGTGG

Y5 Same as AS

Y7 Same as A7 ES23

Y8 TGTGGCAGGAGTTGCCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCACTTGCAACAAAAGGTTACAAT

Y9 Same as A9

Y10 CAGTTCGAAAAGGCAACTCCTGCCACAG

D11 CATTCTCGAGGTCGTATCACTGGACATCATCACCATCACCACCAAGCAGAACC HE224 pGR106

D12 CCTCAGCGGTTGTTGTCTTGCAACAAAAGGTTACAATATTGTAATGGGCTC

D13 AACCTTTTGTTGCAAGACAACAACCGCTGAGG

714 ACCCACTAGTTTTTTTTTTTTATTTATATTA HE224,
EH224

D14 CATTCTCGAGGTCGTATCACTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCC EH224

D15 CCTCAGCGGTTGTTGTGTGGTGATGGTGATGATGCTTGCAAC

D16 TCATCACCATCACCACACAACAACCGCTGAGG

The proteins separated by SDS-PAGE were electro-
blotted to a nitrocellulose membrane (0.2 pum, Schleicher
& Schuell Protran) in a semi-dry system (OMNI-TRANS
apparatus, Omnibio Brno, Czech Republic). After

electroblotting, the membrane was incubated in 5 % nonfat
dry milk in PBST (PBS + 0.1 % Tween 20) for 1 h. For
detection of fusion proteins, the primary mouse anti-His
antibody (GE Healthcare Life Sciences, dilution 1:3,000 in
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Fig. 1 PVX CP amino acid sequence with secondary structure element prediction (Lukashina et al. 2009). Fusion sites are indicated by arrows. o

o-helices, f§ B-strands, [ loops

PBST), anti-Strepll tag antibody (Qiagen, dilution 1:1,000
in PBST) or primary rabbit polyclonal anti-PVX CP anti-
body (Prime Diagnostics, dilution 1:1,000 in PBS) was
added and the membrane was incubated overnight. Sub-
sequently, the membrane was washed 3 x 5 min in PBST
and the secondary anti-mouse IgG (whole molecule)-
alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich, dilution 1:30,000 in
PBST) or secondary anti-rabbit IgG (whole molecule)-
alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich, dilution 1:30,000 in
PBST) conjugate was added. After 2 h incubation, the
membrane was washed 3 x 5 min in PBST and visuali-
zation was performed by the reaction with chromogenic
alkaline phosphatase substrate (BCIP/NBT, Sigma
Aldrich).

Immunoelectron microscopy

Nickel grids with 2 % Formvar support layer were floated
on 20 pl droplets of purified virus or leaf extract (1 g of
leaf tissue extracted in 10 ml PBS using a mortar and pestle
and centrifuged at 11,000 g for 1 min). The grids were
washed 2 x 2 min with 20 pl PBS, and virus particles
were immunostained by primary mouse anti-His antibody
(GE Healthcare Life Sciences, dilution 1:1,000 in PBS for
40 min), monoclonal anti-Strepll tag antibody (Qiagen,
dilution 1:500 in PBS, 30 min) or rabbit polyclonal anti-
PVX CP antibodies (Prime Diagnostics, dilution 1:1,000 in
PBS, 30 min). The grids were washed again with PBS
(2 x 2 min, 20 pl) and secondary gold-conjugated anti-
bodies were added: anti-mouse IgG (whole molecule)-Gold
10 nm colloidal gold antibodies or anti-rabbit IgG (whole
molecule)-Gold 5 nm antibodies (both Sigma-Aldrich,
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dilution 1:20 in PBS). In some experiments, the virus
particles were decorated with both antibodies simulta-
neously. After additional washing with PBS (2 x 2 min,
20 pl), the samples were stained with a 20-ul droplet of
4 % (w/v) ammonium molybdenate plus 0.1 % trehalose
(w/v) for 5 min. As a negative control for decoration with
mouse monoclonal anti-Strepll tag antibody, the wild-type
PVX was used. Electron microscopy was carried out on
FEI Morgagni 268D (FEI, Oregon USA).

Virus purification

Agroinfiltrated plants were harvested after typical mosaic
symptoms were observed (Fig. 3)—roughly 2 weeks after
agroinfiltration. To ensure that modified virus particles
were produced in plants, we observed the harvested leaves
by immunoelectron microscopy. Subsequently, the PVX
purification protocol was followed (Techniques in Plant
Virology 1997).

