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Regeni se tyka nového zpiisobu vyroby heterolognich
bilkovinnych latek z rostlinného materialu. Zejména se tyka
zplisobu, pfi némZ se vybrané rostliny méchl kultivuji a
pozadované silové latky se ziskavaji z kultivaéniho média, v
podstaté bez poruseni tkané a bunek. Tento zplisob umoziiuje
cenové efektivni vyrobu vech druhi heterolognich bilkovin v
jejich aktivni formé za standardnich podminek.
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Zpusob vyroby bilkovinnych latek

Oblast techniky

Ptedlozeny vynalez se obecné tyka oblasti vyroby bilkovinnych latek v rostlinném
materialu. Vynalez se tyka zvlaste nového zpusobu vyroby pozadovanych

bilkovinnych latek v mechach.

Dosavadni stav techniky

Vyuzivani biotechnologickych metod k vyrobnim uceldm je pro lidstvo dalezitou
moznosti vyroby latek, které nemohou byt vyrabény ekonomicky jinymi zplUsoby —
pokud viibec mohou byt vyrabény — napriklad chemickou syntézou, a které jsou jako
suroviny dostupné z pfirozenych zdroji v nedostate¢ném mnozstvi. | kdyz je znamo
pfes 10000 sekundarnich metabolitt rostlinnych latek, v primyslovém méfitku se
vyrabi pomoci rostlinnych buné&&nych kultur pouze nékolik téchto slouc¢enin. Tyto
latky jsou prevazné farmaceuticky uginnymi sekundarnimi metabolity. Mezi prikiady,
které Ize zminit nalezi a) berberin (vyroba v méfitku 4000 ), ktery ma bakteriostaticke
a fungicidni Gginky (Fuijita, Y. a Tabata, M. in: Plant tissue and cell culture, Plant
science, 3, 169; Green, C. E., et al,, (Ed.), A. R. Liss Inc,, New York,1987), b)
shikonin (v méfitku 750 I), ktery ma antibiotické a protizanétlivé uinky (Tabata, M. a
Fujita, Y., in: Biotechnology in plant science, 207 — 218, Day, P., et al., (Ed.),
Academic Press, Orlando, 1985), a c) paclitaxel (v méFitku 75000 1) znamy léepe pod
nazvem taxol, ktery ma protinadorové ucinky (Jaziri, M., et al., Taxus sp. cell, tissue
and organ cultures as alternative sources for taxoids production: a literature survey,
Plant Cel Tiss. Org. Cult., 46, 59 — 75, 1996).

Dalsi dulezitou biotechnologickou metodou, ve které se vyuzivaji rostlinné bunécne
kultury, je biotransformace digitoxinu na digoxin — lécivo na srdce a krevni obéh. Tato

stereospecificka hydroxylagni reakce se uspésné provadi v bioreaktoru s kulturami
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Digitalis lanata (Reinhard, E. a Kreis, W., Kultivierung von pflanzlichen Zellen im
Bioreaktor [Kultivace rostlinnych bunék v bioreaktoru]; Bio. Engin., 5, 135 — 136,
1989) s vysokym vytézky. Dosavadni a rozsahlou reser$i vyuziti rostlinnych
bunéénych kultur v biotechnologii 1ze nalézt v Muhlbach, H.-P., Use of plant cell

cultures in biotechnology, Biotechnol. Annu. Rev., 4, 113 — 176, 1998).

Vyvoj metod genetické transformace u vy38ich rostlin na pocatku devadesatych let
umoznil vyznamné zvysit produktivitu specifickych sekundarnich slozek rostlinami
transformaci genl specifickymi klicovymi  enzymy odpovidajicimi metabolickymi
cestami. Byly vyuzity nejen transgenni intaktni rostliny, ale také rostlinné bunécné
kultury. Jako pfiklady lze zminit zmény exprese bakterialni lysindekarboxylazy
v transgennich kulturach kofenovych vidken Nicotiana tabacum, které zvysily vytézek
biogennich amin kadaverinu a anabasinu az 14 krat (Berlin, J., et al., Genetic
modification of plant secondary metabolism: Alternation of product levels by
overexpression of amino acid decarboxylases, in: Advances in Plant Biology, Studies
in Plant Science, 4, 57 — 81, Ryu, D. D. Y. a Furasaki, S. (Ed.), Elsevier, Amsterdam,
1994).

Moznost transferu DNK do rostlin nejenze oteviela kvantitativni a kvalitativni zmeny
soudasti rostlin, ale rostliny a rostlinné buné&né kultury se navic staly zajimavéjsi pro
vyrobu heterolognich proteind (Moffat, A. S., High-Tech plants promise a bumber
crop of new products, Science, 256, 770 — 771, 1992) a k tomu byly zvoleny dva

principialné odlisné pristupy.

Jeden pristup spoCiva ve vyrobé heterolognich proteind v transgennich intaktnich
rostlinach. Vedle vyroby protilatek v transgennich tabakovych rostlinach (Ma, J. K.-
C.. et al., Generation and assembly of secretory antibodies in plants, Science, 268,

716 — 719, 1995), byla popsana exprese a regulované zpracovani lidského
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serumalbuminu jak v transgennich tabakovych rostlinach, tak v transgennich
rostlinach brambor (Sijmons, P. C., et al., Production of correctly processed human
serum albumin in transgenic plants, Bio/Techn., 8, 217 - 221, 1990). Lidsky
epidermalni ristovy faktor (hEGF) byl v transgennich tabakovych rostlinach
expresovan také (Salmanian, A.-H., et al,, Synthesis and expression of the gene for
human epidermal growth factor in transgenic potato plants, Biotechnol. Lett., 18,
1095 — 1098, 1996). Byly véak vyuZity i jiné rostliny. Leu-encefalin byl Uspésné
vyroben s pouzitim Arabidopsis thaliana a Brassica napus (Krebbers, E. a
Vandekerckhove, J., Production of peptides in plant seeds, Tibtech, 8, 1 - 3, 1990).
Dale byly k expresi chimerickych virovych Castic, které plUsobi jako vakciny, vyuZity
transgenni rostliny Vigna unguiculata (Dalsgaard, K., et al., Plant-derived vaccine

protects target animals against a viral disease, Nat. Biotech., 15, 248 — 252, 1997).

Principialni nevyhodou pouZivani intaktnich rostlin jako jsou rostliny uvedené vySe
jako ptiklady, je nutnost jejich ristu, ktery je Casove naro¢ny a nakladny a pfi vyrobé
v pramyslovém méfitku vyzaduji velkou kultivacni plochu. |zolace pozadovanych
cilovych latek z intaktnich rostlin vyZaduje navic obvykle slozité vyrobni postupy,
zvlasté pokud musi sloZeni a jakost vyrobku splfiovat vysoké pozadavky, jako je
tomu v pfipadé latek, které se maji pouZivat pro farmaceutické nebo potravinarské

ucely.

