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1. Uvod

Populace buné¢k, ze kterych se skladaji mnohobunécéné organismy, maji schopnost
prozkoumévat své okolni prostfedi a vlastnosti sousednich bunék. Tato funkce se
uplatituje pii bunééném déleni béhem embryonalniho vyvoje, pti spousténi opravnych
procesi buiiky, které eliminuji jeji poskozeni ¢i nefunkénost, pfi zjisStovani pfitomnosti
cizorodych bunék a plisobeni pii jejich odstraiiovani. Spolecné tyto mechanismy
slouzici k pozd€jsim opravam a obrannym funkcim tvofi imunitni systém organismu
(Dunn, 1986, 1990, 1991; Boman a Hultmark, 1987; Duwel-Eby a Karp, 1990; Karp a
Duwel-Eby, 1991).

U hmyzu, ktery tvofi nejvétsi skupinu uvnitf zvifeci fiSe, je rezistence vuci
napadajicim patogentim zpusobena piedev§im jeho velkou rozmanitosti a ristovymi
schopnostmi. Prvni obrannou linii u hmyzu tvofi obrana télesna, coz znamena kutikula.
Kdyz je tato obrana prolomena a patogeny se dostanou do t¢la hostitele je vyvolan
komplex reakci nazyvany imunitni odpovéd’ vedouci K rychlé eliminaci cizich agens
(Bulet a kol., 1999). Efektory vrozené imunitni odpovédi tvoifi makrofagy, fagocyty a
neutrofily. Dalsi dilezitou slozku vrozené imunitni odpoveédi predstavuji
antimikrobialni peptidy, z nichz defensiny tvoii unikatni skupinu. Pfesto, ze jde o velmi
starou ¢ast imunitniho systému jsou pro vSechny zivé organismy vysoce konzervované
(Hancock a Diamond, 2000).

Antimikrobidlni peptidy (AMP) jsou v pfirodé Siroce rozsiteny. Tvofi soucast
dilezitého ptirodniho obranného systému. Jsou to relativné malé peptidy pisobici na
Siroké spektrum mikroorganismi. Jednd se o gram-pozitivni nebo gram-negativni
bakterie, kvasinky, n¢které houby a viry. Nékteré antimikrobialni peptidy se dokonce
projevily jako cytotoxické pro sperma a nadorové bunky (Reddy a kol., 2004).

Zajem o jejich vyzkum vzrista v souvislosti s jejich moznou nahradou antibiotik,
vuci nimzZ je stale vice bakterialnich kmenti odolng;Sich.

Imunitni systtm hmyzu je v soucasnosti nejvice prozkouman u octomilky
Drosophila melanogaster, u které bylo také popsano nejvice AMP (Lemaitre a
Hoffmann, 2007). Nicmén¢ vyzkum dalSich druhi hmyzu je zejména v poslednich par
letech na vzestupu. Larvy zavijeCe voskového (Galleria mellonela) byly pouzity pro

studium imunitnich reakci jiz diive (Briggs, 1958; Stephens, 1959, 1962; Hink a Briggs,



1968) a v soucastné dobé se objevilo nékolik novych praci, které se timto problémem

.....



2. Literarni prehled

2.1  Rad Lepidoptera

Rad Lepidoptera (motyli) patti do ¥ige Animalia (Zivo¢ichové), kmene Arthropoda
(Clenovci), tiida Insecta (hmyz).

Hmyz mzeme rozd¢€lit na zakladé vyvoje na tfi zékladni skupiny: 1. s proménou
dokonalou (holometabolata), 2. sproménou nedokonalou (hemimetabolata) a 3.
ametabolni druhy, u kterych nedochdzi k metamorfoze.

Motyli (Lepidoptera) fadime do skupiny holometabolniho hmyzu, to znamena s
proménou dokonalou. Béhem jejich Zivotniho cyklu se stfidaji jednotliva, vzajemné
nepodobnd vyvojova stddia. Samicka dospélého motyla naklade vajicka, z nichZz se
vylihnou housenky, které se méni v kukly a z kukel se pak lihnou dospélci. Touto
pieménou je cely cyklus dokoncen (Novak a Pokorny, 2003).

Vajicko a kukla ptedstavuji stadia klidu, kde pouze uvniti télesné schranky dochazi
k anatomickym a fyziologickym pfeménam. Larvalni vyvoj je rozdélen do nékolika
stadii, které jsou znamé jako instary. Béhem larvéalniho vyvoje nejsou obvykle zietelné
zmény v télesné podobé, jen u posledniho stupné premény z posledniho instaru larvy na
dospélce je zména zietelna. Této preméné se fika metamorfoza (Snordgrass, 1935;
Wigglesworth, 1940). Larvy délime do tii zakladnich skupin. Tou prvni jsou beznohé
(apodni) larvy, druhou skupinu tvoii larvy se tfemi pary noh (oligopoda) a tfeti
skupinou jsou larvy se tfemi pary hrudnich noh a dvéma a vice pary panozek
(polypoda). Do tieti skupiny spadaji i larvy motyla (Lepidoptera).

Jedinym stadiem rustu je housenka. Dospélec, kterému se jinak také fika imago, jiz
dale neroste, coz znamend, Ze jeho velikost je po vykukleni kone¢na. Pouze se mu
kratce po vylihnuti narovnaji a ztuhnou kitidla. Dllezitym orgdnem housenek, ktery u
imag vymizi, je snovaci trubice, ta je propojena se snovaci zlazou. Snovaci Zlaza
produkuje tekutinu, kterd vytéka ze snovaci trubice a na vzduchu tuhne v hedvabné
vlakno. Housenky pfedou hedvabna vldkna po cely sviij Zivot a jejich tvorbu pted
kuklenim zintenzivni a upfedou si z nich pevny kokon, ve kterém se preméni v kuklu

(Novak a Pokorny, 2003).


http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14923/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14955/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id14974/

Primitivni hmyz ma obvykle vice larvéalnich instarti nez vyspélejsi druhy. Larvy
fadu Lepidoptera chovanych v izolaci mohou projit péti, Sesti, nebo sedmi instary,
zatimco larvy, které ziji ve skupinach, prochazi pouze péti instary. V zavislosti na
mnozstvi jidla se rozliSuje i mnozstvi instarti. Ne vSak u vSeho hmyzu to takto funguje.
U druht jako jsou néktera Hemiptera, Diptera, Hymenoptera a Coleoptera je mnozstvi
instari konstantni (Chapman, 1998).

