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Abstrakt

Exprese rekombinantnich proteinti v semenech je vyhodnd zejména kvili vysoké
koncentraci zasobnich proteini v malém objemu. Rekombinantni proteiny se v semenech
akumuluji ve vysokych koncentracich, ziistavaji stabilni fadu let a diky nizkému obsahu
alkaloidii a dalSich latek nejsou semena naro¢na na dal$i zpracovani. Mezi dalsi vyhody

fadime minimalni riziko kontaminace.

Bakalarska prace se zabyva testovanim transientni exprese genovych konstrukti
piimo v dozravajicich semenech s6ji. V ramci této prace byly pfipraveny genoveé
konstrukty pro testovani transientni exprese genu uidA. Také byl studovan vliv aditiv
acetosyringonu a dithiothreitolu a jejich kombinaci na transientni expresi a aktivitu genu
uidA. Déle byla studovdna optimdlni délka a prostfedi sonikace. Na zavér byla také

porovnana Uc¢innost transientni exprese metodou in vitro a in vivo.

Bylo potvrzeno, Ze acetosyringon ma pozitivni vliv pouze na semena, ktera nebyla
piedem sonikovana. S prodluzujici se sonikaci klesa relativni aktivita genu uid4. Dale byl
zjistén pozitivni vliv dithiothreitolu u nesonikovanych semen. Vyssi hodnoty sledované
relativni aktivity genu uid4 byly také zaznamenany po piidani obou aditiv do infiltracniho
pufru. Jako optimalni délka sonikace byla zjisténa 30 s sonikace v piipad¢ metody in vitro
a 60 s u in vivo transformace semen s6ji. Bylo pozorovano, ze sonikace v bunécné suspenzi
Agrobacterium tumefaciens zejména s prodluzujici se délkou sonikace ma negativni vliv
na transientni expresi genu uidA. Sonikace ve vod¢ s naslednym piidavkem bunécné
suspenze injekéni stfikackou poskytuje vysSi hodnoty relativni aktivity genu wuidA.
Experimentaln¢ bylo prokdzano, Ze in vivo transformace semen sdji poskytuje 4-krat vice
pozitivnich semen a vys$§i hodnoty relativni aktivity v porovnani s metodou v in vitro

podminkach.

Kli¢ova slova: transientni exprese; Glycine max; biologie semene; Agrobacterium

tumefaciens; gen uidA



Abstract

The expression of recombinant proteins in seeds is especially advantageous due to
the high concentration of storage proteins in a small volume. Recombinant proteins
accumulate in seeds at high levels, remain stable for many years, and because of the low
content of alkaloids and other substances in seed environment they can be easily extracted.

There is also a minimal risk of contamination.

This bachelor thesis deals with the testing of transient expression of gene constructs
directly in maturing soybean seeds. In this work, we have have prepared gene constructs
for strong transient expression of the uid4A gene in plant tissues. The impact of the
acetosyringone and dithiothreitol additives and the impact of their combinations on the
transient expression and activity of the uidA4 gene have been studied as well. Furthermore,
the optimal length and environment of sonication have been studied. Finally, the

effectiveness of transient expression by in vitro and in vivo has also been compared.

It has been confirmed that acetosyringone has a positive effect only on seeds that
had not been previously sonicated. With prolonged sonication, the relative activity of the
uidA gene decreases. Furthermore, the positive effect of dithiothreitol on seeds that had not
been sonicated has been found. Higher values of the observed relative activity of the uidA
gene have also been noted after adding both additives to the infiltration buffer. The
optimum length of sonication was 30s for in vitro method and 60 s in vivo transformation
of soybean seeds. It has been observed that sonication in the Agrobacterium tumefaciens
cell suspension, especially with prolonged sonication lengths, has a negative effect on
transient expression of the uid4 gene. The sonication in water followed by addition of the
cell suspension by syringe provides higher values of relative activity of the uidA4 gene. In
vivo soybean transformation has been shown to provide 4 times more positive seeds and

higher relative activity in comparison with the in vitro method.

(In Czech)

Keywords: transient expression; Glycine max; seed biology; Agrobacterium tumefaciens;

uidA gen
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1 Uvod a prehled literatury

1.1 Rostliny jako vhodna platforma pro expresi rekombinantnich
proteini

S bouflivym rozvojem moderni biologie a mediciny vzrista potfeba produkénich
kapacit pro vyrobu stale vétSiho mnozstvi riznych rekombinantnich proteinti pouzivanych
pro prevenci nemoci (vakciny), terapii nebo diagnostiku!?. Zejména v rozvojovych zemich
jsou potiebné cenové dostupné vakciny, naklady na vyrobu, udrzbu a dodavku tradi¢nich
ockovacich latek jsou c&asto vysoké'. V soucasnosti se vétSina terapeutickych
rekombinantnich proteinii exprimuje v bakteridlnich buikach, kvasinkach, hmyzich nebo
savéich buikach®. Jednodussi proteiny, napiiklad inzulin lze ekonomicky vyhodné
jako jsou protilatky je viak nutno produkovat v eukaryotickych systémech®. Proteiny, které
prochazeji komplexnimi post-translacnimi Upravami lze kvalitné produkovat pouze
v sav€ich bunkach. Ty jsou vSak velmi citlivé na drobné zmény podminek a naroéné na
kvalitni a komplexni Zivna média®. Nezanedbatelnym negativem je i moznost kontaminace

lidskymi patogennimi organismy, viry a podobné®.

Kromé¢ zlepSovani stavajicich platforem se hledaji i alternativni metody, pfiCcemz
jednou z nejslibnéjSich alternativ pro pfipravu rekombinantnich terapeutickych proteint
v v o 1z \ I P - 7.8 v » IR a
véetn¢ enzymd, protilatek ¢i vakcin jsou transgenni rostliny”®. VSeobecné se oCekava, ze
rekombinantni proteiny produkované v rostlindch budou vyrazné levnéjsi nez proteiny ze
savCich produkénich systému, avSak kromé nizké ceny poskytuji rostliny mnoho dalSich

velmi vyznamnych vyhod*.

Exprese rekombinantnich proteinli v rostlinnych bunkach ptedstavuje nckolik
repetitivni proteiny za zlomek ceny dosahované soucasnymi systémy’. Ke svému riistu
pottebuji pouze zakladni mineralni Ziviny, svétlo a vodu. Produkci lze také jednoduse
Skalovat dle potfeby’. Vyznamné se snizuje pravdépodobnost kontaminace lidskym
patogenem!’. V nékterych aplikacich by bylo moZné pouZit oralni podéani terapeutického
proteinu nebo vakciny pfimo v jedlé ¢asti rostliny tzv. ,jedlé vakciny®, ¢imz by se omezila

nutnost jejich ndkladné a sloZité purifikace*. Doposud byla hlavni nevyhodou rostlinnych



expresnich systému odliSna glykosylace oproti lidskym glykoproteinim, v posledni dobé
se vSak ukazuje, Ze rostliny jsou velmi vhodné pravé pro modifikovani glykosylacni drahy

a tvorbu specifickych glykoforem lidskych glykoproteind ',

V roce 1986 byl exprimovan prvni farmaceuticky vyznamny protein, lidsky ristovy
hormon byl pfipraven v tabaku'!. O tii roky pozd&ji byla opét v tabiku vyrobena prvni
protilaitka. Tim bylo potvrzeno, ze rostliny mohou tvofit komplexni funkéni proteiny
slozené z né&kolika podjednotek!?. Vroce 2012 byla pro lé¢bu Gaucherovy choroby
certifikovana taliglucerdza o ziskdvana ze suspenzni kultury bunék mrkve, ¢imz se stala
prvnim rekombinantnim proteinem z rostlin s certifikaci pro humanni medicinu. Tento
protein je dostupny pod komerénim nazvem Elelyso a vznikl ve spolupraci spole¢nosti

Protalix Biotherapeutics a Pfizer'?.

1.2 Semena jako vhodna platforma pro expresi rekombinantnich
proteint

Pro expresi farmaceutickych proteinii bylo vyvinuto mnoho rtznych rostlinnych
produk¢nich systémtl. VétSina prvnich experiment se zaméfila na expresi v listech pro
relativni snadnost trvalé 1 transientni transformace. Jako platforma pro produkci
rekombinantnich proteinii bylo kromé listti také popsano vyuziti ovoce, hliz, rostlinnych
pletiv, suspenzi bunénych kultur, hydroponickych systémi, kotfenovych kultur, mechi,
fas nebo vodnich rostlin'*®. Exprese rekombinantnich proteind v listech miize ve spojeni
s virovymi vektory poskytovat vysoké vytézky ve velmi kratkém case nékolika dnti az
tydnti, ale exprimované proteiny jsou v listech ¢asto nestabilni a musi byt ihned po sklizni
zpracovany. Pro ziskani dostate¢ného mnoZzstvi rekombinantniho proteinu je Casto nutné
rychle zpracovat fadové tuny biomasy, protoze listy jsou na proteiny celkem chudé, zato

obsahuji vysoky podil vody a ¢asto i nezddoucich sekundarnich metabolit'>.

Naproti tomu proteiny akumulované v semenech ziistavaji stabilni az po dobu
n&kolika let!®!®. Semena jsou evoluéné uzplisobena pro akumulaci zasobnich proteinti
v relativné malém objemu a také ve stabilnim prostiedi, které je ochranuje pied
degradaci'’. Bylo zjisténo, ze protilatky i daldi rekombinantni proteiny se v semenech

akumuluji ve vysokych koncentracich a vydrzi funkéni po dobu nékolika let!8, Efektivni
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akumulace je zplisobena tim, Ze semeno b&hem zrani ztraci vodu a zejména v endospermu
obsahuje nedostatek proteaz. Déle se v dozravajicim semeni vyskytuje smés molekularnich

chaperonti a disulfidovych izomerdz, kterd zaji§tuje spravné sbaleni proteinti'’.

Pro
extrakci a nasledné zpracovani je vyhodné, Ze je mozné ziskat rekombinantni protein ve
vysoké koncentraci z relativné malého objemu biomasy'’. Dalsi vyhodou semen na rozdil
od listd N. benthamiana (Nicotiana benthamiana L.) jsou nizké hladiny fenold, alkaloidi a
dal§ich latek, které mohou komplikovat néasledné zpracovani’’. Rekombinantni proteiny

ziskané ze semen nenarusuji vegetacni rdst rostlin a minimalizuji nechtény kontakt

s mikroby nebo bylozravei?!.