Druhy pfistup spociva ve vyuZiti transgennich tabakovych bunécnych kultur k vyrobé
protilatek. Popsany jsou napfiklad exprese protilatek a jejich vylucovani do media
(Magnuson, N. S., et al., Enhanced recovery of a secreted mammalian protein from
suspension culture of genetically modified tobacco cells, Prot. Expr. Pur., 7, 220 -
228, 1996). Protoze &isténi heterolognich proteind z bunék je navic sloZité, poskytuje
vylugovani cilového proteinu do media vyznamné zlepseni. Vyroba rekombinantl
farmaceuticky vyhovujicich proteini v bunéénych kulturach je také zajimava

z bezpeénostniho hlediska, protoZe transgenni rostlinné buriky mohou rast vysadné
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v bioreaktorech a nemuseji se vypoustét. Nezbytnou kultivaéni hmotu bylo
umozné&no vyrobit pfi vyvoji bioreaktorl pro rostlinné heterotropni bunécné kultury ve
vétsim méfitku (napfiklad Shuler, M. L., et al., Bioreactor engineering as an enabling
technology to tap biodiversity: The case of taxol., Ann. N. Y. Acad. Sci., 745, 455 —
461, 1994).

Zakladni nevyhodou tohoto druhého pFistupu, ve kterém se pouzivaji suspenze
rostlinnych kultur je mala rychlost ristu, pomérné pomala tvorba sekundarnich
metabolitti, inhibice vytvareni produktu pfi vysokych hustotach bunék, a z toho
vyplyvajici nizka objemova produktivita, tvorba agregatu a slozek bunécnych stén a
zvydena citlivost bunék na smykové napéti. Take je nutno vzit v potaz, Zze se pfi
pouzivani heterotropnich bunéénych kultur museji opatfovat komplexni media
v&ak nutno zminit, je vyskyt somaklonainich zmén v rostlinnych bunécnych kulturach
in vitro, které sebou pfi vyrobé heterolognich proteini pfinaseji kvantitativni a
kvalitativni zmény (viz naptiklad Jones, M. G. K. a Lindsey, K., Plant biotechnology,
in: Molecular biology and biotechnology; Walker, J. M. a Gingold, E. W. (Eds.), 2.
vyd., Royal Soc. of Chem., Burlington House, London, 1988). Heterogenita
vytvofenych produktd a jejich funkéni viastnosti nelze akceptovat, zvlasté ve spojeni
s vyrobou farmaceutickych a dalSich pozadovanych latek, jejichz Ufedni schvaleni

vyzaduje zajisténi spolehlivé jakosti a normalizovany vyrobni postup.

Podstata vynalezu

Predmétem predloZzeného vynalezu je tedy zaji$téni zplsobu normalizované vyroby
heterolognich bilkovinnych latek v rostlinnych materialech, které nezbytné eliminuji
nejen vy$e popisované nevyhody pouzivani intaktnich rostlin, ale také nevyhody

pouzivani systémud bunécnych kultur.



Tohoto predmétu je podle vynalezu dosazeno zavedenim nového zpUsobu vyroby
heterolognich bilkovinnych latek v rostlinném materialu, ve kterém se plné
diferencované rostliny mechd ponechavaji rist za normalizovanych podminek a
vytvofené bilkovinné latky se ziskavaji z kultivaéniho media bez poruSeni

produkénich tkani ¢i bunék.

Termin ,bilkovinna latka“ tak, jak se zde pouziva, pfedstavuje peptidy, polypeptidy a
proteiny a také jejich fragmenty, které jsou vhodné zvlasté k diagnostickym,
klinickym, farmaceutickym a potravinafskym ucelum. Zahrnuje také molekuly, které

maji peptidovou vazbu a jejichz informace je rostlinnym materialem pfenasena.

U Fedeni, kterému se podle pFedloZzeného vynalezu davéa prednost, se pozadované

heterologni bilkovinné latky uvolfiuji do kultivatniho media v biologicky aktivni formé.

Terminem ,biologicky aktivni* tak, jak se pouZiva v pfedlozeném popisu, se mini to,
e cilové latky vybavené timto atributem maji funkéni vlastnosti pozadované Ci
vyzadované pro odpovidajici tcel. Pokud je napfiklad vyzadovano vyrobit protilatky,
je vyrobeny protein nebo jeho funkéni fragment biologicky aktivni pokud je schopen
vyvolat pfedpokladanou specifickou vazbu s antigenem. Zkudenym pracovnikim je
jasné, ze se ne vzdy pro takovy ucel pozaduje Uplny protein, ale Zze je mozné
vyhledavat epitopy & nizkomolekularni struktury, které zajisti pozadovanou
biologickou aktivitu nebo funkci. Enzym je napfiklad biologicky aktivni, pokud je

schopen konvertovat svuj cilovy substrat.



V dalim fedeni podle vynalezu, kterému se dava prednost, se ponechava rostlinny
material rast ve formé intaktnich rostlin mecht v kultivaénim mediu, které je nutné

prosté cukrd, vitaminG a fytohormon &i jejich funkCnich fragmentu.

Zpusob podle vynalezu umoziiuje rist intaktnich a piné diferencovanych rostlin za
fotoautotropnich podminek, které Ize normalizovat, . bez pozadavkll na pfidavku
cukril, vitaminG a fytohormond a podobnych tak, jako tomu bylo u pfedchozich
systému vyuZivajicich heterotropni suspenze buné&&nych kultur. Jelikoz je vyuZivano
laciné a jednoduché kultivaéni medium, dociluje se jednotlivymi stupni ziskavani a

&isténi pozadovanych cilovych latek ve vyznamném mnozstvi.

Rostlinnym materialem, ktery se podle zplUsobu tohoto vynalezu pouziva, je
pfednostné intaktni mechova rostlina vybirana ze skupiny mechd zahrnujici druhy
ledvinikt rodu Physcomitrella, Funaria, Sphagnum a Ceratodon a take Marchantia a
Sphaerocarpos, kterym se dava zvlasté prednost. Zpusob podle vynalezu se nejlépe

provadi s vyuzitim mechu Physcomitrella patens.

