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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Klara Némeckova
Skolitel: Doc. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.
Konzultant: Ing. Lenka Langhansova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Produkce mysiho cytokinu GM-CSF geneticky

modifikovanymi rostlinami tabaku.

Cytokin GM-CSF je v poslednich letech vyuzivan hojné v terapii, ale vyroba tohoto
cytokinu je velmi nakladna. V nedavnych studiich byly k ziskavani biologicky aktivnich
proteint, jako napf. cytokin GM-CSF, navrzeny transgenni rostliny, které by pfinesly
levngjsi zdroj téchto latek. Cilem mé prace bylo pievést transgenni rostlinu Nicotiana
tabacum svnesenym genem pro mySi GM-CSF na kalusovou kulturu schopnou
produkovat tento cytokin. Kalusova kultura je primarnim zdrojem pro kultivaci bunécné
suspenze, kterd by mohla byt pouzita ve velkoobjemovych kulturdch v bioreaktorovych
systémech k produkci cytokinu mGM-CSF. Vypéstovali jsme v podminkach in vitro
nékolik linii transgennich rostlin Nicotiana tabacum, u kterych jsme naméfili a
porovnali mnozstvi produkovaného mGM-CSF. Nejvyssich naméfenych hodnot bylo
dosazeno u linie transgenni rostliny Nicotiana tabacum mGM-CSF 23, ktera obsahovala

3,250 pg mysiho cytokinu GM-CSF na 1g Cerstvé hmotnosti listu.






ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Klara Némeckova
Supervisor: Doc. Ing. Barbora Szotdkova, Ph.D.
Consultant: Ing. Lenka Langhansova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Recombinant mouse cytokine GM-CSF produced by transgenic
tobacco

A cytokine GM-CSF has been used considerably as a medication recently. However,
production of this cytokine is very expensive. Several recent studies suggest transgenic
plants as an alternative source of biological active proteins such as cytokine GM-CSF.
Transgenic plants could present a low cost source of these proteins. The main goal of
this work was cultivativation of the tobacco biomass in a form of callus culture able to
produce GM-CSF protein. The callus culture is an initial stage for further
transformation to suspension cultures suitable for a large-scale cultivation in bioreactor
systems. Several lines of transgenic Nicotiana tabacum plants cultivated in vitro were
compared for production of GM-CSF protein. We found the highest concentration of
mouse GM-CSF protein in the line 23. The production was 3,250 ug of mouse GM-CSF
in 1 g of the fresh leaf.
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1 UVOD

V posledni dobé se moderni medicina obraci na terapii latkami bilkovinného
charakteru, at’ uz tim myslime protilatky, cytokiny, vakciny, rastové faktory nebo dalsi.
Problémem téchto latek je velmi drahd vyroba. Léciva tohoto typu pak nejsou dostupna
V pottebném mnozstvi pro vSechny pacienty. Omezené mnoZzstvi a vysoké néklady
omezuji také experimentalni praci s témito latkami. Nad¢ji na dostupnéjsi ziskavani
takovych latek by mohly byt transgenni rostliny, schopné produkovat bilkovinné latky

s men$imi finan¢nimi naklady.

Ma prace se tykala pievedeni transgenni rostliny Nicotiana tabacum, v které byl
zanesen gen pro mysi cytokin GM-CSF, na kalusovou kulturu, ktera by pak mohla byt
ptevedena na suspenzni kulturu. Suspenzni kultura je vhodna pro velkoobjemovou
kultivaci v bioreaktoru, a tim pro produkci biomasy jakozto zdroje cytokinu mGM-CSF.
Mysi cytokin GM-CSF pak muze byt vyuzivan v experimentdlnich podminkach pfi

hledani a potvrzovani novych vyuziti této latky.

Béhem své prace bych rada poukdzala na vyznam cytokinti obecné a konkrétné na
vyznam cytokinu GM-CSF. Zminim se i 0 mozném vyznamu a pouziti transgennich
rostlin, které 1 pfes konkurenéni metody mohou byt v budoucnosti vyznamnymi
producenty léCivych latek. Dale ve své praci pfiblizuji metodiku kultivace rostlin

in vitro.

V experimentdlni ¢asti uvadim moznosti detekénich metod a jejich zplisob pouziti
pii méfeni rostlinného materidlu. Mezi tyto metody, které detekuji specificky protein a

jeho koncentraci, patii Slot Blot metoda a metoda ELISA.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Cytokiny

2.1.1 Obecna charakteristika

Cytokiny jsou signalni proteiny o molekulové hmotnosti 15-25 kDa, které hraji
dualezitou roli v imunitni odpovédi organismu. Tyto signalni proteiny jsou produkovany
bunikami imunitniho systému, jako napt. T-lymfocyty, makrofagy. K produkci cytokinti
dochdzi i vbuinkach jinych neZ imunitniho systému, jako napf. v endoteliich a

fibroblastech. (Bianchi, Kotlarova 2012)

Nézev cytokin byl navrzen roku 1974 Cohenem, do této doby byly cytokiny
ozna¢ovany na zaklad¢ jejich ucinku (napi. chemokiny, interferony, interleukiny) nebo
podle typu bunék, které je produkuji (napt. lymfokiny, monokiny). Dnes jiz ale vime, Ze
rizné buiky mohou produkovat jeden cytokin, a ze jeden cytokin mize mit nékolik
funkci. Byl proto navrzen pojem cytokin, pod kterym chapeme komplexné vSechny

proteinové molekuly secernované riznymi typy bunck. (Bianchi, Kotlatova 2012)

Cytokiny jsou tedy proteinové molekuly s malou molekulovou hmotnosti, které
Vv lidském organismu zastdvaji nejriznéj$i funkce. Pro bunku pifedstavuji dodatecné
aktivacni signdly, coZ znamena, Ze zarucuji mezibunéénou komunikaci a to jak v rdmci
imunitniho systému, tak mezi imunitnim systémem a dal§imi soustavami. Funkce
cytokini je rozsahla. Nékteré cytokiny dokdZou navodit rist a diferenciaci urcitych typt
bunék, jiné maji prozanétlivou, ale i protizanétlivou aktivitu a dalsi jsou pouzivany diky
jejich antivirotickému pasobeni. Uginek cytokind je pleiotropni, coZ znamena, Ze u
ruznych cilovych bun¢k vyvolavaji riznou biologickou aktivitu. Jejich vzajemné vztahy
jsou velmi slozité. Nékteré cytokiny maji podobny ucinek, ne ale vzdy se pak dva
takové cytokiny v u¢inku podporuji nebo zastupuji. Naopak se miiZeme setkat i
s antagonistickym ptsobenim, kdy jeden cytokin inhibuje aktivitu druhého. Mezi hlavni
funkce cytokini muzeme tedy fadit hematopoézu (GM-CSF, G-CSF), imunostimulaci
(IL 12) 1 imunosupresi (IL 10), prozanétlivou (TNF-a) i protizanétlivou funkci a

chemotaxi. (Bianchi, Kotlafova 2012, Sefc 2011, Krejsek 2013)
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2.1.2 Receptory pro cytokiny

Utinek cytokind je vazan na jejich reakci s pro né specifickym receptorem.
Receptory pro cytokiny mizeme délit do nékolika skupin. Prvni dvé skupiny receptort
funguji na stejném principu, pies tyrosin kinasu. Cytokin se navaze na receptor na
povrchu bunky a tim spusti slozitou kaskadu d&ju, kterd vede az k expresi specifického
genu, ktery spusti pozadovanou reakci. Do prvni skupiny fadime cytokiny IL 2, IL 3,
IL4,I1L5,IL6,IL7, ILY, IL 13, IL 15, GM-CSF a G-CSF. Do druhé skupiny fadime
interferony. Receptory chemokinti jsou specifické svym spiazenim s G-proteinem. A
receptory pro TNF nesou svou specifitu v extracelularni ¢asti receptoru, ktera je typicka

vys§i pritomnosti cysteinu. (Sefc 2011)

2.1.3 Rozdéleni cytokini

Cytokiny lze rozdé€lovat dle rtznych kritérii. Rozdéleni, které zde uvadim, je

zaloZeno na hlavnim u¢inku cytokinu, jenz u kazdé skupiny velmi strué¢né uvadim.

Interleukiny
Tumor-nekrotizujici faktory
Interferony

Faktory stimulujici kolonie

Chemokiny
2.1.3.1 Interleukiny

Nazev interleukin byl odvozen od leukocytt, které produkuji interleukiny v nejvetsi
mife. Dalsi vyzkumy ale odhalily, Ze interleukiny jsou také produkovany makrofagy,
monocyty, endotelem, mastocyty, fibroblasty a dal$imi bunikami. Do skupiny
interleukinti fadime glykopeptidové struktury IL-1 az IL-12, IL15, které maji velké
vyuZiti v dneSni medicin€. Jejich vliv na imunitni systém je velmi rozmanity, maji
prozanétlivé 1 protizanétlivé ucinky, tudiz vramci jedné skupiny si mohou
antagonizovat. Funkci interleukinti je mnoho, kazdy z nich ma svou specifickou roli,

proto je zde konkrétné neuvadim. (Bianchi, Kotlafova 2012, Krejsek 2013)
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2.1.3.2 Tumor-nekrotizujici faktory

Druhou skupinou cytokinii jsou tumor-nekrotizujici faktory, které zna¢ime TNF.
Jejich nazev je odvozen od schopnosti navodit bunéénou smrt nddorovych bunék.
Nejvyznamnéjsi z této skupiny je TNF-a, ktery je produkovan zejména makrofagy,
prozanétlivych cytokinii, mimo jiné aktivuje koagulaci a stimuluje IL-1 a IL-6. Zde
vidime propojenost cytokinovych drah a jejich moznost potenciace. Druhym typem
TNF je TNF-B, ktery ma také schopnost navodit u cilové bufiky apoptoézu. (Bianchi,
Kotlairova 2012, Krejsek 2013)

2.1.3.3 Interferony

Interferony maji tfti vyznamné zéastupce o, B a y. Interferon o je produkovan
fibroblasty, makrofagy, T-lymfocyty, monocyty, dendritickymi bunkami a NK-
bunkami, zatimco interferon y je produkovan pievazné T-lymfocyty a B- lymfocyty.
ZvySena syntéza interferonu o je spojena s aktivni virovou infekci, pii bunééném
stresu, radiaci, nebo kdyz jsou bunky vystaveny pusobeni endotoxint. (Bianchi,

Kotlafova 2012, Krejsek 2013)
2.1.3.4 Faktory stimulujici kolonie

Faktory stimulujici kolonie maji vliv na rlst a mnozeni urcitych bun¢k imunitniho
systému. Do této skupiny cytokint patii G-CSF, M-CSF a GM-CSF. Cytokin G-CSF je
faktor stimulujici proliferaci a diferenciaci granulocyti. Cytokin M-CSF stimuluje
proliferaci a diferenciaci kmenovych bunék na makrofagy a jejich diferenciaci na
monocyty. A Cytokin GM-CSF ovliviiuje proliferaci a diferenciaci granulocytt i
makrofagl. Cytokiny G-CSF a GM-CSF se pouzivaji u terapie neutropenii, kde
znovuobnovuji hematopoeticky systém. (Bianchi, Kotlafova 2012,Krejsek 2013)

2.1.3.5 Chemokiny

Funkce chemokinti spociva v regulaci migrace bun¢k pomoci chemotaxe, odtud
odvozen nazev chemokiny. Pod pojmem chemotaxe rozumime pohyb organismu ¢i
buiiky, ktery je odpovédi na specificky chemicky podnét.(Velky lékatsky slovnik)
Chemokiny se déli do ctyt strukturné odliSnych skupin. Kazda skupina pak ma

schopnost chemotaxe jinych typt leukocytd. (Bianchi, Kotlafova, 2012, Krejsek 2013)
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2.1.4 Klinické uziti cytokini

V poslednich letech si cytokiny nasSly svou nenahraditelnou roli v moderni terapii.
Nekteré cytokiny jsou zatim jesté fazi klinickych testti, ale mnohé z nich jiz touto cestou
prosly a dnes se UspéSné pouzivaji k terapii riznych onemocnéni a poruch. Abych
podtrhla vyznam cytokinil v dne$ni terapii, rozhodla jsem se zde nékolik z nich stru¢né
uvést. Jelikoz cytokiny jsou opravdu obséhla skupina, vybrala jsem ty, které maji vztah

k cytokinu GM-CSF, jenz je pro mou praci stézejni. (viz. 2.2 Cytokin GM-CSF)
2.1.4.1 Klinické uziti interleukini

Skupina interleukint je velmi rozsahla, uvadim tedy ty interleukiny, které maji

ur¢ity vztah k cytokinu GM-CSF. (viz. 2.2 Cytokin GM-CSF)

Jako prvni uvadim IL 1, ktery se v organismu vyskytuje ve dvou formach IL-1a a
IL-1B. Tento interleukin podporuje reaktivitu imunitniho systému a je vyuzivan v terapii
insomnie, akutnich gastritid, pfi hyperacidit¢ zalude¢ni $tavy, u imunodeficientnich

stavi ¢i u opakovanych virovych infekci. (Bianchi, Kotlarova, 2012)

Dalsi interleukin, ktery zde uvadim, je IL 2. Tento interleukin je medidtorem
specifické imunity (imunita humoralni, zprostfedkovana protilatkami). Pod jeho vlivem
dochazi k proliferaci T-lymfocytt, k stimulaci proliferace a cytotoxické aktivity NK-
bunék, k aktivaci specifickych protinddorovych makrofagl, a k dal§im dé&jim. Diky
témto specifickym vlastnostem je uZivan k 1écbé revmatoidni artritidy, Sjorgenovy
choroby, Diabetu Mellitu 1.typu, a dale pfi pfed¢asném starnuti nebo pii chronické
bolesti. (Bianchi, Kotlarova, 2012)

Poslednim interleukinem, ktery zde uvedu, je vyznamny IL 6. IL 6 indukuje syntézu
proteinl akutni faze, diferenciaci a nariist poctu B-lymfocyti a T-lymfocytii. Plsobi
synergisticky s IL-1B a TNF-a. Tento cytokin je nejvice vyplavovan jako odpovéd’ pti
infekcich, popaleninach, traumatech a tumorech. Své uplatnéni naSel v terapii jaterni a
plicni fibrozy, jako prevence nadorovych onemocnéni, pfi imunitni nedostate¢nosti, pii
poskozenich zplsobenych chemoterapii, v terapii autoimunitni biliarni cirhozy a

dalsich. (Bianchi, Kotlatrova, 2012)
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2.1.4.2 Klinické uziti TNF