1.2.1 Exprese rekombinantnich proteinii v semenech

Dale se jako vyrobni platformy zaloZené na semenech vyuZivaji ryZe, jeCmen, a
kukutice. Nejvyssiho ro¢niho vynosu zrna (pies 13 t-ha') dosahuje kukufice, ktera ma
nejkrat$i genera¢ni dobu a obsah proteini v semeni se pohybuje kolem 10%. Kukufici Ize
snadno transformovat vin vitro podminkdch a vyuzivd se k expresi prvnich dvou
komerénich rekombinantnich proteind, B-glukoronidasy a avidinu??2®. Dalsi vyzkumy se
zabyvaji vyrobou enzymu nebo fady farmaceutickych proteint v kukufici. Bylo prokazano,
ze vakcina proti viru pienosné gastroenteritidy vyrobena v kukufici, vytvaii ochrannou

imunitu u selat®*.

Ryze ma mnoho spole¢nych vlastnosti s kukufici, naptiklad vysoky vynos zrn,
pohybuje se kolem 3-5 t-ha™!. Roéni vynos sdjovych semen je na rozdil od ryze poloviéni,

ale obsah proteind v séje je podstatng vyssi'”.

Dalsi potencialni platformou je je¢men, i kdyZz dosahuje nizSich vynosii nez
kukuftice a ryZe. Diagnostické protilatky ptipravené v zrnech je¢mene dosahovaly vysoké

25, Vsouasné dobé se vyzkumem

koncentrace az 150 mg'g! hmotnosti semene
rekombinantnich lidskych proteini v je¢meni zabyva Islandska biotechnologicka
spole¢nost ORF Genetics'”. Tyto proteiny z je¢mene nejsou uréeny piimo pro terapeutické

pouziti, ale jako suplementy pro zivna media a pro Gcely in vitro diagnostiky?®.
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1.2.2 Exprese rekombinantnich proteini v semenech G. max

G. max (Glycine max L.) predstavuje vhodny cil pro produkci rekombinantnich
proteinil  zejména kviili velmi vysokému obsahu proteinii v semenech?’. Zrald semena
obvykle obsahuji pies 40 % proteind a 20 % oleje*®. V semenech jsou 2 hlavni zasobni
proteiny, B-konglycinin a glycinin, které ptedstavuji 70 az 80 % vsech proteind. Proto jsou
zodpovédné za fadu fyzikalné-chemickych i nutri¢nich vlastnosti s6ji*%*°. B-konglycinin je
trimerni glykoprotein skladajici se ze ti'i typt podjednotek, a, o a B. Za alergické reakce je
zodpovédna pouze a-podjednotka’’. Glycinin se sklada z péti podjednotek, G1, G2, G3, G4
a G5, ve kterych G1 a G2 jsou alergeny*?. Bylo prokéazano, Ze umléeni exprese hlavnich
zasobnich proteinli s6ji nevede ke sniZzeni celkového podilu proteinii na hmotnosti semene
ani ke snizeni kli¢ivosti. Takto upravena semena maji zvySenou expresi ostatnich proteind.
To lze vyhodné vyuzit praveé pro expresi rekombinantnich proteint. Exprese reportérového
genu GFP vzrostla po naktizeni do linie bez glycininu a B-konglycininu z pfiblizné 2% na
8% z celkového obsahu proteinii v semeni*®. Pii podobnych vytéZcich je ekonomicky
rentabilni péstovani v uzavienych prostorech. Dalsi vyhodnou vlastnosti soji je, ze je
kleistogamicka — k opyleni dochazi jesté pred otevienim kvétu, velmi se tak snizuje riziko
piipadného kiizového opyleni**. Soéja je hospodaisky nejvyznamnéjsi lusténinou a diky
tomu je rovnéz jednou z nejbéznéjSich transgennich plodin. G. max se péstuje se na 34
milionech hektarti ptidy v USA, v Brazilii, Argentin¢ a dalSich zemich Jizni Ameriky.

Samotna hodnota této plodiny se odhaduje na 11 biliént dolart?’.

Prvnim pokusem o vyuziti séjovych semen pro produkci protilatky byla
humanizovana protilatka proti herpes viru v roce 1998%°. V soéjovych semenech se také
podaftilo produkovat kasein, vytézky vSak byly v obou ptipadech nizké a nevhodné pro

piimé pouziti bez purifikace®.

Prvni rekombinantni oralni vakcinou exprimovanou
v sdjovych bobech v dostatecném mnozstvi byla netoxickd podjednotka labilniho
enterotoxinu E. coli, kterd se v semenech akumulovala do piiblizné 2-3 % z celkového
obsahu proteini'®. V dalsich letech bylo v semenech s6ji produkovano mnoho jinych
antigenll a farmaceutickych proteind vcetné lidskych rlstovych hormoni, antivirovych

peptidl a vakcin proti bakteridlnim antigeniim?®’.
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Pouziti semen G. max k expresi rekombinantnich proteinti kromé vyhod pfinasi i
nékteré nevyhody. Mezi ty miizeme zaradit alergenni potencial s6jovych bobil. Pfitomnost
alergent je pro produkci rekombinantnich proteini problematicka, protoze potencialné
vyrazné zvySuje néklady na purifikaci’’. Alergie na potraviny je silna nezadouci reakce
imunitniho systému zptisobena antigeny ve vyzivé. Potravinové alergeny jsou komplexni

smési potencidlné imunoreaktivnich proteini?®

. Alergenni epitopy oznacuji malé oblasti
alergennich proteini, které vyvolavaji v organismu odpovéd zprostiedkovanou
imunoglobulinem E (IgE)*°. P¥itomny alergen vyvola nejprve pocate¢ni IgE protilatkovou
odpovéd nasledovanou sekundarni IgE odpovédi, kterd signalizuje alergickou reakci®.
Navazani alergenu s molekulou IgE zptisobuje uvolnéni histaminu®®. Potravinovou alergii
trpi 3% dospélé populace a az 6-8% dé&ti, tedy nékolik set miliond lidi na celém svéts*!.
Alergické reakce vyvolané s6jou mohou byt koZni, gastrointestindlni nebo respiracni
obtize, které mohou vyustit az k anafylaktickému Soku*?. Pfedev§im u malych déti
s atopickou dermatitidou byla popsana potravinova alergie na G. max*. Bylo popsano a
podrobnéji charakterizovano nejméné 16 sojovych proteinii vazajicich IgE. Byly
identifikovany 1 dva nejdilezitéjsi alergeny G. max. Prvni je Gly m 5 (B-konglycinin) a
druhy byl nazvan Gly m 6 (glycinin). B-konglycinin a glycinin patii mezi hlavni zasobni
proteiny v semenech a tvoii asi 40% z celkového obsahu proteinti*’. V soucasné dobé bylo
zjiSténo, Ze alergeny v semenech G. max jsou zodpovédné za ptiblizn€ 90% alergennich
odpovédi. Tento zdravotni problém ohrozuje jak vefejnost, tak potravindisky primysl,

protoze s6jovy protein se piidava do mnoha potravin*t.

1.3 Metody transformace rostlin

1.3.1 Transformace a infiltrace, Agrobacterium tumefaciens

Pro transformaci rostlin cizi DNA se nejcastéji pouziva bud’ piima biolistickd
metoda transformace® nebo se vyuZzivd schopnosti patogenni bakterie Agrobacterium
tumefaciens (A. tumefaciens), ktera je schopna ptfenést Cast tzv. Ti-plazmidu do jadra
rostlinné buniky***’. V pocatcich byla transformace pomoci 4. tumefaciens omezena pouze
na nékolik snadno transformovatelnych druhGt a kultivarG rostlin, zejména zrodu
Solanaceae*®. Dnes jiz existuji protokoly pro pouZiti A. tumefaciens pro transformaci

mnoha druhii dvoudéloZznych i1 jednodéloznych rostlin jakoz i1 mnoha druhGt hub a
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kvasinek**~?>!

. Pfesto i dnes muze byt transformace nckterych druhii rostlin technicky
narocnd, zdlouhava, nepfili§ ¢innd. Tyto problémy se bohuzel tykaji i vétSiny lusténin
véetn¢ G. max. Vzhledem k hospodaiskému vyznamu sdji existuje mnoho protokoli
vyuzivajicich nodalni kotyledony (cotyledonary nodes) ze zralych semen®’. Transformace
zprosttedkovand A. tumefaciens u G. max byla provedena za pouziti nodalnich

kotyledonti*’ i nezralych kotyledont, ale u¢inky transformace byly velmi nizké a ziskané

rostliny byly ¢asto chimérické>?. Pouzivané protokoly se navic postupné vylepsuji.

Jednim ze zplisobll zvySeni ucCinnosti transformace mnoha rostlinnych druhd je
pouziti ultrazvuku®®. Béhem transformace se cilové pletivo ponoii do suspenze A.
tumefaciens a podrobi se kratkému oSetfeni v ultrazvukové lazni. Sonikace vytvofi
mikroskopické trhlinky jak na povrchu, tak 1 v hloubce rostlinného pletiva. Tato drobna
poranéni umozni A. tumefaciens proniknout do pletiva a infikovat rostlinné bunky>*.
ZlepSeni ptenosu DNA pouzitim sonikace bylo prokdzdno na tabaku® a dalSich
dvoudgloznych rostlindch véetné semen™ a listi G. max’%. Kritickou podminkou vétsiny
protokoll jsou intenzita a trvani sonikace, protoze je obtizné najit optimalni pomér mezi
poskozenim dostateCnym pro infekci A. tumefaciens a takovym, které piiliS nezniCi

rostlinu®’.