V dalim Feseni, kterému se dava prednost, se skelet kyseliny nukieove pouziva
k transformadnimu kodovani nejen pozadovanych bilkovinnych latek, ale také
k prevodu peptid k vyluCovani latky z hostitelské burky do kultivacniho media. Jak
je odbornikiim zfejmé, podle tohoto vynalezu maze byt pouzita jakakoliv autologni a
heterologni sekvence kyseliny nukleove, kterd se mizZe pouZzit k vytvofeni expresni
kazety k transformovani pracovni tkané. K transportu endoplasmického retikula Ci-

bunék se dava prednost zvlasté vyuzivani signainich peptidu.



Prace provedené v piedlozeném vynalezu potvrzuji, Ze vy$e popsany problém
somaklonalni variace, se kterym se pocita v bunéénych kulturach, neexistuje ve
fotoautotrofickych kapalnych kulturach mechi. Mechy pouzité podle vynalezu maji
dale pred jinymi systémy jasnou sekvenci pfesné definovanych diferenciacnich
stupitl (chloronema, caulonema, ocko, gametofory), které mohou byt ovlivnény
pfidavkem hormont  (kyselina indol-3-octova vyvolava vznik caulonemy,
isopentenyladenin vyvolava vznik ogek (viz napfiklad Ashton, N. W., et al., Analysis
of gametophytic development in the moss, Physcomitrella patens, using auxin and
cytokinine resistant mutants, Planta, 144, 427 - 435, 1979). V kultivacnich
bioreaktorech je tedy mozna smérovana diferenciaCné-specificka exprese
heterolognich protein a synchronné délena, ¢ista, a tim homogenni kultura
chloronema je podle vynalezu zvlasté vhodna pro svoji kontrolovatelnou a
rovhomé&rnou produkci proteinu v bioreaktoru a pro svoji vhodnost vyuZiti na

hormonech zavislych &i diferenciaéné specifickych promotord.

Vedle takovych expresnich systéml lze také podle vynalezu pouZit systém
indukovatelnych promotort, zvlasté k vyrobé proteind s kratkym poloCasem rozpadu,
nebo cytotoxickych, kde se prednostné pouziva 1’ -promotor Agrobacterium

tumefaciens.

Kultivace mecht navrzena podle vynalezu k vyrobé heterolognich proteini za
ekonomickych podminek muaZe byt realizovana naptiklad pfi pouziti Physcomitrelly v
objemech od 20 ml pfes 6 | az do 10 | a vySe v michanych kulturach nebo
v provzdusnovanych sklenénych nadrzich (viz napfiklad Reski, R., Zell- und
molekularbioligische Untersuchungen der cytokinin-induzierbaren
Gewebedifferenzierung und Chloroplastenteilung bei Physcomitrella patens (Hedw.)
B. S. G., [Buné&tné a molekularné-biologické studie diferenciace cytokininem

indukovatelnych tkani a déleni chloroplastl ve Physcomitrella patens (Hedw.) B. S.
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G.] doktorska disertace, Universita Hamburg, 1990). Jelikoz to je kultura
diferencovanych fotoautotropnich  rostlin, nevyzaduje medium ani dodavani
rostlinnych hormon, ani vitamind ¢&i cukrd. V porovnani s pozadavky na komplexni
media, napfiklad zvifeci bunééné kultury, je cena niz&i az stokrat. Podle vynalezu se
ukazuje, ze vytézek biologicky aktivniho heterologniho proteinu Ize v kultivacnim
mediu zvysit v pfitomnosti PVP az 35 krat, a proto se podle vynalezu dava prednost

PVP v kultivaénim mediu.

Podrobné informace o kultivaci daldich mechud v bioreaktorech, které jsou podle
vynalezu vhodné, jako napfiklad Leptobryum pyriforme a Sphagnum magellanicum,
jsou popsané v predeslych pracech (viz napfiklad Wilbert, E., Biotechnologische
Studien zur Massenkultur von Moosen unter besonderer Beriicksichtigung des
Arachidonsaurestoffwechsels [Biotechnologické studie tykajici se kultur mechl
se zvlaétnim ohledem na metabolismus kyseliny arachidonové), doktorska disertace,
Universita v Mainzu, 1991; Rudolph, H. a Rasmussen, S., Studies on secondary
metabolism of Sphagnum cultivated in bioreactors, Crypt. Bot., 3, 67 — 73, 1992). Pro
ugely predlozeného vynalezu se davéa zvlasté prednost pouziti Physcomitrelly, a to
zviaété proto, Ze u tohoto organismu jsou jiz prozkoumany vSechny obvyklé
molekularné-biologické technologie (reserde viz Reski, R., Development, genetics

and molecular biology of mosses, Bot. Acta, 111, 1 - 15, 1998).

Pro biotechnologické vyuzivani Physcomitrelly byly pro vyrobu heterolognich
proteint vyvinuty vhodné transformacni systemy. Uspé&sné transformace byly
napfiklad provedeny pfimym pfenosem DNK do tkané photonema s pouZzitim
nastielovani &astic. Uspésny byl téZ transfer DNK do mechovych protoplastu
zprostfedkovany PEG. Tato transformacni metoda byla opakované popsana u
Physcomitrelly a vedla jak k pfechodovym, tak stabilnim transformantim (viz

naptiklad Reutter, K. a Reski, R., Production of a heterologous protein in bioreactor
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cultures of fully differentiated moss plants, Pl. Tissue culture, Biotech., 2, 142 — 147,
1996).

| kdyZ je pfedlozeny vynélez principialné vhodny k vyrobé jakékoliv bilkovinné latky,
bude zde ukazana vyroba odpovidajiciho farmaceutického proteinu se zvlastnim

zietelem na lidsky vaskularni endothelialni ristovy faktor (VEGF).