Jiz pfi rozdéleni cytokini jsem uvedla, Ze Tumor nekrotizujici faktory jsou dva,
TNF-a a TNF-f. V této ¢asti bych se rdda zminila o TNF-a, ktery ma velky vyznam a
pouziti. TNF-a je vytvafen nejen aktivovanymi mononukledrnimi fagocyty, ale i
aktivovanymi T-lymfocyty, NK-bunikami a mastocyty. TNF-a piedstavuje hlavni
spojeni mezi imunitnim systémem a zanéty, a proto je povazovan za jeden
ucinkem. Pouziva se pfedevSim pii imunodeficitnich stavech, tuberkuloze, virovych

onemocnénich, jako prevence nadorového bujeni atd. (Bianchi, Kotlarova, 2012)

2.2 Cytokin GM-CSF

2.2.1 Struktura

Cytokin GM-CSF (faktor stimulujici zrani granulocyti a makrofagd) je
monomericky protein sloZzeny ze 127 aminokyselin. Tento protein je syntetizovan ve
formé prekurzoru o 144 aminokyselindch, na jehoz konci nalezneme hydrofobni
signalni sekvenci. Molekulova hmotnost tohoto cytokinu se v zavislosti na glykosylaci
pohybuje v rozmezi 14-35 kDa. Glykosylace je pfirozenym dé&jem organismu, kdy je na
molekulu bilkoviny navazana molekula cukru. Timto déjem vznika glykoprotein, ktery
Vtéto form€ muize mit pozménéné vlastnosti. Nékteré cytokiny jsou aktivni az
Vv glykosylované formé. (Velky lékarsky slovnik, 8. vydani) Na rozdil od jinych
cytokinii béhem in vitro testi vykazoval glykosylovany i neglykosylovany cytokin
stejnou aktivitu. Homologie mysiho a lidského cytokinu se pohybuje okolo 60%. (GM-
CSF Cytokines & Cells Encyclopedia — COPE)

2.2.2 Zdroje cytokinu GM-CSF

GM-CSF je organismem produkovan pfi stimulaci imunitniho systému patogenem
nebo v ptitomnosti jiného specifického cytokinu. Nejvice je produkovan T-bunkami a
makrofagy, ale i dal§i bunécné struktury tento cytokin produkuji, jako napt. endotelidlni

bunky, fibroblasty, NK buiniky a mastocyty. Jejich produkce miize byt indukovéana
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dal§imi cytokiny. Endotelidlni buniky a fibroblasty mohou byt stimulovany TNF-a,
TNF-B, IL1 nebo IL2. (Bianchi, Kotlafova, 2012)

Nekteré buiiky jsou schopny produkovat GM-CSF konstanté, tato situace nas vSak
upozorituje na moznost patologického jevu v organismu. (GM-CSF Cytokines & Cells
Encyclopedia — COPE)

Rekombinantni GM-CSF se pro terapeutické pouziti ziskava pomoci Escherichia
coli a kvasinek. (Gora-Sochacka et al., 2010)

2.2.3 Receptory pro cytokin GM-CSF

GM-CSF receptory jsou situovany v rizné hustoté, kterda se pohybuje mezi 100-
nékolik 1000 na jednu buiiku, na povrchu myeloidni bunky. Tento fakt je divodem,
pro¢ v dneSni dobé& stoupl zajem o tento cytokin. Cytokin GM-CSF stimuluje kmenové
buiiky, aby se diferencovaly do granulocytli a monocytii. Tyto receptory najdeme ale i
na nehematopoetickych bunkach, jako naptiklad na endotelidlnich bunkach a na malych

bunkach karcinomu plic. (GM-CSF Cytokines & Cells Encyclopedia — COPE)

GM-CSF je velka molekula, ktera je strukturné uzptisobena k tomu, aby se navazala
na receptor skladajici se ze dvou ¢asti. Jak jsem jiz zminila, receptor se sklada ze dvou
podjednotek, ptfi¢emZ cytokin GM-CSF se vaZe na receptor, jen pokud obsahuje obé
podjednotky. Pokud by cytokin naSel jen jednu podjednotku receptoru, nebyl by
schopen se pevné navazat a tim ani spustit pozadovanou reakci v bunce. Afinita
cytokinu k prvni podjednotce (GM-Ralpha) je nizka a na druhou podjednotku (GM-
Rbeta) ani neni schopen se navazat. (GM-CSF Cytokines & Cells Encyclopedia —
COPE)

Receptor pro GM-CSF ma jednu pojednotku mensi a druhou vétsi. Cytokin se vzdy
nejprve navaze na prvni podjednotku a az poté vytvoiri komplex s receptorem po
navazani na podjednotku delsi. Prav€ navazani cytokinu na vétsi podjednotku zplsobi,
ze se bunka bude diferencovat, dozravat nebo mnozit. (proffesor Don Metcalf, Walter a

Eliza Hall Institute of Medical Research)
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2.2.4 Biologicka aktivita — funkce cytokinu GM-CSF v organismu

Cytokin GM-CSF je hematopoetickym ristovym faktorem, a proto je jeho hlavni
funkci v organismu schopnost stimulovat zivotaschopnost, rust a diferenciaci
granulocytii a makrofagt, dale eosinofilti a erytrocytti. Pravé proto je tento cytokin
vyznamnym medidtorem v zanétlivé reakci. Abych vysvétlila jeho vyznam, pfiblizim

funkci granulocytt a makrofagt.
2.2.4.1 Makrofag a jeho vyznam v organismu

Makrofagy jsou jednojadernymi buitkami nespecifické imunity. Jejich hlavni funkci
je schopnost fagocytovat - pohlcovat pevné Castice cizorodého materialu z okolniho
prostfedi bunky, napf. mrtvé ¢i nemocné buniky, mikroorganismy apod. Stravenim
pohlcené cizorodé cCastice, ziska makrofag kratké peptidy, které jsou pro tuto Eastici
specifické, a prezentuje je na svém povrchu. Timto mechanismem, ktery se nazyva
prezentace antigenu, informuje T-lymfocyty o konkrétni cizorodé latce, ktera pronikla
do organismu. Proto ma makrofag dulezitou funkci v regulaci zanétu, protoze byva
prvni buiikou imunitniho systému, ktera se dostane na misto zanétu a rychle
nespecificky reaguje na patogen. Az jako dalsi se dostdvaji na misto zanétu bunky

specifické imunity, které s makrofagy komunikuji na principu prezentace antigenu.

Dalsi funkci makrofagh je produkce cytokini, destrukce mikroorganismt a
odstranovani mrtvych bunék (viz schopnost fagocytézy) a tudiz vzhledem ke vSem

funkcim, které zastava, i na fizeni homeostazy.

Mezi tkanové makrofagy, patii osteoklasty, mikroglie, Kupfferovy bunky a
histiocyty.

2.2.4.2 Granulocyt a jeho vyznam v organismu

Granulocyt je druh bilych krvinek, ktery obsahuje ve své cytoplazmé velké
mnozstvi granul. Dle zabarveni granul (pfi Wrightové barveni) rozliSujeme tfi typy
granulocytii: neutrofily, eosinofily a bazofily. Granulocyty hraji podstatnou tlohu pii
zangtech, v pfirozené imunité, pfi eliminaci mikroorganismi a odstranovani odumfelych

tkani.
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Neutrofily

Jsou buiiky imunitniho systému, jejichz granula se barvi neutralné - razové. Tento
typ bilych krvinek ma nejvétsi zastoupeni v lidské krvi. Jejich vyznam je nejvétsi
v prib¢hu akutnich zanétl, kdy neutrofily migruji do mista zanétu na zaklade

chemotaxe a fagocytuji antigeny proniklé do organismu.
Eosinofily

Eosinofily maji granula, ktera se barvi kysele — Cervené. Tyto bunky tvoii 1-6 %
cirkulujicich leukocytii a v nejvétSim zastoupeni je nalezneme v kostni dieni. Dale je
nalezneme v thymu, ve vajeCnicich, v d€loze, slezing, lymfatickych uzlinach a u
vyusténi GITu. Pokud se eosinofily objevi v jinych tkénich ¢i organech, signalizuje to

patologicky stav.

Nejvétsi vyznam eosinofily maji v priibéhu parazitarnich infekei. Tyto bunky totiz
obsahuji ve svych granulech rizné chemické medidtory, jako napt. peroxidasu, lipasu,
Raszu, DNasu, plasminogen a bazické proteiny, které maji pravé antiparazitarni funkei.
Nekteré tyto mediatory se prichycuji na téla parazitt, pro které jsou toxické, a likviduji

je.
Bazofily

Jejich granula se barvi zdsadit¢ — modfe, a ptredstavuji 0,01-0,3 % cirkulujicich
leukocytli. Po aktivaci bazofily uvoliiuji obsah svych granul do okoli (degranulace).
Jejich granula obsahuji zj. histamin, proteoglykany, proteolytické enzymy, leukotrieny a
rizné cytokiny. Hraji zasadni roli v zanétlivych procesech a alergickych reakcich.
Zvysena hladina téchto leukocytd signalizuje patologicky stav, nejcastéji leukémii,

lymfom ¢i jiné maligni bujeni.

2.2.5 Kilinické vyuziti
2.2.5.1 Klinické pouZiti a potencionalni vyznam v mediciné

Rekombinantni lidsky cytokin GM-CSF byl poprvé klinicky testovan na lidech jiz
v roce 1987 (Neumanitis, 2003). Po tomto testovani byl prohldsen Utadem pro kontrolu

potravin a léciv roku 1991 (FDA, the Food and Drug Administration) za bezpecny 1€k
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k profylaxi neutropenie, navozené po transplantaci kostni dfené. Dalsi mozné vyuziti
bylo nalezeno v 1é¢bé akutni neutropenie po 1écbé chemoterapeutiky ¢i radioterapii,
k 1é¢b¢ chronické neutropenie a infekci. Pouziva se tedy u onemocnéni, ktera jsou
charakterizovana atypickym zranim krevnich bunék, jejich snizenou produkci ci
zvySenou potiebou. Aby se vyhnulo komplikacim, pacienti s myeloblastickym
syndromem, akutni myeloidni leukemii nebo autoimunni trombocytopenii musi byt pii
terapii cytokinem GM-CSF pod klinickym monitorovanim. (GM-CSF Cytokines &
Cells Encyclopedia — COPE)

V dnesni dobé se cytokin GM-CSF standardné pouziva k terapii po transplantaci
kostni dfené, kde napomaha obnovit hematopoeticky systém pacienta. Vyhoda terapie
timto cytokinem nespociva jen ve zkraceni obdobi absolutni neutropenie pacienta, ale
diky této terapii se i rapidné snizi potifeba podavani intravendznich antibiotik, snizi se
moznost infekci a zkrati se celkova doba hospitalizace pacienta. Dal§i vyhodou
podavani cytokinu GM-CSF je, ze dokaZe nejen indukovat diferenciaci bunck, ale také
dokaze aktivovat leukemické buiiky do piesného stadia bunééného cyklu, v kterém jsou

nachylné k dal$im typtm terapie. (GM-CSF Cytokines & Cells Encyclopedia — COPE)

Diky své dulezité roli v imunitnim systému je rekombinantni lidsky GM-CSF
pouzivan nejen k terapii neutropenie a po trasnplantacich kostni diené, ale i k terapii

aplastické anémie, v terapii rakoviny a AIDS. (Gora-Sochacka et al., 2009)
2.2.5.2 Davkovani a moZné nezadouci ucinky

Terapeuticka davka cytokinu GM-CSF je vypoctena na hodnotu 5-10 pg/kg/den.
Cytokiny jsou obecné snaseny lépe v nizsich davkach. Vysoké davky cytokini maji
srovnatelnou uc¢innost jako davky nizké, ale je vyssi riziko nezadoucich ucinkt. Cytokin
GM-CSF muze zpusobit nezadouci Géinky typu flu-like syndrom, ktery se vyskytuje u
20-30% pacientli a zahrnuje hore¢ku, malatnost, myalgii, vyrdzku a mozné podrazdéni
v misté¢ vpichu. Nekteré nezadouci ucinky nejsou piimo zplsobeny cytokinem GM-
CSF, ale jsou zpusobeny indukci sekrece jinych cytokini cytokinem GM-CSF, napf.
TNF, IL1 nebo IL6. Terapeutickd davka se aplikuje bud’ intraven6zni, nebo podkozni
injekci. (GM-CSF Cytokines & Cells Encyclopedia — COPE)

Cytokin GM-CSF je jiz od roku 1991 schvalen FDA pod obchodnim nazvem leukin.
(I. Trebichavsky, 2013) Jako rekombinantni lidsky GM-CSF ho nalezneme pod
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generickym nazvem Sargramostim, Gramostim, Molgramostim. Tyto latky by mély byt
generiky. Pro prehled zde uvadim ATC klasifikaci Sargramostimu a Molgramostimu
viz Tab. 1, které dle mého hledani nejsou v ¢eské republice registrovany. (Stdtni ustav

pro kontrolu lécCiv)

Tab. 1 ATC klasifikace

ATC level 1 L — Cytostatika a imunomodulaéni éCiva
ATC level 2 LO3 - Imunostimulancia
ATC level 3 LO3A — Imunostimulancia
ATC level 4 LO3AA — Faktory stimulujici kolonie
hematopoetickych bunék (CSF)
ATC level 5 LO3AAO03 — Molgramostim
LO3AAQ9 - Sargramostim

2.3 Biotechnologicka produkce proteint

2.3.1 Transgenni rostliny

Pod pojmem transgenni rostliny rozumime rostliny, kterym byla pozménéna

geneticka informace vnéj$im zasahem.

Prvni transformace rostlin byly provadény jiz v 80. letech dvacatého stoleti.
V zacatcich modifikace rostlin bylo mozné zaclenit do genetické informace rostliny
pouze jednoduché znaky v malém mnoZzstvi. Byly tak vytvoteny rostliny odolné vuci
Skiidetim a herbicidim a s postupnym vyvojem genetického inZenyrstvi byla zlepSena 1
nutriéni hodnota plodin a zvysila se jejich odolnost vi¢i nepfiznivému klimatu. Diky
vysoké produktivité transgennich rostlin a niz§im nékladim bylo do této oblasti zna¢né
investovano a technologie v tomto sméru pokrocila. Dnes je jiz mozné zaclenit do
genetické informace rostlin mnohem delsi Gseky cizi DNA a ve vé&tSim mnoZstvi.