1.3.2 Transietni transformace

Vzhledem ktomu, ze protokoly vedouci ke vzniku trvale transformovanych
transgennich rostlin jsou vétSinou casové, prostorové a v neposledni fadé 1 financné
naro¢né, jsou vyhledavany zptsoby pro rychlé ovétreni funkcnosti konstruktl piipadné pro

dosazeni rychlé a pfitom silné exprese, témto postuptim se fiké transientni exprese >5-%°,

Utinnym a zfejmé& nejb&zné&j§im zptisobem dosaZeni transientni exprese je infiltrace
rostlinného pletiva pomoci A. tumefaciens, tzv. ,agroinfiltrace*>®. Na rozdil od trvalé
transformace, b&hem které dochazi k integraci T-DNA do genomu rostliny, béhem
transientni exprese pomoci A. tumefaciens sice dojde k pienosu T-DNA do jadra burky,
ale tato T-DNA ziejmé v jadie po dobu nékolika dni pietrvava ve formé cirkuldrniho
intermediatu®’. Nejjednodussi forma agroinfiltrace spo¢iva v prenosu bakterialni suspenze

injekéni stiikatkou pres priiduchy na spodni strang listu do vzduchového prostoru listu®?.
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Utinnost pak miize byt limitovdna nevhodnou morfologii listii — silnou kutikulou, malymi
pridduchy, hustymi trichomy apod®>®%*  Agroinfiltrace byla vyvinuta a nejcastéji se
pouziva pro rychlou analyzu funkce genli v listech N. benthamiana® a nyni se rutinné
pouziva pro mnoho dalSich rostlin, v¢etné prosa prutnatého (Panicum virgatum L.),
hlavkového salatu (Lactuca sativa L.), rajcete (Solanum lycopersicum L.), Arabidopsis
thaliana L., vinné révy (Vitis vinifera 1.)*°% 6667 Pii pouziti v listech G. max vsak byla
tato metoda netsp&$na®®. Transientni exprese genti byla také testovdna pomoci virové
inokulace, bombardovani castic a infiltrace rostlinného pletiva G. max pomoci A.

tumefaciens®"°

, tyto metody vSak jsou technicky narocné¢ a/nebo je nelze vyuzit
v dozravajicich, plnicich se semenech. Pro GispéSné feSeni grantového projektu je potieba
optimalizovat a sladit spole¢nou expresi né¢kolika transgentl v dozravajicim semeni, vétSina
pouzitych promotori nema navic zadnou nebo jen velmi malou méfitelnou aktivitu
v jinych pletivech. V dozravajicich semenech G.max byla provedena uspé$na transientni

exprese pomoci agroinfiltrace in vitro ve spojeni se sonikaci a vakuovou infiltraci®’.

Ucinnost transformace zprostiedkované A. tumefaciens se muze vyrazné liit u
riznych kmenti A. tumefaciens, rostlinnych druh®® a i mezi riznymi genotypy’!’?. Dalsi
omezeni miuze byt v disledku nekompatibility mezi kultivarem G. max a kmenem A.

tumefaciens’®.

1.3.3 Reportérové geny

Reporterovy gen kdduje enzym nebo protein, které je mozné detekovat bud’ piimo,
nebo nepiimo biochemickym testem. Vyuziti u¢innych reportérovych markerovych genii
usnadnuje detekci transgennich piechodnych i stabilnich transformantt, umoziuje sledovat
aktivitu promotorti a daliich regulaénich sekvenci a podobné&’. Jednim z prvnich a zaroven
nejvice pouZzivanych reportérovych genll u rostlin je p-glukoroniddza (GUS) z E.coli
(Escherichia coli), kddovana genem uidA’*. Mezi hlavni vyhody tohoto enzymu miizeme
zafadit jeho stabilitu, vysokou citlivost a moznost vyuziti ke kvantitativni (fluorometrické
nebo spektrofotometricka analyza) i kvalitativni detekci (histochemicky test)’?. Mezi dalsi
vyhody patii malé nebo 7adna detekovatelna aktivita GUS u téméf viech vyssich rostlin”
Dalsi nezanedbatelnou vyhodou tohoto genu je schopnost zachovat si aktivitu i ve formé

fuznitho genu s jinym sledovanym genem. GUS zE. coli obsahuje konsensualni
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glykosylaéni signdlni sekvenci. Prochdzi-li tedy v rostlinné buiice endoplazmatickym
retikulem, dojde k jeho glykosylaci. Glykosylovana forma GUS nema enzymatickou

5. Molekulova hmotnost

aktivitu. To limituje moznosti GUS jako fuzniho proteinu
monomeru GUS z E. coli je 68200 g mol! a predpoklada se, Ze aktivni je ve formé
tetrameru’®. Substratem daného enzymu jsou B-glukuronidy, které hydrolyzuije.
V rostlinAich se nejcast&ji pouzivd pro studium funkce rostlinnych promotort’. Pro
testovani aktivity promotort tidi testovany promotor transkripci uidA4 a specificky reguluje
expresi genu v Case, mnozstvi a umisténi v bunce nebo v pletivu. Aktivita genu se pak
stanovi v transgennich liniich bud’ biochemicky nebo histochemickym barvenim. Pokud je
gen uidA pouzit v transientnim testu, je vhodné pracovat s reportérovym genem s intronem,

aby se tak zamezilo faleSné¢ pozitivhim vysledkiim zplsobenym rezidualni expresi

v agrobakteriich’S,

Jednou znevyhod genu wuidA jako reportérového markeru je, ze pii typickém
biochemickém stanoveni enzymu GUS je nutné znicit Cast rostlinného pletiva, které pak
neni k dispozici pro dal$i méfeni’>. Proto miize byt obtizné testovat vyvoj exprese v ¢ase
nebo reakci rostliny na konkrétni podnét’’. Samotny enzym GUS nelze detekovat piimo,
k detekcei slouzi chemicka reakce s nékterym z vhodnych substrati. Mezi nejpouzivanéjsi
substraty patii 5-brom-4-chlor-3-indolyl- B-D-glukuronid (X-Gluc) k histochemické
lokalizaci a 4-methyl-umbelliferyl-f-D-glukuronid (4-MUG) umoziujici fluorometrickou
kvantifikaci’®”°. Dal§im omezenim je malé prostorové rozliseni histochemického testu na
urovni shluk nékolika bunék. Studovat subcelularni lokalizaci faznich proteinli pomoci
uidA neni mozné. Néktera z téchto omezeni pomdhaji feSit reportérové geny na bazi
fluorescencnich proteinti. Prvnim takovym fluorescencnim reportérovym genem byl zeleny
fluorescenéni protein (GFP), ktery se podafilo izolovat z Aequorea victoria®®. Dnes se
bézné pouzivaji fluorescencni proteiny mnoha riznych barev a specidlnich funkci jako
napiiklad proteiny, které méni svoje optické vlastnosti v zavislosti na Case nebo na

chemickém ¢&i fyzikalnim podnétu’.
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1.4 Glykosylace proteinii

Jednou z nejbézngjsich posttranslaénich modifikaci proteinti u eukaryot je N-
glykosylace, pti které je na zbytek asparaginu v konsensualni sekvenci enzymaticky
konjugovana sacharidova skupina. Spravna glykosylace ¢asto rozhoduje o tadé funkci
glykoproteinii véetné rozpustnosti, schopnosti vytvaret oligomery, imunogenicité, stabilité,
funkénosti a v piipadé terapeutickych proteini i o jejich terapeutické aktivit&®!,
Oligosacharidy spojené s asparaginem jsou dilezit¢é pro skladani proteintl, stabilitu

biosyntézy a ovliviluji také vyt&zek exprese®’.

Ve vétsiné glykoproteini jsou sacharidové jednotky pfipojeny k proteinovému
fetézci bud’ N- nebo O-glykosidickou vazbou. N-glykosidovéa vazba je vzdy ptipojena na
amidu asparaginu, ktery je soucasti sekvence N-X-S /T. Uvedené sekvence jsou casto
oznaCovany pouze jako potencialni glykosylacni mista, protoze ne u vSech sekvenci
dochazi ke glykosylaci. Predpoklada se, ze pro O-glykosylaci neexistuje zddna specificka

sekvence®?.

N-glykosylace za¢ind v endoplazmatickém retikulu pfidanim oligosacharidovych
prekurzori GlcsManoGIcNAc, na asparaginovy zbytek v ramci konvencni sekvence Asn-
X-Ser / Thr, kde X mizZe byt libovolnd aminokyselina s vyjimkou prolinu®’. Tento
prekurzor je pak upraven na MangsGIcNAc» a protein je transportovan do Golgiho aparatu k
dalSimu druhové specifickému zpracovani. Na rozdil od biosyntézy nukleovych kyselin a
proteinti glykosylace neni zalozena na templatu. N-glykosylace tedy zplisobuje, ze vznikaji
heterogenni smeési sacharidovych struktur na homogenni proteinové strukture. Téhotenstvi,

nemoc, vék organismu a dalsi fyziologické podminky siln& ovlivituji glykosylaci®!.

Pro expresi terapeutickych lidskych glykoproteini se vyuzivaji savci bunééné linie.
Nejcastéji se jedna o buiiky z vajecnikll ¢inskych kiecki a mySiho myelomu. Jejich buniky
produkuji velmi podobné N- glykoproteiny jako butiky v lidském téle, ale pfesto mezi nimi
existuji zasadni rozdily. Hlavnim rozdilem je, Ze lidé jiz nejsou schopni syntetizovat N-
glykolylneuraminovou kyselinu (Neu5Gce), kterd se vyskytuje na vétSin€ savcich

glykoproteinech®.
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U zdravych lidi se setkdvame se znacnou mirou cirkulace protilatky proti epitopu
Neu5Gc*. Pokud jsou lidské butiky péstované na médiich, které obsahuji glykany ze
zvitecich bun&k, mohou inkorporovat Neu5Gc do lidskych glykoproteini®®. U ptékd a lidi
jsou vzdy NeuSAc (N-acetylneuraminova kyselina) terminalni kyselé glykany na
proteinech. V pifipadé¢ mysi, krav, koni nebo ovci se jednd o Neu5Gc. Se smési obou

glykanti se setkAvame u ostatnich savci, napiiklad u ko¢ek, moréat nebo psii®.

1.5 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky zastdvaji jednu z nejslibngjSich tfid 1é€iv za poslednich
deset let. V souCasné dobé jich je celkem 30 schvaleno pro klinické pouziti a ve fazi

klinického testovani je 240 monoklonalnich protilatek®®.

Uméle ptipravené monoklonalni protilatky s danou specifitou nabizi Siroké
terapeutické 1 diagnostické vyuziti. V dnesni dobé€ se terapeutické monoklonalni protilatky
pouzivaji bézné, napiiklad proti nadorovym antigenim. Cela fada dalSich je podrobena
védeckému vyzkumu a klinickému testovani®’.

V letech 2014-2015 byla provedena experimentalni léCba epidemie viru Eboly
v Zapadni Africe koktejlem tfi monoklonalnich protilatek ZMapp ptipravenych v glyko-
modifikovanych rostlinach tabaku N. benthamiana®. V preklinické studii, ktera probg&hla
na samém konci epidemie, vykazovala 1écba rostlinnymi protildtkami pomérné slibné
vysledky. Diky nizkému poctu 71 pacientli ale nemél experiment dostateCnou statistickou

silu®.
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2 Cil prdce

Bakalai'ska prace byla soudasti grantového projektu Laboratoie virologie v Ustavu
experimentalni botaniky Akademie véd snazvem ,Studium vlivu humanizované
glykosylace na akumulaci proteinii v semenech rostlin“. Cilem bakalaiské prace bylo
transientn¢ transformovat semena G. max, otestovat vliv podminek a jejich kombinaci na

expresi proteinu GUS a porovnat vysledky ziskané in vitro a in vivo metodou.
Hlavni ukoly prace byly:
1) Pfipravit genovy konstrukt pro silnou transientni expresi reportérovych genti uid4 a
GFP v semenech G. max.