VEGF byl poprvé izolovan Ferrarem, N. a Henzelem, W. J. (Pituitary follicular cells
secrete a novel heparin-binding growth factor specific for vascular endothelial cells,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 161, 851 — 858, 1989) a charakterizovany jako
regulaéni faktor pro Fizenou angiogenezi a endothelialni déleni bunék za béZnych
fyziologickych podminek (Ferrara, N., et al., The vascular endothelial growth factor
family of polypeptides, J. Cell. Biochem., 47, 211 — 218, 1991). Autofi také uvadeji,
e tento rustovy faktor psobi vysoce specificky na vaskularni endotheliaini bunky a
je inaktivni vzhledem k jingm bunéénym typim. VEGF je homodimericky glykoprotein
vazany disulfidovymi mlstky. Znamy jsou ctyfi formy lidskeho VEGF. CtyFi isomerni
formy jsou aminokyseliny dlouhé121, 165, 189 a 206 a jsou tvofene alternativné
provazanymi VEGF RNK. VEGFygs byl zjistén pouze ve fetalni jaterni cDNK, zatimco
VEGF121, VEGFs5 @ VEGF4gg byly zjidtény ve velkém poctu nadorovych bunek a
nadorovych tkani. Vsechny isomerni formy VEGF mély navadéeci sekvence k sekreci,
avéak u&inné jsou vyluéovany pouze dvé nejmendi formy (viz napfiklad Martiny —
Baron, G. a Marmé, D., VEGF-mediated tumor angiogenesis: A new target for cancer
therapy, Curr. Opin. Biotechnol., 6, 675 — 680, 1995).
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Podstatné mnozstvi VEGF bylo a je stale pozadovéano jak pro vyvoj a zdokonalovani
soudasnych poZadavkt pfi terapii nadorid a k charakterizaci VEGF. V Casnych
stadiich prace na s predlozeném vynalezu v$e, co bylo do této doby popsano, byla
vyroba rekombinantu VEGF v bufikach hmyzu expresi systému baculoviru (napfiklad
Fiebich, B. L., et al., Synthesis and assembly of functionally active human vascular
endothelial growth factor homodimers in insect cells, Eur. J. Biochem., 211, 19 - 26,
1993). Nasledovaly Saccharomyces cerevisiae (Kondo, S., et al.,, The shortest
isoform of human vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor
(VEGF/VPF31) produced by Saccharomyces cerevisiae promotes both angiogenesis
and vascular permeability, Biochim.. Biophys. Acta, 1243, 195 — 202, 1995), kvasinky
Pichia pastoris (Mohanraj, D., et al., Expression of biologically active vascular
endothelial growth factor in Yeast, Growth factors, 12, 17 — 27, 1995) a Escherichia
coli (Siemeister, G., et al., Expression of biologically active isoforms of the tumor
angiogenesis factor VEGF in Escherichia coli, Biochem.Biophys. Res. Commun.,
222, 249 — 255, 1996) jako dal$i produkéni organismy. Biologicky aktivni VEGF byl
vyroben vSemi témito rekombinacnimi systémy. Expresni system E. coli je vSak
komplikovany co se tyka Cidténi a rekonstituce proteinu, protoze se uzavira do

télnich dutin.

Priklady
Shrnuti

Zavedeni kontrolovatelnych masovych kultur Physcomitrella patens (Reuter a Reski,
loc. cit.) a zplsoby transferu DNK do mechu Physcomitralla patens (Reutter, K.,

Expression heterologer Gene in Physcomitrella patens (Hedw.) B. S. G. [Exprese
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heterolognich genl po Physcomitrella patens (Hedw.) B. S. G.], doktorska disertace
na Université v Hamburgu, 1994) vytvofil zakladni pfedpoklad k biotechnologickému

vyuzivani této rostliny.

Prace provedené na pod&atku prokazaly dlouhodobou stabilitu integrace pfi pouZiti
transgennich linii Physcomitrelly plGvodem od Reuterra (loc. cit., 1994). Exprese
heterolognich gent npt Il a gus, které byly jako priklad pouzity pro tento ucel byla

jesté detekovatelna po Ctyfech letech.

Byla optimalizovana bioreaktorova kultivace Physcomitrelly. Bylo vyvinuto michadlo,
které provadélo rozmélfovani protonemat a tim zajiStovalo poZadovanou
homogenitu kultury pfi trvalych otackach 300 az 500 1.min”". Bylo tak umoznéno
normalizované vzorkovani. Souéasné pfivadény vzduch byl vkapalné kultufe
distribuovan rovnoméméji. Za téchto podminek bylo prokazano, Ze se vyvoj biomasy
a proteinu probiha bez vnéjsi regulace pH stejnym zpisobem jako pfi regulaci pH; je
pfekvapivé, Ze regulace pH neni tudiz nutna. V poloprovoznim méfitku se tydné
vyprodukovala 500 mg susiny biomasy nebo 22 mg celkového proteinu na litr. To
znamena pétinasobny narist produkce biomasy v kultufe v 5 | sklenéné barice.
Snizeni koncentrace sole v Knopové mediu na desetinu vedlo k podobnym

hodnotam, a tim ke sniZzeni nakladu.

Pfidavek 5 mM vinanu amonného urychlilo vyvoj biomasy zkracenim lag faze.
Pfidavek vinanu amonného vydal soubé&zné kultury, které virtualneé sestavaly
vyhradné z bunék chloronema. Pomoci pritokové cytometrie bylo prokazano, ze
virtualné sto procent bunék téchto kultur bylo ve fazi G2/M bunécného cyklu. Tento
vysledek byl potvrzen dal§imi fyziologickymi studiemi sauxinem a studiemi

s diferenciaéné-specifickymi mutanty cal112 a cal113 a bylo zjisténo, Ze bunky
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caulonema jsou ve fazi G1/GO vétsinu casu, zatimco buriky chloronema jsou

pfevazne ve fazi G2/M.

Promotor byl studovan na moznou indukovatelnost do mechu za pouZiti
agrobakterialniho 1’-promotoru. Jako markerovy gen byl pouZit gen B-glukuronidasy
(gus). V pfechodné transformovanych mechovych protoplastech (transformacni
rychlost = 3.10%) byla po indukci 5 pM kyselinou indol-3-octovou pozorovana

exprese genu gus. V kontrolnich vzorcich nebyla pozorovana zadna exprese.

Gen pro ,sestfizenou” formu lidského vaskularniho endothelialniho rustového faktoru
(VEGF121) aminokyseliny 121 byl pfeveden do Physcomitrelly transformacni rychlosti
0,5.10° a 3,3.10°. AZ potud byl gen klonovan z konstitutivniho promotoru 35S a do
transformacniho vektoru pRT99, ktery je pro rostliny vhodny. U druhého pfistupu bylo
sekvencéni kodovani odpovidajiciho lidského tranzitniho peptidu ER dodatecné
klonovano. Analyzou Southern byla potvrzena integrace heterologni DNK a popsan
typ integrace ziskanych stabilnich transformantd. Jina analyza (Nothern analysis)
v t&chto transformantech potvrdila existenci npt Il a dvou VEGF transskript(. Exprese
VEGF ¢ v buiikach mechu byla prokazana nepfimou imunofluorescenci. Protein byl
nepochybné lokalizovan v bunkach pomoci konfokalniho laserového skenovaciho
mikroskopu. Tyto studie odhalily na transformantech bez tranzitnich peptidl, Ze
protein je lokalizovan zvlasté v cytoplazmé. U transformantd, které navic obsahovaly
tranzitni peptid ER bylo moZno zjistit protein v oblasti jadra a v apikalnich oblastech
apikalnich bunék oblasti svelmi vysokym obsahem ER. Biologicka aktivita
heterolognich proteint produkovanych podle vynalezu byla ovéfena provedenim
zkousky ELISA a dvou funkénich zkouSek s proteinem VEGF ziskanych

Z kultivacniho media.
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Materialy a metody

Pokud neni v dal$im textu uvedeno jinak, byly pouZité chemikalie analytické Cistoty a
byly ziskany od firmy Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) a Sigma (Deisenhofen).