(Maliga, Graham, 2004)

Plvodni vyuziti takovych rostlin bylo pouze v zemédé€lstvi, ale v priibéhu vyvoje se
rozSifilo 1 do farmacie a mediciny. V dne$ni dobé& stoupl zdjem o latky bilkovinného
charakteru jako terapeuticky vyznamné latky a dle vyzkumu poslednich let jsou rostliny
prave takové latky schopny produkovat. V souasnosti se rostlinného materialu vyuziva
jako zdroje rekombinantnich proteinti, kam muzeme fadit savéi protilatky, krevni

nahrady, cytokiny nebo vakciny. (Goéra-Sochacka et al., 2009)
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2.3.2 Transformace rostlin

Zavedeni cizi genetické informace do rostliny, tzv. transformace rostlin, je mozna
nekolika zplisoby. Dva nejuzivanéjsi typy transformace rostlin jsou biolisticka metoda a
transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens, které v dalsi ¢asti podrobnéji popisi.

(Pracoviste molekuldrni biologie - Transgenni rostliny)

Dal§imi metodami transformace rostlin jsou napi. fyzikalni metoda vpraveni DNA
do bunék, kdy jsou nejdrive bunky zbaveny stén pomoci enzymové degradace polymert
a nasledna transformace elektroporaci. Posledni metodou, kterou zde uvedu je vnaseni
DNA pomoci mikroinjekci, kdy je izolovand DNA vnesena mikroinjekci az do jadra

protoplastu. (Fusek et. al, 2008)
2.3.2.1 Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens

Tato metoda je pouzitelnd jen u dvoud€loznych rostlin, protoZze bakterie
Agrobacterium tumefaciens tyto rostliny dokaze infikovat a vytvaret v rostlinnych
pletivech nadory. Cast DNA bakterie (Ti-plazmidu) je schopna proniknout do rostlinné
buiiky a zaclenit se do genomu napadené rostliny. Pravé této schopnosti se vyuziva pfi
transformaci rostlin. Ti-plazmid je ta ¢ast DNA bakterie, ktera je pienesena do
infikované burky, a proto se pouZiva pro cilené¢ vnaseni konkrétnich genti do genomu
rostliny. (Pracovisté molekularni biologie - Transgenni rostliny, Pokrocilé biochemické

a biotechnologické metody, Genetickd transformace obilovin)

Tato metoda vykazuje stabilnéjsi dédi¢nost transgenu i mensi moznost umlceni
transgenll neZ u metody biolistické. (Pokrocilé biochemické a biotechnologické metody,

Geneticka transformace obilovin)
2.3.2.2 Biolisticka metoda

Ne vSechny rostliny lze transformovat pomoci Agrobacterium tumefaciens, tato
metoda, jak jsem jiz zminila, je urCena pro rostliny dvoudé€lozné. Ale v oboru
zemédé€lstvi je velké mnozZstvi hospodafskych rostlin jednodéloznych, jako napf.
kukufice, pSenice ¢i je¢men. Hledaly se proto nové metody, jak docilit trasnformace u

téchto hospodarsky vyznamnych rostlin. V roce 1989 byla pfipravena prvni transgenni
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rostlina kukufice pomoci biolistické transformace. (Pokrocilé biochemické a

biotechnologické metody, Geneticka transformace obilovin)

Biolisticka metoda je zaloZena na nastfelovani cizorodé DNA do rostlinné tkané.
Cizoroda DNA se navazuje na povrch kovovych ¢astic, velmi Casto se pouzivaji zlaté o
praméru kolem 1 pum, které se pak napt. pomoci genovych d¢l nastieluji do rostlinnych
bunck. Nékteré Castice zasahnou jadro a nékterym znich se béhem regenerace po
nastfelovani cizorodou DNA podafi zaclenit do rostlinného genomu. (Pokrocilé

biochemické a biotechnologické metody, Genetickd transformace obilovin)

Biolisticka metoda vykazuje urCité nevyhody. Muze totiz dojit k destabilizaci
exprese genu a Casto se miZzeme setkat s tim, Ze béhem zivota rostliny dojde k tzv.
umlceni genu, nebo se transgen nepfenese na dalSi generaci rostliny. Uml€eni genu
znamena, ze rostlina ztrati schopnosti, které do ni byly uméle vneseny. At uz to byla
odolnost viic¢i herbicidim nebo produkce bilkovinnych latek. (Pokrocilé biochemické a

biotechnologické metody, Genetickd transformace obilovin)

2.3.3 Vyznam a vyuZziti transgennich rostlin

Transgenni rostliny si velmi rychle nasly své uplatnéni v zemédélstvi diky jejich
vylepSenym vlastnostem, jako je odolnost vic¢i Skidcim a pesticidim, zlepSeni
vyzivovych hodnot zemédé€lskych rostlin, nebo jejich zvySend odolnost vici
nepiiznivému klimatu. Mnoha tato vylepSeni dokazala pomoci s nedostatkem potravy

v nékterych chudych zemich.

Vyznam téchto rostlin si naSel rychle své misto i v mediciné¢ a farmacii. Moderni
medicina stale vice a vice vyuziva k terapii latky bilkovinného charakteru, jejichz
ziskavani je obtizné a finanéné narocné. Nedavné studie ukazuji, Ze biologicky aktivni
proteiny mohou byt produkovany rostlinami, a Ze produkce rostlinami by mohla byt
ekonomicky velmi vyhodna. Transgenni rostliny mohou produkovat protilatky, lidsky
sérovy albumin, erytropoetin, lidsky interleukin 2 a 4 a také mysi cytokin GM-CSF.
(James et al. 2000)

Vyznam biologicky aktivnich proteint je v dne$ni dobé veliky. Hraji dilezitou roli

v diagnostice, prevenci a 1é¢bé riznych onemocnéni. (Fisher et al. 2004) Jen na 200
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protilatek je v soucasné dob¢ ve féazi klinického testovani. Mezi choroby, které jsou
timto typem terapie léCeny, patii infekéni onemocnéni, autoimunitni poruchy,
kardiovaskularni choroby, poruchy krvetvorby, neurologické choroby, poruchy
respiracniho systému, o¢ni choroby, kozni onemocnéni a v neposledni fad¢ rejekce

transplantovanych orgéant. (Fisher et al. 2003)
2.3.3.1 Konkuren¢ni metody pro ziskavani latek bilkovinného charakteru

Transgenni rostliny by mohly z¢asti nahradit savéi bunééné kultury, kvasinky nebo
transgenni zvifata, kterd se také pouzivaji k ziskavani biologicky aktivnich proteinti a
jejich ziskavani je finanéné¢ velmi naro¢né. Abych ukédzala na klady a negativa

transgennich rostlin, ptikladam dal$i metody ziskévani biologicky aktivnich proteint.

Kultury sav¢ich bunék jsou hojné pouzivany, protoze je zastavan nazor, ze jejich
nalezneme mensi rozdily mezi lidskym cukernym fetézcem a hlodav¢im. Nevyhody
téchto bunéénych kultur spocivaji nejvice v drahém vybaveni a provoznich nakladech.
Dale je zde riziko kontaminace rekombinantnich latek lidskymi patogeny a omezené

moznosti na rozsiteni bunéénych kultur. (Fisher et al. 2003)

Dalsi metodou ziskdvani bilkovinnych molekul je produkce bakterii ve
velkoobjemovych fermentacnich systémech. Tato metoda je finan¢né vyhodnéjsi nez
kultury savéich bun¢k a je velmi uzivana pro produkci Fab usekil, coz jsou useky
protilatek, které se vazou na antigen a jsou uzivany v detekénich metodach. Vynosy této

metody jsou ale Casto nizké, protoze proteiny nejsou produkovany spravné. (Fisher et al.
2003)

Nedavnym vyzkumem je produkce protilatek v mléku transgennich zvifat. Jejich
vyhoda by pak byla ve vysokych vynosech a opakovaném ziskavani produktti. Bohuzel
je tento proces Casov€é velmi naro¢ny a jsou zde i eticka pravidla a byrokratické

prekazky, s kterymi se cely proces komplikuje. (Fisher et al. 2003)
2.3.3.2 Vyhody a nevyhody rostlinného materialu

Hlavnim vyhodou pouziti rostlin pro produkci proteinli jsou nizké potizovaci
naklady i nédklady provozni. Mezi finanéni vyhody patfi i mozZnost, Ze by pole

S transgennimi rostlinami mohlo byt udrzovano a sklizeno neodbornymi pracovniky.
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Dal8im pozitivem tohoto typu jsou i malé skladovaci prostory, protoze rostliny mizeme

uchovévat ve forme semen. (Fisher et al. 2003)

Dale je zde minimalni riziko kontaminace lidskymi patogeny, které hrozi u sav¢ich

bunécnych kultur.

Urcitym problémem by se mohly zdat posttranslacni déje, které jsou u rostlin i
savCich bunék odlisné. Nalezneme zde mensi neshody kone¢ného produktu, jako napf.
odlisné cukerné fetézce, které jsou typické pro rostliny. Ukazalo se vsak, ze ani cukerny
fetézec ani protein (konkrétné rekombinovany IgG) produkovany rostlinou nevykazuje

imunogenni efekt. (Fisher et al. 2003)

I pfes vyznamna pozitiva se setkavame i s negativy trasngennich rostlin. Nékteré
rostliny, vhodné pro transformace, jako napt. Nicotiana tabaccum ¢i Nicotiana
benthamiana, obsahuji toxické metabolity — alkaloidy. Tyto alkaloidy komplikuji situaci
pti ziskavani Cistého produktu a pfi jeho pouziti v experimentalnich podminkach.
Vhodnym feSenim tohoto problému bylo pouziti variety LA Burley 21, ktera obsahuje
niz8i mnozstvi alkaloidl. Rostliny tabaku variety LA Burley 21 obsahuji pouze 0,2 —
0,5 % alkaloidi v susiné. Touto rostlinou je pak mozné bez omezeni krmit subjekty
vyzkumu — laboratorni zvitata, aniz by se prokédzaly nezddouci ucinky alkaloidt. (Goéra-

Sochacka et al. 2009)

Dalsi nevyhodou je transport nebo uchovavani nékterych rostlinnych materiald.
Nektery rostlinny material vydrzi bez upravy meésice az roky pii pokojové teploté
(Solanum tuberosum, obili), ale jiné musi byt skladovany ve formé susené ¢i zmrazené,
aby byla zachovana aktivita rekombinantnich proteinti, coz situaci komplikuje a
omezuje nejen pii skladovani ale i b&hem transportu. Nejvétsi nevyhodou je
pravdépodobné dlouhy vyvoj transgennich rostlin a ndklady s tim spojené¢. (Fisher et al.
2003) Obdobi vyvoje muze trvat i n€kolik let a n€kdy se béhem péstovani rostlin miize

stat, Ze se transgen uml¢i a nékolik let prace skon¢i netispéchem.

Trasngenni rostliny maji tedy velké vyhody z ekonomického hlediska. A jejich
rozsifené pouziti by pomohlo pfinést levnéjsi a dostupné;$i medikaci pro pacienty, ktefi

si to dosud nemohli dovolit.
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2.4 Metodika kultivace rostlin in vitro

2.4.1 Teoreticky uvod do problematiky kultivace rostlin in vitro

Kultivace rostlin in vitro znamena péstovani rostlin v umélém prostiedi. Rostliny se
kultivuji v riznych kultiva¢nich nadobach. Dtive se nejvice péstovaly ve sklenénych

nadobach, a proto byla tato kultivace pojmenovana ,,in vitro®.

Nekultivuji se jen rostliny jako takové, ale 1 spory, semena, generativni a vegetativni
organy, pletiva, jednotlivé bunky i bunky, které jsou zbavené bunécnych stén, tzv.

protoplasty.

Pro rlst a vyvoj kultur je dilezité prostfedi, které jim vytvoiime. Musime proto
zvazit, jaky zvolit typ nadoby, jaké zvolime kultivacni médium, aby méla rostlina
dostatek energetickych zdroju, vyzivy, regulacnich latek a vhodné pH. Rostlina je také
uméle osvétlovana, musime tedy najit spravnou intenzitu a kvalitu svétla a zvolit
vhodnou fotoperiodu, tedy kolik hodin bude rostlina ve tmé a kolik pfi svétle.

Kultivaéni prostiedi musi dale spliiovat podminky stabilni teploty a vlhkosti.

Rostliny jsou péstovany ve sterilnim prostiedi, tudiz se nepotkdvaji s Zadnymi
mikroorganismy. Proto, Ze rostlina je ve sterilnim a zcela umélém prostiedi, mizeme
nastavit vSechny podminky kultivace a mame moZnost tyto podminky monitorovat a

pfipadné€ upravovat naSim potiebam.

Jak jsem se jiz zminila v pfedchozi casti, je dilezité zvolit spravné kultivacni
médium. Slozenim média ovlivnime dostupnost a formu Zivin pro explantat, dale
dostupnost vitamind, vody a ristovych regulatori. Hlavni sloZkou kultivaéniho média je
voda. Zbyvajici ¢ast média tvoii dvé slozky - organicka a anorganicka. Kazda rostlina
pottebuje i Ziviny ve formé iontl. Tyto ionty délime na makroelementy ( C, Ca, K, N,
Mg, P, S) a mikroelementy (Cu, Mo, I, Co, B, Fe, Mn, Zn). (Blazi¢kova 2007) Rostlina,
nebo jeji ¢ast, vyzaduje specifické zastoupeni iontd pro svlij optimdlni vyvoj a rist.
Prvni slozeni média bylo definovano Murashigem a Skoogem roku 1962 a od této doby
médium nese jejich jméno — MS médium. V dnesni dob¢€ je médii nepiebernd skala
Sriznym sloZenim. Protoze rostlina v umélych podminkach nemusi byt schopna
syntetizovat nékteré pro ni esencialni latky, nebo ¢ast rostliny, kterou kultivujeme,

nema praveé tu cast, ve které je latka v celistvé rostlin€é syntetizovana, musime je
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dodévat. Takovou skupinou ptfidavanych latek jsou vitaminy. Explantatim do médii
pfidavame nejcastéji thiamin, pyridoxin a kyselinu listovou. DalSimi pfidavanymi
latkami jsou aminokyseliny, napf. glutamin, glycin, nebo latky typu myo-inositol,

nukleové kyseliny nebo jejich prekurzory. (Blazickova 2007)

Nezbytnou slozkou kultivacnich médii jsou cukry, které slouzi jako zdroj uhliku.
Rostliny v in vitro podminkach ¢asto nejsou schopny fotosyntetizovat, a proto jim pak
musime zdoj uhliku dodat. Timto zdrojem byvaji cukry, vzdy ale musime zvolit vhodny
sacharid, jeho spravnou koncentraci a formu. NejcCastéji je dodédvana sachardza, ale
jindy je vhodnéjsi jako energeticky zdroj dodat napi. maltdozu, glukozu ¢i galaktozu.
Mezi potebné sacharidy mizeme zaradit i agar, ktery je nezbytnou soucasti médii.
Agar je polysacharid, ktery rostliny neumi $tépit, zistane tedy V jejich pfitomnosti beze
zmén. Jeho hlavni funkei je ztuZeni médii, v kterém se rostlina snadno uchyti, zakoteni

a spravné zorientuje v prostoru.