Kone¢nym stadiem je dospélec, ktery je jako jediny uzptisoben k rozmnozovani.
VétsSina motylich druht stihne za jeden rok v naSich klimatickych podminkach vytvorit
do roka jednu, nékdy i vice generaci. Pokud ovSem nestihnou dokonc¢it nékteré ze stadii,
vytvofili si motyli rtizné mechanismy a strategie jak pfezit nepiiznivé podminky.
Mohou upadat do klidu neboli dormance. N¢které druhy dokdzou zpomalit svilj vyvoj
nasledkem zimniho ochlazeni, to nazyvame hibernace, nebo v 1ét¢ kvili suchu a
nedostatku potravy, to nazyvame estivace. Nékteré druhy pfimo upadaji do geneticky
podminéného letniho nebo zimniho spanku. Jde o tzv. diapauzy. Ty mohou nastat v
kterémkoli vyvojovém stadiu, ale vzdy ve stejném u téhoz druhu. Nejméné Casté jsou
dormance ve stadiu dospélce naopak nejcastéji ve stadiu kukly (Novak a Pokorny,

2003).

2.2  Zavijec¢ voskovy (Galleria mellonella)

Zavije¢ voskovy (Galleria mellonella) patii do Celedi zavijecovitych (Pyralidae).
Zavijeci (Pyralidae) tvoii skupinu rozmanitych motyla aktivnich pfevazné v noci. Tato
skupina se svymi 10 000 druhy je jednou z nejpocetnéjsich ¢eledi hmyzu. Do této Celedi
patii také velmi mnoho vyznamnych skudcd. Jednim z nich je i zavije¢ voskovy, ktery
je jiz po desitky let oblibenym hmyzim modelovym organismem mezi fyziology,
imunology a parazitology (Novak a Pokorny 2003; SalaSkova a Hyrsl, 2008). Lze ho
snadno celoro¢né chovat na umélé potrave.

Jeho pfirozenym prostfedim jsou vceli tly, kde se vyviji ve v€elich plastech. Tim se
u nés stava jednim z velkych problému vyskytujicich se u chovu véel. Jim zpisobené
Skody pfimo ve vcelstvech nejsou tak veliké jako Skody zptsobené ve skladech plasti,
vosti a mezistén, kde jsou odhadovany az na 25 — 30 tun ro¢né (Charriere a Imdorf,
1999)


http://www.muni.cz/people/9982

Dospély zavije¢ voskovy je motyl dlouhy 8 — 16 mm, ktery mize v rozpéti kiidel
dosahnout délky az 30 mm. T¢lo je zbarveno Sed¢, rezavé nebo modrostiibtité. Predni
kiidla jsou obdélnikovitého tvaru a maji na zadnim okraji hnédé skvrny, druhy par
kiidel je svétly. U samicek je druhy par kiidel vyrazné bily, s tmav§im lemovanim a
roztifepenym zadnim okrajem. Dospélci kvili zakrnélému ustnimu Ustroji nepfijimaji

potravu a ziji tedy jen kratkou dobu (Novak a Pokorny, 2003).

Obr. ¢.1.: Fotografie Zavijece voskového (Galleria mellonella)- sami¢ka
(autor J. Stockard)

Samicka je schopna se jiz za nékolik hodin po vylihnuti pafit. Na chranéna mista, na
ktera dosdhne svym jemnym trubickovitym kladélkem do 24 hodin naklade sklovita
vajicka o priméru 0,3. Ve volné piirod¢ je to napiiklad do skulin a Skvir ulu, rdmi a
skiini na plasty. Vajicka jsou kladena na hromadky a samicka jich naklade az 400. Po
péti dnech se z vajicek lihnou pohyblivé larvicky, které se mohou snadno rozsifit do
svého okoli. Po nékolika dnech se larvy svlékaji a méni se ve velmi zravé housenky.
Béhem svého vyvoje se housenky jesteé 7x svlékaji. V osmém stadiu si vytvoii zdmotek
a zakukli se. Cely vyvoj trva 8 - 9 tydnd.

Housenky dortstaji délky az 30 mm, maji tfi pary ¢lankovanych hrudnich nozek a
pét part panozZek na zadeckovych ¢lancich. Housenky potiebuji velké mnozstvi potravy.

Zavijeci byvaji chovani nejen pro laboratorni potieby. Chovny material si Ize opatfit
ve vc€elinech pro navozeni optimalnich podminek pro rozmnozovéani a rast. Vyvoj trva

pii teploté 30° C asi 8 tydnl. Jako potrava slouzi vceli plasty nebo umélé pudy, které
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jsou levngjsi. Navodli na umélou dietu je cela tada, nékteré z nich dokonce ani
neobsahuji véeli vosk.

Umél¢é diety ovliviiuji dobu vyvoje jednotlivych vyvojovych stadii. Larvalni vyvoj
probiha v VII instarech a trva piiblizn¢ 30 dni, dospélci se lihnou za dalSich 7 dni.
Nejrychlejsi vyvoj byl zaznamenan u larev, které byly chované na Haydakové dieté. Na
pfirozené potravé i dalSich dietach byl vyvoj minimalné¢ o tyden delsi (Akvarium

terarium 11/1993, Cast 4.). Larvy rostou 25-30 dni, pak se kukli.

2.3 Imunitni systém

Imunita je schopnost organismu branit se proti cizorodym latkam. RozliSujeme dva
typy imunity: 1. imunitu specifickou, kterou zajist'uji lymfocyty T a lymfocyty B a 2.
imunitu nespecifickou, na niz se podili napfiklad mechanicka zabrana, lysozym nebo
fagocytujici buiiky (Chapman, 1998).

Imunitni systém tvofi zakladni homeostatické mechanismy organismti a jeho funkci
je udrZeni integrity organismu rozpoznanim a naslednou likvidaci patogent ¢i vlastnich
potencidln¢ Skodlivych bunéénych struktur. Obecné se imunitni systém sklada
z evoluéné starych nespecifickych kaskdd a reakci a evoluéné mladsich, specifickych
mechanismt (T- a B- lymfocyty tzv. buniky s paméti).

Postupem c¢asu vytvorily evoluéné star§$i mechanismy efektivni formu obrany
imunitniho systému a umoZnily rostlindAm a bezobratlym stat se jednou z evolu¢né
reakcich je odpovéd’ rychla a dlouhodobd. Neadaptivni imunitni systémy rostlin a
bezobratlych se v urcitych rysech shoduji s neadaptivni Casti imunity u obratlovcl
(Vilmos a Kurucz, 1998). I pies tyto shody se imunitni systém u bezobratlych a
obratlovcd v mnoha vécech 1isi. Piesto ho Ize u obou kment rozdélit na dva zakladni
typy a to buné¢nou a humoralni (Dunn, 1986; Gillispie a kol, 1997).