Roztoky byly pfipraveny z precisténé apyrogenni vody, dale oznagované H-O

ziskané z pristroje Milli-Q water purification system (Milipore, Eschborn).

Restrikéni endonukleazy, enzymy modifikujici DNK a soupravy pro molekularni
biologii byly ziskany od AGS (Heidelberg), Amersham (Braunschweig), Applied
Biosystems (Weiterstadt), Biometra (Gottingen), Boehringer Mannheim GmbH
(Mannheim), Genomed (Bad  Oeynhausen),  New England  Biolabs
(Schwalbach/Taunus), Novagen (Madison, Wisconsin, USA), Pharmacia (Freiburg),
Qiagen (Hilden) a Stratagene (Heidelberg). Pokud neni jinak uvedeno, byly pouZzity

v souladu s pokyny vyrobce.
Vektory a struktury

Plasmid pCYTEXP-VEGF421 je derivatem pCYTEXP1 (Belev, T. N., et al., A fully
modular vector systém for the optimization of gene expression in Escherichia coli,
Plasmid, 26, 147 — 150, 1991), ve kterém je integrovana cDNK lidske VEGF 121 pro
expresi do E. coli. VEGFq2; cDNK je excizovan z pCYTEXP-VEGF 12 za pouziti
restrikéni endonukleazy Nde | a Sal |, precistén, zatupen a klonovén do $tépné Sma |
polohy pRT101 (Topfer, R., et al., A set of plant expression vectors for transcriptional
and translational fusions, Nucleic Acids Res., 15, 5890, 1987) mezi promotor 35S a

polyadenyladni sekvenci CaMV. Za pouziti Hin dlll je takto ziskana kazeta opét
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excizovana a klonovana do restrikéni $tépné polohy Hin dill transformacniho vektoru
pRT99. pRT99 obsahuje nejen vicecetna klonovaci mista, ale také gen neomycinové
fosfotransferazy za fizeni promotorem 35S a odpovidajici polyadenyla¢ni sekvenci
CaMV (Topfer, R., et al., Versatile cloning vectors for transient gene expression and
direct gene transfer in plant cells, Nucleic Acids Res., 16, 8725, 1988). Tento gen
propujéuje antibiotiku G418 ve stabilnich transformovanych rostlinach odolnost.
Plasmidy byly replikovany na kmeni DH5a Escherichia coli (Sambrook, J., et al.,
Molecular cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New

York, 1989).

Za pouziti restrikéniho enzymu Bam HI a Big Il je cDNK excizovana z vektoru pVE-
121, ktery byl pavodné pfipraven pro expresi VEGF121 v buiikach hmyzu, a ktery
navic vedle sekvence VEGFi,; obsahuje kédovani DNK pfirozeného tranzitniho
peptidu, ktery v systémech zvifecich bunék zprostfedkuje sekreci do media pfes
endoplasmové retikulum (Fiebich, et al., Synthesis and assembly of functionally
active human vascular endothelial growth factor homodimers in insect cells, Eur. J.
Biochem., 211, 19 — 26, 1993) a za pouziti pRT101 je klonovan na pRT99 a

verifikovan.

Plasmid pNA201 je derivatem binarniho vektoru pBI101 (Jefferson, A. R., et al,
Assaying chimeric genes in plants: The GUS gene fusion system, Plant Mol. Rep., 5,
387 - 405, 1987). Jako marker prorostliny obsahuje gen nptll v nopalin
synthasovéym promotoru. Gen gus, ktery je také pfitomen, je regulovan 1'-
promotorem z Agrobacterium tumefaciens. pNA201 je vhodny pro pfimou

transformaci Physcomitrella patens.
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Protilatky

Proti proteinu VEGF se pouzivaji dvé rizne protilatky. Prvni protilatkou je krali¢i anti-
VEGF protilatka a je smérovana proti syntetickemu peptidu, ktery odpovida
aminokyselinam 1 aZ 20 VEGF lidského plvodu (Fiebich, et al., loc. cit., 1993).
Druhou protilatkou je monoklonalni mysi protilatka smérovana proti lidskému proteinu

VEGF1,; (R&D Systems, Wiesbaden).

Rostlinny material

Pouzity jsou divoké kmeny mechu Physcomitrella patens (Hedw.) B. S. G., které
pochazeji ze sbirky genetické skupiny katedry obecné botaniky university
v Hamburgu. Ptvodni kmen 16/14 byl sebran H. L. K. Whitehouse v Gransden

Wood, Huntingdonshire (Anglie) a dale kultivovan ze spor.

Divoky kmen roste bud v kapalné kultufe s Kropovym mediem (Reski, R. a Abel, W.
O., Induction of budding on chloronemata and caulonemata of the moss,
Physcomitrella patens, using isopentenyladenine, Planta, 165, 354 — 358, 1985)
nebo na pevném Knopové mediu s 1 % agarem Oxoid (Unipath, Basingstroke,

Anglie). S kapalnymi kulturami se zachazelo podle popisu Reskiho (loc. cit., 1990).

Kultivace v bioreaktoru

Pro masovou kultivaci byl material zaveden do 7 | bioreaktoru realizovaného
sklenénou barkou s kulatym dnem vybavenou dvojitym plastém (Applikon Biotek,
Knullwald). Do tohoto systému bioreaktoru byl shora otvory ve viku do kultivacniho
prostoru zaveden vzduchovy chladi¢, trubice k provzdusiovani, pH elektroda
(Conducta, Gerlingen), tevplotni gidlo, michaci zafizeni, vzorkovaci trubiCka a vstupy