Dulezitou slozkou médii jsou rustové reguldtory. Regulatory rostlinného ristu
délime do nékolika skupin, ale dvé nejpouzivanéjs$i jsou auxiny a cytokininy.
V kombinaci se tyto dvé skupiny latek pouzivaji k tvorbé kalust, pak musi byt
vyvazeny pomér téchto dvou skupin. Déle se pouzivaji k podpofe rlstu pryti
(cytokininy) nebo rlstu kofenli (auxiny). Nejpouzivanéjsi latkou patiici do skupiny
auxinl je NAA (kyselina naftyloctova) a 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyoctova kyselina).
Mezi ristové regulatory patii také gibereliny, kyselina abscisova a ethylen. (Blazickova

2007)

’.

Uprava pH meédia je vétSinou poslednim a velmi dilezitym krokem celé ptipravy
média. Pokud by médium mélo nevhodné pH, rostlina pak neni schopna pfijimat z n¢j
latky, které jsme do né&j pro jeji potiebu piidali. Optimalni pH se pohybuje kolem
hodnoty 5,7 az 5,8. Této hodnoty docilime pfidavanim malého mnozstvi NaOH ¢i HCl1

do média za kontroly pH-metrem.

Pokud chceme na médiu selektovat transgenni rostliny od rostlin netransgennich,
velmi Casto se do média pridava kanamycin. Transgenni rostlina mé v sobé marker pro
rezistenci na kanamycin, a tak rostlina i na médiu s kanamycinem pfezije. Na rozdil od
netransgenni rostliny, ktera zpocatku poroste, ale po né¢jakém case zacne Zloutnout a

zahyne.
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Pokud se nam ptiprava média povede a rostliné se v ném dafi, zacne mezi rostlinou
a médiem fungovat vyména latek. Rostlina si potiebné latky z média odebira a vylucuje
do n¢j latky odpadni, proto bychom po urcité dob¢ (v naSem piipad¢ zhruba meésic) méli

rostliny presadit do nového média.

Jak jsem se jiz zminila v pfedchozi Casti, rostliny kultivujeme ve sterilnim prostredi.
Proto musi byt kultivaéni nddobky i1 s médii vysterilizovany. Sterilizace zpravidla

probiha v autoklavu.

2.4.2 Kalusové kultury

Kalus je slozen z masy volné usporadanych bunc¢k. Béhem tvorby kalusu dochézi
k ur¢ité diferenciaci bunék, ktera vétsinou vede ke ztraté schopnosti fotosyntézy. Proto
musime do média pro kalus ptidavat potfebné slozky, jako jsou vitaminy ¢i zdroj
uhliku. kalusové kultury mohou tedy bit bilé, ty které ztrati schopnost fotosyntézy a po
malu i zelené, které jsou schopné v urc¢ité mitfe fotosyntetizovat. Bil¢ kalusy se Casto

kultivuji ve tmé, aby nedochazelo k dal$im diferenciacim. (Blazickova 2007)

Tyto kultury maji vyuziti samy o sobé¢, ale Casto se pouZzivaji k zalozeni bunéénych

suspenzi. (Blazickova 2007)

2.4.3 Suspenzni kultury

Kalusové kultury mohou byt drobivé ¢i pevné. Drobivé kalusy jsou vychozim
materidlem pro bunécné suspenzni kultury. Po ptfeneseni vzorku drobivého kalusu do
tekutého média a diikladném promichani se uvolni z kalusu malé shluky bunék. Pokud
jsou tyto shluky ve spravnych podminkdch, pokracuji vristu a deleni a vytvofi
bunécnou suspenzni kulturu. V urcitych ¢asovych intervalech se bunééné kultury fedi.

Jak Casto se fedi a jak moc zavisi na typu bunécné suspenze. (Blazickova 2007)

Pokud je namnoZeno dostatecné mnozstvi suspenznich kultur, mohou se ptenést do
bioreaktoru. V bioreaktoru maji suspenzni kultury idealni podminky pro dalsi rust, ale

V bioreaktoru se musi suspenze po urcité dobé fedit novym kultivaénim médiem.
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3 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo pfevedeni transgenni rostliny Nicotiana tabacum,
produkujici cytokin mGM-CSF, na kalusovou kulturu. Kalusova kultura je vychozim
zdrojem materialu pro ptrevedeni na suspenzni kultury do tekutého média. Suspenzni
kultury jsou vhodnym materidlem k velkoobjemové produkci biomasy, jakozto zdroje

mGM-CSF.
Hlavni cile mé prace mizeme rozdélit do nékolika bodi:

e Zvladnuti metodiky in vitro kultivace rostlin.

e Zvladnuti metody Slot Blot pro rostlinny material Nicotiana tabacum.
e Optimalizace metody Slot Blot pro dany material.

e Zvladnuti ELISA analyzy cytokinu mGM-CSF.

e Pievedeni transgenni rostliny Nicotiana tabacum na kalusovou kulturu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Rostlinny material a pouzité chemikalie

4.1.1 Rostlinny material

4.1.1.1 Rostlina Nicotiana tabacum a jeji transgenni formy

Nicotiana tabacum je v ¢eském jazyce tabak virginsky, ktery patii do celedi
Solanaceae — lilkovité. Nicotiana tabacum v pouziti jako transgenni rostlina ma své
vyhody 1 nevyhody. Velkou vyhodu ptedstavuje fakt, Ze tabak virginsky neni urcen ke
konzumaci lidmi, ani jako krmivo pro zvifata. Je zde tedy minimalni moznost
kontaminace jidla ¢i krmiv transgenni rostlinou Nicotiana tabacum. Dalsi velkou

vyhodou jsou velké vynosy této rostliny a jeho rychld schopnost ristu. (Fisher et al.,

2004)

Bohuzel zde nalezneme 1 nevyhody, jako napiiklad nizkou stabilitu proteini
ziskavanych z tabaku, nebo pfitomnost alkaloidt. Pfitomnost alkaloidti v rostliné tabaku
je velkym negativem. Alkaloidy totiz musi byt kompletné odstranény, coz je proces,
ktery odéerpava dalsi finance a ¢as. V dnes$ni dobé je ale pouzivana rostlina Nicotiana
tabacum s nizkym obsahem alkaloidd, ktery ¢ini pouze 0,2 — 0,5% hmotnosti susené¢ho
vzorku. Tato rostlina, kterd je oznacovana jako N.T. LA Burley 21, byla zakladem pro

transgenni rostliny, které jsme pouzili pravé v mé praci. (Gora-Sochacka et al, 2009)

Transgenni rostliny, které jsou pouzit¢ v mé praci, byly dodany z polské akademie
véd, konkrétné z Ustavu Biochemie a Biofyziky ve Var$avé. V tomto Gstavu vytvofili
transgenni rostliny N.T. mGM-CSF 23, N.T. mGM-CSF 24, N.T. mGM-CSF 43, N.T.
GM-UreB 31, N.T. GM-UreB 17, N.T. Bin 19.

N.T. nGM-CSF 23

Tato rostlina je transgenni verzi N.T. LA Burley 21 s genem murine GM-CSF pod
kontrolou promoteru RbcS1. Do rostliny byl zaveden i marker pro rezistenci na

kanamyecin. Jedna se o mate¢nou rostlinu.
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N.T. nGM-CSF 24

Tato rostlina je transgenni verzi N.T. LA Burley 21 s genem murine GM-CSF pod
kontrolou promoteru RbcS1. Do rostliny byl zaveden také marker pro rezistenci na

kanamycin. Jedné se o matecnou rostlinu.
N.T. mGM-CSF 43

Transgenni rostlina s genem pro mGM-CSF pod kontrolou promoteru RbcS1
s markerem pro rezistenci na kanamycin. Transformovana rostlina z ptivodni rostliny

N.T. LA Burley 21. Druha generace rostliny.
N.T. GM-UreB 31 a N.T. GM-Ureb 17

Dv¢ odlisné transgenni rostliny s markerem pro rezistenci na kanamycin. V obou
dvou transformantech je zaveden gen pro GM-CSF a gen pro UreB. U téchto dvou
transgennich rostlin nalezneme jiny promotor nez u N.T. GM-CSF 23, a to CaMV 35S

promotor. Druhd generace rostliny.
N.T. Bin 19

Je transgenni N.T. LA Burley 21 s prazdnym vektorem pBinl9. Tato rostlina miize

slouzit ke kontrole pro rezistenci na kanamycin.
N.T. LA Burley 21

Kultivar tabaku, ktery nebyl geneticky modifikovan. Slouzi jako kontrola pti vSech

experimentech a méfeni, tzv. puvodni kultivar (WT).
4.1.1.2 Odbér vzorki a jejich uchovavani

Nase transgenni rostliny tabaku jsou zéavislé s produkci mGM-CSF na denni ¢i no¢ni
dobé&. Jejich nejvyssi koncentrace by méla byt kolem osmé hodiny ranni, proto je
dilezité odebirat vzorky co nejblize této doby, abychom zarucili co nejvy$§i mozné

mnozstvi mGM-CSF.

Odbér vzorkll u rostlin musi byt takovy, abychom rostlinu zcela neznicili a mohli
jeji apikélni ¢ast presadit na novou piidu a nechat dal rtst. Nejlepsi je tedy vybrat
obdobi, kdy rostlinky maji byt pfesazeny. Pii odbéru vzorkl pracujeme ve sterilnim

prosttedi a dodrzujeme zéasady aseptické prace. VSechny néstroje a laminarni box si
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vysterilizujeme, at’ uz pomoci etanolu, nebo pomoci vysoké teploty. Rostlin¢ vzdy
ufizneme spodni velké listy a bez dotyku s vn&jsim prostfedim je pieneseme do tieci
misky s tlouckem. Je dobré mit nastroje pro praci s mrazenym vzorkem piedchlazené.
Listy v tieci misce zalijeme tekutym dusikem a rozdrtime je na prach, ktery nasledné
pfeneseme do predem vytdrované mikrozkumavky a zvézime je. Uchovavani vzorkl
z transgennich rostlin tabdku je mozné pouze v mrazené formé pii -80°C, ostatni typy
uchovavani zkracuji Zivotnost biologicky aktivnich proteinii ve vzorku. Vzorky tedy
zamrazime a v pripadé¢ potfeby rozmrazime a pouzijeme. Neni ale dobré vzorek

mnohonasobn€ zamrazovat a rozmrazovat, pak bychom vzorek znehodnotili.

Odbér kalusovych kultur je stejny, jen si pii odbéru musime davat pozor, abychom

nenabrali spolu skalusem i kultivaéni médium a abychom nabrali reprezentativni

vvvvvv

aby né&jaka ¢ast odebraného vzorku pti drceni nevyskocila z misky.

4.1.2 Pouzité chemikalie
Uvadim zde pouzité chemikalie véetné vyrobc.

e NBT/BCIP Stock Solution (Roche Diagnostics GmbH, U.S.A.)

Complete — protease inhibitor cocktail tablets (Roche Diagnostics GmbH,
US.A)

Anti-Murine GM-CSF antibody (BioLegend®, U.S.A.)

Recombinant mouse GM-CSF, carrier free (BioLegend®, U.S.A.)

Anti-Rabbit IgG (Sigma-Aldrich s.r.0., Praha)

Bovine Serum Albumin (BSA) Standard Set (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
US.A)

e Bradford Dye Reagent (Bio-Rad Laboratories, Inc., U.S.A.)

4.2 Kultivace rostlin in vitro

S metodikou kultivace rostlin in vitro jsme se seznamili v Teoretické ¢asti. Jiz tedy
vime, ze zivné médium musi obsahovat specifické latky pro urcity typ rostliny.

V nasledujici kapitole uvadim postup piipravy a slozeni nami pouzitych médii.
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421 Zivna média ke Kkultivaci rostlinného materialu Nicotiana

tabacum a jejich priprava

Jak jsem v obecné ¢asti kultivace in vitro uvedla, kazda rostlina ma specifické

pozadavky na kultiva¢ni médium, v kterém je péstovana.

My pouzivali jako zaklad média pro rostlinky Nicotiana tabacum médium
Murashigeho a Skoogovo (Murashige a Skoog, 1962), dale jen MS médium. To jsme
upravili pro nasi kultivaci. V Tab. 2 naleznete zasobni roztoky A, B, C, D, E, F, a dale v
ni uvddim konkrétni slozeni kazdého zdsobniho roztoku. Pouzité vitaminy a
aminokyseliny naleznete v Tab. 3. Na konci této kapitoly upiesnuji piipravu —H média
s kanamycinem a bez n¢j, dale média pro kalusy, kam fadime NK1 médium a 2+K

médium.

