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CILE PRACE

Teoreticka cast:

Vypracovat literarni reSerSi na téma vyuziti obilnin jako bioreaktora pro
produkci ekonomicky vyznamnych proteind a jinych sloucenin se zaméfenim na
moznosti vyuziti jemene (Hordeum vulgare L.) a je¢menného zrna

Provést literarni resSerSi na téma antimikrobidlni peptidy se zaméfenim na lidsky
kathelicidin LL-37

Experimentalni ¢ast:

Ovefit expresi transgenu kodujiciho rekombinantni antimikrobialni peptid
V jeémenném zrnu

Selekce homozygotnich zastupcti u vybrané linie je¢mene se stabilné fixovanym
transgenem

Izolace antimikrobialniho peptidu v riznych vyvojovych stadiich rostliny a jeho
imunodetekce

Optimalizace parametri pro robustni a reprodukovatelnou metodu extrakce
rekombinantniho peptidu z je¢menného zrna

Testovani antimikrobidlni aktivity rekombinantniho peptidu vi¢i vybranym
druhiim bakterii



1 UVOD

Molekularni farmareni ptedstavuje biotechnologicky proces, pii kterém dochazi
nejcastéji k produkci rekombinantnich proteint/peptidi a sekundarnich metabolita
V hostitelskych organismech, ve kterych se pfirozené geny kddujici tyto produkty
nevyskytuji. Takovéto produkty pak nejcastéji nalézaji uplatnéni jak ve farmaceutickém
prumyslu jakozto 1é¢iva, antigeny ¢i protilatky, tak i v industridlnim pramyslu v podobé
nejruznéjSich industridlnich proteinti. Jako expresni systémy jsou vyuzivany nejriznéjsi
organismy od rostlinnych virti pfes bakterie a kvasinky, az po rostlinné ¢i savci buiky.
Kazda zprodukénich platforem ma své vyhody i nevyhody a vybér vhodného
bioreaktoru piedstavuje jeden z klicovych parametrl pro uspéSnou produkei dané latky.
Idedlni expresni systém by mél byt schopen produkce dané latky ve funkéni podobé za
relativné nizkou cenu a pomérné kratky cas, uskladnéni a naslednd distribuce
rekombinantniho produktu by meéla byt praktickd a snadno proveditelna a riziko
kontaminace produktu lidskymi ¢i zvitecimi patogeny by mélo byt minimalni (Demain
a Vaishnav, 2009). V soucasné dobé dochazi k neustalému naristu poptavky po
terapeuticky aktivnich latkach. Ackoli jiz byla exprimovédna celd fada proteint
S terapeutickym  potencidlem v prokaryotickych/eukaryotickych ~ mikrobialnich
systémech ¢i zvifecich bunéénych kulturach, nepiedstavuji tyto systémy vhodnou volbu
pro produkci terapeutik z n¢kolika divodl: provoz bioreaktorti obsahujici bunétné
kultury je finanéné ndkladny a s nim roste 1 cena finalniho produktu, mikrobialni
systémy navic nejsou schopny produkce nékterych proteini s komplexnimi strukturnimi
vlastnostmi a hrozi zde riziko kontaminace endotoxiny. Z toho duvodu dochazi od
devadesatych let k vyraznému rozvoji v oblasti genetické modifikace rostlin se

zaméfenim na vyuziti rostlin jako bioreaktord v molekularnim farmateni (Ma et al.,

2003).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné molekularni farmareni

2.1.1 Struéna historie vzniku rostlinného molekularniho farmareni
Bevan et al. v roce 1983 demonstrovali uspé$nou in vitro transformaci rostliny pomoci

bakterie Agrobacterium tumefaciens. To vedlo Kk popularizaci této metody na poli
molekularni biologie a mimo jiné i v oblasti molekularniho farmateni. Jeden z prvnich
markerovych gent, ktery byl dfive vyuzivan pro vyvoj systému genetické modifikace
rostlin, tzv. uidA gen (Jefferson et al. 1987), je v soucasnosti vyuzivan jako produkt
molekularniho farmateni (Kusnadi et al. 1998; Witcher et al. 1998). V roce 1989 Hiatt
et al. vyuzili metodu transformace tabaku pro produkci protilatek (Hiatt et al. 1989).
V roce 1990 Sijmons et al. produkovali lidsky sérovy albumin v transgennim tabaku a
brambofte. Prvni rekombinantni protein produkovany pro nefarmaceutické, ale komercni
ucely byl az protein avidin, ktery se bézn¢ vyskytuje ve vaje¢ném bilku ptaku, plazt a
obojzivelnik. Avidin byl produkovan v zrné transgenni kukufice a vyuziva se
predevsim pro diagnostické Ucely (Hood et al. 1997). Kapusta et al. vroce 1999
piipravili transgenni salat (Lactuca sativa) pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens,
ktera obsahovala plasmid s genem koédujicim povrchovy antigen viru hepatitidy typu B
(HBsAg). Transgenni salat produkoval antigen v mnozstvi od 1-5,5 ng.g™ cCerstvého
pletiva. U dobrovolnikti se po oralni imunizaci transgennim salatem vytvorili HBsAg-
specifické IgG protilatky (Kapusta et al., 1999). V roce 2000 Perrin et al. publikovali
produkci jednofetézcového fragmentu Fv protilatky (scFV) sfuzovaného na svém C-
konci s KDEL sekvenci smétujici produkt do endoplasmatického retikula, coz by mélo
mit za nasledek lepSi stabilitu a vyS$i vynosy. Jako produkéni platforma byl
vyuzit transgenni hrasek (Pisum sativum), jez byl transformovan pomoci A. tumefaciens
nesouci vektor s piislusnym transgenem, jehoz exprese byla pod kontrolou zrnové
specifického promotoru pro hraskovy legumin A protein. Produkt by mohl nalézt
uplatnéni pro in vitro imunodetekci a in vivo zobrazeni rakovinového bujeni.
Transgenni rostliny produkovali pln€ funkéni rekombinantni protilatku v mnoZstvi az
9 ug.g! Cerstvého rostlinného materialu (Perrin et al., 2000). V roce 2005 vysla
publikace popisujici produkci rekombinantni komeréné uplatnitelné monoklonélni

protilatky (MAb) proti antigenu hepatitidy B (HBsAg), a to v transgennim tabaku
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(Nicotiana benthamiana; Pujol et al., 2005). Listy transgenniho tabaku vyuziva také
spolecnost Fraunhoffer institut, a to pro produkci tumor specifické M12 protilatky.
Protilatka byla uspéSné¢ izolovana 1 purifikovand a jeji biologickd aktivita byla
prokazana specifickou vazbou na builky adenokarcinomu a muze tak byt pouzita
v diagnostickém prumyslu (http://www.ime.fraunhofer.de/content/dam/ime/en/documen
ts/MB/Production%20and%20characterization%200f%20the%20tumourspecific%20ant
1body%20M12%20in%20plants.pdf; stazeno 25. 4. 2016). VySe zminovana
spole¢nost dale publikovala produkci anti GFIV (Grapevine fanleaf virus) specifické
protilatky opét s vyuzitim listd tabdku, a to za ucelem ochrany rostlin, protoze
neutralizuje GFIV virus jiz v pocatecnich stadiich infekce. Zminovany virus napada
vinnou révu a zplsobuje tak az 80% ztraty urod, a proto mize byt tato rekombinantni
protilatka slibnym feSenim ochrany vyznamnych plodin pred
skadci (http://www.ime.fraunhofer.de/content/dam/ime/en/documents/MB/Engineerin%
20Durable%20Pathogen%?20Resistance%20in%20Grapevine.pdf; stazeno 25. 4. 2016).

2.1.2 Patentova ochrana produkce vybranych rekombinantnich

proteini v rostlinnych systémech
V soucasnosti existuje nékolik velkych firem majicich patentovanou ochranu zpusobu

produkce urc¢itého rekombinantniho proteinu v konkrétni rostling jak pro farmaceutické,
tak i pro nefarmaceutické ucéely (Tab. 1). Naptiklad Spole¢nost Protalix Biotherapeutics
vlastni od roku 2011 patent pro produkci lidského enzymu glukocerebrosidasy
s vyuzitim suspenze rostlinnych bunék pivodem z mrkve. Glukocerebrosidasa je
membranovy enzym, ktery je zodpovédny za hydrolyzu glukosylceramidu na glukosu a
ceramid. Bodovou mutaci v glukocerebrosidasovém genu dochéazi k akumulaci
glukosylceramidu v lysozomech makrofagi a vznikaji tzv. Gaucherovy burnky, coz vede
k onemocnéni znamem jako Gaucherova nemoc. Ta je provazena klinickymi pfiznaky
jakymi jsou hepatosplenomegalie (abnormalni zvétSeni jater a sleziny), anemie
(chudokrevnost) nebo trombocytopenie (nepomér mezi tvorbou a zanikem trombocytt).
V roce 2012 americka organizace FDA (Food and Drug Administration) schvalila
injekéni pouziti zminovaného rekombinantniho enzymu pro dlouhodobou terapii
dospélych pacientii s Gaucherovou nemoci typu 1. Enzym je komerc¢né dostupny pod
obchodnim nazvem ELELYSO™ na trhu v Australii, Mexiku, lzraeli, Kanadé, Brazilii
(http://protalix.com/products/elelyso-taliglucerase-alfa.asp; stazeno 13.1.2016). Jedna se