pro kyselinu, bazi a medium. Kultury byly ponechany pfi 25 °C a tato teplota byla
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regulovana vhodné nastavenou vodni lazni pfipojenou na dvojity plast. Pfi pokusech
provadénych za fizeného pH bylo pH pomoci titracni jednotky udrzovano na hodnoté
5,8. Teplotni méteni a regulace pH byla provadéna zafizenim Biocontroller ADI 1030
(Applikon Biotek, Knullwald). Rychlost michadla Ize ménit regulatorem motoru ADI
1012 (Applikon Biotek, Knillwald). Kultivaéni medium se provzdu$rfiuje konstantnim
tlakem vzduchu 1 bar poréznim vstiikovacim prvkem. K zajisténi sterility kultivacni
nadoby jsou véechna pfivodni a odtahova potrubi vybavena filtracnimi sterilizacnimi
jednotkami (Midisart, 0,2 um; Sartorius, Goéttingen). Kultivace v bioreaktoru se
provozuje v prostoru s fizenym prostfedim s bo¢nim osvétlenim (bilé svétlo; Osram L
40 W/20; max. 100 pmol.s'1.m'2). Kultury se za sterilnich podminek inokuluji 0,5 az 1
g nesuseného rostlinného materiélu. na litr bioreaktorové kultury. Vzorkovaci trubice
je umist&na ve stejné Grovni jako michadlo a tak zajistuje rovnomérné vzorkovani pfi
michani. Malé vzorky (<100 ml) se odebiraji pfes Luerovu zamkovou pfipojku
stfikackou, zatimco velkoobjemové vzorky se odebiraji napfiklad peristaltickym

gerpadlem typu 302/3A vybavenym hlavou 501 RI (Sartorius, Gottingen).

Kultury chloronemy divokého typu se vyvijeji dodavanim Knopova media s 5 mM

vinanem amonnym.

VytéZek biologicky aktivniho heterologniho proteinu, ktery se vyluéuje, Ize znadné

zvysit v pFitomnosti stabilizatoru polyvinylpyrrolidonu (PVP) v kultivacnim mediu.

Diferenciaci caulonemy, ktera nastava béhem vyvoje fotonemy, je mozno vyvolat a
zvysit exogennim pfidavkem fyziologického mnoZstvi auxinu vhodné koncentrace

jako napfiklad 5 umol.l'1 kyseliny indol-3-octové (IAA).

K provozovani kapalné kultury transformantl pod tlakem se ke Knopovu mediu
pfidava 50 mg.I"" antibiotika G418 (Calbiochem, Bad Soden). Nakonec se kultury

odvadsji filtraci pfes sterilni 100 um sita (Wilson Sieves, Nottingham, Anglie)
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kazdych deset dnl tésné pfed rozmélfhovanim a pfevedou se do Erlenmeyerovy

bafky napinéné vybranym mediem.

K pokustim s nutri¢nimi prvky se Knopovo medium fedi 1 : 10 vodou.

Transformace

Zvolenym zpusobem transformace je pfimy transfer DNK do protoplastd
zprostiedkovany PEG, jak to poisuje Reutter a Reski (loc. cit., 1996). Pro kazdou
transformaci se na 3.10° protoplastd pouZije 50 pg plasmidu DNK. Regenerace
protoplastl a vybér stabilnich transformanti se provadi podle popisu Reutera a

Reskiho (loc. cit., 1996), pokud neni uvedeno jinak.

Nepfima imunofluorescence

Ustojny roztok: MSB: 100 mM PIPES; 5 — 10 mM EGTA, 5 mM MgSOs,, pH 6,8
F-MSB: MSB + 5 % DMSO
E-MSB: MSB + 5 % DMSO + 5 % Nonidet
W- MSB: MSB ziedény H,O 1 : 2 (promyvaci Ustojny roztok)

Roztok enzymu: 1 % celulaza, 1 % pektinaza, 2 % driselaza v MSB, pH 5,6 (vSechny

od Sigmy, Deisenhofen).

Mechova fotonemata se fixuji v 1,25 % glutaraldehydu v F-MSB (obj/obj) inkubaci ne
deléi nez 10 minut a kratce se promyji ve W-MSB. Potom se fotonemata inkubuji se
2 % paraformaldehydem v MSB (obj/obj) po dobu 40 minut a 3x promyji W-MSB (1x

vyplachnuti; 2x promyvani po dobu 5 minut).
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Volné aldehydy, které se nemohou odstranit promyvanim se zredukuji pfidavkem
MSB a pevnym hydridem boru v mnoZstvi na Spicku noze pfi inkubacéni dobé& 10

minut. Hydrid boru se odstrani trojim promytim W-MSB.

V dal§im stupni se buné&né stény zpropustni pridavkem roztoku enzymu na dobu 10
minut. Enzymaticka reakce se zastavi zménou pH (MSB, pH 6,8). Smés se opét 3x
promyje W-MSB.

Chlorofyly se extrahuiji inkubaci s roztokem detergentu po dobu 120 minut. Potom se

roztok odstrani trojim promytim W-MSB.

Po této pripravé se mechova fotonemata mohou inkubovat s primarni protilatkou
(anti-VEGF; fedéni 1 : 50). To se provadi pfi 37 °C po dobu 45 minut. Po tfech
promytich W-MSB se na 45 minut pfi 37 °C pfida znacena sekundarni protilatka
(kraligi nebo mysi; fedéni 1 : 30; znagena fluorescein isothiokyanatem (FITC)
(Molecular Probes, Leiden, Nizozemi)). Vedle tfech vySe uvedenych promyvacich
stupiill se smés jesté jednou promyje W-MSB + 0,1 % Tritonu. Fotonemata se

nasledné daji do W-MSB a uloZi se pfi 4 °C alespon pfes noc.

Material se vyhodnoti pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu
(CLSM) typ TCS 4D (Leica Lasertechnik, Heidelberg) a softwaru Scanware 5.0
(Leica Lasertechnik, Heidelberg).

Pro analyzu vzorkdl CLSM se tyto umisti na sklicko do montazniho roztoku (Dabco,
Sigma, Deisenhofen). Excitace vazby fluorescenéniho barviva FITC se sekundarni
protilatkou se provede pomoci argon — kryptonového laseru pfi vinove délce 488 nm.

FITC emituje zafeni o vinové délce 528 nm.
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Zkouska ELISA

Protein VEGF v kultivaénim mediu, ktery se vytvoii ve vhodné transformovanych
mechovych rostlinach se kvalitativné urci a kvantitativne stanovi b&znymi zpUsoby za
pouziti zkousek ELISA a vy3e popsanych protilatek. Na zkousku ELISA se pouzije

pFimo kultivaéni medium v mnozstvi 200 pl.
Funké&ni zkousky

Biologicka aktivita rekombina¢né vytvofeného VEGF ziskaného z kultivaéniho media
se zkontroluje mitogenni zkouskou (Miyazono, et al., Purification and properties of an
endothelial cell growth factor from human platelets, J. Biol. Chem., 262, 4098 — 4103,
1987) a ,13 denni chorioallanto-membranovou angiogenni zkouskou" (Wilting, et al.,
A morphological study of rabbit corneal assay, Anat. Embtyol., 183, 1167 - 1174,
1991). Pfed tim se kultivani medium podrobi ultrafiltraci, potom lyofilizaci a
nasledné se resuspenduje v Ustojném roztoku. Pokud se to vyZzaduje, miZze se pouzit

jesté dalsi stupen cisténi na katexoveé koloneé.