Tab. 2 Zakladni MS médium

zasobni slozky koncentrace objem zasobniho objem zasobniho
roztok g/l roztoku ml/I roztoku mi/250 ml
A NH4NO; 82,50 20 5
B KNO; 95,00 20 5
C H3BO; 1,24 5 1,25
KH,PO, 34,00
KI 0,166
NA,Mo0,*2H,0 | 0,05
CoCl,*6H,0 0,005
D CaCl,*2H,0 88,00 5 1,25
CaCl,*6H,0 131,123
CaCl, bez vody | 66,40
E MgS0,*7H,0 74,00 5 1,25
MnSO,*4H,0 4,46
MnSO,*H,0 3,38
ZnS0,*7H,0 1,72
CuS0O,4*5H,0 0,005
F Na,EDTA*2H,0 | 4,12 10 2,5
Na,EDTA 3,72
FeS0O,*7H,0 2,78

Tab. 3 Vitaminy a aminokyseliny

MS vitamins | sloZeni: 10 ml/I 2,5ml/ 250 ml

thiamin (B,) 1mg/100ml
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pyridoxin (Bg) 5mg/100ml

kys. nikotinova | 5mg/100ml

glycin 20mg/100ml

POSTUP PRIPRAVY pro MS médium

Hlavni slozkou média je voda, proto zacneme vodou, do které budeme pridavat
postupné vSechny slozky. Pfipravime si i mensi naddobku na vyplachovani pipety,
abychom zasobni roztoky vzajemné nemisili. Napipetujeme roztoky A az F (dle tabulky
zékladni MS médium) podle mnozstvi média, které chceme pftipravit. Dale pfidame MS
vitamins, coz je smés vitamind a aminokyselin, také v pozadovaném mnozstvi dle
tabulky vitaminy a aminokyseliny. Vzdy kdyz mame né¢kolik roztokt k pipetovani, je
dobré si davat na jednu stranu roztoky jiz pfidané a na stranu druhou roztoky, které
teprve budeme piidavat. Zamezime tim moznosti nepfidani né¢kterého roztoku, nebo
naopak pridani vétsiho nez pozadovaného mnozstvi. Rostlina by na Spatné pfipraveném
médiu mohla i zahynout. Tento roztok zfedime vodou do poloviny pozadovaného
objemu a piiddme 0,1 g Myo-inositolu a 30 g sachardzy na 1 L roztoku. Sachardza se
bude néjakou dobu rozpoustét, a proto pfiddme michadélko a nechame michat na
magnetové michacce, dokud se sachar6za zcela nerozpusti. Roztok dolijeme
Vv odmérném valci do pozadovaného mnozstvi, ale nechdme malou rezervu, kvili Gpraveé
pH. Optimalni pH pro naSe rostlinné kultury se pohybuje mezi 5,7 — 5,8. Roztok, ktery
jsme praveé namichali, ma pH vétSinou kolem hodnoty 5. Budeme muset tedy pH zvysit
pomoci 1 M NaOH. Hodnoty pH se rychle méni, je proto dobré davkovat NaOH
pomoci mikropipety, nejlépe ptidavat 20-200 pl. Po kapkach tedy upravime pH do
pozadované hodnoty a ujistime se, Ze roztoku je sprdvné mnozstvi a pfipadné jej

upravime.

Zde se pracovni postup rozchéazi podle typu média, které potfebujeme pfipravit. My
jsme jako zdklad vSech médii pouzivali MS médium bez hormoni (-H médium).

(Murashige a Skoog, 1962)

Pokud se jedna o médium —H bez kanamycinu (zna¢ime —H), pokracujeme
postupem A. Pokud se jedna o médium —H skanamycinem (znac¢ime —H kan),
pokracujeme postupem B. Pokud chceme pfipravit médium 2+K, pak pokracujeme

postupem C a pokud chceme piipravit médium NK1, pokracujeme postupem D.
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A) K takto pfipravenému roztoku v kadince o spravném pH, piidame 7,5 — 8,0 g
drceného agaru. Celou smés ptivedeme za stalého michani k varu a vaiime, dokud
roztok nezpruhledni. Pak rozlijeme do kultivacnich nadobek a vysterilizujeme
Vv autoklavu.

B) Piipraveny roztok s upravenou hodnotou pH nalijeme do Erlenmayerovy banky
vhodné velikosti, pievrstvime pozadovanym mnozstvim agaru (viz bod A) a dobte
uzavieme alobalem, pak sterilizujeme v autokldvu. Smés s agarem nemusime vafit,
uvaii se nam v autoklavu. Kadinku po vyklavovani vyndame a nechame zchladnout.
Vychladlou kadinku pieneseme do laminarniho boxu a za sterilni prace do ni
doplnime kanamycin (0,150 g/L). Kanamycin si rozpustime maximalné v 10 ml
destilované vody, abychom nezménili média. Pfipraveny roztok kanamycinu
aplikujeme do nddoby s médiem pomoci filtraéniho néstavce na injekéni stiikacku.
Dobte promichame a rozlévame do predem vysterilizovanych kultiva¢nich nadob
stale za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

C) Médium pro kalusy 2+K pfipravujeme stejné jako médium —H. Rozdil je jen
Vv pfidaném mnozstvi sacharézy a nékterych latkadch navic. My jsme pfipravovali
hned tfi typy téchto médii, prvni bez sachar6zy, druhé s 10 g sacharézy na 1 L
média a tieti s 30 g sacharézy na 1 L média. Dale se do média navic ptidava 220 pl
KIN na 1 L média a 0,23 mg 2,4-D na 1 L média. Médium se pak rovnou vaii
s agarem, pokud je bez kanamycinu. Pokud je s kanamycinem postupujeme jako u
ptipravy média —H kan.

D) Médium pro kalusy NK1 se také piipravuje stejné jako médium 2+K. pfipravuji se
také tfi varianty s odliSnym mnoZstvim sachardzy, ale pfidavame navic odliSné
latky. Do tohoto média ptiddvame 10 ml NAAna 1 L média a 300 pl KIN na 1 L

média. Dale postupujeme stejné jako u 2+K média.

4.2.2 Péstovani rostlin

KdyZ jsem v dubnu 2011 zacinala se svou praci, pani doktorka Langhansova méla
jiz velkou ¢ast vyzkumu na toto téma za sebou. V té dob¢ pani doktorka Langhansova
pracovala s rostlinami N.T. mGM-CSF 23 a N.T. mGM-CSF 24. Rostliny byly jiz

vzrostlé a dokonce N.T. mGM-CSF byla pievedena na suspenzni kulturu.
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V dubnu 2011 pfisla semena transgennich rostlin N.T. mGM-CSF 43. Dale byla
zaslana semena N.T. Binl9 s prazdnym vektorem pro kontrolu, N.T. GM-UreB 31 a
N.T. GM-UreB 17 s odlisSnym promotorem. VSechna transgenni semena byla poslana
z Ustavu Biochemie a Biofyziky z Akademie véd ve VarSavé. Spolu se seminky
transgennich rostlin pfisla i seminka WT (wild type) N.T. LA Burley 21, coz byla

puvodni rostlina, z které se transformanty odvozovaly. (Gora-Sochacka et. al, 2009)
4.2.2.1 Kli¢ivost, ze semen k rostlinam

Seminka jsme tedy museli nejdfive vysit, abychom ziskali rostliny. Pro rtizna
semena jsme pouzili rizna média. Pro N.T. LA Burley 21 jsme pouzili MS médium bez
kanamycinu. Pro GM-CSF, GM-UreB a Bin 19 linie jsme pouzili MS médium
s kanamycinem. Koncentrace kanamycinu byla 300 mg/1L média. Seminka vSech linii
jsme navazili do mikrozkumavek a pak prepocitali, kolik je v kazdé linii seminek. Kolik

bylo v kazdé linii seminek a kolik vazily, uvadim v Tab. 4.

Tab. 4 Semena 29. 4. 2011

Kultura Hm. semen | Approx. pocet | PoCet semen Z toho Pocet
(mg) semen vysazenych plovoucich Petriho

misek

GM-CSF 43 14,5 169 189 178 4

GM-UREB 17 17,5 203 241 34 6

LA-BURLEY 21 4,3 50 35 0 2

GM-UREB 31 14,8 172 149 0 3

Bin 19 14,9 173 139 66 3

Nez jsme seminka nanesli na agarové pudy vylitych do Petriho misek, museli jsme
je odmastit a sterilizovat. Seminka jsme odmastovali v 70 % etanolu po dobu 1 minuty
ttepanim. Pak jsme je sterilizovali po dobu 10 minut v 10 % Savu za stalého tfepani a
nakonec jsme je pétkrat promyli v destilované vod¢. Hned béhem promyvani jsme
zjistili, Ze n€kterd seminka plavou a nechtéji se ponofit. Spocitali jsme je a zapsali si

tento tidaj a vyseli je na oddélené agarové pudy — viz Tab. 4..

Seminka byla velmi drobnd a tak jsme je rozstfikovali na agarové pidy pomoci
pipety s odfiznutou Spickou. Aby tato operace byla 1épe proveditelna, nechali jsme

seminka v destilované vodé, 1épe se pak nabirala.
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9. 5. 2011 byla vsechna kli¢iva seminka uz nakli¢ena. VSechny rostlinky meély
pfinejmensim dva listy, nékterym jiz pucely dalsi listky. Jest¢ tento den jsme si
piipravili - H média s kanamycinem a bez kanamycinu do sklenicek, v kterych budeme

rostlinky péstovat.

10. 5. 2011 jsme provedli prvni selekci, kdy jsme od kazdé rostliny odebrali do
sklenicek né€kolik rostlinek. Od N.T. mGM-CSF 43, N.T. GM-UreB 17 a 31 jsme
odebrali 10 rostlinek. Od N.T. Bin19 jsme odebrali 8 rostlinek a od N.T. LA Burley 21

jsme odebrali 6 rostlinek.

K 13.5 jsme vyhodnotili kli¢ivost rostlin. Je zfejmé, Ze plovouci semena maji niz$i

schopnost kli¢it. Nase vysledky pfikladam v Tab. 5.

Tab. 5 Kli¢ivost semen 13. 5. 2011

Pocet ztoho % netransf. z (Celk. % o; zelenych % vykl. z % wykl. z VYKL, z Kultura
vyklicenjch etiol. vyklicenych  [klicivosti | (transt.) plovoucich  neplovoucich neplovoucich
128 23 17,97 67,72 82,03 69,10112 45,45 5|GM-CSF 43
198 13 6,57 82,16 93,43 70,58824 84,06 174|GM-UREB 17
34 0 0,00 97,14 100,00 97,14 34|LA-BURLEY
136 6 4,41 91,28 95,59 91,28 136|GM-UREB 31
120 0 0,00 86,33 100,00 93,93939 79,45 58|Bin 19

Po piesazeni rostlinek jsme si prozatim ponechali i ostatni rostlinky, které jsme
nechali na ptvodnich padach. Po né€kolika dnech od piesazovani jsme zpozorovali, Ze
ne vSechny rostlinky jsou zelené. Neékteré byly Zluté, coz znaci, Ze nebyly

transformované, chybéla jim rezistence na kanamycin.

K 31. 5. 2011 byly rostlinky malé a moc nerostly, proto jsme vyselektovali dalSich

10 rostlinek od kazdé linie.

Rostlinky nerostly zpocatku moc rychle, az v zati 2011 jsme rostlinky vypéstovali
do optimalni velikosti. Béhem pfesazovani v zafi jsme odebrali vzorky vSech linii a

zamrazili je v mrazicim boxu pii -80°C.
Kazdy mésic jsme pak ptesazovali rostliny vSech linii, véetné N.T. mGM-CSF 23.
4.2.2.2 Piesazovani rostlin

Rostliny jsou péstovany ve sterilnich podminkéch, proto i pfesazovani musi probihat
za aseptické prace. Pfesazovani probihd v lamindrnim boxu. VeSkeré pomucky

Kk pfesazovani si predem také vysterilizujeme. Pomucky, které se pouzivaji
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Kk pfesazovani, jsou zejména pinzety a nlUzky. Piesazovani probiha tak, ze rostling
ponechdme pouze prvni dva apikalni listky. Zbytek bud’ odebereme jako vzorek, nebo je
odstranime. Jeden az dva centimetry pod apikalnimi listky rostlinky ufizneme a opatrné
pomoci pinzety pfeneseme na novou pudu. Rostlina se nesmi mimo inkubacni nadobky
niceho dotknout. Takto rostliny pfesazujeme vzdy alespon jednou do mésice, ptipadné

Castéji dle rychlosti rlstu rostlin.

4.2.3 Prevadéni rostlin na kalusové kultury

Na kalusové kultury jsme se rozhodli pievést rostlinu N.T. mGM-CSF 23, u které

jsme naméfili nejvyssi hodnoty cytokinu mGM-CSF.

Ptevedeni rostlin na kalusovou kulturu je velmi dlouhy proces. Nejdiive se musi
urcit, jakd média budou vhodné pro dany kalus. My jsme se rozhodli pfipravit dva typy
média. Prvni médium 2+K s kanamycinem pro mGM-CSF 23 a bez kanamycinu pro LA
Burley 21. Druhé médium bylo NK1 a taktéz bylo pfipraveno s a bez kanamycinu. Oba
typy médii jsme pfipravili ve tfech riznych variantdch v zavislosti na koncentraci
sachardzy. Kalusy, které jsme odvozovali, mély byt zelené. Samy si tedy mély ziskavat
energii pomoci fotosyntézy, a proto jedna varianta média byla bez sachardzy, abychom
kalusy donutili fotosyntetizovat. Neni ale jednoduché vypéstovat zeleny kalus, a proto
jsme se rozhodli udé¢lat dalsi dvé varianty média. Jedna s Koncentraci 10 g sachardzy na
litr média a druhy typ s koncentraci 30 g sachardzy na jeden litr. Dohromady jsme tedy
piipravili 12 variant médii. Veskera média a jejich piiprava jsou uvedena v kapitole

4.2.1.

KdyZ mame nachystand specifickd média, mizeme pfistoupit k samotnému
prevadéni na kalusy. Takto pfipravend média maji schopnost podporovat v rostlinach
tvorbu kalusovych kultur. Za aseptickych podminek jsme odebrali listy z rostlin a
z kazdého listu utvoftili nékolik diska. Disk je vykrojeny utvar z listu, kde jsou vSechny
jeho strany ofiznuté. List se v ramci zaceleni ran brani tim, ze zac¢ne produkovat

nediferencované bunky, které tvoti kalusové kultury.

V zaii 2012 nam jiz kalusy narostly. Vzniklé kalusy jsme odebrali a pfenesli na
nova zivna média. Rozhodli jsme se pokratovat na médiich NKI1. Protoze vysledky

z obou médii byly srovnatelné, zvolili jsme médium NKI1, ve kterém neni obsazen
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toxicky 2,4-D. Ddéle jsme kalusy ptesazovali az do dubna 2013, kdy jsme odebrali

vzorky a kalusy uz jsme dal neudrzovali.

4.3 Metoda SLOT BLOT

4.3.1 Charakteristika metody

Slot Blot analyza je hojné uzivana v molekularni biologii k urceni specifické¢ho
proteinu. Tato metoda neurcuje piresné mnozstvi, ale urcuje specifickou latku. Mnozstvi

hledané latky z této analyzy mizeme odhadovat porovnavanim se zbarvenim standarda.

Tato metoda je zaloZena na principu interakce hledané latky a protilatky. Hledany
protein ve vzorku, pro zjednoduSeni déle antigen, se navaze na membranu. Po pfidani
primarni protilatky dojde k vytvofeni komplexu antigen-primarni protilatka. Po piidani
sekundarni protilatky tedy vznikne komplex antigen-primarni protilatka-sekundarni
protilatka. Sekundarni protilatka je specificka protilatka k protilatce primarni a vétSinou
je pfidavana v komplexu s enzymem, ktery po pfidani substratu zméni barvu. Vysledné

zbarveni tedy odpovidd mnoZzstvi hledaného proteinu.