Bunéc¢nou imunitu zajist'uji krevni buiikky (imunocyty, hemocyty). Hemocyty se
ucastni né€kolika imunitnich reakci v organismu, které zamezuji cizorodym latkdm
vniknout do organismu a chrani ho pied ztratou tekutin. Hemocyty se ucastni reakci pfi
hojeni ran, enkapsulace, nodulace a fagocytdzy. Pii hojeni ran se hemocyty shlukuji a

vytvateji v misté poranéni zatku (Chapman, 1998).
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Enkapsulace neboli opouzdieni slouzi k odstranéni cizorodé latky, kterd je pfilis
velkd na to, nez aby mohla byt fagocytovdna. Jde zejména o parazity (tasemnice,
hlistice,..). K nodulaci dochazi tehdy, objevi-li se v organismu velké mnozstvi vétSich
cizorodych latek, napt. bakterii, ty jsou pak v hemocoelu obaleny n¢kolika hemocyty
Castice Ci bakterie pohlcovany. Fagocytéza se vyskytuje u vSech bezobratlych.

Humoralni ¢ast zastupuji fenoloxidazova a koagulacni kaskada, aglutininy,
lysozym a dalsi antibakterialni peptidy. U nékterych bezobratlych byly objeveny i dalsi
reakce podilejicich se na hojeni ran jako naptiklad vazokonstrikce (Chapman, 1998).

2.4 Imunitni systém hmyzu

Prvni obranou linii pfi setkani s patogenem tvoii vngj$i kutikula a epitel travici
soustavy. Pfes tyto bariéry je narocné proniknout a nékteré mikroorganismy je narusuji
enzym proteolytické kaskady. Tento enzym katalyzuje pfeménu profenoloxidasy na
fenoloxidasu (Royet, 2004).

Mikroorganismy jsou po proniknuti do téla vystaveny plsobeni imunitni odpovédi
na humoralni a bunééné Grovni.

Na bunétné urovni je imunitni odpovéd zprostiedkovana hemocyty, které v
hemolymf¢ cirkuluji. Morfologicky hemocyty délime na plasmocyty (fagocytujici),
lamelocyty (tvorba kapsuli), a krystalové bunky (obsahuji fenoloxidasu a podili se na
proteolytické kaskadé) (Hultmark, 2003). Hemocyty jsou strukturné a funkéné podobné
neutrofilim, které hraji roli pfi sav¢éi vrozené imunitni odpovédi na mikrobidlni
patogeny (Kavanagh a Reeves, 2007).

Vysledkem humoralni odpovédi je rychla produkce antimikrobidlnich peptidd.
Nékteré z téchto peptidi mohou byt ptitomny i konstitutivné. Antimikrobialni peptidy
jsou produkovany ptedevsim tukovym téliskem (funkéni ekvivalent lidskych jater) a

poté jsou sekretovany do hemolymfy (Bulet a kol., 1999).
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2.5 Antimikrobiilni peptidy

Obranné peptidy hraji kli¢ovou roli v pfirozené imunité proti bakteriim a houbam
jak u obratlovcii tak i u bezobratlych. U hmyzu hraji antimikrobidlni peptidy rozhodujici
roli v boji proti napadajicim patogentim.

Jsou syntetizovany pii odpovédi na mikrobialni infekci nebo septické poranéni
hlavné v tukovém télisku (ekvivalent sav¢ich jater) a v nezralych krevnich burikach, nez
se vydaji do hemolymfy, kde bojuji proti mikroorganismiam (Hetru a kol., 1998; Irving
a kol., 2004; Tzou a kol., 2002).

Antimikrobialni peptidy jsou do budoucna brany jako alternativy za nynéjsi klasicka
antibiotika. Vyhody antibakteridlnich peptidl jsou: selektivita, rychlé zabijeni, Siroké
antimikrobialni spektrum a piedevsim Zadny rezistentni vyvoj (Boman, 2003;
Matsuzaki, 1999).

Mnoho antimikrobialnich peptidi bylo poprvé popsdno u hmyzu. Jednim z nejlépe
prozkoumanych druht hmyzu je octomilka Drosophila melanogaster. U D.
melanogaster bylo identifikovano 20 antimikrobialnich proteint a jejich peptidovych
produktd, které byly roz¢lenény do sedmi rodin: attaciny, cekropiny, defensiny,
diptericiny, drosomyciny, drosociny a metchnikowiny (Irving a kol., 2004).

Od té doby byly peptidy s antimikrobialni aktivitou popsany u mnoha dalSich fadu
hmyzu napiiklad u Lepidopter, Dipter, Coleopter, Odonat, Trichopter, Hemipter a
Hymenopter (Hetru a kol, 1998).

U hmyzu z tadu Lepidoptera, konkrétné ze zavijeCe voskového se stal modelovy
organismus pro studovani mechanismu pfirozené imunity a také pro testy patogenicity
s rozdilnymi mikroorganismy, naptiklad u filament hub Aspergillus fumigatus (Reeves a
kol., 2004), Aspergillus flavus (Leger a kol., 2006), kvasinek Candida albicans
(Brennan a kol., 2002; Cotter a kol., 2000; Dunphy a kol., 2003), Cryptococcus
neoformans (Mylonakis a kol., 2005) a bakterii (Kavanagh a Reeves, 2004)

Z poctu 890 druhi antimikrobidlnich peptidii eukaryotniho pivodu, jich bylo vice

nez 180 popsano u hmyzu.(www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pagl.htm)

Peptidy majici antimikrobidlni aktivitu jsou pievazné malé, amfipatické, kationové
molekuly. Na zdkladé¢ aminokyselinové sekvence a strukturni charakteristiky jsou

rozdéleny do tii zakladnich tfid: linearni a-helixové peptidy bez cysteinového zbytku;
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peptidy, jejichz struktura je stabilizovana pomoci disulfidovych mistkt a peptidy
S pfevazujicimi prolinovymi anebo glycinovymi zbytky (Bulet a kol., 1999).
Antimikrobidlni aktivita byla zkoumana zejména proti gram-negativnim a gram-
pozitivnim bakteriim, v mensi mire proti kvasinkam a vlaknitym houbam.
V pribéhu poslednich dvou dekad byly nékteré antimikrobialni peptidy izolovany
z Siroké Skaly zvirat, bezobratlych i obratlovct, rostlin a stejné tak z bakterii a hub

(Reddy a kol., 2004).