2) Ovérit a optimalizovat protokol pro transientni expresi v dozravajicich semenech G.

max
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3 Materidl a metody

3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

Rozpoustédla a chemikalie pouzitd v bakalaiské praci pochdzeji z nésledujicich zdroji:

Duchefa Biochemie, Holandsko: X-gal, 4-MUG, 2,4-D, cefotaxim

Fluka, §vycarsko: 2-merkaptoethanol, DMF, DMSO, PMSF

Invitrogen, USA: SYBR safe DNA gel stain

Lachema, Ceska republika: Chelaton III, Na,COs

Lach-Ner, Ceska republika: Na,HPOj4-12 H>O, ethanol, methanol, glukosa, MgCl,, TBE
pufr

Lonza, USA: agar6za

Promega Corporation, USA: Dithiothreitol, Green go tag.

Sigma Chemical CO, USA: CsHi13NO4S MES, Triton X-100, Tween 20, acetosyringon,

Rifampicin
Thermo Scientific, USA: T4 DNA ligaza, T4 ligazovy pufr, Bsal, BsmBI, EcoRI,

HindIIl, Pst I, Genelet purifikacni kit pro izolaci plazmidové
DNA
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3.1.2 Pouzité pristroje

Analvytické vahy:
2004 MP

Automatické pipety:

Finnipipette

Multikanalové

Centrifugy:
Multifuge 3 S-R Heraeus, vykyvny rotor

Sigma 1-14, Gthlovy vykyvny rotor

Desticky:
24 jamkova kultiva¢ni polystyrenova

96 jamkova mikrotitracni

Elektroforeticka aparatura:

Biorad Wide mini-sub cell GT

zdroj PS 305 Electrophoresis Power Supply

Gel Doc systém

Flow box:

Flow box s laminarnim proudénim

Hlubokomrazici box:

HFV 486 TOP

Homogenizator:

FastPrep-24, Sample preparation system

21

Sartorius, Némecko

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA

Kendro, Némecko
Sigma Laborzentrifugen,

Neémecko

BIOFIL, Indie

Thermo Scientific, Dansko

BIO-RAD, USA
Apelex, Francie

BIO-RAD, USA

Heraeus, Némecko

Heraeus, Némecko

MP Biomedicals, USA



Injekéni strikacky:

Omnifix-F 1 ml

Inkubatory:
NB-205

MIR-253
Heraeus B6
Heraeus B12

Mikrozkumavky:

typu Eppendorf

pH-metr:
Orion star A111

Predvazky:
EW 220-3NM

Pristroj na méieni OD:

DEN-1 Densitometer

Sonikator:

Ultrasonic Cleaner CE-6200A model, 42 kHz, 70W

Spektrofotometr:
Infinite F200
Nanodrop 1000

Tepelny blok:
Thermoblock TB1

Thermocycler:
T100
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B Braun, Némecko

KRD, Ceska republika
Sanyo, Japonsko
Kendro, Némecko

Kendro, Némecko

Thermo Scientific, USA

Kern, Némecko

Biosan, EU

JeKen, Cina

Tecan Group, Svycarsko

Thermo Scientific, USA

Biometra Némecko

BIO-RAD, USA



Tiepacky:
Gyro-rocker SSL3

Vortex:
Top-mix 94323

Vakuovy exsikator:

23

Stuart, USA

Heidolph, Némecko

Kartell, Italie



3.2 Metody

3.2.1 Elektroforéza fragmentii DNA v agar6zovém gelu
Na ptipravu gelu bylo rozmichano ptislusné mnozstvi agarézy ve 200 ml 1x TBE

pufru na ptipravu 0,8%-1,5% roztoku podle velikosti fragmentu. Do roztoku byla piidana
barva SYBR safe a nasledné€ byl roztok zahtivan v mikrovinné troubé po dobu asi 2 minut
za obc¢asn¢ho michani, dokud se veskerd agardza zcela nerozpustila. Odpatfeny objem byl
doplnén destilovanou vodou po rysku. Mirné ochlazeny roztok byl umistén do formy
s htebenem, kde se gel nechal ztuhnout. Takto pfipraveny gel se umistil do
elektroforetického tanku (Biorad Wide mini-sub cell GT) a do vzniklych jamek bylo
pipetovano 10 pl vzorkit DNA obarvenych 2 pl 5x Green Go Taq barvou. Na gel bylo
pipetovano také 5 pl 1 kb marker (Fermentas). Na zdroji k elektroforetickému zatizeni
(Apelex PS 305, Electrophoresis Power Supply) bylo nastaveno napéti 100 V. a DNA
putovala gelem smérem k anod¢. Po asi 45 minutach byla elektroforéza prerusena a gel

byl vyfocen (Biorad, Gel Doc systém).

3.2.2. Restrikce plazmidové DNA
Na restrik¢ni $tépeni bylo pouzito vzdy 4 pl DNA o koncentraci 50 -150 ng/ul, 2 pl

10x pufru, 0,25 pl restrikéniho enzymu a doplnéno do 20 ul dH»O. Reakce byly
inkubovany ve 37° C po dobu 3 hodin.

3.2.3. 1zolace plazmidové DNA
K purifikaci plazmidové DNA byl vyuzit GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Fermentas dle protokolu vyrobce. Kultura E. coli byla ofkovana 24 hodin piedem
z glycerinové konzervy do LB média s pfisluSnym antibiotikem a poté centrifugovana
(centrifuga Sigma 1-14, vykyvny rotor, 14x2,0 ml, 6800x g) po dobu 2 minut. Vznikla
bunéénd peleta byla resuspendovdna ve 250 pl resuspendacniho roztoku. Do
mikrocentrifuga¢ni zkumavky byla pipetovana bunécnd suspenze. Do mikrozkumavky
bylo ptfidano 250 pl lyzovaciho roztoku, jemné promichano a vznikl viskézni roztok. Po
pipetovani 350 pl neutraliza¢niho pufru bylo roztokem ihned jemné& promichano, tim
vznikla sraZenina. Bunééné zbytky byly déle centrifugovany 10 minut (centrifuga Sigma 1-

14, vykyvny rotor, 14x1,0 ml 12000x g) aby sedimentovaly bunééné ulomky a
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chromosomalni DNA. Ciry supernatant byl piepipetovan do pfipravenych popsanych
kolonek vloznych v mikrozkumavce a centrifugovan 1 minutu za stejnych podminek. Cést,
ktera protekla kolonkou, byla odstranéna. Do kolonky bylo napipetovano 500 pul
promyvaciho roztoku a centrifugovano 45 vtefin, protekly objem byl odebran. Promyti
bylo provedeno dvakrat. Mikrozkumavky byly centrifugovany dal$i 1 minutu, aby se zcela
odstranil pouzity promyvaci roztok. Poté byly kolonky vlozeny do novych 1,5 ml
mikrozkumavek, do stiedu kolonky bylo pipetovano 100 pl pfedem zahtatého elu¢niho
pufru, aby se eluovala plasmidovd DNA. Mikrozkumavky byly inkubovany v tepelném
bloku (TB1 Biometra) na 2 minuty a centrifugovany také 2 minuty. Nakonec byly kolonky
odstranény a byla zmétena koncentrace DNA pomoci spektrofotometru (Nanodrop 1000).
Tim, ze plasmidovda DNA byla eluovana do vétSitho objemu, jeji koncentrace se
pohybovala okolo 60-80 ng-pul "'. Uvedenid koncentrace je idedlni pro nasledujici

restrikéné-ligaéni reakcei a také dochazi k mensim ztratdm béhem skladovani.

3.2.4 Restrikc¢né -ligacni reakce
Do mikrozkumavek byly postupné pipetovany slozky reakéni smési v nasledujicim

potadi (Tabulka 1):

Tabulka 1: Slozky reakéni smési pouzité k restrikCné-ligacni reakci

Objem (ul) Koncentrace (ng-pul ™)
Cilovy plazmid UPD (o/®) 1 60-80
pUPD plazmid 1 60-80
s fragmentem 1 (napf.
promotor)
pUPD plazmid 1 60-80
s fragmentem 2 (napi. CDS)
pUPD plazmid 1 60-80
s fragmentem n (napf-.
terminator)
Enzym Bsal/BsmBI 1
10x T4 ligazovy pufr 1
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T4 DNA ligaza 1

ddH.O do 10

Celkovy objem byl doplnén do 10 pl ddH,O a mikrozkumavky byly vlozeny do
thermocycleru (T100 BIORAD), na kterém byly nastaveny nasledujici podminky (Tabulka
2, strana 26):

Tabulka 2: Podminky restrik¢né-ligacni reakce

Doba trvani cyklu (min) Teplota (° C) Dtivod
10 37 Iniciace Stépeni
2 x 45 cykla opakovani: Restrikéné ligacni reakce
2 37
5 16
20 37 Konec¢né stépeni
nezreagované¢ho cilového
plazmidu
30 80 Deaktivace enzymu

3.2.5. Transformace E.coli
Kompetentni buiikky E. coli byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu (Heraeus

HFV 486 TOP) pii -80° C. Po vyjmuti z hlubokomraziciho boxu byly rychle pfeneseny do
piipravené¢ nadobky s ledem, kde se nechaly pomalu rozmrazovat nejméné 10 minut.
V ledu byla uchovavana také liga¢ni smés. Z ligacni smési byly odebrany 3ul a ptidany
k 50 ul kompetentnich bunék, jemné proklepany v ruce a uloZeny v ledu na ptl hodiny.
Poté byly mikrozkumavky vlozeny do 42°C do tepelného bloku na 2 minuty a na 30 vtefin
do ledu. Do mikrozkumavky bylo ptidano 250 ul klavované¢ho LB (Luria Bertani médium)
média, vodorovné se umistily do inkubatoru na 37° C a nechaly se tfepat 30 minut. Poté
byly mikrozkumavky centrifugovany (centrifuga Sigma 1-14, vykyvny rotor, 14x300 pl,
13000x g) po dobu 1 minuty. Na pfedem nalité Petriho misky s LB médiem a agarem bylo
napipetovano 50 pl Xgal umoZiujici modro-bilou selekci. Z mikrozkumavek bylo

odpipetovano 800 pl supernatantu, sediment se zbytkem média byl promichan a asi 300 pl
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bunécné suspenze bylo pipetovano na Petriho misku a rozetfeno pomoci sterilni sklenéné
hokejky. Petriho misky byly vickem doli inkubovany ve 37° C, aby nedoslo k jejich

ptipadnému vyschnuti.