4.3.2 Slot blot ramecek

—— £
_———E e g

B + % ‘Sxmersham

0 Mblmmaniiold

Obr. 1 Slot Blot ramecek Hoefer PR 648 Slot Blot Blotting Manifold, firma
Amersham
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Slot Blot metoda pouziva specificky Slot Blot ramecek, ktery nam pomaha zanést
do jamky vzorek tak, aby membrianou prosdkl. Membrana pak zachyti ptitomné
proteiny a zbylad ¢ast vzorku je odsata. Této metody se vyuziva proto, Ze je mozné
nanést vyss$i koncentraci vzorku do jamky, nez kdybychom vzorek na membranu
nanaseli bez pomoci ramecku. My jsme pouzili Slot Blot ramecek Hoefer PR 648 Slot

Blot Blotting Manifold od firmy Amersham.

Ramecek se sklada z vrchni desticky sjamkami a fixacnimi Srouby. Dale zde
najdeme membranu a filtra¢ni papiry. Obvykle se pouzivaji dv¢ az tii vrstvy filtratnich
papird, které oddéluji membranu od fixacniho ramecku. Prostiedni ¢ast ramecku je
specifickd svym orienta¢nim razkem. Ten slouzi k tomu, abychom vzdy védéli, kde
které vzorky mame a nemohli vysledky zaménit. Na tuto ¢ast se poklada filtra¢ni papir a
membrana. Posledni ¢asti je spodni desticka s ndstavcem, ktery slouzi k napojeni na

vakuovou pumpu. Cely systém se k sob€ upeviiuje pomoci fixacnich Sroubd.

top block

memorana

memoarana recess

membrana
support block

arientation
COrner

quick disconnect

bottom block

Obr. 2 Ukazka slozeni Slot Blot ramecku
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4.3.3 Priprava pufru, roztoki mléka a protilatek

4.3.3.1 Pufry

Solubiliza¢ni pufr

Do odmérného valce nalijeme ptesné¢ 25 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5-8 a napipetujeme
knému 100 pl 0,5M EDTA pH 8, jemné¢ promichdme a pfidame 25 pl B-

merkaptoethanolu, cely objem doplnime deionizovanou vodou do objemu 50 ml.

Z tohoto pufru si vytvoiime Solubilizaéni pufr s inhibitorem, pfidanim roztoku 1
tablety Complete. Roztok tablety Complete, si vytvofime rozpuStenim 1 tablety
Complete v 1,5 ml vody. Poté smichame 1 ml tohoto roztoku s 6 ml solubiliza¢niho

pufru.
TBS pufr

24,23 g Tris-HCI1 a 80,06 g NaCl rozpustime v 800 ml destilované vody. Poté
zméfime pH a pomoci HCI ho upravime na hodnotu pH 7,6. Doplnime vodou do

jednoho litru.
TBST pufr
Do TBS puftu se ptida 0,5 ml Tween / 1 litr TBS pufru.
Zasobni detek¢ni pufr

1,576 g 0,1 M Tris-HCI, 0,5944 g 0,1 M NaCl a 1,0165 g 0,05 M MgClI,*6H,0
navazime a rozpustime v destilované vodé a vodou dolijeme do 100 ml. Cerstvé pied
pouzitim pfidame na 1,5 ml zasobniho detek¢niho pufru 30 pl NBT/BICP viz
podkapitola 4.1.2.

4.3.3.2 Roztoky mléka
7 % odtuc¢néného mléka

Roztok mléka pfipravujeme vzdy cerstvy. 7 g odtuénéného suSeného mléka

rozpustime v 100 ml TBST pufru.
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5 % odtu¢néného mléka

5 g odtuénéného suseného mléka rozpustime v 100 ml TBST pufru. Vzdy

pfipravujeme roztok cerstvy.
4.3.3.3 Protilatky
Primarni protilatka

Do 10 ml 5% odtuénéného mléka pfidame zhruba 3,3 pl anti-mGM-CSF. Mnozstvi
vzdy konkrétné upravime tak, aby na 20-30 pg celkového proteinu ve vzorku bylo

davkovano 2-4 ul primary antibody. Mnozstvi celkového proteinu zjistime pomoci

Bradford testu.
Sekundarni protilatka

Na 10 ml TBST pufru pfiddme 0,33 pl sekundarni protilatky. Sekunddrni
protilatkou je Anti-Rabbit IgG.

4.3.4 Pracovni postup

Tato metoda ndm zabere minimalné Ctyfi hodiny a jesté si musime vyhradit ¢as na
ptipravu vzorkd. VSechny pouzité roztoky, pufry a detek¢éni protilatky uvadim

Vv ptedchozi podkapitole 4.3.3.

Nejdtive si pfipravime vzorek. Rostlinny material rozemeleme v tekutém dusiku na
prasek a nechame na ledu. Poté si pfipravime solubiliza¢ni puft s inhibitorem. Na 0,01 g
mrazeného vzorku pfidame 100 pl solubilizaéniho pufru s inhibitorem. Dale
inkubujeme vzorek v pufru 5 minut na ledu a pak centrifugujeme pii 4°C za 15000
otacek 15 az 20 minut. Odebereme supernatant. Pro Slot Blot analyzu odebereme 80 pl

supernatantu, 10 pl pro stanoveni koncentrace protinli ve vzorku a zbytek zamrazime na

ELISA test.

Koncentraci proteind musime stanovit pied kazdym Slot Blot méfenim, protoZe
v urcité fazi pridavame detekéni protilatky, které davkujeme dle koncentrace celkového

proteinu ve vzorku.
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Vzorky pro Slot Blot zahfivame pii 95-100°C po dobu 5 minut. Spolu se vzorky
zahfivame i pozitivni kontrolu - mGM-CSF z E.Coli, ktery piedstavuje standard. Hned
po zahtati vzorky inkubujeme na ledu po dobu 10 minut. Dalsim krokem je nanaSeni
vzorkli a standardu na membranu. Na Slot Blot analyzu poZzijeme nitrocelul6zovou
membranu (BioRad). Nitrocelul6zovou membranu a filtracni papiry zastfihneme ptesné
na velikost ramecku a namoc¢ime do TBS pufru. Poté je vlozime do ramecku a na chvili

pustime vakuum, ale jen tak aby membrana nevyschla.

Jesté pod vakuem nandsime vzorky a standard. Ze vzorkl si piedem pfipravime
koncentracni fadu. Na prvni jamku si pfichystime vzorek nésledujicim zpiisobem.
Odebereme 80 ul supernatantu a ten zifedime 120 upl solubiliza¢niho pufru. Do druhé
jamky si pfipravime vzorek tak, ze odebereme 100 pl ze vzorku ptipraveného pro prvni
jamku a zfedime je 100 pl solubiliza¢niho pufru. Z tohoto roztoku odebereme 100 ul a
op¢t ziedime 100 pl solubiliza¢niho pufru. Takto si vytvofime koncentra¢ni fadu. Vzdy

si vzorky pfipravime pfedem, abychom je pak uz jen nanaseli.

Standard (MGM-CSF z E.Coli ) pfipravujeme podobné. Pii pfipravé 200 pl
standardu odebereme 5 ul koncentrovaného standardu (koncentrace 200 ul mGM-CSF/
1000pl) a fedime v 995 pl solubiliza¢niho pufru. Mnozstvi vzorku, které naneseme na
membranu je 100 ul. V téchto 100 ul zfedéného standardu pro prvni jamku je 100 ng
MGM-CSF. Z téchto 200 pl takto pfipraveného prvniho fedéni standardu pro prvni
jamku, 100 pul odebereme pro nanaseni do prvni jamky pro standard a druhych 100 pl
ziedime 100 pl solubilizacniho pufru. Déle fedime stejnym zplisobem, tvofime

koncentraéni fadu. Nanesené vzorky nechame zaschnout.

Pro nanaseni na membranu jsme b&hem prvnich méfeni pouzivali 100 pl
pfipraveného vzorku ¢i standardu, ale postupné jsme zvysili koncentraci, protoZe jsme
béhem testovani zjistili, Ze pivodni koncentrace (zejm. standardd) je Spatné
detekovatelna. Postup je stejny, jen jsme pouzili vys$i koncentraci. K pfipravé
standardu jsme tedy pouzili 10 pl koncentrovaného standardu a 990 pl solubiliza¢niho
pufru. 100 pl tohoto standardu pak odpovida 200 ng. Do prvni jamky tedy pipetujeme
100 pl tohoto roztoku. Dalsich 100ul tohoto roztoku ziedime se 100ul solubiliza¢niho
pufru a promichame. Z tohoto roztoku odebereme 100ul a dame do druhé jamky.
Tvofime koncentra¢ni fadu, jako v pfedchozich piipravach. Vzorky na membrané

nechame zaschnout.
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Membranu vyjmeme ze Slot Blot ramecku a promyjeme v TBS pufru po dobu 5
minut za stalého michani v inkubac¢ni naddobce. Inkubacni nddobka by méla byt stejné
velka jako membrana. TBS pufr opatrné vylijeme a nechame inkubovat membranu
V7% odtuénéném mléku, které jsme si pfipravili cerstvé. V mléku inkubujeme
membranu pii 4°C minimalné 1 hodinu, ale miizeme nechat i ptes noc. Mléko vylijeme
a membranu nechame inkubovat s TBST pufrem po dobu 5 minut za stdlého michani.
TBST vylijeme a 1 hodinu inkubujeme s primarni protilaitkou za stalého michani.
Vyljjeme primarni protildtku a 10 minut inkubujeme s 5 % odtu¢nénym mlékem za
stalého michani. Vylijeme a tfikrat promyvame za stalého michani po dobu 5 minut
v TBST pufru. Vylijeme TBST a inkubujeme membranu 50 minut za stdlého michéani se
sekundédrni protilatkou. Po této inkubaci vylijeme sekundarni protildtku a dvakrat
promyjeme v TBST pufru po dobu 5 minut za stalého michani. Pot¢é TBST pufr
vylijeme a dvakrat promyjeme v TBS pufru po dobu 5 minut za stdlého michani. TBS
pufr vylijeme a opatrné vyndame membranu z inkuba¢ni nddobky. Membranu polozime
na sklo, zalijeme 1,5ml detekéniho pufru NBT/BICP a nechame inkubovat 10 az 20
minut ve tm¢, dokud se neobjevi bandy. Reakci zastavime, az kdyZ je zabarveni skvrn

zietelné, zalitim membrany vodou. Membranu vyndame z vody a nechame uschnout.

4.4 ELISA

4.4.1 Obecna charakteristika detekéni metody ELISA

ELISA je zkratka anglického ndzvu Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.

Je nejuzivanégjsi metodou ke kvalitativnimu 1 kvantitativnimu urceni protilatek. Je
tedy mozné detekovat specifickou latku a ur¢it jeji mnoZzstvi. Princip metody ELISA je
zaloZzen na specifické interakci antigenu a protilatky. Na jedné ztéchto latek je
kovalentn¢ navazan enzym, nejCastéji peroxidasa, ktery katalyzuje chemickou pfeménu
substratu. Substrat je do reak¢ni smési pridavan, protoze chemickou reakcei je pfemeénén
na barevny produkt. Tento produkt je pak stanovovan spektrofotometricky nebo na
zéklad¢ fluorescence. Koncentrace barevného produktu je pak pfimo Umeérna
koncentraci antigenu nebo protilatky ve vzorku. ELISA neni jen jednou metodou, téchto

metod je hned nékolik typt, avSak vSechny maji spolecné, Ze antigen nebo protilatka je
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Assay Procedure Summary

1

Obr. 3 Princip ELISA metody
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Read abzorbance at 430 nm and 370

zakotvena na nerozpustny nosi¢. Nosi¢em je Casto
pfimo povrch reakéni nddobky ¢i mikrotitracni
desticky, coz nadm velmi usnadiiuje separaci
navazanych molekul. My pouzili tzv. sendviCovy
typ, kdy je na nerozpustny nosi¢ navazana
specificka protilatka, na kterou se navdze antigen,
v nasem piipad¢ to byl GM-CSF. V nasledujicim
kroku se na naSi latku navaze dalSi protilatka a
vytvoii se tzv. sendvi¢. Vse je velmi dobie vidét na
ptilozeném Obr. 3. Sendvi¢ piedstavuje komplex
protilatka — antigen (GM-CSF) — protilatka. Pak se
k tomuto komplexu ptida enzym a substrat, jak jsem
jiz zminila, které vytvofi barevny produkt imérny
koncentraci antigenu (GM-CSF). V naSem ptipadé
byl prvnim antigenem mouse GM-CSF specificka
monoklonalni protilatka, detek¢ni protilatku tvofil
GM-CSF. TMB
Substrate Solution a jako peroxidasa byla pouzita

anti-mouse Substratem byl
Avidin-horseradish peroxidasa (Avidin-HRP) viz
Obr. 14.

M¢éfeni piitomného proteinu ve vzorku se
stanovuje pomoci absorbanci standardniho roztoku.
Ze standardu si vytvofime koncentra¢ni fadu o

pfesnych koncentracich. Z naméfenych hodnot

absorbance a znamych koncentraci si vytvofime kalibraéni piimku, z které pak

vypocitame koncentrace vzorki. Pro uptesnéni viz Obr. 4.
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Obr. 4 Kalibra¢ni ptimka pro stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorku

4.4.2 Priprava Pufru, roztoki a protilatek

4.4.2.1 Pufry
Solubiliza¢ni pufr

Do odmérného valce nalijeme piesné 25 ml 1 M Tris HCI pH 7,5-8 a napipetujeme
kKnému 100 ul 0,5 M EDTA pH 8, jemné promichame a ptidame 25 ul B-
merkaptoethanolu, cely objem doplnime deionizovanou vodou do objemu 50 ml. Takto

ptipraveny roztok mizeme skladovat pti 4°C.
PBS pufr

Do kadinky nalijeme alespon pul litru destilované vody a ptidame: 8,0 g NaCl, 1,16
g Na;HPO,, 0,2 g KH,PO,4, 0,2 g KCI, a doplnime deionizovanou vodou do jednoho

litru. pH nastavime na 7,4.
Myeci pufr (Wash Buffer)

Do 1 L PBS pufru ptidame 50 pul Tweenu. pH 7,4 je uz nastavené v PBS pufru, a

proto ho uz nemusime nijak upravovat.
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4.4.2.2 Roztoky
Standard Mouse GM-CSF

Do lahvicky, v které mame 24 ng Mouse GM-CSF, piidame 200 pl Assay diluentu.
Z tohoto roztoku odebereme 16,7 pl a zfedime v 983,3 pl PBS pufru. Tim ziskdme
2000x tfedéni, coz odpovida koncentraci Mouse GM-CSF 2000 pg/1 ml viz Obr. 14.