0 vubec prvni rekombinantni produkt na svété pripraveny pomoci rostlinného systému,
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ktery byl schvaleny FDA pro 1é¢bu lidi, coz predstavuje vyznamny meznik v oblasti
molekularniho farmareni. Spole¢nost SemBioSys Genetics Inc. ma patentové chranénou
metodu heterologni produkce insulinu v rostlinnych systémech. Princip metody spociva
ve fuzi insulinu s jednofetézcovou protilatkou a lze takto ziskat az vice jak 0,1%
rekombinantniho produktu ze vSech proteinti vyskytujicich se v buince (Moloney et al.,
2009). Timto zpusobem ziskany rekombinantni insulin z rostliny Carthamus tinctorius
je jiz komercné¢ dostupny na trhu. SpoleCnost Arcadia Biosciences Inc. ma
zapatentovany zpusob produkce kyseliny gama-linolenové v zrnech rostliny Carthamus
tinctorius za Gcelem produkce transgenni rostliny s vylepSenymi vlastnostmi (Knauf et
al., 2007). Tato kyselina patii mezi omega-6 mastné kyseliny a jeji zdravi prospésné
vlastnosti muzeme porovnat s omega-3 mastnymi kyselinami. V budoucnu by mohla
byt vyuzivdna pro vyzivu kojenct, 1écbu atopického ekzému, dermatitidy, vysokého
krevniho tlaku nebo reumatoidni artritidy (http://www.arcadiabio.com/technologies/nutr
itional-oils, stazeno 13.1.2016). Tabulka 1 piehledné shrnuje produkci vybranych

patentoveé chranénych rekombinantnich produktd s vyuZzitim rostlinnych platforem.
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Tab. 1 Vybrané patenty zaméfené na produkci ekonomicky uplatnitelnych rekombinantnich
proteina v rostlinnych expresnich systémech. TEP = total extracted proteins, TSP = total soluble

proteins.
Produkt Rostlina MnozZstvi Autori, Rok Odkaz na
postupnik patent (staZeno
patentu 25.4.2016)
a-l-antitrypsin -~ je¢men,  neuvedeno  Sutliffetal. 2000  http://www.goo
ryze Applied gle.com/patents/
Phytologics US6127145
Inc.
Aprotinin kukufice min.0,1%  Baszczynski 1998a  http://www.goo
TEP etal. gle.com/patents/
uS5824870

Avidin kukufice min.0,1%  Baszczynski 1998b  http://www.goo

TEP etal. gle.com/patents/
US5767379

Enzymy alfa-alfa, neuvedeno  Austin- 1999  http://www.goo

degradujici tabak Phillips et al. gle.ch/patents/U

lignocelulosu Wisconsin S5981835
Alumni
Research
foundation

Fytasa tabak, neuvedeno  van Ooijen 2000  http://www.goo
fepka etal. gle.com/patents/
olejka US6022846

Chymosin fepka min. 0,5%  van Rooijen 2008  http://www.goo
olejka proteinii etal. gle.com/patents/

zrna Sembiosys US7390936
Genetics Inc.

Trypsinogen kanola, 0,1-1% Howard a 2000  http://www.goo

kukufice TSP Hood, gle.com/patents/
Prodigene US6087558
Inc.

Somatotropin fepka neuvedeno  Moloneyet 2001  http://www.goo
olejka, al. gle.com/patents/
tabak Sembiosys US6288304

Genetics Inc.
Faktor GM-CSF ryze 1,3% TSP  Altosaar et 2007 http://www.goo
al. gle.com/patents/
US7214862
B-glukuronidasa kukufice min.0,1%  Bruceetal. 1998 http://www.goo
TSP Prodigene gle.ch/patents/U
Inc. S5804694




2.1.3 Charakteristika rostlinnych produkénich systémii
Rostlinné bioreaktory se vyuzivaji pro produkci farmaceutickych proteint (Stahl et al.,

2002), protilatek (Stoger et al., 2000), rastovych regulatora (Erlendsson et al., 2010),
vakcin (Floss et al., 2009) ¢i industrialnich proteinti a enzyma (Horvath et al., 2000;
Schiinmann et al., 2002; Stahl et al., 2009). Rostliny jsou schopny akumulovat ve svych
pletivech proteinové produkty v pomémeé velkém métitku a navic je jejich péstovani
ekonomicky nenarocné a vstupni vklady minimalni vzhledem k obrovskému mnozstvi
biomasy. Pfi vyuziti samosprasnych rostlin je navic eliminovano riziko uniku transgenu
do okolnich poli. Navic nehrozi riziko kontaminace produktu zivoc¢iSnymi patogeny,
jakymi jsou viry, jez by mohly byt Skodlivymi pro ¢loveéka. Purifikace cilového
produktu je Casto jednodussi a levnéjsi nez napiiklad pii vyuziti bakterii (Demain a
Vaishnav, 2009). Proces extrakce a purifikace navic muze byt zcela obejit v piipadé
ptimé konzumace transgenniho pletiva, jako je tomu u jedlych vakcin (Daniell et al.,
2001). Ty maji budoucnost piedevs§im Vrozvojovych zemich, ve kterych lze
V soucasnosti jen te€zko zajistit celoplosné ockovani obyvatel. Vyzkumy zaméiené na
pfipravu jedlych vakcin vyuzivaji jako platformu pro produkci protilatek naptiklad
bandny, saldt, rajcata nebo mrkev, nebot’ jsou vhodné pro pifimou konzumaci bez
nutnosti jejich ptedchozi tepelné tpravy. Velice slibnymi expresnimi systémy jsou
banany, jelikoZ ve vyvojovych zemich zpravidla rostou hojné, navic jsou chutné a lehce
stravitelné, coz je idealni pro ockovani malych déti (Kumar et al., 2005). Bramborové
hlizy poskytuji stabilni prostedi pro expresi, akumulaci a skladovani rekombinantniho
produktu, ov§em pred konzumaci musi byt tepelné upraveny, aby dosSlo ke zniceni
endotoxinl, coz ale muze také vést k nechténé degradaci termolabilnich
rekombinantnich proteinti (Sparrow et al., 2007). Tabak poskytuje fadu vyhod a je
pouzivan nejcasteji pro molekularni farmateni ve sklenicich ¢i uzavienych prostorech
(Tremblay et al., 2010). Jeho nevyhodou je piitomnost velkého mnozstvi nikotinu a
dalsich toxickych alkaloidt, které musi byt odstranény béhem purifikace a neni proto
vhodny pro piimou konzumaci (Menassa et al., 2001). Mnoho soucasnych vyzkumut
Z oblasti molekularniho farmateni se zaméfuje zejména na obilniny, jakymi jsou ryze,
kukufice, je¢men nebo pSenice, a to z divodu moznosti akumulace produktu v zrné
(Schiellberg et al., 2005).

Stejné jako zivocichové predstavuji i rostliny mnohobunééné eukaryotni organismy a
proces biosyntézy proteinll je u nich podobny procesu zivocisné proteosyntézy, diky
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¢emuz jsou schopny poskladat protein do findlni podoby vcetné posttranslacnich
modifikaci, jakymi jsou glykosylace, tvorba disulfidovych vazeb, fosforylace kinasami
nebo odstépeni specifické signalni sekvence, které jsou nezbytné pro spravnou funkci a
stabilitu rekombinantniho proteinu (Fischer et al., 2004a). Vice jak 50% eukaryotnich
proteini predstavuji glykoproteiny (Apweiler et al., 1999) a pfiblizné jedna tfetina
schvalenych biofarmaceutik je tvoiena glykoproteiny (Walsh a Jefferis, 2006). Stejné
jako u ostatnich eukaryot, i Vrostlinnych bunkach =za¢ina N-glykosylace
v endoplasmatickém retikulu prostfednictvim ko- nebo post-translaéniho transferu
oligosacharidového prekurzoru na specificka residua asparaginu. Poté je N-glykoprotein
transportovan sekrecni drahou, pficemz dochazi k odstépeni glukosovych a manosovych
molekul za vzniku manosového typu N-glykanu, popiipadé muze dojit k navazani
novych cukrovych jednotek za vzniku komplexniho typu N-glykanu. Zatimco
glykoproteiny manosového typu maji stejnou strukturu u rostlin i u saveu, rostlinné
glykoproteiny komplexniho charakteru se strukturné odlisuji od Zivoc¢isnych, coz ma za
nasledek vyvolani imunitni odpovédi u savcu (Obr. 1). Aby tomu bylo zabranéno, je
potieba zabezpecit lidsky model N-glykosylace proteint, kdy je k N-konci proteinu
pripojena a-1,6-fukosa, glukosa a zbytek kyseliny sialové. K tomu jiz bylo vyvinuto
nékolik rtuznych strategii (Gomord et al., 2010), pficemZ jednu z nich piedstavuje
vyuziti C-koncové ER specifické H/KDEL sekvence. Proteiny vyskytujici se
v endoplasmatickém retikulu totiz obsahuji glykany manosového typu a tudiZ nejsou

pro ¢lovéka imunogenni.
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Obr. 1 Rozdil mezi rostlinnym a lidskym N-glykanem komplexniho typu (pfevzato a upraveno
podle Véniza et al., 2009).