3.2.6 Transformace A. tumefaciens
Transformace slouzi ke vlozeni rekombinantniho vektoru do kompetentnich i

bakterialnich bunék. Do oznacenych mikrozkumavek uchovavanych na ledu byl pfidan 1
ul plasmidu. Kompetentni buniky A. tumefaciens byly pomalu rozmraZzovany v ledu a poté
bylo 40 pl piepipetovano do mikrozkumavek obsahujicich DNA. V tekutém dusiku byly
mikrozkumavky ponechdny po dobu 5 minut. Nasledné byly mikrozkumavky se
zmrazenym A. tumefaciens umistény do tepelného bloku se 37° C dokud se bakteridlni
buniky nerozmrazi. Poté byly opét vlozeny do tekutého dusiku 1 do tepelného bloku za
stejnych podminek. Nakonec byly mikrozkumavky ulozeny v ledu na dal§ich 5 minut.
K bakterialnim bunkdm bylo pipetovano 0,5 ml LB média s pfisluSnym antibiotikem,
v piipadé bungk EHA 105 se jednalo o 50 pg-ml™! rifampicinu. V inkubatoru pii28° C
byly mikrozkumavky tfepany asi 40 minut. Bunky byly centrifugovany 1 minutu na
maximalni rychlost (centrifuga Sigma 1-14, vykyvny rotor, 14x600 pl 1960x g). Piiblizné
400 pl supernatantu bylo odpipetovano a sedimentované bunky byly resuspendovany ve
zbyvajicich 100 pl LB média. Na piipravené Petriho misky s LB médiem a ptislusnym
antibiotikem byly pipetovany transformované bunky A. tumefaciens a rozetteny sterilni

hokejkou po celé plotné.

3.2.7 Transientni transformace listu N. benthamiana a G. max
Kultura A. tumefaciens kmene EHA 105 byla ockovdna 24 hodin ptedem

z glycerinové konzervy do LB média s pfislusSnym antibiotikem, centrifugovano
(centrifuga Multifuge 3 S-R, vykyvny rotor, 14x4,0 ml 1960x g, 19° C) po dobu 10 minut.
LB médium bylo odpipetovano a vznikly pelet byl resuspendovan pomoci Vortexu (Top-
mix 94323 Heidolph bioblock scientific) v erstvém infiltracnim roztoku (10mM MES, 10
mM MgCl2, 0,1 mM acetosyringon (AS)). Nasledné¢ byla zjiSténa optickd densita
(Densitometr DEN-1 Biosan). Bakteridlni kultura byla natedéna roztokem na hodnotu
ODs00 nm =1,00 a inkubovana nejméné€ 2 hodiny za laboratorni teploty kvili indukci vir

genl. Vir geny jsou geny zodpovédné za ptenos T-DNA. Rostliny N. benthamiana a G.
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max kultivar Williams 82 (W 82) byly péstovany v rustové komote s 16 hodinovou
fotoperiodou. K testovani transientni exprese byly pouzity listové disky vykrojené
korkovrtem vlozené v plastové zkumavce, do které bylo nésledné¢ pipetovano A.
tumefaciens. Nasledné byly zkumavky vlozeny do exsikatoru a infiltrovany ve vakuu 3x 5
minut. Poté byly jednotlivé disky pfeneseny na Petriho misku se sterilnim papirem,
zabaleny parafilmem a nechany v inkubatoru ve 28° C pod LED zatfivkami. U listovych

diskl po 5 dnech zmétena aktivita genu uidA.

3.2.8 Transformace semen G. max metodou in vitro
Kultivar s6ji W 82 byl péstovan v ristové komote pii 28°C a 16 hodinové fotoperiodé.

Nezralé lusky byly desinfikovany ve 20 % roztoku Sava a 0,04% Tween-20 po dobu asi 15
minut ve flow boxu, nasledné¢ byly omyty sterilni vodou. Semena z luskli byla asepticky
vyjmuta a embryondlni osa jim byla odstranéna. Pomoci skalpelu byla semena oloupana,
rozptlena a umisténa na pfedem ptipravené Petriho misky s D40 médiem plochou stranou
semena doli. Médium D40 obsahovalo MS soli, vitaminy BS, 6% roztok glukosy a 40
mg-1" 2,4-D kyseliny, 0,2% Gelrite, pH 7. A. tumefaciens bylo tiepano pies noc ve 28° C v
LB médiu. Poté byly bakterie centrifugovany po dobu 10 minut (centrifuga Multifuge 3 S-
R, vykyvny rotor, 14x4,0 ml 1960xg, 19° C). Bakterie byly promyty ve 4 ml tekutého D40
média a znovu centrifugovadny za stejnych podminek, nakonec byla vznikld peleta
resuspendovana v D40 médiu pomoci Vortexu. Nasledn¢ byla zjiSténa opticka densita
ODsoonm. Bakterialni kultura byla zfedéna D40 na hodnotu ODsoonm = 0.1 a byl ptidan 100
uM acetosyringon. Do 1,5 ml mikrozkumavky byly vlozeny 4 pulky semen a 0,5 ml
bakterialni suspense. Mikrozkumavky byly umistény na plovacek do sonikatoru a
sonikovany postupn¢ 1, 10, 20, 30, 60 a 90 s. Poté byla semena pfenesena
z mikrozkumavek na sterilni filtraCni papir umistény v Petriho misce aby se odstranily
piebyte¢né bakterie a uloZena na Petriho misky obsahujici D40 médium tak, aby se semena
nedotykala. Petriho misky byly obaleny parafilmem a uloZeny do inkubatoru na 2 dny do
24°C a 80% vlhkosti. Poté byly pllky semen omyty sterilni vodou a osuSeny na sterilnim
filtratnim papiru a pieneseny na Petriho misky s D40 médiem doplnénym 500 mg-1!
cefotaximem aby se zabranilo dalSimu rlstu A. tumefaciens. Petriho misky byly uloZeny

v inkubatoru na dalsi dva dny za stejnych podminek.
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3.2.9 Transformace semen G. max metodou in vivo
Soéjové kultivary W 82 byl péstovan pii 28°C a 16 hodinové fotoperiod¢ v rastové

komote. Lusky byly pootevieny pomoci skalpele ze tii stran kolem dozravajiciho semene
dlouhého 4-5 mm, poté byly lusky jemné otevieny a jednotlivd semena byla opatrné
natfezana, aby se zvétSil povrch pro pusobeni 4. tumefaciens a také kvuli uvolnéni
fenolickych latek, které indukuji tvorbu vir genti a tim aktivuji nekrézu. Kmen EHA 105 4.
tumefaciens byl pouzit ke vlozeni plasmidu 5SW:GUS:GFP/ 5W:GUS:dsRed s genovym
konstruktem obsahujicim gen [-glukoronidadsy (uid4) (Obrazek 2, strana 33). A.
tumefaciens bylo pé€stovano, centrifugovano a fedéno za stejnych podminek jako u metody
in vitro. Infiltra¢ni pufr MES byl sloZen ze sodn¢ soli 10 mM MES, 10 mM MgCl, a 100
1M acetosyringonu (AS)*¢. Bakterialni kultura byla zakryta aluminiovou folii a ponechéna
nejméné dv€ hodiny pii laboratorni teploté. Tésné pied transformaci semen byl ptidan 0,5
mM dithiothreitol (DTT). Bakteridlni suspenze byla vlozena do sonikatoru a celé¢ lusky
byly sonikovany piislusnou dobu. Pokud byl lusk sonikovan ve vodé, suspenze bakterii
byla na jiz sonikovany a osuSeny lusk dédna 1 ml injek¢ni stiikackou. Poté byly lusky

obaleny parafilmem a umistény v rastové komoie pod LED zativkami po dobu 5 dni.

3.2.10 Analyza transientni exprese genu uidA
Aktivita genu uidA byla kvantitativné stanovena pomoci 4-methylumbeliferon B-D-

galaktopyranosidu (4-MUG). Z luska byla vyjmuta semena, embryonalni osa i obal byly
odstranény a poloviny viech semen byly oddéleny. Cast semene, kterd jiz byla porusena
skalpelem a na kterou bylo aplikovano A. tumefaciens, byla rozkrajena na mensi kousky a
vlozena do pfipravené mikrozkumavky s keramickymi kulickami. Mikrozkumavky byly
homogenizovany 2x 30s vyuzitim FastPrep-24. Mezitim byly uchovavany na ledu. Poté
bylo k sdjovému extraktu pfiddno 600ul GUS extrakéniho pufru (150 mM NaxHPOs, 10
mM EDTA, 0, 1 % Triton X-100, 0.1% Tween, pH 7.00, pfed pouzivanim byl pfidan 1mM
DTT, 140 uM PMSF) a znovu homogenizovano 30s. Nasledné¢ byly mikrozkumavky
centrifugovany 5 minut (centrifuga Sigma 1-14, vykyvny rotor, 14x600 ul 14 800 RPM).
Ciré extrakty byly pfepipetovany do mikrozkumavek, které je mozné uchovavat pti 4° C
nékolik tydnl. Do bezbarvé 96 jamkové desticky bylo piepipetovano 30 pl extraktu, do
kterého bylo ptidano 170 pl GUS assay pufru, ktery vznikl pfidanim 0,5 mM 4-MUG,
ktery byl rozpustén v DMSO), 140 uM PMSF a 10 mM B-merkaptoethanol, do GUS

extrakéniho pufru, vznikly pufr byl uchovavan bez ptistupu svétla. Ze vzniklého roztoku
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bylo pfeneseno multikandlovou pipetou 20 pl do ¢erné 96 jamkové desticky, ve které bylo
pripraveno 180 pl GUS stop pufru (200 mM uhli¢itanu sodného). Tim vznikl prvni ¢asovy
bod To. Desticka s GUS assay pufrem a napipetovanymi vzorky byla ulozena v inkubatoru
pti 37°C ve tm&. Pro druhy casovy bod se po 20 minutach z inkubované desticky
prepipetovalo dalSich 20 pl do Cerné desticky obsahujici GUS stop pufr. Obdobnym
zpusobem vznikly i dal$i dva ¢asové body, po 40 minutach a 20 hodinach. Po 20 hodinach

byla méfena aktivita genu uidA pii 360 nm excitace a 465 nm emise.