Results

Insertion of the E7 peptide into four putative surface
loops of the PVX CP

The E7 oncoprotein of HPV 16 is an attractive candidate
for the development of an anti-cancer therapeutic vaccine.
Our effort to express the E7 epitope in plants using a PVX
vector is related to our previous research on the expression
of mutated E6 and E7 oncoproteins of HPV 16 in plants
(PIchova et al. 2011; Cerovska et al. 2008, 2013). To test
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Fig. 2 SOE PCR strategy for preparation of constructs. a Cloning
strategy of the E7 peptide carrying the tag at its N-terminus after
amino acids 23, 154 and 193 in PVX CP into the pMPM-A4Q and
pGR106 vectors. b Cloning strategy of the E7 epitope carrying the tag
at its C-terminus after the amino acids 23, 154 and 193 into the
pMPM-A4Q and pGR106 vectors. ¢ Cloning strategy of the E7
epitope carrying the tag at its N-terminus after the amino acid 224 in
PVX CP directly into the pGR106 vector. d Cloning strategy of the

the model as a template for designing new insertion sites
for antigen presentation, we used the 17 aa peptide derived
from the E7 oncoprotein (amino acids 44-60; QA-
EPDRAHYNIVTFCCK) containing immunodominant
epitopes for B and T cells (Pokorna et al. 2005) fused with
a tag on its N- or C-terminus. We first used the 6xHis tag,
then the Strepll tag. The tags were used for both detection
of antigen production and evaluation of antigen presenta-
tion on the surface of PVX particles, as no antibodies
recognizing the E7 peptide were available. The three-
dimensional structure of PVX CP in a virion was recently
studied by tritium planigraphy (Nemykh et al. 2008; Luk-
ashina et al. 2009). Although the model provides only
limited accuracy, it is possible to use it as a template for
designing new insertion sites in PVX CP for antigen pre-
sentation. Fusions with the E7 peptide and tag were per-
formed at four putative PVX CP surface loops /2, I8, /10
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] <~
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E7 epitope carrying the tag at its C-terminus after the amino acid 224
in PVX CP directly into the pGR106 vector. Restriction sites and
primers used are indicated. X1-X16 are oligonucleotides A, B, C, D
and Y with respective number (Xn) summarized in Table 1.
Oligonucleotides Z3, Z6 and Z14 are directly indicated. prag partial
sequence of tag, pE7 partial sequence of the E7 epitope, pCP partial
sequence of PVX CP, P promoter, fer terminator

and /12 (Fig. 1) after the amino acids 23, 154, 193 and 224
by SOE-PCR (Fig. 2). The following constructs were pre-
pared: the E7 peptide fused with 6xHis tag either at its N-
or C- terminus and inserted at position 23 (HE23, EH23),
154 (HE154, EH154), 193 (HE193, EH193) or 224
(HE224, EH224) and the E7 peptide fused with Strepll tag
either at its N- or C- terminus and inserted at position 23
(SE23, ES23).

Expression of modified PVX CP in N. benthamiana
plants and the formation of virus particles

Western blot analysis showed that recombinant proteins
carrying the inserted E7 peptide with the 6xHis tag at
positions 154 (HE154, EH154), 193 (HE193, EH193) and
224 (HE224, EH224) were not expressed in N. benthami-
ana. Recombinant proteins harbouring inserts after amino
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Fig. 3 N. benthamiana (wild-type) plant infected with the ES23
construct. The photo was taken 15 days after agroinfiltration. The
other genotype, HC showed the same mosaic symptom
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Fig. 4 Western blot analysis of the SE23 and ES23 proteins
expressed 15 days after agroinfiltration in N. benthamiana plants.
a Western blot analysis of SE23 immunochemically stained with
primary rabbit anti-PVX CP antibodies (Prime Diagnostics) and
secondary anti-rabbit IgG (whole molecule)—Alkaline phosphatase
(Sigma-Aldrich). M Marker Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder 10-260 kDa, Thermo Scientific; / purified PVX; 2
purified ES23 viral particles; 3 W-inoculated leaves; 4 W-systemic
leaves; 5 HC-inoculated leaves; 6 HC-systemic leaves. b Western blot
analysis of SE23 immunochemically stained with primary mouse
monoclonal anti-Strepll tag antibody (Qiagen) and secondary anti-
mouse IgG (whole molecule)—Alkaline phosphatase (Sigma-