2.6  Typy antimikrobialnich peptidu

Je znamo n¢kolik druhti antimikrobidlnich peptidd — kationické, anionické,
aromatické dipeptidy a derivaty proteinti vazajicich kyslik. Nejpocetnéjsi skupinu tvorti
kationické peptidy, které vykazuji mnohonédsobné vyss§i aktivitu nez ostatni druhy
(Vizioli a kol., 2002).

Kationické peptidy rozdé€lujeme na zaklad¢ jejich struktury do Etyt zakladnich tiid.
Prvni tfidu tvofi antimikrobialni proteiny, které maji ptes 100 aminokyselin a jejich
aktivita je zaméfena proti gram-negativnim bakteriim (Tossi a kol., 2002; Brogden a
kol, 2003). U hmyzu bylo izolovano nékolik polypeptidi s touto aktivitou. Patii sem
napiiklad attaciny, které se vazi k lipopolysacharidim v bunéfné sténé¢ gram-
negativnich bakterii a inhibuji tak syntézu membranovych proteini. Pro strukturu
attacinll a sarkotoxint, které taktéz fadime do této skupiny, je typicky vysoky obsah
glycinu.

Druhou tfidu tvofi tzv. linearni peptidy, které zahrnuji antimikrobidlni peptidy
sméné nez 100 aminokyselinami. Linearni peptidy se daji dale rozdélit do nékolika
skupin. Prvni skupinou jsou linearni amfipatické peptidy tvofici a-helixy. Do této
skupiny patii napfiklad cekropiny. Délka aminokyselinovych fetézcii je od 16-40
aminokyselin a na N-konci se vyskytuji a-helikalni domény, které jsou nezbytné pro
jejich G€inky. Antimikrobialnim ucinkem je permeabilizace bunééné membrany pomoci
nespecifickych interakci s membranovymi fosfolipidy. Dals§i skupinu tvofi kratké
linearni peptidy, které patfi k nejmensim v pfirodé. Produkuje je zaba rodu Rana a jde
0 tzv. temporiny s 13 aminokyselinami a amidovanym C-koncem. Temporiny vykazuji

aktivitu proti né¢kterym gram-negativnim bakteriim a kvasinkam ( Tossi a kol., 2000).
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Treti tfidu tvofi peptidy se zvySenym obsahem urcité aminokyseliny. Sem patfi
peptidy bohaté na prolin, u kterych je mimo jiné bohat¢ zastoupen arginin jako bazicka
aminokyselina. Antimikrobidlni aktivitu maji zaméfenou proti gram-negativnim
bakteriim a neni provazena hemolytickym pasobenim (Tossi a kol., 2002; Otvos, 2002).
Dalsi skupinou jsou peptidy bohaté na glycin, které jsou produkovany pouze hmyzem
(Tossi a kol., 2002). Dale sem patii peptidy bohaté na histidin, jejichz aktivita je
zam¢iena proti kvasinkdm a plisnim. Pfi vstupu do builkky napadaji mitochondrie.
Posledni skupinou jsou peptidy bohaté na tryptofan. U této skupiny jsou zatim znamy
pouze dva peptidy a to indolicin a tritypticin. Oba maji Siroké spektrum ucinku (Tossi a
kol., 2002).

Posledni tiidu tvofi peptidy bohaté na cystein tvofici disulfidové mustky. Peptidy
muzeme podle poctu cysteinit délit na peptidy se dvéma nebo Ctyimi cysteiny, které
vytvareji vlasenkové struktury nebo tzv. ,ranaboxy* a disulfidové mustky slouzi ke
stabilizaci struktury. Peptidy se Sesti a vice cysteiny tvoii dals$i skupinu vyskytuji se
zejména u eukaryotnich organismi. Struktura téchto peptidll je stabilizovana vznikem
hiebenové struktury tzv. B-listu. Tyto peptidy se souhrnné nazyvaji defensiny a lze je
délit na pét druhd. Prvni tfi (a-, B- a 0-) se vyskytuji u obratlovci véetné ¢loveéka, Ctvrty

druh u rostlin a paty druh u hmyzu (Yamasaki, 2008).

2.7 Defensiny

Defensiny hmyzu patfi do rozSifené skupiny antimikrobidlnich peptidi
charakteristické primarni strukturou sloZenou z konzervovanych cysteinovych (Cys)
zbytkd (Bulet a kol., 2004) tvoficich 3 intramolekularni disulfidové pary. Pary mezi
cysteiny tvoii: Cys1/Cys4, Cys2/Cys5 a Cys3/Cys6. Tyto peptidy jsou vétSinou dlouhé
36 az 46 aminokyselin, vyjimku tvoii defensiny v¢el dlouhé 51 aminokyselin. Prvni dva
defensiny byly izolovany popsany u masarky Sarcophaga peregrina (Matsuyama a
Natori, 1988).

Defensiny jsou syntetizované jako prekurzorové molekuly jejichz soucasti je
signalni sekvence nésledovana propeptidem, ktery je dale zpracovan na zraly peptid.
Bylo zjisténo, ze tkanova exprese antimikrobialnich peptidi odrazi jejich genovou

strukturu (Bevins a kol., 1996; Tsutsumi-Ishii a kol., 2000).
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Defensiny jsou konzervované skrz celou fylogenetickou oblast (Hubert a kol., 1996)
a jsou znamé predevSsim pro svou antimikrobidlni aktivitu proti gram-pozitivnim
bakteriim. Nékteré z nich jsou také ucinné proti gram-negativni bakteriim, nékterym
houbam (Gillespie a kol., 1997) a parazitickym prvokim (Richman a kol., 1997).
Antibakteridlni aktivita je defensinim pfipisovana pro jejich U¢inky na mikrobidlni
membrany (Lai a kol., 2004).

Kladn¢ nabité defensiny reaguji s negativné nabitymi slozkami mikrobidlnich
membran, které u gram-negativnich bakterii obsahuji lipopolysacharid, polysacharid u
gram-pozitivnich bakterii a fosfolipidy (Lai a kol., 2004). V bakterialni membran¢ se
pusobenim defensini vytvaieji kanaly, které usnadnuji pranik lysozymu do bunky a
naslednou destrukci patogena.