3.2.11 Histochemické barveni -glukoronidasy (uidA)
Ke kvalitativnimu stanoveni exprese genu uidA bylo pouzito histochemické barveni. Po

5 dnech byla semena vyjmuta z luskl, oloupana a celd vlozena do kultivacni desticky.
Nasledné bylo ptipraveno 20 ml GUS barviciho roztoku obsahujiciho 10 mg X-gluc, 0,4
ml DMF, 0,2 ml 10% Triton X-100, 0,4 ml 0,5 M EDTA pH 8,00, 33 mg ferikyanidu
draselného, 42,2 mg ferokyanidu draselného, 2 ml 1 M fostatového pufru pH 7,0, 4 ml
methanolu a 13 ml vody. Semena byla celd ponotfend v barvicim roztoku v 24 jamkové
kultiva¢ni polystyrenové desticce. Infiltrace byla provedena v exsikatoru ve vakuu po dobu
3x 5 minut. Desticky se pfes noc nechaly inkubovat v inkubatoru pii 37°C ve tmé.
Nésledné byl roztok odpipetovan a semena byla promyta v 50%, 70% a konecn& v 90%
ethanolu. Poté byla jednotlivd semena vyfocena a byla vyhodnocena na modro obarvena

plocha. Obarvena semena byla rozdélena do tti skupin podle velikosti modré plochy.
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4 Vysledky

4.1 Priprava reportérovych konstruktii pro transientni expresi

Pro méfeni transientni exprese v listech i semenech byly vytvofeny nové genové
konstrukty pomoci konvence GoldenBraid” a s pouzitim genovych fragmentl ziskanych
z kolekci MoClo (Addgene Kit # 1000000047, GB2,0 (Addgene, Kit # 1000000076) a
z vlastni kolekce laboratofe virologie UEB. Cilem bylo vytvofit konstrukty, které budou
v jediné T-DNA obsahovat kazetu pro expresi fluorescenniho proteinu pro piimou detekci
v rostlinnych pletivech, kazetu pro expresi enzymu GUS pro histochemické barveni a
citlivé enzymatické stanoveni a prvky zesilujici a stabilizujici expresi (Obrazek 2, strana
33). Pro stabilizaci exprese byly pouzity 5/3 NTR oblasti viru CPMV, které stabilizuji
mRNA po velmi dlouhou dobu (7-10 dni) a vykazuji velmi silnou vazbu ribozému a silnou
translaci’!. Dal$im prvkem bylo pouZiti supresoru genového silencingu P19 z tombusviru
TBSV a MAR oblasti z tabaku a s6ji’>. Kromé konstruktu obsahujictho gen uid4 jsem
piipravila 1 kontrolni konstrukt, ktery obsahoval identické prvky, pouze kazeta exprimujici

uidA byla nahrazena genem pro luciferazu ze svétlusky.

Nejprve bylo restritrik¢né ligacni reakci s enzymem Bsal ptfipraveno celkem 6 alfa
plazmida (o 11-14) dle nasledujici Tabulky 3, plazmid a 2:P19 byl pfipraven v nasi

laboratoii jiz diive. Spravnost konstruktii byla ovéfena restrikénim Stépenim pomoci

enzymu EcoRI, 10 z 12 izolovanych plazmida vykazovalo ofekavany restrik¢éni vzor.

Tabulka 3: Pfipravené plazmidy rovné a

Vektor Backbone Obsazené fragmenty 1 trovné Velikost
plasmidu fragmentu
a 11:RB7 pDBl1 a 11 RB7-MAR (UEB) 1168 bp
(UEB)

a 12:GUS pDBI1 a 12 355-CPMV- 5NTR (UEB) 840 bp
(UEB) GUS-intron (MoClo) 2010 bp

Nos-term (Moclo) 550 bp

a 12:Luc pDBI a 12 35S-CPMV- 5NTR (UEB) 840 bp
(UEB) Luciferaza (GB2) 1653 bp
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Nos-term (Moclo) 550 bp

a 13:GFP pDB1 a 13 35S-CPMV- 5NTR (UEB) 840 bp

(UEB) GFP (Moclo) 720 bp

CPMV-3NTR-Nos-term (UEB) 550 bp

o 13:DsRed pDB1 a 13 35S-CPMV- 5NTR (UEB) 840 bp

(UEB) DsRed (Moclo) 678 bp

CPMV-3NTR-Nos-term (UEB) 550 bp

a 14:PIMAR pDBI1 a 14 P1-MAR (UEB) 561 bp
(UEB)

a2:P19 pDB1 a 2 (GB2) 35S promotor (GB2) 1027bp

P19 supresor (GB2) 519 bp

Nos-term (Moclo) 467 bp

V dalsim kroku bylo resktrikéné ligacni reakci s enzymem BsmBI vzdy 5 a plazmidi
vlozeno do plazmidu pDB3w2. Celkem jsem piipravila tfi ©2 konstrukty, dva
experimentalni s enzymem GUS a s fluorescencnimi proteiny bud’ dsRed nebo GFP a
jeden kontrolni s genem Luc a ¢ervenym fluorescencnim proteinem. Spravnost konstrukta

byla ovéfena restrikénim $tépenim pomoci enzymu EcoRV a funk¢nost infiltraci do listh

N. benthamiana (Obrazek 1).

5W:GUS:DsRed

Obrazek 1: Rostliny N. benthamiana infiltrované konstrukty SW:GUS:DsRed
(nalevo) respektive SW:GUS:GFP.

SW:GUS:GFP
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Pro vizualizaci dsRed bylo pouzito zelené LED diody s excitacnim maximem 535 nm a
cerveny filtr Roscolux R24 Scarlet, pro vizualizaci GFP byly pouzity LED diody

s maximem 405 nm a zluty filtr Roscolux R15 DeepStraw .

Nos-term Bsal
P19 (TBSV) RB
D STA from pVS1
‘ - 7_7_7_,_/
XS
P1-MAR E\k
Nos-Term y
F/I
&/ 4
aQ
/o
[/ v
|5
‘Q‘.

~ pDB301:Rb7-GUS-dSRed-P1-P19
15973 bp

35S promoter,CPMV-5UTR

Lepyg D

intron 2
LB

GUS,intronl Bsal
35S promoter,CPMV-5UTR

Obrazek 2: Mapa genového konstruktu SW:GUS:dsRed.

Konstrukt obsahuje dva reportérové geny GUS a dsRed. Oba jsou kontrolované velmi
silnym virovym promotorem 35S a jejich exprese je stabilizovana 5/3° NTR oblastmi viru
CPMV. Konstrukt dale obsahuje 2 MAR oblasti - Rb7 z tabdku a Pl z G. max. Silencing

béhem transientni exprese je limitovan P 19 supresorem z viru TBSV. Celkova velikost T-

DNA je 9400 bp.
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4.2 Transientni transformace lista G. max a N. benthamiana

Nasim cilem bylo experimentalné prokazat transientni expresi genu uidA v listech
G. max a ovétit funkénost genovych konstruktl pro transientni expresi genu uidA. Dale nas
zajimalo, zda je podstatny rozdil mezi rGznymi koloniemi A. tumefaciens (na Obrazku 3
oznaceno A a B) a také mezi genovymi konstrukty s kazetou, kde jsou GUS a P19
dohromady (na Obrazku 3 popsano GUS A+P19) a na druhé kazeté zvlast (GUS:P19).

Transientni transformace listli byla provedena celkem tiikrat, vzdy s vyuzitim listd
G. max genotypu W82 a listi N. benthamiana pouzitych jako pozitivni kontrola k ovéteni

funkénosti 4. tumefaciens.

16,000

14,000
12,000
10,000
8,000
6,000
4,000
2,000
0,000

GUS:P19A GUS:P19B GUSA+P19 GUSB+P19 pGIy LTB-
-2,000 A/B A/B

Relativni aktivita (AU)

Obrazek 3: Zavislost relativni aktivity genu uid4 na pouZzitém genovém konstruktu.

Byl pouczit konstrukt s kazetou, kde jsou dohromady (symbol GUS+P19) nebo zvlast GUS a
P19 (symbol GUS:P19) a také s vyuzitim dvou kolonii (oznacené A,B) A. tumefaciens u
rostliny N. benthamiana. Negativni kontrola je oznacena jako pGly-LTB. Aktivita genu
uid4 byla merena po 40 minutdich reakce. Relativni aktivita byla vztazena k negativni
kontrole, ktera byla pocitana jako 1,0. Symbol AU oznacuje arbitrary units, jednd se o

relativni jednotky dané citlivosti pouzitého fluorometru.

Experiment byl proveden s listy metodou in vivo. Ze ziskanych hodnot je patrné, Ze
infiltrace metodou in vivo poskytuje vySsi relativni aktivitu genu wuidA neZz v piipadé

metody in vitro s pouZzitim listd G. max (Obrazek 4, strana 35).
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Obrazek 4: Zavislost relativni aktivity genu uid4 na pouzitém Kkonstruktu u rostliny
G. max metodou in vitro.

Konstrukt pGly-LTB byl pouZzit jako negativni kontrola. Vyznam pouzZitych symbolu a
podminky méreni jsou stejné jako v pripadé Obrazku 3. Ve tretim sloupci byla relativni

aktivita stanovovana na listech G. max, které byly také sonikovany (oznaceno son).

Z Obrazku 4 je patrné, ze rostlinné pletivo G. max nevykazuje zddné pozitivni
vysledky. Experiment byl proveden v in vitro podminkach, ke stanoveni byly vyuzity
listové disky. Piestoze byl k experimentim vyuZit publikovany protokol*®, provedena
infiltrace listi G. max byla neucinna. VSechny infiltrované listy vykazovaly hodnoty
srovnatelné s hodnotami negativni kontrola. Nasim hlavnim cilem bylo infiltrovat
dozravajici semena G. max, proto jiz nebyl doporucovany postup ménén a optimalizovan

za jinych podminek.

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze vyssi hodnoty relativni aktivity genu uid4 byly
zaznamenany u rostliny N. benthamiana pii metod¢ in vivo nez u listh G. max. Lepsi
vysledky mohly byt zptsobeny tim, Ze listy byly stale vyZivovany rostlinou a nedochazelo
tedy k jejich nekroze jako v pfipadé listovych diskld. V pfipadé listh rostliny N
benthamiana nebyl zaznamenan podstatny rozdil v relativni aktivité mezi listy s genovym
konstruktem se dvéma kazetami GUS a P19 a pouzitim dvou kolonii A. tumefaciens

(Obrazek 3, strana 34).
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4.3 Transientni transformace semen G. max metodou in vitro

V dostupné literatufe nebyl nalezen vhodny protokol pro rychlou kvantitativni
analyzu genovych konstrukti v dozravajicich semenech. Nejlépe se studuje transientni
exprese. Jako prvni jsme se rozhodli ovéfit protokol publikovany®’. Protokol je popsan na

nasledujicich Obrazcich 5-6, strana 36-37.