@ Springer

acid 23 (HE23, EH23) were expressed both in inoculated
and uninoculated leaves (data not shown), which indicated
cell-to-cell and systemic movement in plants. However, as
observed by immunoelectron microscopy, we were not able
to detect the assembly of the HE23 and EH23 into
recombinant virus particles even in extracts prepared from
inoculated and systemically infected leaves before their
purification. We therefore replaced the 6xHis tag with the
Strepll tag and prepared constructs SE23 and ES23, as
described previously. The typical mosaic symptoms of
PVX infection were observed in both N. benthamiana
genotypes (W and HC) after plant agroinfiltration as in the
case of constructs HE23 and EH23 (Fig. 3). The two
recombinant proteins, SE23 and ES23, were expressed both
in inoculated and uninoculated leaves of both N. benth-
amiana genotypes (Fig. 4), again indicating the ability of
coat protein to support both cell-to-cell and systemic
movement in plants.
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Aldrich). ¢ Western blot analysis of ES23 immunochemically stained
with primary rabbit anti-PVX CP antibodies (Prime Diagnostics) and
secondary anti-rabbit IgG (whole molecule)—Alkaline phosphatase
(Sigma-Aldrich). M Marker Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder 10-260 kDa, Thermo Scientific; / purified PVX; 2
purified ES23 viral particles; 3 W-inoculated leaves; 4 W-systemic
leaves; 5 HC-inoculated leaves; 6 HC-systemic leaves; 7 W-systemic
leaves infected with PVX; 8 Noninfected healthy W (negative
control). d Western blot analysis of ES23 immunochemically stained
with primary mouse monoclonal anti-Strepll tag antibody (Qiagen)
and secondary anti-mouse IgG (whole molecule)—Alkaline phos-
phatase (Sigma-Aldrich)
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Fig. 5 Immunoelectron microscopy of the ES23 viral particles
stained with 4 % ammonium molybdate. a The ES23 viral particles
decorated with primary mouse monoclonal anti-Strepll tag antibody
(Qiagen) and secondary anti-mouse IgG (whole molecule)-Gold
10 nm colloidal gold antibodies (Sigma-Aldrich). b The ES23 viral
particles decorated with both primary mouse anti-Strepll tag antibody
(Qiagen) followed by secondary anti-mouse IgG (whole molecule)-
Gold 10 nm colloidal gold antibodies (Sigma-Aldrich) and primary
rabbit anti-PVX CP antibodies (Prime Diagnostics) followed by

As it is apparent from the Fig. 4c and d the CP-multi-
mers are present even in extracts from plants inoculated
with wild type PVX, albeit at much lower levels. It is
known that also E7 oncoprotein makes SDS PAGE resis-
tant oligomers during expression in animal cells (Dantur
et al. 2009). It is possible that the binding of E7 epitope
changed the chemical properties of PVX CP and increased

secondary anti-rabbit IgG (whole molecule)-Gold 5 nm antibodies
(Sigma-Aldrich). ¢ The purified ES23 viral particles decorated with
primary mouse monoclonal anti-Strepll tag antibody (Qiagen) and
secondary anti-mouse IgG (whole molecule)-Gold 10 nm colloidal
gold antibodies (Sigma-Aldrich). d Negative control wild-type PVX
particles decorated with primary mouse monoclonal anti-Strepll tag
antibody (Qiagen) and secondary anti-mouse IgG (whole molecule)-
Gold 10 nm colloidal gold antibodies (Sigma-Aldrich)

its ability to make such resistant oligomers. Purified virus
preparations did not contain these multimeric structures.
We performed immunoelectron microscopy using anti-
bodies against PVX CP, Strepll tag or both antigens to
evaluate the formation of modified viral particles and the
accessibility of the Strepll tag on the surface of the
recombinant particles. The SE23 and ES23 proteins formed
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viral particles and the particles were efficiently recognized
both by anti-PVX CP and anti-Strepll tag antibodies. As
the SE23 and ES23 particles appeared identical under the
microscope, only the ES23 particles are shown (Fig. 5a, b).
PVX particles were used as a negative control, because
they do not bind anti-Strepll tag antibodies (Fig. 5¢). The
SE23 and ES23 viral particles were then purified. At first, a
routinely used purification scheme for PVX was utilized
(Techniques in Plant Virology 1997). Based on this
scheme, we could purify only ES23 virus particles, whereas
the scheme was not applicable to SE23 particles. Therefore
another purification scheme for PVX was likewise unsuc-
cessful (Foster and Taylor 1998).