Takaiwa et al. (2007) a Takagi et al. (2005) navic uvadéji, ze KDEL sekvence
stabilizuje rekombinantni protein a zvySuje tak jeho vynosy. Druhou uspésnou taktikou
je inaktivace nebo uml€ovéani genli kodujicich rostlinné glykosyltransferasy, coz vede
ke snizeni jejich aktivity nebo jejich Gplné inhibici. Tyto tzv. ,knockout strategie
zabranuji pfidavani nezadoucich cukernych residui. Tenhle zpusob strategie
zabezpeceni glykosylace lidského typu byl uspésné proveden u tas rodu Physcomitrella
patens, a taky u rostlin Arabidopsis thaliana (Strasser et al., 2004). V ptipadé P. patens
se podafilo pfipravit transgenni linie, Které produkovaly lidsky vaskularni endotelovy
rustovy faktor VEGF121, a to bez navazanych rostlinnych cukernych residui (1,3-fukosy
a 1,2-xylosy). Rekombinantni fasa méla totiz knockoutované geny pro
a-1,3-fukosatransferasu a B-1,2-xylosatransferasu, pii¢emz jeji fenotyp se nezménil
(Koprivova et al., 2004). Protilatky produkované s vyuzitim rostlinnych expresnich
systémtli ovSem neobsahuji pouze rostlinna cukerna residua, ale mohou také obsahovat
jeden az dva Lewisovy glykoepitopy (Le?; Petruccelli et al., 2006), které se nachazeji
pouze u ptirozené se vyskytujicich extracelularnich glykoproteini a rekombinantnich
glykoproteini obsahujicich sekre¢ni signalni sekvenci do apoplastu. Tenhle epitop
trisacharidi byl pilivodné popsén jako determinant lidského antigenniho systému
krevnich skupin A, B, 0. Pfitomnost téchto Le®-specifickych protilatek u farmaceutik
produkovanych v rostliné je nezadouci, jelikoz jsou pro ¢lovéka imunogenni a mohou

16



zpusobit hemolytickou reakci (Poole a Daniels, 2007). Dalsim zptsobem je strategie
»knockin“. Principem je substituce urcité ¢asti DNA sekvence pozadovanym genem
nebo skupinou gent. V piipadé humanizace rostlinné produkovanych farmaceutik jde
hlavné o geny specifickych heterolognich glykosyltransferas, které jsou zodpovédné za
ptidavani -1,4-galaktosy a zbytku kyseliny sialové k N-glykanim. Kyselina sialova ma
pozitivni vliv na stabilitu vzniklych glykoproteind, napiiklad rekombinantni
erythropoetin s navazanou kyselinou sialovou mél polo¢as rozpadu 5-6 hodin, zatimco
jeho varianta bez navazané kyseliny sialové jen 2 minuty (Erbayraktar et al., 2003).
Véniza et al. demonstrovali UspéSnost této strategie v roce 2009, kdy se jim podafilo
v listech tabaku (N.benthamiana) vyprodukovat C5-1 protilatku lidského typu N-
glykanu, pficemz dosahli vynost az 1,5 g na kilogram ¢erstvého materialu.

Existuje celd fada rostlinnych produkénich platforem a je tieba vzdy pecliveé zvazit
vybér konkrétniho expresniho systému a v ptipadé¢ vyuziti celych rostlin také vybér
cilového pletiva. Piestoze pti produkci rekombinantniho proteinu ve vegetativnich
organech jako napftiklad listech, kotfenech ¢i stoncich mize dojit k ovlivnéni ristu a
vyvoje rostliny (Obembe et al., 2011), pouziva se pomémé casto UBI-1 promotor
ziskany z kukufice, ktery zabezpecuje expresi daného genu ve vSech metabolicky
aktivnich rostlinnych pletivech (Muhitch et al., 1998). Rostliny produkujici
rekombinantni protein v listech maji obecné problém s udrzenim jeho stability. Listy
musi byt ihned po odebrani vysuSeny nebo zmrazeny, aby nedoslo k degradaci produktu
(Fischer et al., 2004a). Naopak zrnové specificka exprese ma zpravidla minimalni vliv
na rast a vyvoj rostliny a také neni nutné zamraZeni nebo vysuSeni zrna pfed purifikaci
produktu, jelikoz samo zrno poskytuje ideélni prostiedi pro skladovani rekombinantniho
proteinu pii laboratorni teploté bez ztraty biologické aktivity (Stoger et al., 2002; Nochi
et al., 2007). Krom vybéru vhodného pletiva je také dilezit¢ vhodné subcelularni
zacileni proteinu. Nevhodné subcelularni zacileni mize mit negativni dopad na rist a
vyvoj rostliny. Naptiklad akumulace rekombinantniho proteinu v cytosolu muze
negativné ovlivnit rist a vyvoj rostliny, nebo dokonce pulsobit toxicky, zatimco
akumulace téhoz proteinu v chloroplastu nebo v zasobni vakuole nemusi mit zadny vliv
na fenotyp téze rostliny (Mavituna et al., 2005).

Jednou ze strategii jak ziskat velké mnozstvi rekombinantniho proteinu v rostliné je
vyziti viralnich vektor. V soucasnosti jsou k dispozici viralni vektory prvni a druhé
generace. Viralni vektory prvni generace vyuzivaly cely genom viru a také gen kodujici
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pozadovany protein. Protein byl exprimovdn pod silnym virdlnim promotorem.
Nasledné byly rostliny oSetfené A. tumefaciens nesouci prislusny viralni vektor a
piiblizné do dvou tydna byla vSechna pletiva rostliny infikovana. Jelikoz se pii této
metod¢ pouzival geneticky upraveny vir, nebyla metoda uplné¢ vhodna pro produkci
industridlné a farmaceuticky pouzitelnych latek. Druhd generace virdlnich vektort
pfinesla zménu v podobé vyuziti nekompletniho virového genomu, pfi¢emz chybéjici
Casti byly nahrazeny nevirovymi komponentami (Gleba et al., 2007). Tento zptsob
produkce rekombinantnich proteinl se vyznacuje vysokou ucinnosti, protoze je mozné
ziskat az miligramy produktu na gram pletiva v pomérné kratkém ¢asovém méfitku.
Pomoci viralnich vektorti byl v roce 2000 produkovan antimikrobidlni peptid WT1
zrodiny defensinii v tabdku. Peptid vykazoval biologickou aktivitu vaéi houbé
Magnaporthe grisea i Botrytis cinerea a o néco méné aktivni byl i vici bakterialnimu
fytopatogenu Pseudomonas cichorii (Saitoh et al., 2001). Pomérné novym zplisobem
doruceni genetické informace do rostlin je metoda tzv. magnifekce (Marillonnet et al.,
2005), pii které se rostliny infikuji ponofenim listi do bakterialni suspenze A.
tumefaciens, které je nasledovano pouzitim slabého vakua po dobu 10-30 sekund.
V soucasnosti se tato metoda pouziva pro produkci plné funkénich proteini a ma ji
patentové chranénou spole¢nost Icon Genetics pod komerénim nazvem magnlCON®.
Zminovana spolecnost deklaruje vynosy az 5 mg rekombinantniho proteinu na gram
Cerstvych listd, nebo také 80% rekombinantniho proteinu z celkovych rozpustnych
proteint (http://www.icongenetics.com/html/tech4_1.htm, stazeno 20.4.2016). Touto
metodou byl jiZz produkovan naptiklad lidsky riistovy hormon somatotropin v mnozstvi
1 mg.g' Cerstvych listh tabdku, ktery piredstavoval 10% z celkovych rozpustnych
proteinu (Gils et al., 2005). Dale byly timto zpisobem piipraveny dva rozliéné antigeny
(F1 a V) z organismu Yersinia pestis, ktery je pivodcem moru, nebo napiiklad fazni
protein F1-V, a to v mnozstvi 1-2 mg na gram cerstvych listi tabaku. Fzni protein totiz
poskytuje vysoky titr a zabezpecuje dlouhotrvajici tvorbu protilatek proti moru. Pouziti
téchto antigenti prokazalo v klinickych studiich provadénych na pokusnych zvitatech
slibny potencial vyuziti v podobé piipravy vakcin (Santi et al., 2006). V roce 2006 byla
dale publikovana produkce antigenu tuberkulosy Ag85B v mnozstvi minimalné 0,8 mg
na gram cCerstvych listd (Dorokhov et al., 2006). Mnichovsky institut rostlinné patologie
se zamétuje na produkci antimikrobialnich peptidd za vyuziti technologie magnlCON®
(https://www.helmholtz-muenchen.de/biop/research-groups-units/redox-signalling-and-
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antimicrobial-peptides/antimicrobial-peptides-molecular-farming/index.html, stazeno
20.4.2016).