U hmyzu jsou defensiny piitomny u endopterygot (Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera a Trichoptera) a exopterygot (Hemiptera a Odonata) (Froy a Gurevitz,
2003).

2.8 Defensiny u zavijece voskového

Hmyz ma4 tfi hlavni obranné linie, hemolymfu, pokozku a stfeva. Predpoklada se, ze
hemolymfa hmyzu obsahuje n¢kolik obrannych systémul ekvivalentnich tém, které se
vyskytuji v krvi obratlovct.. Proto se vétSina studii soustfedi na imunitni mechanismy
hemolymfy, ackoli pokozka a stievni epitely predstavuji priméarni bariéry proti
napadajicim patogentiim.

Hmyz produkuje piisluSné antimikrobialni peptidy Vv zavislosti na druh infekce ¢i
poranéni, kterému je vystaven (Bulet a kol.,1999). Vétsina téchto peptidd je
syntetizovana v tukovém télese, které hraje hlavni roli pfi imunitni odpovédi. Tyto
peptidy jsou vyluCovany do hemolymfy a maji schopnost odstranovat mikroby Vv
brzkém stadiu imunitni odpovédi. Vyskyt nékterych antimikrobidlnich peptidi byl
popsan ve stievech (Lehane a kol., 1997) a epitelu pokozky (Tzou a kol., 2000).

Kompletni repertoar antimikrobidlnich peptidi zavijece voskového byl poprvé
zkouman  pomoci  kapalinové  chromatografie = v kombinaci s hmotnostni
spektrofotometrii teprve nedavno (Brown a kol., 2009)

Z hemolymfy larvy Zavijece voskového (Galleria mellonella; Gm) bylo izolovano a

charakterizovano osmnact znamych nebo predpokladanych antimikrobidlnich peptidi
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nebo proteinti. Jmenovité to jsou lysozym, peptidy podobné moricinu (5), cekropiny (2),
gloveriny, Gm na prolin bohaty peptid 1, Gm na prolin bohaty peptid 2, Gm anionické
peptidy 1(P1) a 2, galiomicin, gallerimycin, indukované serin proteazové inhibitory a
peptid podobny heliocinu. U Sesti znich jsou prozatim znamy pouze jejich
aminokyselinové sekvence. Gm na prolin bohaté peptidy 1 a 2 a Gm anionicky peptid 2,
maji unikdtni aminokyselinové sekvence a nebyly u nich objeveny zadné homologie.
Bylo také popsano klonovani a exprese jiného peptidu ucinnému proti houbam,

gallerimycinu (Schumann a kol., 2003).

2.9 Galiomicin

Prvni zminka popisujici purifikaci, cDNA klonovani a expresi hmyziho defensinu
byla u druht patficich do fadu motyla (Lepidotpera). Galiomicin, ktery patii do této
rodiny defensinti, byl poprvé popsan pii purifikaci z hemolymfy larvy zavijece
voskového, ktery byl imunizovam E. Coli. Zakladni struktura tohoto defensinu vykazuje
90,7% podobnost s heliomicinem izolovaného z Heliothis virescens (Lee a kol., 2004).

Zavije¢ voskovy byl imunizovan gram-negativnimi bakteriemi E. coli. Peptid se
skladd ze 43 aminokyselinovych zbytkl obsahujicich Sest cysteinovych zbytki, které
jsou spojeny ttemi disulfidovymi mustky. Plna cDNA kodujici Galleria defensin byla
klonovana z tukového téliska imunizované larvy. Analyza pomoci "Northern blot"
odhalila, Ze Galleria defensin byl pii napadeni bakterii v hemocoelu exprimovan nejen z
tukového téliska, ale také ze stiedniho stieva (Lee a kol., 2004).

Délka sekvence Galiomicinu je 72 aminokyselin o molekulové vaze 7823 Da.
Peptid se sklada z c¢asti signalni (aminokyseliny 1-29) a ¢asti zvané zraly neboli tzv.
»,mature* peptid (aminokyseliny 30-72). ,,Mature peptid je dlouhy 43 aminokyselin a
obsahuje tfi disulfidové mustky, které spojuji aminokyseliny 36/61, 47/69, 51/71 (7/32,
18/40, 22/42) (Defensins Knowledgebase).

U tohoto peptidu byly prokazany antibakterialni a fungicidni vlastnosti. Galiomicin
ma nékolik domén, mezi které patii napiiklad peptid podobny toxinu Skorpiond,

defensiny bezobratlych a transmembranové oblasti (ExXPASy Proteomics Server).

Nejzajimavéjsi  z téchto domén je vSak doména ,knotinova“. Proteiny obsahujici
,»knotinové“ domény se vyskytuji jen u Eukaryot. Antibakterialni defensiny a alfa-

neurotoxin Skorpiont se vyskytuji ptevazné u ¢lenovcu.
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,»Knotiny* predstavuji rostlinné ptipadné antimikrobialni peptidy. Jsou to malé
peptidy bohaté na slouceniny obsahujici disulfidové vazby, v tomto pfipad¢ cystin. Tyto
jsou charakteristické velice specialnim knotem tzv. ,.disulfide through disulfide knot*.
Tohoto knotu je dosazeno kdyz jeden disulfidovy mustek zkiizi makrocyklickou
molekulu tvotfenou dvéma dal$imi disulfidovymi mustky a prichozi kostrou. Knot
znamena, ze ,,Knotiny* Obsahuji nejméné tfi disulfidové mustky. Stavba ,.knotinové*
rodiny ma disulfidové vazby mezi Cys3/Cys6 jdouci skrz disulfidové vazby Cysl/Cys4
a Cys2/Cys5

Obr. 2.: Knottinova struktura

Oranzové jsou vyznaceny Cys3/Cys6, zluté pak Cys1/Cys4 a Cys2/Cys5

,»Knotiny*“ jsou obfas oznacovany za cystinové knot inhibitory. ,,Knotinova*
strukturni rodina obsahuje 1 n¢kolik neptibuznych rodin jako jsou naptiklad protézové
inhibitory z rostlin, antimikrobialni peptidy, toxiny pavoukd a Skorpiond.