Roztok s inhibitorem

1 tableta Complete se rozpusti v 1,5ml vody. Do 6ml solubiliza¢niho pufru ptiddme

1ml roztoku tablety rozpusténé v destilované vodé.
Redény Avidin-HRP

Avidin-HRP zfedime v PBS pufru v nasledujicich mnozstvich, 12 pl Avidin-HRP a
11,99 ml PBS pufru viz Obr. 14.

TMB Substrate Solution

U tohoto roztoku je velmi dilezité, aby byl pripraven tésné pied pouzitim. Piiprava
je velmi jednoducha. Smichame 6ml Substrate Solution A a 6ml Substrate Solution B

promichame a rychle aplikujeme do jamek mikrotitraéni desti¢ky viz Obr. 14.
Stop Solution
5,359 ml 1 M H,SO, doplnime deionizovanou vodou do 100ml.

4.4.2.3 Priprava protilatek
Capture Antibody

Nejdiive si ptipravime Coating Bufferu, ktery 1ze ptipravit z 2,4ml Coating Bufferu
a 9,6ml deionizované vody. Poté smichdme 60 pl Capture Antibody a pfidame k nému

11,94ml ziedéného Coating Bufferu viz Obr. 14.
Detekéni protilatka

Nejprve ziedime Assay Diluent. Vezmeme 2,8ml Assay Diluent a pfidame 11,2ml
PBS pufru. Poté vezmeme 11,2ml tohoto roztoku ptiddme do né& 60 ul Detection

Antibody viz Obr. 14.
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4.4.3 Pracovni postup

Pro naSe méfeni jsme pouzili ELISA MAX Deluxe Sets, Mouse GM-CSF, od firmy
BioLegend, Inc. V Piiloze pfikladam original pracovniho postupu od této firmy na Obr.
13 a Obr. 14.

ELISA je casové narocny test, je na n¢j tfeba vyhradit alespoii dva dny.

Vsechny pouzité roztoky, pufry a protilaitky uvadim 1 s pfipravou v ptredchozi

kapitole 4.4.2.
Prvni den

Prvni den odebereme vzorky. Nicotiana tabacum je citlivy rostlinny material,
abychom zachovali aktivitu pfitomnych proteini, vzorky ihned po odebréani
homogenizujeme v tekutém dusiku, zvazime a zamrazime pfi teploté -80°C. Ke vzorku
pfidame Cerstvé pfipraveny solubiliza¢ni pufr s inhibitorem, na 0,01 g zmrazeného
vzorku ptfiddme 100 pl pufru s inhibitorem, a celou smés dikladné¢ promichame
michadélkem v mikrozkumavce, abychom vSechen vzorek ze stén ponofili do pufru s
inhibitorem. Poté 5 minut inkubujeme na ledu. Béhem inkubace vzork na ledu si
nastavime centrifugu a nechame ji vychladit na 4°C. Po inkubaci vzorky ptfeneseme do
centrifugy, rozmistime je tak, aby byla vyvaZena a pfi 4°C po dobu 15 minut
centrifugujeme pii 15000 otaCkach za minutu. Po centrifugaci vzorky opatrné vyjmeme,
aby nam zuastaly oddélené vrstvy, a odebereme supernatant. Ze supernatantu si
odebereme 10ul na stanoveni koncentrace proteini a zbyly supernatant skladujeme

V mrazicim zafizeni pii -20°C, abychom ho druhy den mohli pouZit na ELISA test.

Béhem prvniho dne musime nechat inkubovat jamky mikrotitraéni destiCky se
specifickou protilatkou GM-CSF, ktera se pevné navazuje na material, tzv. Capture
Antibody. Do kazdé jamky dame 100 pl ptipraven¢ho Capture Antibody a inkubujeme
16 az 18 hodin pii 4°C. Béhem této doby se ndm protilatka pevné navaze v jamkach
k materialu desticky, aby se nam pak GM-CSF, ktery pfidame ke vzorku, na n¢ mohl

navazat.
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Prvni den je dobré ud¢lat jeste¢ test Bradfordové, stanovi koncentraci bilkovin
v materidlu. Podle koncentrace proteinu ve vzorku vime, kolik vzorku dat do jedné

jamky, abychom byli schopni naméfit reprezentativni vysledky ELISA analyzy.
Druhy den

Je dualezité vSechny reagenty premistit do mista s pokojovou teplotou, aby se nam

dopiedu vytemperovaly.

ELISA desticku vyndame z chladiciho zafizeni, kde se béhem noci inkubovala a
Ctytikrat ji promyjeme mycim pufrem. Po kazdém promyti desti¢ku pokud mozno vzdy
stejnym zpusobem vylijeme a poklepeme na filtracnim papiru, abychom dosucha
odstranili tekutinu z jamek. Poté do kazdé jamky napipetujeme 200 pl PBS pufru a 1
hodinu inkubujeme za stalého tfepani. Béhem inkubace desticky si pfipravime vzorky
K nanaseni do jamek. Vzorky se fedi 10 000x. Dale si pfipravime standard, ktery

ziedime 2000x.

Po inkubovani desticky s PBS pufrem pufr vyklepneme. Déle desticku ctyfikrat
promyjeme mycim pufrem a po kazdém promyti vyklepneme. V tuto chvili za¢neme
nanaset vzorky. Pro lepsi vysvétleni ptikladam Tab. 6, kde bila plocha predstavuje pocet
jamek na desti¢ce. Do fady A budeme nanaSet vzorky, standardy a WT kontrolu (WT =
Wild type). Do kazdé jamky v fadé¢ dame 200 pl vzorku ¢i standardu. Do fad B az H
napipetujeme 100 ul PBS pufru. Nasledné fedime tak, ze nabereme pipetou 100 pl
ztady A, a napipetujeme je do fady B, zde dikladné vznikly roztok promichame.
Nejlépe se micha nékolikandsobnym nataZzenim a vypusténim objemu pipety. Poté
nabereme 100 pl z fady B a pfeneseme je do fady C, znovu nékolikrat promichame a
stejnym zplsobem pokracujeme az k fadé H, kde po promichéni nabereme 100 pl a
vyhodime je. Jesté nez zaneme fedit vSechny jamky, musime si urcit, kde ud¢élame
negativni kontrolu (dale jen NK). Negativni kontrola je pfedstavovana jen PBS pufrem,

musime tedy dat pozor pii fedéni, abychom zvolené jamky nechali jen s PBS pufrem.

Tab. 6 ELISA test — mozné rozvrzeni desticky

STD | STD | VZ1 |VZ1 |VZ2 |VZ2 |VZ3 |VZ3 |VZ4 |VZ4 | WT | WT

O| O m| >
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NK | NK

Tl | M| m

NK | NK

Kdyz mame desticku takto piipravenou, mtizeme piistoupit k dalSimu kroku, coz je
inkubace po dobu 2 hodin s tiepanim pii pokojové teploté. Pokud konkrétné neuvadime
jinou teplotu, je ELISA analyza provadéna az na par krokd, pii pokojové teplote. Po
dvouhodinové inkubaci vyklepneme roztok zjamek a Ctyfikrdt promyjeme mycim
pufrem. Ptipravime si roztok s detek¢ni protilatkou a do kazdé jamky napipetujeme
100 pl tohoto roztoku. Tato druha protilatka nam vytvoti tzv. sendvié: protilatka-GM-
CSF-protilatka. Inkubujeme hodinu se stalym tfepanim. Poté obsah v jamkach vylijeme
a Ctyfikrat promyjeme mycim pufrem. Béhem hodinové inkubace si ziedime Avidin-
HRP, dle instrukci v navodu. Po promyti pipetujeme 100 pl zfedéného roztoku Avidin-
HRP do vSech jamek a 30 minut inkubujeme za stalého tiepani. Nasleduje vyklepnuti
desticky a pét promyti mycim pufrem. Abychom co nejlépe vycistili desticku od
predchoziho materialu, je dobré, aby kazdé promyti trvalo 30 az 60 vtefin. Pak pridame
100 pl Cerstvé piipraveného TMB Substrate Solution viz Obr. 14, ktery nam
Vv koneé¢ném kroku zajisti modré zbarveni tmérné ke koncentraci GM-CSF ve vzorku.
Po patnacti minutach inkubace ve tm¢ desticku vytdhneme a tentokrat nevyklepavame
obsah jamek, misto toho do nich ptfiddme po 100 pl Stop Solution. Pozitivni reakci
vidime hned po pfidani Stop Solution, kdy by se nam obsah jamek mél piebarvit
z modré na zlutou. Po tomto kone¢ném kroku do tficeti minut zmétime absorbanci pii
vlnove délce 450 nm a 570 nm. VInovou délku 450 nm pouZijeme pro méfeni vzorku a

jako referen¢ni vinovou délku pouzijeme 570 nm.
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5 VYSLEDKY A VYHODNOCENI

5.1 Vysledky Slot Blot

5.1.1 Slot Blot zari 2011

V zéii 2011 jsme métili prvni Slot blot, ktery byl zkuSebni verzi. Koncentra¢ni fada
standardu byla 100 az 1,56 ng. Sul koncentrovaného standardu jsme tedy fedili v 995ul
solubiliza¢niho pufru. Jelikoz byl test jen zkuSebni, neméfili jsme ani Bradford test a tak
jsme pouzili jen 3,3 pl primarni protilaitky do 10 ml 5 % odtu¢néného mléka. Pro

meéfeni jsme pouzili nitrocelulosovou membranu. Vysledek méfeni prikladam na Obr. 5.

100ng song 25ng 12,5ng 6,25ng 3,125 1,5625ng

standard inkubovany

vzorek GM-CSF 23 neinkubovany

aopl 20p 101 Sul 2,51 1,25p 0,625p!

vzorek GM-CSF 23 inkubovany

Prim ATB - 3,3ul/10ml; Sec ATB 0,33yl/10m!

1] ky - P
Staré nitrocelulézové membréna po AleSovi 30041 do Jamky:~2x Nymiyto S

Ped loadingem jsem namotila v TBS pouze membranu.

Obr. 5 Slot Blot analyza zati 2011

V prvni fadé vidime nedenaturovany standard, v druhé fadé¢ standard denaturovany.
Tteti fada zobrazuje nedenaturovany vzorek N.T. GM-CSF 23 a &tvrta fada stejny

vzorek, ale denaturovany.
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Z vysledkt jsme usoudili, ze pfiSti méteni provedeme s vyssi koncentraci standardu,
ktery byl téméf nedetekovatelny a ze lepSich vysledkli dosahujeme u denaturovanych

vzorkd.

5.1.2 Slot blot leden 2012

V lednu 2012 jsme méfili Slot blot analyzu vzorkti N.T. GM-CSF 23. Membrana,
kterou jsme pouzili, byla nitrocelulézova z Bio-radu (0,45um, Cat. No.:162-0167). Po
pfedchozim méteni bylo do kazdé jamky naneseno 200 pl, abychom vysledné zbarveni
Iépe vidéli. Koncentracni fada standardu zacinala na dvojnasobku minulého meéfeni,

tedy na 200 ng v prvni jamce.
Zmeéftili jsme Bradford test a hodnota celkovych proteinti ve vzorku byla 3 pg/ 1pul.

Dle vysledki Bradford analyzy jsme pfidali primdrni protilatky do 10 ml
5 % odtu¢néného mléka 40 pl. Ve Slot Blotu bylo pouZito celkem 480 pg celkového
proteinu ve vzorku, ktery byl rozdélen do dvou tad po deviti jamkach. Vysledek naseho

méteni prikladam na Obr. 6.
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125ng 625ng 3,125 ng 1,5625 ng

04 sul 254 1250 0,625 0,3125 ul

A

Obr. 6 Slot Blot analyza leden 2012

Z vysledného Slot Blotu je zfejmé, Ze v nasem vzorku je pfitomen cytokin mGM-

CSF.

5.1.3 Slot blot duben 2012

Na Slot blot jsme pouzili nitrocelulosovou membranu. Pouzili jsme Ccerstve

odebrany vzorek N.T. GM-CSF 23.

Odebrané vzorky jsme analyzovaly pomoci Bradford analyzy. Dle méfeni jsme
zjistili, Ze celkovy obsah proteinu ve vzorku je 0,319 mg/ ml. Primarni protilatky bylo

tedy ptidano do 10 ml 5 % odtu¢néného mléka 90 pl.

Do kazdé jamky bylo naneseno 200ul pro zfetelngjsi detekci. Koncentracni fada

standardu zacinala na dvojnasobku prvniho méteni a do jamky bylo pipetovano 200ul,
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tedy 400ng v prvni jamce a pak koncentra¢ni fada jako v pfedchozich méfenich.

Vysledky méfeni uvadim v Obr. 7.

Z vysledného Slot Blotu vyplyva, ze ve vzorku N.T. mGM-CSF 23 je pfitomen
cytokin mGM-CSF.

Standard

Standard (opakovani)

i

400 ng 200 ng 100 ng 50 ng 25ng 12,5ng 6,25 ng

;

GM-CSF 23

200p! 100! s0pl 25p1 12,50 6,250 312501

63,8ug prot.

GM-CSF 23 (opakovani)

Nitrocel. membr. 0,45um Bio-Rad, 2x filtraéni papit pfesné nastfihany
200 pi/jamku + 2x200p! vymyto SB

Prim. ATB 90u1/10ml, Sec. ATB 0,6641/20 ml

Vzorek fedén 10x v SB - 0,01g/100! - obsah prot. 31,9g/100ul
Scan: Jas (-50), Kontrast (+50), 400 DPI, Stupné Sedi

Obr. 7 Slot Blot analyza duben 2012

5.2 Vysledky ELISA testu

K méfeni vysledkt jsme pouzili ¢tecku mikrodesticek TECAN Infinite 200, od
firmy Schoeller v kombinaci se softwarem Tecan i-Control verze 1.4 od firmy Tecan

Group Ltd. Switzerland.

5.21 ELISA 23.-24.4.2012

Testované vzorky byly Nicotiana tabaccum (dale jen N.T.) mGM-CSF 43, N.T. La
Burley 21 a N.T. Bin 19. Transgenni rostlinu pfedstavuje N.T. mGM-CSF 43, N.T. Pro
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vSechna méfeni jsme pouZzivali jako negativni kontrolu PBS pufr, La Burley 21
predstavuje Wild Type a Bin 19 N.T. je rostlina s prazdnym vektorem, ob¢ dvé posledni

rostliny slouZi také ke kontrole. Redéni vzorkd bylo 10 000x.