Purified ES23 virus particles were again viewed using
immunoelectron microscopy. The particles were labeled by
anti-Strepll antibodies (Fig. 5d) suggesting that the Strepll
tag and most probably also the E7 peptide, as it is located
closer to the N-terminus of PVX CP, were present on the
surface of the recombinant viral particles and accessible for
possible interaction with the immune system.

Discussion

Despite the high efficacy of prophylactic HPV vaccines in
protection against infection, they do not have a therapeutic
effect against preexisting infection. Therefore, there is a
strong need to develop a therapeutic HPV vaccine. As viral
oncoproteins E6 and E7, which are involved both in the
malignant transformation of cells and in the maintenance of
the transformed state, are constitutively expressed in all
HPV-infected cells, they are ideal target antigens for the
development of therapeutic vaccines (Monie et al. 2007).
With a view to producing vaccines and other therapeutics
affordable for developing countries, we examined plant
expression systems as potential candidates. One way to
combine fast and cost-effective plant transient expression
with the ability of plant viruses to serve as safe antigen
displaying systems is to produce recombinant viruses car-
rying surfaced-exposed antigens in plants. As a platform
for this purpose, Cowpea mosaic virus (icosahedral),
Cucumber mosaic virus (icosahedral), Tobacco mosaic
virus (rod-shaped), and Potato virus X (filamentous) have
been used (Bendahmane et al. 1999; Uhde et al. 2005; Zhao
and Hammond 2005; Smith et al. 2006; Nuzzaci et al.
2007; Sainsbury et al. 2010).

Our group has used plant viral vectors based on PVX
(pGR106) for transient expression of whole proteins or
epitopes derived from the structural proteins and onco-
proteins of HPV16 (Plchova et al. 2011; Cerovska et al.
2008, 2012, 2013). During these studies we had problems
with the stability of expressed proteins, regardless of
whether they were subcloned into the multiple cloning site
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of pGR106, or as fusions with the N- or C-terminus of PVX
CP in the same vector. This led us to propose a new
approach for transient expression of antigens from pGR106
based on their internal location in predicted surface loops
of PVX CP.

In this study we tested four different insertion sites
located in four putative surface oriented loops of PVX CP
using HPV16 E7-derived peptide fused with the 6xHis or
Strepll tag either at its N- or C- terminus; then we evalu-
ated the ability of the resulting recombinant proteins to
form virus particles with the surface exposed fused peptide.
Only one site close to the N-terminus of PVX CP tolerated
the insertion. This was the position after amino acid 23 of
PVX CP. The other three insertions did not result in
recombinant proteins. The insertions at positions 154 and
193 were located in putative surface loops connecting the
a-helices and B-strands (B3, a6, B4, B5 and o7) belonging
to the RNA-recognition motif (Lukashina et al. 2012). The
insertion at position 224 was located 13 aa from the
C-terminus of PVX CP. Virus particles from PVX CP
lacking C-terminal 10 or 18 aa have been reported to be
unable to bind TGBpl and be translationally activated
(Zayakina et al. 2008). This could explain the lack of
expression of our constructs with inserts in these positions.
Moreover, deletion of PXV CP C-terminal 18 aa has led to
inhibition of cell-to-cell movement (Fedorkin et al. 2001).

Recombinant proteins with insertions at position 23
(HE23, EH23, SE23 and ES23) were expressed in inocu-
lated and uninoculated leaves of N. benthamiana plants.
However, only ES23 led to the formation of virus particles
that presented the inserted peptide at their surface and
could be purified. This suggests that the location of the tag
also plays a role in virus particle stability. If proteins HE23
and EH23 formed virus particles as they were produced
after inoculation, these particles may have been unstable
during the purification procedure.

The N-terminus of PVX CP resides on the surface of
virus particles (Baratova et al. 1992a, b) and can be used
for antigen display. However, several criteria concerning
the antigen amino acid sequence (isoelectric point, charge,
tryptophan and serine/threonine content) must be fulfilled
to ensure genetic stability, correct assembly of virus par-
ticles, and viral cell-to-cell and systemic movement (Lico
et al. 2006; Uhde-Holzem et al. 2007). Our previous
attempts to express the E7 peptide as an N-terminal fusion
with PVX CP failed and resulted in the loss of the peptide
sequence. Here we have shown that this peptide can be
expressed together with the Strepll tag as an internal part of
PVX CP. The recombinant peptide is surface exposed on
stable viral particles and does not negatively influence the
virus life cycle. In conclusion, this work revealed a novel
internal position in PVX CP which can be used for peptide
presentation.
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