2.1.4 Obilniny

Obilniny pfedstavuji vyznamné kulturni rostliny péstované téméf na celém svéte.
Botanicky se fadi mezi vy$$i krytosemenné (angiospermické), jednod€lozné
(monocotyledonae) rostliny, fadu lipnicotvaré (poales), ¢eled’ lipnicovité (Graminae),
pii¢emz Celed lipnicovitych ma dale nékolik pod¢eledi (Novak a Skalicky, 2008). Za
nejstarsi obiloviny jsou povazovany pSenice a jeCmen, které dodnes patii mezi velice
roz§ifené kulturni plodiny péstované v ruznych koutech svéta (pfevazné v oblastech
mirného pésma), ato kvili svému zrnu — obilce, které byvd zpracovavano za
nejruznéjSimi Gcely, jakymi jsou napiiklad vyroba jidla a krmeni, alkoholu nebo steliva
(Novak a Skalicky, 2008). Jenom v roce 2013 byla celosvétova produkce obilnin dle
organizace pro vyzivu a polnohospodaistvi — FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) téméf 3 miliardy tin (http://faostat3.fao.org/browse/Q/QC/E,
stazeno 25.3.2016). Vzhledem k tomu, Ze se obilniny péstuji téméf po celém svéte (Obr.
2), je jejich adaptabilita na nejriznéjsi klimatické podminky velice dobra (Novak a
Skalicky, 2008). Nejhojnéji péstovanou obilninou v roce 2013 byla kukutice a mezi

prvnich pét patiili také ryze, pSenice, je¢men a proso (Obr. 3).

Tuny

B <3579
Il 662500
B 2722621
B 747159

10 237 100

15 388 704

>= 15388 704

Obr. 2 Celosvétova produkce jemene Vv riznych oblastech svéta (pfevzato a upraveno podle
http://faostat3.fao.org/browse/Q/QC/E, 25.3.2016).
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Celosvétova produkce riznych druhii obilnin v roce 2013

Zito
oves
proso
je€men
pSenice
ryze

kukuftice 1018,11

0 200 400 600 800 1000 1200

uroda (108 tun)

Obr. 3 Celosvétova produkce jednotlivych obilnin v roce 2013 (pievzato a upraveno podle
http://www.statista.com/statistics/263977/world-grain-production-by-type/, 25.3.2016).

Obilniny jsou ¢im dal castéji vyzivany pro ucely molekularniho farmareni. Jednim
z diivodd je jejich GRAS (generally recognized as safe) status udéleny organizaci FDA,
coz znaci, Ze jsou vSeobecné¢ povaZzované za bezpetné. Nejvyznamngj$imi zastupci
z hlediska molekularniho farmafeni jsou ryze (Oryza sativa), kukufice (Zea mays),
je¢men (Hordeum vulgare) a psenice (Triticum aestivum). Z krmnych plodin poskytuje
kukufice nejvétsi vynosy biomasy, je snadno geneticky manipulovatelnd, velice snadno
roste (Fischer et al., 2004b; Goldstein et al., 2004) a ma nejkratsi genera¢ni ¢as. I proto
byla pravdépodobné zvolena jako expresni systém pro produkci prvniho
rekombinantniho proteinu avidinu (Hood et al.,, 1997). Péstovani kukufice je
z ekonomického hlediska nendrocné. Jeji zrno je vetsi nez naptiklad zrno je¢mene nebo
pSenice, z 82% je tvoieno endospermem (Watson, 1987), coz je misto, kam je zacilena
vétsina rekombinantnich produktt (Twyman et al., 2003). Zrno je chranéno strukem a
nekolika vrstvami listd, €ili 1 pf1 neptizniveéjSim pocasi nedojde k jeho oddéleni od klasu
a pripadnym ztratdm produktu. Uvedené struktury navic chrani zrno pted plsobenim
patogent (Sparrow et al., 2007). Kukufice obsahuje jen malé mnozstvi toxickych latek a

je tedy vhodna i pro produkci jedlych vakcin (Ramessar et al., 2008). Kukufici jako
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platformu pro produkci proteinu avidinu a trypsinu vyuzivala firma Prodigene Inc.
Kukufice byla také vyuzita v roce 2011 pro produkci protilatky proti HIV, a to v ramci
projektu Pharma-Planta Consortium (http://www.pharma-planta.net/index.php?pg=50,
stazeno 13.1.2016). Nevyhodou kukufice avsak je, Ze se jedna o cizosprasnou rostlinu,
¢ili hrozi riziko kontaminace okolnich poli. RyZe je na rozdil od kukufice samosprasna,
a tedy je eliminovano riziko kontaminace okolitych poli a endosperm tvoii vice jak 90%
vahy zrna (Takaiwa et al., 2007). Popiedni vyhodou ryze je znama sekvence jejiho
genomu, coz velice usnadiuje genetickou manipulaci (Goff et al., 2002). Jako
produkéni platformu ji vyuziva spolenost Ventria Bioscience Inc. a na trhu ma
dostupnych jiz osm rekombinantnich produkti pro nefarmaceutické ucely, mezi néz
patii naptiklad laktoferin a lysozym (http://www.ventria.com/, stazeno 13.1.2016).
PSenice se jako expresni systém pro produkci rekombinantnich proteinii nevyuziva
Vv takové mife jako vySe zminované rostliny. Jednim z diivodi jsou niz$i vynosy této
obilniny. Doposud bylo produkovano v pSenici jen malé mnozstvi proteini a jejich
finalni koncentrace v zrné byla velice nizk4. Vyjimku ptfedstavuje protein pea legumin
(hraskovy legumin), ktery se podatilo akumulovat ve velkém mnoZstvi. U transgenni
linie, ktera akumulovala protein v nejvyssi mire, bylo detekovano az 500 pg produktu
na gram suché vahy, coz odpovidalo 1,5 % celkovych rozpustnych proteintl. Nejvyssi
mnozstvi rekombinantniho leguminu bylo dosaZeno v liniich, které exprimovali produkt
v endospermu (Stoger et al., 2001). JeCmen se vyuziva Castéji nez pSenice a to
predevs§im diky jeho snadnéjsi genetické manipulovatelnosti. Na rozdil od hexaploidni
pSenice ma totiz jednodus$i diploidni genom a navic je, stejné¢ jako pSenice,
samospras$ny. Pé&stovani jeCmene je pomérné levné a navic je jeCmen schopen
akumulovat rekombinantni produkty v zrné¢ v pomérné velké mife (Schiinmann et al.,
2002; Xue et al., 2003).

2.15 JeCmen
Bylo popsano 25 planych druhl je¢mene a jeden druh kulturni tzv. jeCmen sety

(Hordeum vulgare L.) Je¢men sety patfi mezi Ctyii nejhojnéji péstované oblininy na
svéte. V roce 2013 byla jeho celosvétova produkce témér 1,5 miliardy tun, pficemz
nejvetsi podil na jeho produkci méla Ruska federace
(http://faostat3.fao.org/browse/Q/QC/E, stazeno 23.4.2016). Péstuje se témét vSude na

svété, véetné polarniho kruhu a nadmoiskych vyskach 4000 metri. JeCmen se péstuje
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jako jednoleta jarni nebo ozima obilnina.

Jarni jeCmen se vyuziva zejména pro vyrobu sladu, zatimco ozimy je¢men je
vyuzivan pfedevsim pro krmné ucely. Naroky je¢mene na teplotu a vldhu nejsou velké,
je schopen se pomérn¢ dobte adaptovat na riizné teploty i nedostatek vody. Dulezité je
vSak pH pudy, které by mélo byt v rozmezi 6,2 — 7,2 a také kvalita pudy, jelikoZ jeho
kotenovy systém dosahuje pouze piiblizn€¢ 30 cm. Vzhledem ke kratké vegetacni dobe,
slabému kofenovému systému a malé plose listi je je¢men velice nachylny k riznym
druhtim stresu vyvolanych napadenim jak viry, tak i bakteriemi ¢i i houbami, které jsou
pti¢inou celé tfady onemocnéni nechvalné se podepisujicich kazdoro¢né na trodéach
(Novak a Skalicky, 2008). Bakterialni nemoci jeCmene jsou zpusobeny hlavné
bakteriemi rodu Pseudomonas, které zpisobuji hnédnuti $picek obilek. Z houbovych
onemocnéni se jedna hlavné o rizné typy skvrnitosti zptisobenych houbami rodu
Erysiphe (Blumeria), Puccinia, Pyrenophora, Rhynchosporium a Ramularia. Nejvice sa
vyskytujici nemoci u jarniho jeCmene je padli travni. Existuji odridy nesouci gen
odolnosti mlo, ov§em jednotlivé odridy vykazuji riizne stupné odolnosti a zcela odolna
odrida neexistuje. Na listech jeCmene se ke konci vegetacniho obdobi mohou
vyskytovat vytrusy, které jsou tvoiené patogennimi houbami. Toto onemocnéni je
znamo jako rez jecnd a Uplné rezistentni odrida taky zatim neni znama. Vyskyt hub
rodu Fusarium snizuje vynosy a kvalitu zrna. To totiz nasledn¢ obsahuje vysoké
koncentrace mykotoxinu deoxynivalenolu (DON), coz je nezadouci hlavné pro
sladovnicky primysl, jelikoz zptsobuje vyssi pénéni piva. Z nemoci virového ptivodu
se jedna napiiklad o je¢menny mozaikovy virus, bromovirus nebo Zluty dwarf virus
(http://uroda.cz/choroby-jarniho-jecmene-a-ochrana-proti-nim/, stazeno 24.4.2016).