Mnoho proteinii bohatych na Slouceniny obsahujicich disulfidové vazby miiZe
,»Knotiny* jsou atraktivni 1 ve vyrob& lécCiv nebot” jsou lehce piistupné a chemicky
syntetické. Jsou velmi stabilni diky vysokému obsahu disulfidovych vazeb a topologii a

jsou siln¢ sekvenéné tolerantni (The Knottin Database).
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3. Cil prace

Cilem bakalaiské diplomové prace byla pfiprava rekombinantniho peptidu genu

Galiomicin

Jednotlivé kroky zahrnuji:
1. Amplifikace cDNA genu Galiomicinu
2. Ptiprava expresniho vektoru

3. Exprese rekombinantniho proteinu
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4, Material

4.1 Material

Celkova RNA pripravena ze zlaz larvy zavije¢e voskového v poslednim
instaru
Pracovni kit — Champion™ pET Directional TOPO®EXxpression Kits with
Lumio™ Technology (Invitrogen)
Pracovni kit — pGEM®-T Easy Vector System
TOP 10 cells — kompetentni buiky Escherichia coli (,TOPO expression
kit*)
Bunky DH5a — kompetentni buniky Escherichia coli (Promega)
Sekvence genu Galiomicin zavijece voskového
Genove specifické primery
Galiomicin forward 1:
5’ CACCATGGCGAAAAATTTCCAGTCC
Galiomicin reverse 1:
S'TTATTACTCGCACCAACAATTGACGTT
Vektorové specifické primery
T7 Promotor Primer: TAATACGACTCACTATAGGG
T7 Reverse Primer: TAGTTATTGCTCAGCGGTGG
SP6 Promotor Primer: TATTTAGGTGACACTATAG
Oligo (dT)n , TRIKANT‘: TGAGCAAGTTCAGCCTGGTTA(T)19
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5. Metodika prace

51 Pokusna zvirata

Pro pokus byl pouzit druh zavije¢ voskovy Galleria mellonella (Lepidoptera), ktery
pochazi zchovii Entomologického tstavu v Ceskych Budgjovicich. Zvifata byla
chovéna pfi konstantni teploté¢ 37°C v temném prostfedi. Larvy byly krmeny specialni
dietou (1kg kukuti¢ného Srotu, 0,5kg psSeni¢ného Srotu, 0,5kg polohrubé mouky, 0,5kg
suseného mléka, 0,25kg suSenych kvasnic, 0,8kg vceliho vosku, 0,5 kg medu a 0,5kg

glycerinu).

5.2 Preparace larev

Postup:

1. Veskery material, ktery byl pouzit pfi preparaci byl vydesinfikovan ethanolem.

2. Larvy Galleria mellonella byly anestetizovany ponofenim do vody.

3. Poté byla larva Spendlikem pfipichnuta na podloZku v oblasti hlavy a zadecku.

4. Larva byla rozsttihnuta podélné od zadecku k hlavé a pinzetou byly vypreparovany

zlazy, které byly ihned zamrazeny v tekutém dusiku.

5.3 Izolace RNA
Pro izolaci celkové RNA byly pouzity zlazy vypreparované z posledniho larvalniho

instaru Galleria mellonela. RNA byla izolovana pomoci Trizolu (Invitrogen). Na

spektrofotometru byla zmétena koncentrace RNA.
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5.4 Syntéza prvniho vlakna

Pro syntézu prvniho fetézce cDNA bylo pouzita celkova RNA. Syntéza byla

provedena pomoci kitu SuperScript Il (Invitrogen).

Postup:

1.

Ptipravime pracovni sm¢s 1.

Pracovni smés 1.

Mnozstvi pro 1 reakei[pl]

50 uM oligo(dT)n 1
smés nukleotidi (2,5 mM kazdy) 2
Celkova RNA (220 ng/ul) 1

Inkubujeme 5 minut pii 65 °C.

Inkubujeme 1 minutu na ledu

Ke smési 1. ptidame slozky smési II.

Pracovni smés I1.

MnoZstvi pro 1 reakei [pl]

Reakéni pufr (5 %) 4
0,1MDTT 1
dsH,O 1
Reverzni transkriptaza (200U/ pl) 1
Celkovy objem reakéni smési 7ul

Jemnég promichame, spustime program RT — PCR

PCR reakce probéhla za téchto podminek:
nasedani primert, polymerace ...........

inaktivace enzymu ...........ccecceeveennene

drzet pii 4 °C

90 min. pti 55 °C
15 min. pt1 72 °C

CcDNA muize nyni byt pouzita jako vzorek pro amplifikaci v PCR.
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5.4.1 Polymerazova fetézova reakce k amplifikaci cDNA

Polymerazova fetézova reakce byla provedena pomoci pracovniho kitu TaKaRa

TaqTM (Takara).

Postup:

1. Ptiprava pracovni smési

Pracovni smés MnozZstvi pro 1 reakci[pl]
PCR pufr (10 x) 2,5
Smés nukleotidt (2,5 mM kazdy) 2
Primer Galiomicin fw1(10pmol/ul) 1
Primer Galiomicin rev1(10pmol/ul) 1
cDNA 1
dsH,0 17,5
r-Taq polymeraza (Takara) 0,13
Celkovy objem reak¢éni smési 25 ul
2. PCR reakce prob¢hla za téchto podminek

Pocatecni denaturace ........... 2 min. pii 94°C

Tepelna denaturace ........... .. 30 sek. pi1 94°C

nasedani primert ... ... ............ 30 sek. pti 55°C 30 x

extenzni polymerace ............... 45 sek. pii 72°C

zaveérecna polymerace ............ 7 min. pii 72°C

5.4.2 Elektroforéza amplifikovanych vzorku

Vysledky reakce byly vyhodnoceny na 1,25% agar6zovém gelu v 0,5x TAE pufru

pii napéti S0V.

Postup:

1. Piiprava 1,25% agar6zového gelu:
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1. 1,25g agar6zy rozpustime ve 100ml 0,5 x TAE v mikrovinné

troubg.
2. Po zchladnuti na 60°C do gelu pfidame 4ul ETBR a vlijeme do
pripravenych forem s hiebinkem.
3. Dokonale ztuhly gel umistime do elektroforetické aparatury a
prelijeme TAE (0,5 x).
2. PCR produkty smichame s 2ul nanaseciho pufru a napipetujeme do gelu.

Elektroforetickou aparaturu zapneme pii 50V na 50 minut.

5.4.3 Purifikace DNA z gelu

Purifikace DNA z gelu byla provedena pomoci kitu MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen ).

Postup: Pracujeme dle protokolu MinElute PCR Purification Kit (Qiagen ).

54.4 Méreni koncentrace dsDNA pomoci spektrofotometru

Postup:
1. Na spektrofotometru nastavime vinovou délku pro dsDNA (260nm).