Obrazek 5: Transientni transformace semen G. max metodou in vitro.
Na obrazku B jsou zndazornéné poloviny semen G. max, které byly sonikovany 30s, ihned po
transientni transformaci na Petriho misce s D40 médiem. Na obrdzku A je zachycena
odpovidajici negativni kontrola. Na obrazku D jsou vyfotografovany stejnd semena G. max

peét dni po transientni transformaci. Obrazek C je negativni kontrola.

Na rozdil od semen vyfotografovanych 5 dni po infiltraci in vivo metodou (Obrazek
10, strana 40), je zde (Obrazek 5) moZné pozorovat hnédé¢ sektory na semenech
zpiisobenych nekrozou, piestoze semena byla pouze oloupana a rozpllena, ale nebyla

nafezana a ponicena skalpelem.
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Obrazek 6: Transientni transformace a histochemické barveni semen G. max metodou
in vitro.
Na obrazku F je zachyceno histochemicky obarvené semeno G. max s vyraznymi modrymi
plochami. Semeno bylo sonikovdano 30s. Obrazek E je prislusna negativni kontrola. Semena
G. max byla sonikovana wurcitou dobu v mikrozkumavkach wumisténych v plovacku
v sonikatoru (obrdazek G). Posledni obrdzek H predstavuje 10s sonikované semeno G. max,

na kterém jsou patrné modré sektory.

Velikost obarvené plochy semen také odpovida zjiSténym vysledkiim uvedenym na Obrazku

8, strana 38.
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Nejdiive jsme chtéli zjistit optimalni délku sonikace semen G. max, bylo
otestovano celkem 6 riznych délek sonikace.

3,5
3
2,5

'

2
15
1
0,5 I
0
1s 10s 30s 60s 90s

Os

Pocet pozitivnich semen

LTB

Délka sonikace

Obrazek 7: Celkovy pocet pozitivnich semen G. max v zavislosti na zvolené délce
sonikace.
Uvedené casy v sekundach udavaji délku sonikace. Sloupec LTB predstavuje negativni

kontrolu.

Na Obrazku 7 je zobrazeno, ze pouze 10s, 30s a 60s sonikace poskytuje pozitivni
semena. U piili§ dlouhé (90s) a nedostatecné dlouhé sonikace (0s, 1s) nebyly zaznamenany

z4dna pozitivni semena.

[y
(=]

Relativni aktivita (AU)
O = NW s O~ D0 W

I ‘ B 40 min
Os 1s 10s 30s 60s 90s LTB

Délka sonikace

Obrazek 8: Zavislost relativni aktivity genu uidA na délce sonikace u semen G. max
metodou in vitro.

Relativni aktivita byla mérena po 40 minutdch reakce.
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Ze ziskanych vysledkii (Obrazek 7 a 8, strana 38) je patrny vliv délky sonikace na
transientni expresi. Semena, kterd nebyla sonikovana viibec nebo pouze 1s, byla na irovni
negativni kontroly. Optimalni délka sonikace je okolo 30s, delsi prodluzovani vede
k poklesu transientni exprese. U vSech semen byla pouzita sonikace pifimo Vv A4.
tumefaciens a semena byla oSetfena stejnym extrakénim pufrem s pridavkem AS, proto
mohl byt studovan pouze vliv rozdilné délky sonikace. Pro kazdou dobu trvani sonikace
byly pouzity a vyhodnoceny nahodné vybrané minimalné tii semena podobné velikosti

(Obrazek 8, strana 38).

Pro experimentalni vyhodnoceni bylo pouzito celkem 59 semen véetné 23 semen
negativni kontroly, pozitivni vysledky infiltrace byly zaznamenany pouze u 6 semen a to

predstavuje 16,7 % ucinnost infiltrace v in vitro podminkach (Obrazek 7, strana 38).

4.4 Transientni transformace semen G. max metodou in vivo

Transientni transformace semen G. max v in vitro podminkach podle
publikovaného protokolu nebyla ptili§ u¢inna, rozhodli jsme se optimalizovat podminky
infiltrace semen. Zasadnim rozdilem bylo vyuziti luskii a semen v in vivo podminkach a
také poniceni semen skalpelem kvili indukci geni virulence A. tumefaciens. DalSim
rozdilem byla sonikace ve vod¢ a nasledné piidani bunécné suspenze, ktera jiz nebyla
poniCena ultrazvukem. Protokol je naznacen fotografiemi v nasledujicich Obrazcich 9-12,

strana 40-42.
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Obrazek 9: Transientni transformace semen G. max metodou in vivo.

Na obrazcich A a B je znazornéno nakrojeni lusku a poniceni semenného obalu G. max
skalpelem béhem transientni transformace. Pokud byla semena sonikovana v suspensi A.
tumefaciens, lusky byly postupné vkladany do kelimku s bunécnou suspensi, kolem kterého
byla v sonikatoru voda (obrazek C). Dalsi semena byla sonikovana nejprve ve vodé a poté

na né bylo pomoci injekcni stiikacky aplikovano A. tumefaciens (obrazek D).
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Obrazek 10: Transientni transformace semen G. max metodou in vivo.
Lusky byly nasledné po sonikaci osuseny bunicinou a obaleny parafilmem, kviili zachovani
vihkosti (obrazek A (negativni kontrola) a C). Na obrazcich B a D jsou vyfotografovany

lusky a jednotliva semena 5 dni po transientni transformaci.
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Obrazek 11: Histochemické barveni semen G. max sonikovanych ve vodé.
Obrazek A znazornuje negativni kontrolu, semeno B bylo sonikovano 10s, semeno C 30s a
konecné semeno D 60s. Na semeni B je mozné pozorovat jednotlive na modro obarvené

tecky, naopak semena oznacena C a D prezentuji obarvené vétsi modré sektory. Z Obrazku 9

je patrny pozitivni viiv delsi sonikace.

Podobny trend byl také pozorovan pii kvantitativnim vyhodnocovéani (Obrazek 14, strana

44),
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Obrazek 12: Histochemické barveni semen G. max sonikovanych v suspenzi A.
tumefaciens.

Obarvené semeno negativni kontroly je zobrazeno na obrazku A, semeno s 10s sonikaci je
na obrazku B. Vyfotografovand semena sonikovana 30s a 60s jsou na obrazcich C (30s) a
D (60s). Jako nevhodna délka pro sonikaci v A. tumefaciens byla zjisténa doba 60s, na
obrazku D je patrnd jedind modrad oblast. Pri pouziti kratsi délky sonikace (10s a 30s)

miizeme pozorovat zvétSeni a navySeni modrych sektorii (obrazek B a C).

MnozZstvi obarvenych modrych sektori na semenech koresponduje s kvantitativnimi

vysledky uvedenymi na Obrazku 14, strana 44.
Podobné jako u in vitro protokolu jsme se nejprve rozhodli optimalizovat délku

sonikace. Vzhledem k pfedchozim vysledkiim transientni transformace vin vitro

podminkach byly vybrany pouze optimalni délky sonikace, tedy 10s, 30s a 60s.
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Obrazek 13: Celkovy pocet pozitivnich semen v zavislosti na délce pouZzité sonikace.
Oranzové sloupce predstavuji pocet pozitivnich semen vyjadreny v procentech, modré

sloupce znazornuji celkovy pocet pozitivnich semen.

Nejvice pozitivnich semen bylo zaznamenano pii 60s sonikaci a to 81%. Tento udaj
ale nemusi byt presny. Experimenty s podminkou 60s byly provedeny az po optimalizaci
podminek, kdy jsme zjistili, Ze sonikace ve vod¢ pozitivné ovlivituje vyslednou expresi a

také byl ke vSem sementim pfidan AS a DTT (Obrazek 13).

Nasledné jsme optimalizovali publikovany protokol o sonikaci nejprve ve vod¢ a
s naslednym pfidanim bakterialni suspense®®. Optimalizace vedla ke zjednoduseni
protokolu a také k lepSim vysledkiim, delSi sonikace zfejm& ponic¢i také bunky A4.

tumefaciens.
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Obrazek 14: Zavislost ulinnosti transientni transformace semen G. max na délce

sonikace a prostiedi, kde byla semena sonikovana.

Zda se, ze pokud jsou semena nejprve sonikovana ve vod¢ a poté teprve vystavena
pusobeni 4. tumefaciens, dochazi ke zlepSeni transientni exprese s del§im casem sonikace.
Naproti tomu byla-1i semena sonikovana ptimo v suspensi A. tumefaciens, vedly delsi Casy
ke snizeni transientni exprese. Delsi (60s) sonikace miize semeno trvale poskodit a
znemoznit transientni transformaci (Obrazek 14). Sonikace slouzi k poruseni semenného
obalu, k proniknuti do semene a vytvofeni mikrotrhlin uvnitf semen. Spolu s
mechanickym poskozenim semene dochazi ke zvétSeni povrchu pro pisobeni A.
tumefaciens. Ultrazvukem poskozené buiniky indukuji tvorbu gent virulence a tim

zprosttedkovavaji pienos T-DNA.

Poté, co jsme analyzovali vliv délky a podminek sonikace jsme se zamétili na vliv
aditiv. Z literatury je zndmo, ze reduk¢ni ¢inidlo DTT snizuje riziko nekrézy a AS je
fenolicky induktor gendi virulence A. tumefaciens, pomaha k prenosu T-DNA’*%. Vliv
dithiothreitolu a acetosyringonu byl zkouman pii dvou vybranych délkach sonikace 0 s a

30 s.
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Obrazek 15: Zavislost relativni aktivity genu uidA u nesonikovanych semen G. max
na pridanych aditivech DTT a AS.
Relativni aktivita byla zaznamendana po 20 hodindach reakce. Ve ctvrtém sloupci jsou

uvedenda semena, ke kterym nebylo pridano Zadné aditivum (-).

Na Obrazku 15 je mozné pozorovat pozitivni vliv AS (nejvyssi hodnoty relativni
aktivity) a DTT. Pokud se k infiltracnimu pufru ptidaji obé aditiva (AS+DTT), relativni

aktivita je vyssi nez ziskané hodnoty ze semen transformovanych infiltracnim pufrem bez

cvwvr
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Obriazek 16: Zavislost relativni aktivity semen G. max na pridanych aditivech DTT a

AS pri 30 s sonikaci.
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Relativni aktivita byla zmérena po 20 hodindch reakce. Ve ctvrtém sloupci jsou uvedena

semena, ke kterym nebylo pridano Zadné aditivum (-).