V soucasné dobé€ je ochrana proti vySe zmiflovanym chorobam zaloZena predevs§im
na uzivani nejrizngjSich agrochemikalii véetné klasickych antibiotik, fungicidi a
pesticidi, jez ale mohou mit negativni dopad na lidské zdravi a zivotni prostfedi. Navic
Casto dochazi ke sniZeni jejich ucinku v dasledku vytvofeni rezistentnich populaci
mikroorganism (Sadashiv a Kaliwal, 2016). Ztoho divodu piedstavuji nové
technologie zalozené na genetické manipulaci velice slibnou strategii ochrany rostlin
pfed Sktdci, jez by mohla vést k vyraznému snizeni mnoZstvi chemikalii uZivanych
v zemédé@lstvi, coZ by mohlo byt ocenéno nejen ekology, ale i budoucimi uzivateli
rostlinnych produktti. Existuje pomémé UCinnd technologie stabilni transgenoze
jeCmene, kterd je zalozena na infekci nezralych poranénych embryi pomoci
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supervirulentnich kment A. tumefaciens nesoucich ptislusnou genetickou informaci, jez
ma byt integrovana do genomu hostitelské rostliny (Harwood et al., 2009). Byla jiz
publikovana cela fada studii zamétenych na transfekci jeCmene za ucelem zvyseni jeho
odolnosti  vic¢i patogennim organismum. Zpravidla se jednalo o produkci
proteinu/peptidu  vykazujicim wurCitou antimikrobidlni aktivitu vac¢i cilenému
fytopatogenu. Horvath et al. pripravili v roce 2003 transgenni jeCmen nesouci gen
RPG1 puavodem z rezistentniho kultivaru Morex, ktery je odolny vuc¢i houbé rodu
Puccinia graminis f. sp. tritici. Transgenni rostliny je¢mene nasledné vykazovaly po
inokulaci zvySenou rezistenci vici této houbé (Horvath et al., 2003). V roce 2009 byl
publikovan clanek, ktery popisoval produkci transgenniho je¢mene se zvySenou
rezistenci vac¢i houb¢ Fusarium graminearum. Transgenni je¢men obsahoval gen pro
expresi zeleného fluorescen¢niho proteinu (GFP) spojeného s proteinem  BAX
inhibitor-1, ktery reguluje bunéénou smrt, a to vSechno pod kontrolou silného
konstitutivniho promotoru. Mladé transgenni rostliny byly méné citlivé vuci infekci
houbou F. graminearum, nedoslo k ovlivnéni ristu kofent rostlin, jejichz morfologii
houba obycejné negativné ovlivituje a kofeny nezménily ani barvu v porovnani se
zdravou rostlinou, zatimco kofeny netransgenniho jeCmene byly zbarvené do hnéda
(Babaeizad et al., 2009). Co se tyCe viru, typickym virem napadajicim jeCmen je
je¢menny Zluty mosaikovy virus (BaYMV), ktery je pfendSen patogennim organismem
Polymyxa graminis. Mezi ptiznaky infekce patfi zloutnuti listii a tvorba mozaikovych
flekt na mladych listech rostlin, co muze vést az K jejich nekroze. V roce 2005 Stein et
dulezitou roli v pribéhu infekce. Stabilni transformace rezistentniho genotypu jecmene
pomoci fragmentu nebo celého genu Hv-elF4E odvozeného z nerezistentniho kultivaru
vedla k zvyseni citlivosti vii¢i danému viru (Stein et al., 2005). Dal§im ¢astym cilem
genetické modifikace jeCmene je zvySeni jeho tolerance vii¢i abiotickému stresu, ktery,
vysokou salinitou, suchem ¢i pfili§ vysokou anebo nizkou teplotou. Byly jiZ pfipraveny
transgenni linie je¢mene poskytujici naptiklad vyssi vynosy zrna. V roce 2010
publikoval Zalewski et al. produkci transgenniho je¢mene s uml¢enym genem HvCKX1
kodujici cytokinin dehydrogenasu, a to pomoci metody RNA ineterference. Celkové
vynosy zrna byly nasledné ptiblizné o 20% vyssi (Zalewski et al., 2010). Take jiz byly
pfipraveny transgenni linie je¢mene poskytujici lepsi kvalitu zrna. V roce 2011 byl
23



geneticky modifikovan je¢men genem CslF, ktery reguluje biosyntézu B-glukand.
Transgenni rostliny produkovaly v zmé az o 80% vic B-glukanti oproti kontrolnim
netransgennim rostlindm. ZvySeny obsah téchto sloucenin v jeémenném zrnu mize byt
prospésny pro lidi, jelikoz pB-glukany jsou schopny redukovat vznik obesity,
kolorektalniho karcinomu a také snizuji hladinu cholesterolu v krvi (Burton et al.,
2011). Dale byly pfipraveny transgenni linie jemene s vy$S§im obsahem mineralnich
latek jako napfiklad zinku a zeleza (Ramesh et al., 2004), nebo se zvySenou produkci
aminokyselin lysinu a threoninu (Ohnoutkova et al., 2012), ¢i vétsim kofenovym
systétmem a tedy i vyS$i odolnosti viici suchu. V roce 2011 byl piipraven transgenni
jeCmen nesouci geny pro transkripéni faktor DREB/CBFs, které byly ptvodem
Z pSenice. Zminovany transkripéni faktor reguluje aktivitu genli odpovédnych za
snaSeni abiotického stresu zplisobeného suchem. Transgenni rostliny s konstitutivnim
promotrem byli odolnéjsi vii¢i nedostatku vody, ovSem jejich fenotyp byl vyrazné
pozménén na rozdil od kontrolnich rostlin. Pfi pouziti inducibilniho promotoru
z kukufice seté, jehoz aktivita byla indukovana suchem, byly rostliny odolné vuci
nedostatku vody, a to beze zmény fenotypu (Morran et al., 2011). V roce 2012 byl
V je¢meni exprimovan transkripéni faktor OsMYB4, pficemz exprese genu byla fizena
chladem indukovatelnym promotorem. Transgenni rostliny byly schopny klicit a rist pfi
nepfiznivych podminkach zpisobenych nizkymi teplotami (Soltész et al., 2012). V roce
2013 byl pfipraven transgenni je¢men nesouci gen AtCIPK16 pfirozené se nachazejici
v genomu rostliny Arabidopsis thaliana. GMO rostliny byly schopny dlouhodob¢ piezit
(30 dni) v prostiedi s vysokou salinitou, které bylo navozeno 300 mmol.l"! roztokem
chloridu sodného (Roy et al., 2013).

V soucasné dob¢ je vSak ¢im dal Castéji pfedmétem zajmu nejriznéjSich védeckych
skupin vyuziti je¢mene coby bioreaktoru pro produkci rekombinantnich proteind,
jakymi jsou tfeba industridlni proteiny, enzymy, protilatky, ¢i riistové regulatory, které
posléze mohou nalézt uplatnéni naptiklad jako terapeutika nebo reagencie ve vyzkumu
¢i pramyslu.  Atraktivnim pletivem pro produkci rekombinantniho proteinu v rostliné
je pravé obilka, a to diky jeji morfologii (Obr. 4) a biochemickym vlastnostem.
Je€mennd obilka je sloZena z obalil, endospermu a embrya. Endosperm tvoii vétSinu
obsahu zrna, prvni vrstvou endospermu je aleuronova vrstva, kterd obsahuje proteinova
téliska, tuky a Skrobova téliska. Vnitini vrstva endospermu je tvoiena hlavné Skrobem
(http://maltingandbrewing.com/composition-of-barley-kernels.html, stazeno 21.2.2016).
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Z chemického hlediska je obilka sloZzena ze sacharidl, proteind, minerdli a
fytohormonti, pficemz vétSinu zralého zrna tvoii sacharidy (MacGregor a Fincher,
1993), které jsou zastoupeny Skrobem ve formé Skrobovych télisek v endospermu zrna.
Druhou nejhojnéji zastoupenou skupinou molekul ve zralém zrnu jsou proteiny, které se
rovnéz vyskytuji prevazn¢ v endospermu (Henry, 1988). V roce 1895 zavedl pan
Osborn ¢leneni je¢mennych proteinii do ¢tyf skupin na zakladé jejich rozpustnosti
v riznych rozpoustédlech na albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny (Osborn,
1895). Obilka poskytuje optimalni prostiedi pro uchovavani produktu po dlouhou dobu
pfi laboratorni teploté, a to diky moZnosti zrna piejit do stddia dormance, ¢i uz
vynucené, nebo ptirozené.

Zrajici obilka obsahuje velké mnozZstvi inhibitorl proteas, naptiklad Bowman-Birkiv
typ inhibitori (BBBI), a-amylasovy/subtilisinovy inhibitor (BASI), chymotrypsinovy
inhibitor 2 (CI-2) a CM protein, které se mimo jiné ucastni procesu dormance. Diky
tomu neni nutna dodate¢na iprava zrna obsahujiciho rekombinantni produkt (Boothe et
al., 2010). V obilce je krom nizkého obsahu proteas také nizky obsah sekundarnich
metaboliti jakymi jsou fenolické latky, alkaloidy nebo kyselina oxalova, které
znesnadnuji proces izolace proteini. Zrala obilka obsahuje cely soubor molekul, které
zabezpecuji spravné skladani proteind, coZ je nezbytné pro jejich spravnou funkci a

aktivitu (Miintz, 1998).
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Obr. 4 Stavba je¢menné obilky (pfevzato a upraveno podle
http://maltingandbrewing.com/composition-of-barley-kernels.html, stazeno 21.2.2016).