2. Proti kontrolnimu vzorku, ve kterém byla DNA rozpusténa, zméfime

koncentraci.

3. Zkontrolujeme ¢istotu vzorkii na pfitomnost proteinii pomérem absorbanci

260/ 280 nm.

545 Sekvenovani

K sekvenovani byl pouzit pracovni kit ABI PRISM® BigDye® Terminator version
3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
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Postup:
1. Vzorky DNA nafedime na koncentraci 28ng/ pl.
2. Na jednu reakci pouzijeme 7,5ul vzorku.

3. Sekvenaci provede specializovana laboratof UMBR na pfistroji 3130xI

Genetic Analysa (Applied Biosystems).
Byly pouzity primery T7 Promotor Primer a T7 Reverse Primer.
55  Uprava koncii cDNA pro zaklonovani do expresniho vektoru
pET160/GW/D-TOPO
Pro zaklonovani do expresniho vektoru pET160/GW/D-TOPO musi mit na§ PCR

produkt tupé konce. Téch dosdhneme pouzitim Pfx Platinum DNA polymerazy
z pracovniho Kitu Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen)

Postup:
1. Pfiprava pracovni smési

Pracovni smés MnozZstvi pro 1 reakci[pl]
Smés nukleotidi (10mM) 0,75
Pfx reakéni pufr (10x) 2,5
MgSO4 (50mM) 0,5
Pfx DNA Polymeraza 0,2
Primer Galiomicin fw.1(10pmol/ul) 0,37
Primer Galimicin rev.1(10pmol/ul) 0,37
DNA 1
dsH,0 19,6
Celkovy objem reakéni smési 25

2. PCR reakci prob¢ehla za téchto podminek

Pocatecni denaturace ................... 2 minut pii 94 °C
Denaturace .........cccocvevvvvrveeneennn 30 vtefin pii 94 °C
Nasedani primertd ..........coccevvennens 30 vtefin pii 58 °C 35X



Polymerace.........ccccoovvenieieiennn, 30 vtefin pii 68 °C

Zaveérecna polymerace................. 7 minut pii 72 °C

5.5.1 Priprava plazmidu

Postup: pro ptipravu plazmidu byl pouzit pracovni kit Champion™ pET Directional
TOPO® Expression Kits with Lumio™ Technology (Invitrogen)

5.5.2 Ligace templatové cDNA do expresniho vektoru pET160/GW/D-TOPO

Postup:
1. Ptiprava reakéni smési
Pracovni smés Mnozstvi pro 1 reakci[ul]
PCR produkt 4
Roztok soli 1
TOPO vektor 1
Celkovy objem reakéni smési 6

2. Smés opatrné promichame a nechame 30 minut V pokojové teploté

3. Reakci pak vlozime ihned na led

5.5.3 Transformace plazmidu do TOP 10 bunék

Postup:
1. Piipravime transformacni reakci tak, ze 3ul reakéni smési napipetujeme do
chemicky kompetentnich TOP 10 bun¢k (,7OP 10 cells ).
Transformacni reakce inkubujeme 15 min na ledu.
Reakce inkubujeme 30 sekund pii 42°C, poté okamzit¢ umistime na led.

Do kazdé reakce piiddme 250ul S.O.C. media.

o~ wDn

Inkubujeme v tiepacce 60 minut pti 37°C, rychlost tfepani 180 ot/min
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6. Z kazdé reakéni zkumavky odebereme 100 pl a 200 pl bakterialni kultury,
které poté vysejeme na LB agarové s ptidavkem ampicilinu (vysledna
koncentrace ampicilinu je 100 pg - ml'l)

7. Agary nechame inkubovat v termostatu pii 37 °C pfes noc

5.5.4 Detekce klonované ¢cDNA v bakterialnich koloniich

Postup:

1. Mikrobiologickou klickou nabereme ¢ést vybranych kolonii a protiepeme
ve 25ul dsH20.

2. Provedeme teplotni Sok inkubaci 5 minut pfi 95°C a naslednym okamzitym
ochlazenim na ledu.

3. Centrifugujeme 10 minut, 13 000 ot/min pti 4°C. Dale pracujeme se
supernatantem.

4. Provedeme PCR.

5.5.5 Polymerazova ietézova reakce bakterialnich kolonii

Postup:
1. Pfipravime pracovni smés

Pracovni smés Mnozstvi pro 1 reakci[pl]
Pufr (10x) 2,5
Smés nukleotidi (2,5 mM) 2
Primer Galiomicin fw1(10pmol/ul) 1
Primer Galiomicin rev1(10pmol/ul) 1
H20 8,3
Templat 10
rTaq polymeraza Takara 0,2
Celkovy objem reakcéni smési 25

2. PCR reakce probéhla za téchto podminek
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Pocatecni denaturace ...................... 2 minuty pii 94 °C

Denaturace ........ccccevvvierieiiiieninns 30 vtefin pii 94 °C

Nasedani primertt  ....ccoccverviveennne 30 vtefin pii 55 °C 35X
Polymerace .....cccceevvvviieeiniiinnnn, 30 vtefin pii 68 °C

Zavérecna polymerace .................... 7 minut pii 72 °C

5.5.6 lzolace plazmidu z bakterii

Postup: Pracujeme dle protokolu Plasmid DNA Purification Using the QIAprep Spin
Miniprep Kit za pouziti pracovniho kitu QIAprep® Miniprep Purification kit
(Qiagen)

5.5.7 Sekvenovani

Postup: Sekvenaci provede specializovana laboratoif UMBR na piistroji3130x| Genetic
Analyza (Applied Biosystems) za pouziti primera T7 Promoter Primer a T7

Reverse Primer

5.6 Ligace PCR produktu do kontrolniho vektoru pGEM-T Easy
Pro ovéfteni pfitomnosti inzertu jsme PCR produkt zaklonovali do kontrolniho

vektoru pGEM-T Easy od firmy Promega a postupovali jsme dle ptilozeného protokolu
z pracovniho Kitu pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega)
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Postup:

1. Pfiprava ligani smési

Pracovni smés MnoZstvi pro 1 reakci[pl]
ligacni pufr (2x) 5
PGEM-T easy vektor 1
PCR produkt 2
T4 DNA ligaza 1
ds H,O 1
Celkovy objem reakcni smeési 10