Indukovatelnost 1°- promotoru

Indukovatelnost 1°-promotoru auxinem se zkousi 5 umol.l'1 kyselinou indol-3-octovou
(IAA). P&t dnli po transformaci se prevedou 100 ul alikvotni protoplastove podily
transformaéni reakce s pNA201 do jamek 96 mistné mikrotitracni destiCky (Nunc,
Wiesbaden). Suspenze protoplastt se inkubuje po dobu péti hodin s IAA (vysledna
koncentrace = 5 pM). Indukéni pokusy se vyhodnoti pfimo po inkubacni periode

pomoci kvalitativni zkousky s p-glukuronidasou.
Kvalitativni zkouska s B-glukuronidasou

Aktivita B-glukuronidasy se urluje kvalitativni zkouskou (Jefferson, A. R., Assaying
chimeric genes in plants: The GUS gene fusion systém, Plant Mol. Rep., 5, 387 —
405, 1987).

Substratovy Ustojny roztok: 50 mM KsFe(CN)s 50 mM Na;HPO4



- 20 -

50 mM K;Fe(CN)s 1 % Triton X-100 (obj/obj)
50 mM NaH,PO4 10 mM EDTA, pH 7,0
4 mg.ml™ PVP (m. hm. 10000)

Barvici roztok: 12,5 mg kyseliny  5-brom-4-chlor-3-indolylglukuronove (Biomol,
Hamburg) se rozpusti ve 250 pl N,N-dimethylformamidu s 50 ml

substratového Ustojného roztoku.

Mechova fotonemata a mechové protoplasty v Kopové nebo regeneracnim mediu se
inkubuji po dobu 72 hodin pfi 37 °C ve stejném objemu barviciho roztoku a ihned se

mikroskopicky vyhodnoti.

Vysledky

Homogenita kultury v bioreaktoru; vzorkovani

Pouze homogenni kultury zajisti, aby se mohlo vzorkovani bunécnych kultur
znormalizovat. PFi prodlouzené kultivaci vede Casto rast fotonemy do dlouhych
vlaken k agregatim bunék a tim k nehomogennimu rozdéleni rostlinného materialu
v kapalnych kulturach. K zabranéni takovych agregaci se fotonemata v urCitych
gasovych intervalech rozmélfiuji, a to v bioreaktoru kazdy den nasledujici po 10. dni
a v michanych kulturach kazdy 12. den pomoci vysokootaCkvych michadel —
homogenizatorl. Aby bylo mozno v bioreaktoru dodrzovat plynule podminky pfi
souéasném normalizovaném vzorkovani i po prodlouzenou kultivani dobu,
doporuduje se upravit turbinové michadlo tfemi michacimi nozi zabrousenim hran
michacich ramen a tim je pfevést na stfihaci ramena. Konstantni ,michani* pfi 300

az 500 1.min”" umozni udrzovat v bioreaktoru homogenni kultury.
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Vyvoj biomasy (v DW [mg.I'"]) po dobu 35 dnl (840 hod) pfi 500 1.min”" v kontrolnich
kulturach s turbinovym michadlem je stejny jako u kultur v bioreaktoru michaném

michadlem s ndzkovymi rameny.

Homogenita kultury se zkousi porovnavanim vzdy Sesti soubéznych vzorkd. Susina
rostlinného materialu ze vzorkovaciho objemu 100 mi se stanovi jako pomérna
hodnota. Pfi pouziti neupraveného michadla se souCasné  se zvySovanim
koncentrace biomasy zvySuje standardni odchylka. Jako dUsledek michani
michadlem se stfihovymi rameny zUstava standardni odchylka odebiranych vzorkU
nizka. To umoziiuje ucinit zavér, ze s upravenym michadlem je mozZno béhem 35

dnu ziskat rovnomérnou homogenni kulturu.

Studie indukovatelnosti 1°- promotoru

V plasmidu pNA201 je 1'- promotor umistén nad genem gus a pusobi jako regulacni
prvek. P¥i indukénich pokusech s mechem je znama [-glukuronidasova zkouska
vhodna jako detekéni zkouska. Pokusy s transgennim tabakem ukazuji, ze 1'-
promotor vede k expresi p-glukuronidasy v tkani s vysokym obsahem auxinu a lze
tudiz usoudit, Ze tento promotor je zavisly na auxinu. Indukovatelnost 1’-promotoru
auxinem ve Physcomitrella patens se studuje v tranzitné transformovanych

protoplastech.

Transformacéni reakce jsou podrobeny B-glukuronidasové zkousce s 5 hodinovou
inkubaci a bez ni s 5 uM kyselinou indol-3-octovou (IAA). U kontrolnich zkousek bez
pridavku |AA se nezjistily pfi hodnoceni pod mikroskopem Zadne modré protoplasty u
zadné reakce. Naproti tomu hodnocené protoplasty inkubované s auxinem potvrzuji
expresi genu gus. Na zakladé hodnoceni modrych protoplasti se docililo
transformacni rychlosti 3.10™*. To je jasnym znamenim, ze 1°-promotor je v transitné
transformovanych mechovych protoplastech indukovatelny rostlinnym hormonem

auxinem.
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Generace vektorl pro transformaci VEGF

Pro transformaci cDNK proteinu VEGF121 bez vodici sekvence zde nazyvané dale
VEGFC a ¢cDNK proteinu VEGF 121 s vodici sekvenci zde dale nazyvanou VEGFP do
Physcomitrell je nutné sekvence klonovat mezi jednotky promotoru a terminatoru,
coz je pro rostliny vhodné. Ktomuto ucelu se zvolil promotor 35S CaMV a
odpovidajici ‘polyadenylagni signal. Vhodné pfipravené sekvence VEGF cDNK se
klonuji na restrikéni $tépnou polohu Sma | nasobné klonovanych poloh vektoru
pRT101.

Vysledné vektory (pRT101VEGFC 3 a VEGFP 21) se sekvencuji primerem
odvozenym od terminalni oblasti promotoru 35S a ovéfuje se spravna integrace mezi

promotorem a polyadenylaéni polohou.