2.1.5.1 Latky produkované v jeCmeni za u¢elem molekularniho

farmarieni
Vroce 2000 Horvath et al. produkovali termostabilni (1,3-1,4)-B-glukanasu

v endospermu nezralého jeémenného zrna pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens.
Tento enzym zabezpeCuje depolymerizaci B-glukanli obsazenych v bunécné sténe
endospermu, aby nésledné mohly proteasy a a-amylasy rozstépit Skrob na cukry a
aminokyseliny, které nezbytné pro kli¢ici rostliny jako zasobni latky. Diky vysokému
obsahu zminovanych B-glukani je je¢men povazovan za nizkoenergeticky zdroj
potravy. ZvySena termostabilita rekombinantniho enzymu je vyhodnou vlastnosti pro
zpracovani zrna jako je napiiklad pasterizace, ktera se provadi za ucelem zabranéni
kontaminace bakterii Salmonella typhimurium. Tento transgenni jecmen miize byt
vyuzit jako vysokoenergetické krmivo hospodaiskych zvirat (Horvath et al., 2000).
V roce 2002 Schunmann et al. publikovali praci popisujici usp€snou produkci plné
funkéniho rekombinantniho proteinu vzniklého fuzi syntetického antiglykophorinu

s epitopem HIV viru, ktery je schopen detekovat ptitomnost HIV-1 viru v lidské krvi a
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muze tak nahradit doposud Ktomuto Gcéelu pouzivany finanéné¢ nakladny reagent
SimpliRED™, jehoZz laboratorni pfiprava je velice ndro¢nd, nebot’ zahrnuje chemické
modifikace polyklonalni na monoklonalni protilatku. Protein byl exprimovan v listech
tabaku, bramborovych hlizach a je¢menném zrnu. Ve vSech pletivech se rekombinantni
protein akumuloval v mnozstvi od 40-150 pg na gram pletiva. Jelikoz je¢menné zrno
poskytuje idealni prostfedi pro skladovani rekombinantniho proteinu po relativné
dlouhou dobu pii pokojové teploté, jeho produkce je ekonomicky nenarocna a také
neobsahuje alkaloidy jako napi. tabak, byl autorami vyhodnocen jako nejvhodnéjsi
platforma. Jedna se o pravdépodobné prvni rekombinantni fuzni protein produkovany
V transgennim jeémeni, ktery mize byt pfimo vyuzit v diagnostickém primyslu.
(Schunmann et al., 2002). Stahl et al. vroce 2002 piipravili transgenni je¢men
s vektorem obsahujicim geny pro produkci lidského antitrombinu III, al-antitrypsinu,
lysozymu, sérového albuminu a laktoferinu (Stahl et al., 2002). Rok poté Xue et al.
produkovali enzym celulasu ve vyvijejicim se jeémenném endospermu. Enzym tvofil
1,5% obsahu z celkovych proteint zrna (Xue et al., 2003). Je¢men byl také vyuzit jako
hostitelska rostlina pro moderni produkci jedlych vakcin uréenych pro hospodatska
zvitata, a sice pro telata, kterd po odstaveni trpi prijmem zpiisobenym predevsim F4-
positivnim enterotoxickym kmenem bakterie Escherichia coli. F4 vlakno se sklada
z velké (FaeG) a n¢kolika malych podjednotek a umoZziiuje mikroorganismiim navazani
na F4-specifické receptory enterocytli vedouci ke kolonizaci stfeva, coZ ma za nasledek
prijem. Glykosylovany FaeG fragment produkovany v transgennim je¢meni byl odolny
vici plsobeni uméle ptipravenych zalude¢nych §t'av. Navic vedl ke tvorbé protilatek u
myS$i imunizovanych extrakty ztransgennich zrn jeCmene, které obsahovaly
glykosylovanou podjednotku FaeG. JelikoZ byla koncentrace rekombinantniho produktu
v transgennim zrnu pomérné vysokd, jevi se tato strategie jako vhodna pro praktickou
aplikaci (Joensuu et al., 2006). Wilhelmson a jeho tym v roce 2007 pfipravili geneticky
modifikovany jeCmen, a to vlozenim VHB genu kodujicim homodimerni hemoglobin
pfirozené¢ se vyskytujici u G- bakterii rodu Vitreoscilla. Hemoglobin zminované
bakterie je schopen zvySovat intracelularni koncentraci kysliku, coz mize byt prospesné
u rostlin béhem energeticky naro¢nych procesti, jakymi jsou kliceni a rist, protoze
vyzaduji dostateCnou koncentraci kysliku. Kotfeny transgenniho jeCmene rostouciho
Vv prostfedi s nedostatkem kysliku vykazovaly zvyseni aktivity alkoholdehydrogenasy
vzhledem ke kontrolnim netransgennim rostlinam, coz znaci, ze by tyto rostliny mohly
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byt méné nachylné na kyslikovou deficienci. Na druhou stranu ale produkce VHB
proteinu neovlivnila pozitivné kli¢eni zrn a v nékterych ptipadech bylo kliceni dokonce
inhibovano a navic autofi pozorovali omezeny rist kofenti. Kli¢eni zrn a formovani
kofenti jsou totiz pravdépodobné zavislé také na hladiné endogenni signalni molekuly
NO (Wilhelmson et al., 2007). V roce 2009 Stahl, Luhrs a Dargatz patentovali metodu
produkce a purifikace rekombinantniho thaumatinu v je¢meni, pomoci které lze ziskat
vice jak 2 g rekombinantniho produktu na 1 kg zrna (Stahl et al., 2009). Thaumatin je
sladidlo vyskytujici se pfirozené v ovoci Thaumatococcus daniellii a je 200 az 3000krat
slad$i nez sacharosa. Z toho divodu se pouziva pouze ve velmi malych davkach, ve
kterych je jeho kaloricka hodnota zanedbatelna, coz piedstavuje vyraznou pomoc v boji
proti populacnim nemocem spojenym s obezitou. Thaumatin byl testovdn organizacemi
EFSA (European Food Safety Authority) i JEFCA (Joint Expert Committee on Food
Additives of the FAO/WHO), také ziskal status GRAS a jeho pouzivani je povoleno
v Evropské unii, USA, Kanadg, Jizni Africe, Japonsku, Australii a v mnohych dalsich
krajindch. V minulosti se i nékolik dalSich védeckych skupin zamétovalo na produkci
thaumatin metodami molekularniho farmateni za vyuziti bakteridlnich i1 kvasinkovych
expresnich systémi nebo rostlin jakymi jsou okurky, brambory, hrach, raj¢e nebo tabak.
Ve vsech piipadech vsak byla koncentrace rekombinantniho produktu velice nizka.
Vyjimkou byla heterologni produkce thaumatinu v tabdku, jehoZ pouziti jako produkéni
platformu s sebou nese mnohem vice nevyhod nezli je tomu u je¢mene. V roce 2010
byl produkovan v je¢cmenném zrné lidsky rtustovy faktor FLT3 ligand, ktery pfirozené
stimuluje proliferaci a diferenciaci krevnich bunék. Protein ziskany rekombinantni
technologii za vyuzitim jecmenného expresniho systému se akumuloval pfiblizné ve
stejném mnoZstvi jako protein, pro jehoZ produkci byl vyuZit bakteridlni expresni
systétm. Protein byl posttranslacné glykosylovan a jeho biologickd aktivita byla
srovnatelna s aktivitou komer¢niho ristového faktoru (Erlendsson et al., 2010). Je¢men
jako platformu pro komeréni produkci nejriznéjSich na trhu uplatnitelnych latek
vyuziva firma Maltagen, ORF Genetics a Ventria Bioscience Inc. (Ramessar et al.,
2008). ORF Genetics uspesné produkuje terapeutické proteiny - lidské rastové faktory a
cytokiny v endospermu jeCmenného zrna, které jsou dostupné pod komerénim nazvem
ISOkine™ a DERMOkine™ (http://orfgenetics.com/ISOkine/ProductList/; stazeno
13.1.2016). Ventria Bioscience produkuje laktoferin a lysozym rovnéz
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S vyuzitim jeCmene (http://www.ventria.com/component/content/article/13-

bioreagents/51-products; stazeno 13.1.2016).