V piilozené Tab. 7 uvadim vysledky z naSich méfeni. Ve druhém sloupci nalezneme
mnozstvi vzorku z odebranych listl, ve tfetim sloupci obsah celkovych proteinit ve
vzorku fedéném 10x. Ve ¢tvrtém sloupci najdeme mnozstvi mGM-CSF ve vzorku pro
Elisa analyzu, v patém sloupci relativni statistickou odchylku a v poslednim sloupci

vypocitané mnozstvi mGM-CSF v pg na 1g odebrané¢ho vzorku.

Tab. 7 vysledky ELISA analyzy 24. 4. 2012

vzorek | mnozstvi celk. proteiny mGM-CSF v fedéném RSD mGM-CSF
vzorku (g) (mg/ml) vzorku (pg/ml) (%) Hg/s

43/1 | 0,2223 2,70 0,2054 16,14 | 2,054
43/2 0,3337 1,90 0,1082 6,54 1,082
43/3 0,1889 1,60 0,1403 5,65 1,403
43/4 0,2701 3,10 0,2568 18,79 | 2,568
43/5 0,2873 2,76 0,1801 22,14 1,801
21/1 0,0416 2,67 0 --- 0

21/2 0,051 2,71 0 - 0

19/1 0,1382 2,57 0 - 0

Zvysledkli vyplyva, Ze vSechny vzorky obsahovaly detekovatelné mnoZstvi
cytokinu mGM-CSF. Nejvyssi mnozstvi bylo naméfeno u rostliny N.T. mGM-
CSF 43/4.

5.2.2 ELISA 26. -27.4.2012

Zjistovali jsme mnozstvi mGM-CSF v N.T. GM-UREB 17, N.T. La Burley 21 a
N.T. Bin 19. Transgenni rostlinu pfedstavuje N.T. GM-UREB 17.

Ztedéni vzorkl bylo stejné jako pii prvnim méteni, coz bylo 10 000X. Standard byl
fedén 2000X.

Tab. 8 Vysledky ELISA analyzy 27. 4. 2012

vzorek | mnozstvi celk. proteiny mGM-CSF v fedéném RSD mGM-CSF
vzorku (g) (mg/ml) vzorku (pg/ml) (%) He/g

17/1 0,1913 2,25 0 0

17/2 0,1974 1,98 0 0

17/3 0,1107 2,89 0 0

17/4 0,1850 2,08 0 0
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17/5 0,1838 2,37 0 --- 0

o
1
]
I
o

21/3 1,3015 2,00

19/2 0,3283 2,18 0 --- 0

Pro tyto vzorky je koncentrace proteinu k testovani nizka — mnozstvi mGM-CSF je
nedetekovatelné. Proto bylo nutné pii dal§im méfeni vzorky méné fedit. V Tab. 8

uvadim hodnoty odebranych vzorkt a celkové mnozstvi proteinu ve vzorcich.
5.2.3 ELISA9.-10.5.2012

Vzorky jsme ziedili 10 000x. Testovanou transgenni rostlinou byla N.T. GM-
UreB 31.

Tab. 9 Vysledky ELISA analyzy 10. 5. 2012

vzorek | mnozstvi celk. proteiny mGM-CSF v fedéném RSD mGM-CSF
vzorku (g) (mg/ml) vzorku (ug/ml) (%) He/g

31/1 0,2228 2,07 0 0

31/2 0,3717 2,28 0,0654 22,08 | 0,654
31/3 0,2979 2,63 0,0014 25,84 | 0,014
31/4 0,4033 2,33 0,0243 35,41 | 0,243
31/5 0,2830 2,85 0,0039 17,99 | 0,039
21/4 0,2538 1,91 0 0

19/3 0,2094 2,61 0 0

Koncentraci mGM-CSF jsme nenaméfili ve vSech vzorcich. Koncentraci mGM-CSF
nebylo mozné spocitat ze ziskanych hodnot u vzorku N.T. GM-UreB 31/1. Ostatni
ziskané hodnoty uvadim v Tab. 9. Namétené mnozstvi mGM-CSF bylo ve vzorcich

nizké, proto jsme pii dalSich méteni u rostlin N.T. GM-UreB zvysili koncentraci.

524 ELISA16.-17.5.2012

V tomto méfeni jsme se rozhodli namichat vzorky nékolika typt transgennich N.T.
Meérili jsme obsah mGM-CSF v transgennich rostlindich N.T. mGM-CSF 24, N.T.
mGM-CSF 23, N.T. GM-UREB 17, N.T. GM-UREB 31, N.T. mGM-CSF 43. Jako
negativni kontrolu jsme pouzili PBS pufr a jako WT jsme pouzili N.T. la Burley 21 a
pro kontrolu jako rostlinu s prazdnym vektorem N.T. Bin 19. Zifedéni vzorku bylo
1000x.
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Tab. 10 Vysledky ELISA analyzy 17. 5. 2012

vzorek | mnozstvi celk. proteiny mGM-CSF v fedéném RSD mGM-CSF
vzorku (g) (mg/ml) vzorku (pg/ml) (%) Hg/s

24 0,1741 3,29 0,3480 5,94 3,480

23 0,2125 3,71 0,3250 7,95 3,250
43/6 0,3024 2,21 0,1636 4,26 1,636
17/6 0,2142 2,42 0,0040 40,03 | 0,040
31/6 0,3266 2,14 0,0078 32,15 | 0,078
19/4 0,2746 2,87 0 - 0

21/4 0,2538 1,91 0 --- 0

Vysledky byly detekovatelné viz Tab. 10. Ziskali jsme pozitivni vysledky u vzorka
z transgennich rostlin N.T. mGM-CSF 23, N.T. mGM-CSF 24 a N.T. mGM-CSF 43.

V poslednim testu je jiz nemusime méfit.

525 ELISA18.-19.7.2012

Pro tento test jsme vybrali N.T. mGM-CSF 43, dale N.T. GM-UREB 17 a N.T. GM-
UREB 31. Dle piedchozich vysledkii jsme se rozhodli ziedit vzorky pouze 100X,

abychom dosahli méftitelnych hodnot.

Jak jsme piedpokladali, obsah mGM-CSF byl v rostlinach N.T. GM-UreB 17 a
N.T. GM-UreB 31 nizky. Diky menSimu natfedéni, jsme ziskali detekovatelné hodnoty.

Veskeré naméfené vysledky ptikladam v Tab. 11.

Tab. 11 Vysledky ELISA analyzy 19. 7. 2012

vzorek | mnozstvi celk. proteiny mMGM-CSF v fedéném RSD mGM-CSF
vzorku (g) (mg/ml) vzorku (ug/ml) (%) He/g

43/3 0,3870 2,57 0,2566 23,54 | 2,566
43/5 0,2980 3,47 0,1598 10,78 | 1,598
17/1 0,3274 2,81 0,0036 33,83 | 0,036
17/2 0,4627 2,85 0,0050 20,60 | 0,050
17/3 0,4992 2,55 0,0047 15,52 | 0,047
17/6 0,3985 2,76 0,0031 12,68 | 0,031
31/2 0,2586 3.52 0,0078 9,83 0,078
31/5 0,3963 3,14 0,0070 8,59 0,070
31/6 0,2965 2,97 0,0089 15,04 | 0,089
21/4 0,2538 1,91 0 0
19/4 0,2746 2,87 0 0
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5.3 Kalusové kultury

V kapitole 4.2.3 jsem popisovala, jak se pievadi kalusové kultury. V této kapitole
bych rada ukazala vysledky své prace. Kalusy se nam podatilo vypéstovat na vSech
médiich, jen na médiu bez sachar6dzy se to nepodatilo, protoze narostly jen bilé kalusy,
které nejsou schopny fotosyntézy. Na piilozenych obrazcich ukazuji, jak se na kterém
médiu kalusy vytvofili. Obr. 8 ukazuje disk rostliny N.T. mGM-CSF 23 na NK1 médiu
bez sachardzy, zde kalus nenarostl. Na Obr. 9 muzeme vidét kalus, ktery narostl po
okrajich disku na médiu NK1 s koncentraci 10 g sachar6zy na 1L média. Na Obr. 10

vidime narostly kalus na médiu NK1 s koncentraci sachar6zy 30 g na 1L média.

Ob¢ dvé média, NK1 i 2+K, jsou vhodna pro péstovani kalusi odvozenych z
rostliny N.T. mGM-CSF 23. Na Obr. 10 a Obr. 11 je ukazano, ze kalusy rostly dobie
jak na médiu NK1, tak na médiu 2+K.

Podafilo se nam vypéstovat kalusovou kulturu z rostliny N.T. mGM-CSF 23 i
z rostliny N.T. LA Burley 21. Kalusovou kulturu N.T. LA Burley 21zobrazuje Obr. 12.
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Obr. 8 Disk rostliny N.T. mGM-CSF 23,
médium NK1 bez sacharozy

Obr. 9 Kalusova kultura odvozena od
rostliny N.T. mGM-CSF 23, médium NKI s
koncentraci sachar6zy 10g na 1 L média

62



Obr. 10 Kalusova kultura odvozena od

rostliny N.T. mGM-CSF 23, médium NK1
s koncentraci sachar6zy 30 g na 1 L média

23
Obr. 11 Kalusova kultura odvozena od

rostliny N.T. mGM-CSF 23, médium 2+K s
koncentraci sachar6zy 30 g na 1 L média
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Obr. 12 Obr. 11 Kalusova kultura odvozena
od rostliny N.T. LA Burley 21, médium NK1 s
koncentraci sachar6zy 10 g na 1 L média
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6 DISKUZE

Pomoci detekéni metody Slot Blot, jsem méla prokazat ptitomnost cytokinu mGM-
CSF v rostlinnych vzorcich. S touto metodou jsme meéli urcité problémy, i piesto ze
jsme pozadovanych vysledki doséhli, bylo by mozné tuto metodu pro dany material
jesté upravit. Problémem, s kterym jsme se béhem méfeni s touto metodou setkali, byl
technicky problém se spodni destickou Slot Blot ramecku. Aby bylo mozné nanést
spravné mnozstvi vzorku, je tfeba, aby byla pfebytecna tekutina ze spodni desticky
odvadéna. Nam se ale ve vSech méfenich stalo, ze desticka nedostateCné té€snila a
nékteré vzorky se rozpily mimo oblast detekéniho bodu (pravdépodobné vadny

vyrobek). Dalsi moznosti by bylo vyzkousSet jinou metodu.

Metoda vhodna pro stanoveni piitomnosti cytokinu mGM-CSF ve vzorcich, je
ELISA metoda. Touto metodou jsme schopni urcit nejen pfitomnost, ale i mnozstvi
cytokinu mGM-CSF ve vSech transgennich rostlinnych liniich. Nejvyssi obsah tohoto
cytokinu byl v rostliné N.T. mGM-CSF 23, kde jsme naméfili 3,25 pg cytokinuna 1 g
vzorku. I pfesto, Ze to byla hodnota nejvyssi, nenaméfili jsme hodnoty tak vysoké jako
polsky tym pod vedenim Anny Goéra-Sochacky. Jejich hodnoty cytokinu mGM-CSF
Vv transgenni rostling tabaku se pohybovaly mezi 8 az 19 pg na 1 g vzorku. (Gora-

Sochacka et al., 2009)

Rozdily mezi hodnotami naméfenymi u rtiznych linii mohou mit svou souvislost.
Transgenni rostlina s ozna¢enim N.T. mGM-CSF 23 a N.T. mGM-CSF 24 je mate¢nou
rostlinou. Je to tedy plvodni transgenni rostlina, kterd byla vypé&stovana v umélych
podminkach, na rozdil od transgenni rostliny N.T. mGM-CSF 43, ktera je aZ druhou
generaci, byla vypéstovana ze semen mate¢né rostliny. Jak se ve své teoretické ¢asti
zminuji, je mozn¢, ze semena matecné rostliny mohou mit gen uml¢eny nebo snizenou
expresi. Je tedy mozné, Ze pravé proto jsme naméfili u vzroki rostliny N.T. mGM-CSF

43 niz8i hodnoty cytokinu neZ u rostliny N.T. mGM-CSF 23 a 24.

Nizké hodnoty jsme naméfili u transgennich rostlin N.T. GM-UreB 17 a N.T. GM-
UreB 31. Tyto rostliny obsahovaly kromé genu pro cytokin mGM-CSF jesté¢ gen pro
UreB. JelikoZ namétené hodnoty celkového proteinu nebyly u téchto rostlin o tolik niZsi
nez u linii jen s genem pro mGM-CSF, lze pfedpokladat, Ze druhy gen této rostliny

potlacil expresi genu mMGM-CSF a naméiené hodnoty pak byly nizké.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo pievedeni rostliny tabaku na kalusovou kulturu. Podafilo se
mi aspéSné pievést transgenni rostlinu Nicotiana tabacum mGM-CSF na kalusovou
kulturu. Pfitomnost cytokinu mGM-CSF byla ovéfena pomoci ELISA analyzy ve
vychozich rostlindch. Nejvyssi koncentrace byla zjisténa u linie GM-CSF 23, a to
3,250 pug na 1 g Cerstvé hmotnosti listu. Na zaklade téchto vysledkl jsem vyselektovala
tuto linii jako vhodnou k odvozeni kalusové kultury s potencionalem produkovat mGM-
CSF. Cytokin byl v rostlinach potvrzen také pomoci metody Slo Blot v nékolika
méfenich. Z téchto vysledkii se d& predpokladat, ze kalusové kultury jsou schopny

cytokin mGM-CSF produkovat.

Takto pfipravena kalusova kultura by se mohla stat zdrojem pro odvozeni suspenzni
kultury, kterd by v bioreaktorovém systému ve velkoobjemovych kulturach produkovala

cytokin mGM-CSF.
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8 Pouzité zkratky

e G-CSF

e GM-CSF
e mGM-CSF
e hGM-CSF
o IL

e INF

e Kan

e M-CSF

e MS médium

faktor stimulujici zrani granulocyta

faktor stimulujici zrani granulocytli a makrofagi

mysi GM-CSF

lidsky GM-CSF

interleukin

interferon

kanamycin

faktor stimulujici zrani makrofagt
médium Murashigeho a Skoogovo

nitro-blue tetrazolium/ 5-bromo-4-

negativni kontrola
Nicotiana tabacum
standard

tumor nekrotizujici faktor

e NBT/BICP
'indolyphosphate solution

e NK

e N.T.

e STD

e TNF

e WT

e -H médium

wild type, divoky typ

médium bez hormonu
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