Vysledné kazety se excizuji restrikénim enzymem Hin dill a klonuji na aktualni
transformaéni vektor pRT99 do §tépné polohy Hin dlll (pPRT99VEGFC 3 a VEGFP
21). Orientace kazet vzhledem ke kazeté NPTII mize byt stanovena restrikci se
Sma | a Hinc Il. V piipadé orientace promotoru k polyadenylacni orientaci signalu se
ziska fragment 5250 (VEGFC) a 5380 bp (VEGFP), zatimco opacna orientace
poskytne fragment 1100 (VEGFC)/1230 (VEGFP) a 4150 bp (VEGFC a P).
Restrikéni analyza poskytne pouze fragment 5250/5380 bp a kazety VEGFC/P tak
mohou byt inkorporovany do srovnatelné orientace promotoru ku orientaci

polyadenylaéniho signalu s nptll genu pRT99.

Transformace VEGFC do Physcomitrelly

Absolutni rychlost transformace pfi transformaci struktury VEGFC u protoplastl
divokého typu po opakovanych pfechodech z Knopova media do vybraného media je

0,5.107 pii trvalé stabilité transformantd.
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Potvrzeni integrace transformovanych plasmidd
Uspésna integrace do rostlinnych genomu se potvrdila hybridizaci Southern.

Pouzité vzorky jsou jednak fragmentem Nco | genu npt Il z pRT99 a jednak
fragmentem Nde I/Sal | VEGFC z pCYTEXP-VEGF 121.

Signaly detekované v celé nerozstépené DNK transformantd potvrzuji Uspésnou
integraci plasmidu DNK do rostlinného genomu. Zda se ziska cela kazeta 35S
VEGFC PolyA i po integraci se zkousi restrikci s Hin dlll. Pokud zOstava kazeta pfi

integraci intaktni, excizuje tento restrikéni enzym fragment 1100 bp z upiné DNK.

Hybridizagni $ablona se vzorkem VEGFC prozrazuje fragment 1100 bp u v8ech
transformanttl. Byla tak prokazana integrace uplné expresni jednotky VEGFC, ktera

je predurdujici pro spravnou transkripci a expresi VEGF 121 do mechu.

Prokazovani transkriopce heterolognich gent

Transkripce heterolognich gent VEGFC a NPTII transformantu se urcuje
neradioaktivnim detekénim systémem DIG za pouziti vzorki VEGF a NPTIL
S nukleotidy 760 pro transkripci VEGFC a nukleotiddl 1100 pro transkripci NPTII se
na fluorogramu zjistovala mira transkripce fadové v mezich ocekavanych pro kazdy
pfipad. Jak se olekavalo, u kontrolni WT nebyla detekovana Zadna ze dvou
heterolognich transkripci.

Analyza transformantu s lidskym tranzitnim peptidem

Transfer DNK zprostfedkovany PEG 50 ug pRT99P 21 plasmidu DNK pro jednu
transformaéni reakci vytvofi transformanty, které jsou na vybraném mediu trvale

stabilni. Vysledna rychlost stabilni transformace je 3,3.10°.
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Prokazovani integrace transformovaného plasmidu

Integrace vy$e popisovanych transformantu s tranzitnim peptidem se prokazuje, jak
bylo popsano vy$e, hybridizaci Southern za pouziti popisovanych vzork( a
hybridizace celé DNK rozstépené Hin dlll se vzorkem VEGF prozrazuje fragment

1230 bp: prikaz kompletnosti integrované kazety 35S VEGFP PolyA.

Prokazani transkripce heterolognich genu

Zpusobem uvedenym vyse |ze detekovat jak NPTII, tak VEGFP transkripce

Detekce lidské VEGFi2; v bufikdch transgenich mech( za pouZiti konfokainiho

laserového skenovaciho mikroskopu

Timto zplisobem se zkou$eny protein oznaéi pfimo ve sloZzenych burkach.
Vyhodnoceni se provadi pod konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem,
ktery ma v porovnani s bé&znym svételnym mikroskopem zlepSenou rozliSovaci

schopnost.

Rekombinant VEGF4,¢ protein — pokud je v mechovych bufikach detekovatelny —
musi byt akumulovan v cytoplasmé v transformantech VEGFC. Ve VEGFP
transformantech musi byt detekovatelny v ER systému, pokud tranzitni peptid v

mechu funguje jako signalni.

Exprese lidského VEGF'' v transgennich bunkach mechu byla Uspé8né prokazana
nepfimou imunofluorescenéni metodou a pocitatovym vyhodnocenim konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem. Navic bylo prokazano, Ze v transgennim
mechu se VEGF 1,4 Uspésné transportuje do endoplasmického retikula v pfitomnosti

odpovidajiciho lidského tranzitniho peptidu.
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Zkouska na pritomnost VEGF v kultivatnim mediu

200 pl alikvotni podil kultivaéniho media v pfitomnosti PVP se zkousi zkou$kou
ELISA a ukazuje, ze mechové rostliny transformované expresni kazetou véetné
tranzitniho peptidu kodujici sekvence jsou schopné uvolnovat VEGF do média.

Pozitivni vysledky umoZniuji vyjadfit zavér, Ze je pfitomen protein VEGF.

Zkouska biologické aktivity

Zkousky provedené k verifikaci biologické aktivity proteinu VEGF uvolnéného do
kultivacniho media davaji jak pozitivni vysledky, tak potvrzuji, ze VEGF vytvoreny

podle vynalezu Ize z kultivaéniho media ziskat s pozadovanou biologickou aktivitou.
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Patentové naroky

1. Zpusob vyroby heterolognich bilkovinnych latek v rostlinném materialu
vyznadujici se tim, Ze jako rostlinneho materialu vyuzije fotonemické tkané
mechu a e se vyrobené bilkovinné latky ziskaji z kultivaéniho media bez

poruseni produkéni tkané nebo bunek.

2. Zpusob podle naroku 1 vyznacujici se tim, ze bilkovinna latka uvolnénd do

kultivaéniho media je biologicky aktivni.

3. Zplsob podle naroku 1 nebo 2 vyznacujici se tim, ze se pouzije Kultivacni
medium, které je prosté cukr, vitamind a fytohormond ¢i jejich funkCnich

fragmenta.

4. Zplisob podle kteréhokoliv z narokll 1 az 3 vyznacujici se tim, Ze tkan mechu se

vybira ze skupiny mechud zahrnujici ledviniky.

5. Zpusob podle naroku 4 vyznacujici se tim, Zze tkan mechu se vybira z mechl

skupiny obsahujici Physcomitrella, Funaria, Sphagnum a Ceratodon.

6. Zpusob podle naroku 4 vyznadujici se tim, ze tkan mechu se vybira ze skupiny

ledvinikt, do niz patfi Marchantia a Sphaerocarpos.
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