2.2 Antimikrobialni peptidy
Antimikrobidlni peptidy (AMPs) piedstavuji latky s velkym potencidlem praktického

vyuziti ve farmaceutickém a zemédélském primyslu. Tyto peptidy lze heterologné
vyprodukovat Vv rostlinnych expresnich systémech, a to bez ztraty antimikrobialni
aktivity. AMPs jsou malé molekuly tvofené 5-100 aminokyselinami, které jsou soucasti
vrozené imunity naprosté vétSiny organismd, respektive byly nalezeny u vSech
organismu, u nichz se doposud pfitomnost AMPs testovala. V soucasnosti bylo popsano
vice jak 5000 antimikrobialnich peptidi (Zhao et al., 2013) pftirozeného nebo
chemického ptivodu s biologickou aktivitou zacilenou vici virim, bakteriim, prvokim
nebo houbam. Mimo to byly popséany i peptidy s antitumorovou aktivitou. Jako prvni
byla antitumorova aktivita popsana v roce 1991 u magaininu 2 a jeho syntetickych
analogti. Peptidy vykazovaly in vitro cytotoxickou aktivitu vi¢i rozlicnym druhim
tumort doprovazejicich jednotlivé typy leukemie a také vici karcinomu prsu, prostaty a
neuroepitheliomu (Cruciani et al., 1991). V soucasnosti byla popsana antitumorova
aktivita téméf u 200 AMPs (http://aps.unmc.edu/AP/database/antiC.php, stazeno
20.4.2016). Z lidskych antimikrobialnich peptidi se jedna naptiklad o kathelicidin. Jeho
zvySena hladina byla pozorovana u rakovinovych bunék prsu (Heilborn et al., 2005),
plic (von Haussen et al., 2008), prostaty (Hensel et al., 2011) nebo vajec¢nika (Coffelt et
al., 2008). Peptidy s antitumorovou aktivitou jsou schopny rozliSit a atakovat pouze
rakovinové buiky na zakladé jejich odlisSnych vlastnosti jakymi jsou zvySeny obsah
kyseliny sialové (Dennison et al., 2006), vyssi obsah proteoglykant (Koo et al., 2008) a
fosfatidylserinu (Zwaal et al., 2005). Selektivita, G¢innost a citlivost AMPs vuci riznym
typim rakovinovych bunék je v§ak mnohem komplikovanéjsi. Napiiklad pti karcinomu
prsu, plic a prostaty LL-37 stimuloval proliferaci, migraci a tumorogenezi
prostfednictvim receptorové signalizace, zatimco u rakoviny Zaludku, stfeva a T-
leukemii proliferaci naopak potlacoval a stimuloval buné¢nou apoptdzu (Kuroda et al.,
2015). Jednim z hlavnich dGvodd, pro¢ jsou AMPs predmétem zdjmu celé tady
vyzkumnych skupin je skutecnost, ze nckteré z nich jsou biologicky aktivni viici
patogentim, které si vybudovaly antibiotickou rezistenci. AMPs lze pouzit jakozto
samostatna 1éCiva, nebo v kombinaci sjinymi antibiotiky. Napiiklad synergické

plsobeni penicilinu (ATB) a pediocinu (AMP) a kombinace ampicilinu (ATB) a nisinu
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Z (AMP) méla za nasledek usmrceni bakterie Pseudomonas fluorescens pii 13-155x
mensi potfebé minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) vzhledem K pouziti samotného
antibiotika. Tyto kombinace by tak mohly vést ke vSeobecému uzivani antibiotik
v nizSich davkéach, coz by mohlo vyznamné zpomalit proces budovani bakterialni
antibiotické rezistenci (Naghmouchi et al., 2012).

Jednotlivé peptidy lze vyhledat v nékolika ptehlednych databazich, jakymi jsou
napiiklad The Antimicrobial Peptide Database (ADP, http://aps.unmc.edu/AP/main.php,
stazeno 19.4.2016) nebo A Database Linking Antimicrobial Peptides (LAMP,
http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/lamp/index.php, stazeno 19.4.2016), databaze
BAGEL (http://bagel.molgenrug.nl/, stazeno 19.4.2016) obsahujici vSechny
prokaryotické AMPs, databaze Defensins Knowledgebase (http://defensins.bii.a-
star.edu.sg/, stazeno 19.4.2016), kde je mozné vyhledat vSechny antimikrobialni peptidy
ze skupiny defensind, PepBank (http://pepbank.mgh.harvard.edu/, stazeno 19.4.2016),
PhytAMP (databaze rostlinnych AMPS; http://phytamp.pfba-lab-tun.org/main.php,
stazeno 19.4.2016) nebo databaze AMPs, které se nachazeji v mléku — MilkAMP
(http://milkampdb.org/home.php, stazeno 19.4.2016).

Vétsina antimikrobialnich peptidd jsou kationty, a proto je mechanismus jejich
pusobeni na negativné nabité bakteridlni membrany zaloZen na jednoduché
elektrostatické interakci. Po pfiblizeni a interakci s cytoplasmatickou membranou
dochézi k jejimu naruseni. MlZe nastat depolarizace membrany, kterd je pro buiku
fatalni, v membran¢ se mohou vytvofit kandly a otvory, kterymi dojde k vyliti
bunééného obsahu, mize dojit k aktivaci hydrolas, enzymi, které zptsobi rozklad
bunécné stény, nebo mize dojit k naruSeni funkce membrany prostfednictvim
translokace membranovych lipidi. Jednotlivé modely interakce AMP-membrana jsou
znamy pod nazvem agregacni model, kobercovy model, model sudové skruze a model
toroidniho poéru. VétSina témito mechanismy plsobicich AMPs ma strukturu
amfipatického a-helixu a vytvoreni rezistence, je pro patogeny velice nepravdépodobné
(Teixeira et al., 2012). Za antimikrobialni vlastnosti peptidu je zodpovédna vyssi,
sekundarni, struktura, na zaklad¢ ktera délime AMPs do Ctyt skupin: B-sklddany list, a-
helix, rozvolnéna struktura a smycka (Powers a Hancock, 2003). Nejvice se vyskytuje
sekundarni struktura a-helikalni, kde jsou sousedni aminokyseliny vzdaleny 0,15 nm a
uhel mezi nimi vzhledem ke stfedu struktury je 100°. Struktury pB-skladaného listu jsou
zase tvoreny minimalné dvéma B-vldkny navzajem spojenymi disulfidovymi vazbami.
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Mnoho peptidii se vSak vyskytuje v této sekundarni struktufe pouze az po interakci
S bakteridlni membranou. Mnoho peptidl, které maji stejnou sekundéarni strukturu,
vykazuji riznou antimikrobialni aktivitu a rtizny mechanismus puasobeni na cilové
organismy (Jenssen et al., 2006). Sekundarni struktura je sice dilezita pro odvozeni
zakladnich charakteristik antimikrobidlnich peptidi, ovSem klicovymi faktory jsou
délka, naboj, helicita, hydrofébnost, amfipaticita a rozpustnost (Tossi et al., 2000).
Mechanismus pusobeni a cytotoxicita AMPs jsou dany nejen jejich amfipatickym
charakterem s jednim hydrofobnim a druhym hydrofilnim koncem a 3D strukturalnimi
vlastnostmi, ale i jejich celkovym nabojem. Ten je souctem vSech ionizovanych skupin
peptidu a muze dosahovat hodnoty piiblizné od -7 az do +9. Oren a Shai v roce 1996
publikovali préaci, v niz popsali pfipravu chemicky modifikovaného derivatu pardaxinu,
pory tvoticiho polypeptidového toxinu z ryby Pardachirus marmoratus, se strukturou
helix-smycka-helix. Tato struktura je typicka pro antibakterialni peptidy, které napadaji
bakteridlni membranu (cekropin) a cytotoxické peptidy, které lyzuji savei i bakteridlni
buiikky (melittin). Chemickou modifikaci sekundérni struktury polypeptidu doslo
ke snizeni toxického ucinku vuéi savéim buiikam, pii zachovani antibakterialni aktivity
(Oren a Shai, 1996). Jak uvadi Huang et al., hydrofobicita peptidu koreluje
s antimikrobialnim u¢inkem (Huang et al., 2010) a s vybérem cilového organismu, coz
bylo prokdzano u magaininu a jeho syntetickych analog (Dathe et al., 1997).
Podminkou pro translokaci antimikrobialniho peptidu pies cytoplasmatickou
membranou je jeho rozpustnost ve vodném prostiedi cytoplasmy. V opa¢ném ptipadé
totiz dochazi k jejich agregaci, pti¢emz v takovém uspofadani nejsou schopny atakovat
cytoplasmatickou membranu (Chen et al., 2005). VSechny tyto zékladni vlastnosti spolu
souvisi a vzajemné se ovliviiuji a na to je tfeba piihlizet, naptiklad pfi navrhovani
struktury novych syntetickych peptidi. I mald zména v primarni struktufe peptidu,
zpusobena nespravnym zafazenim aminokyseliny nebo zafazenim neobvyklé
aminokyseliny, mize vést ke zméné téchto vlastnosti. Pro mnoho antimikrobidlnich
peptidil je rovnéZ dilezitd spravna posttranslacni modifikace, jelikoz ne vSechny jsou
syntetizované piimo v jejich aktivni formé. Tyto modifikace mohou zahrnovat
fosforylace (Goumon et al., 1996), methylace (Hancock et al., 1999), amidace (Rifflet
et al., 2012), glykosylace (Oman et al., 2011), piidavani D-aminokyselin (Kreil, 1997),
formovani disulfidovych vazeb (Mangoni et al., 1996) ¢i proteolytické odstépeni
signalni sekvence (Shinnar et al., 2003).
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2.2.1 Molekularni farmareni za ucelem produkce antimikrobialnich
peptida v rostlinnych systémech
Produkce ptirozenych AMPs nebo jejich systetickych derivati v rostlinnych

bioreaktorech piedstavuje slibnou budoucnost predevsim pro farmaceuticky primysl.
Z antimikrobialnich peptida byla doposud publikovana exprese v transgennim je¢meni
pouze  Metchnikowinu — AMP pfirozen¢ se vyskytujicimuu octomilky obecné
(Drosophila melanogaster), a to v roce 2009. Cilem autortu bylo ptipravit GMO jeémen
se zvySenou odolnosti vi¢i patogennim houbam. Exprese transgenu byla fizena
patogen-inducibilnim promotorem. Metchnikowin se akumuloval v apoplastickém
prostoru jakozto odezva na padli jeCmene, fusaria klasu ¢i hniloby kofenu
(Rahnamaeian et al., 2009).