Z Obrazku 16 vyplyva, ze DTT opét poskytuje nejvyssi hodnoty relativni aktivity,
ale AS pii 30 s sonikaci negativné ovliviiuje transientni transformaci. Pfidavek DTT do
infiltracniho pufru s AS ma pozitivni vliv na transformovana semena G. max. Je zajimavé,
ze vyhodnocovana semena bez ptidanych aditiv DTT a AS dosahovaly lepsich vysledk,

nez semena transformovana infiltracnim pufrem obohacenym o AS.

Nasim poslednim cilem bylo porovnat vysledky ziskané metodou in vivo a in vitro.
Celkem bylo vyhodnoceno 342 semen G.max v€etné 83 semen vyuzitych jako negativni
kontrola. V experimentech jsme se zaméfili na vybrané délky sonikace 10s, 30s a 60s,
piipadné zcela bez sonikace. Transientni transformace byla tspéSna u 161 dozravajicich
semen. Usp&snost metody in vivo dosahuje 62,1%. Z porovnani s Gspé&$nosti protokolu in

vitro vyplyva, ze novy protokol poskytuje témét 4krat vice pozitivnich vysledki.

Vyrazné lepsi hodnoty mohly byt také zptsobeny ptidanim DTT. Pét dni po in vivo
a in vitro infiltraci jsou semena v odliSném fyziologickém stavu. U prvni jmenované
skupiny byl patrny vyrazné lepsi stav seminek, na semenech prevladaly zelené sektory 1
pies pofezani semen skalpelem (Obrazek 10, strana 41). U semen po in vitro infiltraci bylo

patrné vice hnédych nekrotickych sektorti (Obrazek 5, strana 36).
Krom¢ vyssiho poctu pozitivnich semen, jsme také zaznamenali vysSi hodnoty

exprese oproti negativni kontrole. Primérny nartst se pohyboval kolem 25 nasobku, u

jednoho semene byl detekovan nartist 166krat vyssi.
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5 Diskuse

Cilem piredkladané bakalaiské prace bylo ovéfit protokol pro kvantitativni
porovnani aktivit genovych konstruktl v listech a semenech G. max. Sérii experimentd
bylo zjisténo, ze infiltrace listh G. max je neucinna, prestoze byla provedena podle
publikovaného protokolu’®. Infiltrace listii byla zkouména na stejném genotypu G.max i
s vyuzitim stejného kmenu A. tumefaciens EHA 105, jako u uvedeného protokolu.
Nefunkénost infiltrace mohla byt zpisobena odliSnym typem a vykonem sonikatoru,
podminky vakuové infiltrace také nebyly totozné. Dal§im rozdilem mohly byt odlisné
podminky pro rust rostlin, naptiklad intenzita a délka osvétleni v ristové komote. Infiltraci
listh G. max se ndm nepovedlo dosdahnout Zzadné transientni exprese, proto je obtizna
optimalizace podminek. Z toho divodu bylo od dalSich experimentli opusténo. Pouzité A.
tumefaciens na transformaci listi G. max bylo plné funkéni a nebylo zdrojem chyb. Tato
skutecnost byla ovéfena UspéSnou transientni infiltraci listh N. benthamiana s vyuzitim

stejné kultury 4. tumefaciens.

V nasledujicich experimentech bylo hlavnim cilem transientné infiltrovat
dozréavajici semena G. max. Divodem byla nemoznost transientn¢ otestovat konstrukty
v jiném systému nez v semeni luSténin. Experimentalné jsme prokazali, ze publikovany
protokol v in vitro podminkach’’ je funkéni, nicméné je technicky naro¢ny a transientni
exprese proteinil nizka. Pfi experimentalnim provedeni byl vyvinut novy protokol, ktery je
technicky velmi nendro¢ny a alespon v naSich podminkdch dosahujeme vysSich hodnot
exprese nez pii pouziti in vitro protokolu. Protokol byl prezentovan formou posteru na
védecké konferenci a bude dale podrobnéji popsan v piipravované védecké publikaci. Déle
bude také vyuzivan pifi praci na grantovém projektu ,,Studium vlivu humanizované

glykosylace na akumulaci proteinti v semenech rostlin®.

Vys8i hodnoty transientni exprese proteind pti in vivo metod¢ oproti in vitro mohou
byt zpiisobeny tim, Ze pfi prvni jmenované metod¢ jsou semena G. max vyzivovany po
celou dobu trvani infiltrace rostlinou, nakrojeni lusku a poruSeni semenného obalu
skalpelem ve vétSin€ pripadi nezplisobuji nekrozu, obaleni lusku parafilmem poskytuje
jednotlivym semeniim témét shodné podminky pro rist jako neporuseny lusk a také

zajiStuje idedlni vlhkost. Pro sniZeni moZnosti vyskytu nekrozy byl také k infiltraénimu
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pufru pfidan dithiothreitol (DTT) na rozdil od protokolu v in vitro podminkach. Dalsi
nevyhodou transientni transformace semen v in vitro podminkéach je prace ve sterilnim

prostiedi flow boxu a také sterilizace veskerych nastroji a médii.

Podstatné niz§i transientni exprese proteinli v nezralych semenech G. max
infiltrovanych v in vitro podminkdch mohla byt zapficinéna sonikaci semen piimo v
suspenzi A. tumefaciens. Sonikace mohla bakterie poskodit a tim snizit uc¢innost infiltrace.
Tento trend je patrny na Obrazku 14. Sonikace v bakteridlni suspenzi A. tumefaciens je
technicky ndroc¢na a pi1 vét§im poctu testovanych konstruktii také moznym zdrojem chyb.
Naptiklad nedokonalé sterilizovani sonikatoru mezi jednotlivymi infiltracemi mtze byt

zdrojem kontaminace a naslednych neptesnych vysledki.

Pti experimentech bylo zjisténo, ze hlavnim vlivem na UspéSnost transientni
transformace je fyziologicky stav semene G. max. Nestresované a dozravajici semeno
v pozadovaném okamziku je rozhodujicim faktorem transientni transformace. Nevyhodou
této metody je nemoZnost pfedem zjistit aktualni fyziologicky stav luski a také vystihnout
idealni Cas dozravani semen. Tento trend byl pozorovan pii vyhodnocovani, néktera

semena nereagovala na transformaci viibec.

Mezi dalsi nevyhodu je mozné zafadit narocné vyhodnocovani transientni
transformace semen G. max, které je obtizné pii vét§im poctu zkoumanych semen v nasich
laboratornich podminkach. Zdrojem chyb a nespravnych vysledkli kromé neptesného
pipetovani je také obtiznost dokonalé homogenizace celych semen. Popsany problém je
patrny z histochemického barveni semen G. max, kde jsou vidét modré plochy
akumulované pii sobé a ve vétSing piipadi pouze v urcité ¢asti semene, kterou neni mozné

u nebarvenych semen zjistit pfed vyhodnocovanim.
Experimentalné bylo zjisténo, Ze ptidavek AS do infiltracniho pufru ma pozitivni
vliv na vyslednou expresi proteini pouze pokud transformovand semena nebyla pfedem

sonikovana (Obrazek 15 a 16).

V transientni transformaci semen G. max je také dileZity pomér mezi zdravym

semenem a pusobenim A. tumefaciens. Poni¢eni semen skalpelem a vznik mikrotrhlinek

49



sonikaci plisobi ve prospéch A. tumefaciens, naopak redukéni ¢inidlo DTT minimalizuje
nekrozu a zabaleni luskd do parafilmu chrani semena. Ptidavek AS také napomaha infekci

A. tumefaciens. Bylo pozorovano, ze delsi sonikace a piidavek AS ziejmé poskodi semena

nevratné a vysledna transientni exprese neni ptili§ vysoka.

50



6 Zaver

Namétené vysledky byly prezentovany formou posteru na mezindrodni védecké
konferenci ,,2nd conference of International society for plant molecular farming* konané

v Gentu 25. - 27. 5. 2016.

V bakalatské praci byly pfipraveny genové konstrukty pro transientni expresi genu
uidA v semenech G. max. V ramci predkladané prace byla studovana moZnost transientni
exprese genu uidA v dozravajicich semenech G. max. Dale byl studovan vliv délky a
prostfedi sonikace, vliv aditiv dithiothreitolu (DTT), acetosyringonu (AS) a jejich
kombinaci na transientni expresi genu uid4. Experimentalné byly porovnany in vitro a in

vivo metody transientni transformace semen G. max.

Vysledky ziskané v této praci lze shrnout nasledovné:

Ovlivnéni délkou sonikace
Jako nevhodné délky sonikace byly zjistény 1s a 90s. U semen G. max
infiltrovanych v in vitro podminkach byla optimalni délka sonikace 30s, zatimco u semen

v in vivo podminkach infiltrace bylo nejlepSich vysledkti dosazeno pii 60s sonikaci.

Ovlivnéni prostfedim sonikace
Na zaklad¢ naSich vysledka usuzujeme, ze sonikace ve vod¢ pozitivné ovliviiuje
transientni expresi genu uid4A Sonikace piimo v bakterialni suspenzi s delSim cCasem

sonikace ma naopak negativni vliv.

Ovlivnéni ptidanim dithiothreitolu

Pti transientni transformaci semen G. max metodou in vitro nebyl zminény vliv
zkouméan. U semen infiltrovanych in vivo metodou byl prokézan pozitivni vliv DTT.
Nesonikovana semena po pifidani DTT dosahovala dvakrat vysSich hodnot relativni

aktivity genu uid4 nez semena po 30s sonikaci.
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Ovlivnéni pfidanim acetosyringonu
Vyrazné pozitivni vliv AS byl dokézan u nesonikovanych semen. Naopak u semen

s delsi sonikaci dochazelo ke sniZeni transientni exprese.

Ovlivnéni kombinaci obou aditiv
Pfidanim obou aditiv do infiltraéniho pufru bylo dosazeno lepSich vysledka
relativni aktivity genu uid4 pokud semena nebyla sonikovana. Pokud byla sonikovéna 30s,

sledovana relativni aktivita poklesla.

Porovnani metody in vivo a in vitro

Z experimentalné zjisténych vysledki vyplyva, ze protokol pro transientni
transformaci v in vivo podminkéach dosahuje 4krat vice pozitivnich semen a také vysSich
hodnot relativni aktivity genu wuidA. Tento protokol poskytuje technicky jednodussi,

rychlejsi a alespon v naSich laboratornich podminkach lepsi vysledky transientni exprese.
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