Je€men obsahuje nékolik skupin antimikrobidlnich peptidi. Podle databdze LAMP
byl zatim v je€meni potvrzen vyskyt celkem 14 antimikrobialnich peptidi zafazenych
do tfi skupin: defensiny, thioniny a nespecifické lipidové transferové proteiny,
S ucinnosti vuci viram, bakteriim 1 houbam
(http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/lamp/results_complex.php, stazeno 13.4.2016).
Defensiny jsou malé, bazické, kladn€ nabité peptidy bohaté na cystein s délkou od 45-
54 aminokyselin s biologickou aktivitou vic¢i houbam i bakteriim. Jejich mechanismus
ucinku u rostlin zatim neni Uplné jasny, pravdépodobné ale dochdzi k elektrostaticke
interakci mezi AMP a membranou patogenu, coz vede K jeji destabilizaci, naruseni a
uniku intracelularnich komponent. Thioniny jsou nizkomolekularni peptidy s kladnym
nabojem, bohaté na arginin, lysin a cystein. Jsou toxické pro nékteré druhy bakterii,
kvasinek i hub. Nespecifické lipidové transferové proteiny jsou proteiny vyskytujici se
u jednodéloznych i dvoudé€loZnich rostlin a plni nejriznéjsi funkce. Krom biologické
aktivity vac¢i houbam se podileji na formovani kutinu, embryogenezi, symbioze,
pomahaji rostlinam adaptovat se na nejriznéj$i podminky prostiedi, jsou schopny
vymény lipidd v membranach in vitro a také reguluji zasobu intracelularnich mastnych
kyselin. Mechanismus jejich piisobeni na membrany zatim neni Upln€ objasnén,
pravdépodobné vsak dochazi k vytvoreni pori v membrané patogena, coz vede K vyliti
vnitiniho obsahu burnky a nasledné smrti (Nawrot et al., 2014). V roce 2012 publikoval
Muramoto et al. produkci je¢menného a-hordothioninu (oHT), a to transgenim
pfistupem pomoci povijnice batatové (Ipomoea batatas), jejiz kofenové hlizy jsou

znamé jako bataty. Do komer¢niho kultivaru rostliny byl vlozen je¢menny gen pro
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produkci a-hordothioninu, jehoz exprese byla fizena bud silnym konstitutivnim
promotorem, anebo promotorem genu pro B-amylasu pivodem z povijnice batatové.
Zminovany enzym se piirozené vyskytuje V zasobnich kofenech. oaHT vykazuje
biologickou aktivitu vii¢i houbé Ceratocystis fimbriata, ktera parazituje na batatech. Po
inokulaci listd transgenni povijnice batatové sporami patogenni houby k rozvoji infekce
sice doslo, ovSem ve vyrazné mensi mife nez u kontrolni netransgenni rostliny. Rovnéz
byly sporami inokulovany zasobni kofeny. Pramérna plocha vSech 1ézi byla o vic jak
polovinu mensi nez u kontrolni netransgenni rostliny. To by mohlo vést ke snizeni ztrat
zpusobenych patogenni houbou a také ke snizeni mnozstvi chemikalii uzivanych
Vv soucasnosti na likvidaci této houby (Muramoto et al., 2012). V roce 2002 popsal
Morassutti et al. produkci transgenniho tabaku, ktery obsahoval gen kodujici
antimikrobialni peptid ze skupiny lidskych kathelicidinG SMAP-29. Strategie spocivala
ve fazi peptidu s inteinem, ktery ma samostépici vlastnosti a tudiz je obejita nutnost
pouziti proteas. SMAP-29 vykazuje in vitro biologickou aktivitu vuci fadé bakterii, hub
a dokonce i vuci rezistentnimu kmenu Pseudomonas aeruginosa (Morassutti et al.,
2002). Za ucelem molekularniho farmateni byla popsana v roce 2005 exprese GLP-1
genu pro antimikrobialni peptid, a to pod endospermové specifickym promotorem pro
glutelinovy protein (GluB1). Jako hostitelsky organismus pro produkci byla vybrana
ryze. Produkce zminovaného antimikrobialniho peptidu by mohla nalézt uplatnéni
pfi 1é¢bé onemocnéni diabetes mellitus typu II (Yasuda et al., 2005). Laktostatin,
antimikrobialni peptid tvoieny z B-laktoglobulinu z kravského mléka, byl heterologné
produkovan Vv ryzi pod endospermové specifickym promotorem. Peptid se akumuloval
v endospermu ryze v mnozstvi 2 mg.g™! suché¢ho zrna a mohl by byt vyuzit v klinické
praxi pii 1é¢bé hypercholesterolémie (Cabanos et al., 2013). V roce 2014 Bundo et al.
publikovali produkci transgenni ryze nesouci gen pro cekropin A. Peptid se piirozené
vyskytuje v té€le hmyzu Hyalophora cecropia. Exprese AMP byla fizena endospermové
specifickym promotorem GIluBl nebo GluB4 a peptid se akumuloval v zrnech
vV mnozstvi 1-4 pg na gram zralého zrna. Autofi testovali antimikrobidlni aktivitu
rekombinantniho produktu vici houbé Fusarium verticillioides, ktera je hojné rozsirena
v Asii a kazdoroéné zpusobuje obrovské ztraty urod a také vuci bakterii Dickeya
dadantii. Peptid vykazoval biologickou aktivitu vii¢i obéma testovanym patogentim.
Transgenni rostliny inokulované témito patogeny byly na rozdil od kontrolnich rostlin
schopné kliceni (Bund6 et al., 2014). Cekropin A byl dale v roce 2006 produkovan
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transgennim piistupem konstitutivné v ryzi, a to bud’ v endoplasmatickém retikulu ¢i
apoplastu. Extrakty z listt transgenni ryze vykazovaly in vitro biologickou aktivitu vici
houb¢é Magnaporthe grisea. Apoplastické linie mély zménény fenotyp a nebyly fertilni
na rozdil od linii s cilenou expresi transgenu do ER (Coca et al., 2006). V roce 2013
vysel c¢lanek popisujici produkeci transgenniho ¢inského cajovniku exprimujiciho
antimikrobialni peptid dermaseptin. Peptid byl aktivni vuéi bakterii Xanthomonas
axonopodis pv. citri, ktera zptisobuje onemocnéni citrusi a u transgennich rostlin doslo
ke zmirnéni piiznaki nemoci az o 50% (Furman et al., 2013). V rostlinnych systémech
byla heterologné produkovana cela tada dalSich antimikrobidlnich peptida, vcetné
uméle navrzenych AMPs, a to naptiklad za ucelem ochrany rostlin pfed patogeny
(Rajasekaran et al., 2005; Xing et al., 2006; Nadal et al., 2012), oxidativnim stresem
(Nadal et al., 2012), za ucelem zvySeni vynosu rostlin (Xing et al., 2006) nebo za
ucelem molekularniho farmateni s vyuzitim produktd ve farmaceutickém prumyslu

(Rubio-Infante et al., 2012).
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP
AMP
ATB
BASI
BaYMV
BBBI
BBCH
B-HORp
bp
cDNA
Cl-2
CKX1
Cv.
DON
FAO
FDA
Fw
gDNA
GFP
GLUB1
GLUB4
GMO
GRAS
HBsAg
hpt
LAMP
Le?
MAD
MIC
ntp 1l
PCR
gRT-PCR
Rev
scFV
SDS
TO
TAE
TEP
TSP
UBI-1
Zm
o-HT

The Antimicrobial Peptide Database
antimikrobialni peptid

antibiotikum

a-amylasovy/subtilisinovy inhibitor
jeCmenny zluty mosaikovy virus
Bowman-Birkav typ inhibitort

Stupnice pro klasifikaci vyvojovych stadii obilnin
hordeinovy promotor

par bazi

komplementarni DNA

chymotrypsinovy inhibitor 2

cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

kultivar

deoxynivalenol

Organizace pro vyzivu a polnohospodaistvi
americky Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
forward primer

genomova DNA

zeleny fluorescencni protein

glutelinovy promotor Bl

glutelinovy promotor B4

geneticky modifikovany organismus
generally recognized as save

antigen hepatitidy

gen kodujici hygromycintransferasu

A Database Linking Antimicrobial Peptides
Lewistv epitop

monoklononalni protilatka

minimalni inhibi¢ni koncentrace

gen pro neomycin fosfotransferasu 11
polymerasova fetézova reakce

kvantitativni polymerasova fetézova reakce v redlnim case
reverse primer

jednotetézcovy fragment Fv protilatky
dodecylsulfat sodny

prvni generace transgennich rosltin
Tris-acetat-EDTA

total extracted proteins

total soluble proteins

ubiquitinovy promotor

Zea mays (kukuftice setd)

alfa-hordothionin
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