2. Ligaéni smés inkubujeme ptes noc pii 4 °C

5.6.1 Transformace

1. Inkubujeme 10 minut na ledu

2. Teplotni Sok 1 minutu pii 42 °C, pak pteneseme reakci na led a inkubujeme
2 minuty

3. Pfidame 700 pl LB media, inkubujeme v tiepacce 1 hod. pii 37 °C, 180
ot/min.

5. Smés preneseme na dva LB agarové plotny, do kterych byl pfidan ampicilin 0
koncentraci 100 mg - ml™, 2% X-gal a 20% IPTG

6. Inkubujeme v termostatu pti 37°C pfes noC

7. Vybrané kolonie preockujeme na nové LB agarové misky s ampicilinem

8. Inkubujeme v termostatu pii 37 °C pies noc

5.6.2 lzolace plazmidu

Postup:
1) Vybrané kolonie bakterii pomnozime v 5 ml LB media s piidavkem
ampicilinu (vysledna koncentrace ampicilinu je 1 pl - ml™)

Izolujeme plazmidovou DNA pomoci purifika¢niho kitu (viz 5.5.6)
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6. Vysledky

6.1 Syntéza cDNA

Pro syntézu dvouvldknové cDNA byla pouzita celkovda RNA vyizolovana z larev
zavijeCe voskového v poslednim larvalnim stadiu. Reverzni transkripce byla provedena
pomoci Superskript I1l. Dvouvlaknovy inzert byl amplifikovan primery Galiomicin fwl
a Galiomicin revl. Sekvenovani inzertu ve specializované laboratofi Entomologického

ustavu prokazalo, ze se skute¢né jedna o hledany tsek genu Galiomicin.

6.2 Amplifikace ¢asti genu

K amplifikaci genu pro Galiomicin byly pouzity primery Galiomicin fwl a
Galiomicin revl. Galiomicin fwl primer obsahuje na 5" konci sekvenci CACC, ktera je

nutnd pro pozd¢jsi smeérové klonovani do expresniho vektoru. PCR reakei jsme ziskali

produkt o velikosti ptiblizn¢ 250 bazi (obr. ¢.1.).

10 1 2

3000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Obrizek ¢.1.: Vysledek amplifikace cDNA

V draze M je standard molekulovych hmotnosti (Gene Ruler 1kb DNA Ladder — Fermentas)
V draze 1 a 2 je amplifikovana cDNA piiblizné odpovidajici svou velikosti pozadovanému inzertu coz je
kolem 250 bp
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6.3 Uprava cDNA

Pro expresi proteinu je nutné ho zaklonovat do expresniho vektoru. My jsme
pouzili pET160/GW/D-TOPO (Invitrogen). Tento vektor vyzaduje PCR produkt
s tupymi konci a na 5" konci sekvenci CACC, ktera umoznuje smérové klonovani. Proto
jsme nami zaklonovany Galiomicin amplifikovali pomoci Platinum Pfx polymerazy
(Invitrogen) (obr. ¢. 2.) Na obrazku vidime v drahach 1 a 2 produkty o velikosti

ptiblizn€ 250 bazi. Tyto velikosti odpovidaji ndmi ocekavané délce 223 bazi.

3000 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

Obrazek ¢.2.: Vysledek PCR s pouzitim Pfx Platinum polymerazy

V draze M je standard molekulovych hmotnosti (Gene Ruler 1kb DNA Ladder — Fermentas)

V drahéch 1 a 2 jsou PCR produkty, které lezi v oblasti 250 bp coz je oblast ptiblizné odpovidajici
velikosti pozadovaného inzertu

Oba produkty byly zaklonovany do expresniho vektoru pET160/GW/D-TOPO
(Invitrogen), pomnozeny v bakteridlnich bunikdich TOP10 (Invitrogen) a osekvenovany.

Vysledky sekvenovani viz ptiloha ¢. 2
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6.4 Ligace do expresniho vektoru

Pro ligaci do expresniho vektoru byl pouzit systém umoznujici pfimé aklonovani
PCR produktu do vektoru.. Principem reakce je vazba 5° upraveného konce PCR
produktu s 3¢ koncem linearizovaného vektoru, ktery obsahuje komplementarni
sekvenci. U pouzivaného Kitu Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits
with Lumio™ Technology (Invitrogen) je dualezité dodrzet piesny pomér mezi
mnozstvim klonované cDNA a pET160/GW/D-TOPO vektoru. Proto byla koncentrace

vzorku upravena tak, aby molérni pomér vzorku k vektoru odpovidal 5 : 1.

6.5 Transformace plazmidu do bakterialnich bunék

Rekombinantni plazmid byl zaklonovan do chemicky kompetentnich
bakterialnich bunék Escherichia coli, bunék TOP 10 (Invitrogen). Ke kultivaci byly
pouzity agarové plotny s pifidanym ampicilinem, na kterém narostly pouze kolonie
obsahujici plazmid s genem pro rezistenci na uvedené antibiotikum. Jako dalsi analyza
narostlych kolonii byla v bakteriich pomoci PCR s pouzitim primert Galiomicin fwl a

Galimocin revl prokazana pfitomnost plazmidu s klonovanym inzertem.

6.6 Ovéreni pritomnosti genu zaklonovanim do kontrolniho vektoru

Pro ovéteni sekvence Galiomicinového genu byl PCR produkt zaklonovan do
vektoru pGEM-T Easy (Promega). Poté byl plazmid transformovan do bakterii (DH5-a),
pomnozen a byla provedena selekce na pfitomnost naseho produktu pomoci PCR

z bakterialnich kolonii (obr. ¢.3).
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3000 bp

b
—
———t
—

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Obrazek ¢. 3.: PCR z bakterialnich kolonii

V dréze A je standard molekulovych hmotnosti (Gene Ruler 1kb DNA Ladder — Fermentas)
V drahach B-H jsou kolonie setfené z plotny a ovéfené pomoci PCR a na agar6zovém gelu. Velikost
ukazuje na pfitomnost inzertu.

Na obrazku ¢.3 vidime, Ze vSechny kolonie obsahovaly nami vneseny PCR produkt o
velikosti odpovidajici genu pro Galiomicin. Vybrali jsme si kolonie G a H, ze kterych
jsme vyizolovali plasmidovou DNA a oba produkty zaslali na sekvenovani. Pro
sekvenéni reakci jsme pouzili plazmidové primery SP6 a T7 (viz 4.1 Material).

Vysledky sekvenovani viz piiloha €. 3.

6.7 Sekvencni variabilita
Po prosekvenovani genu Galiomicin, v porovnani s publikovanou sekvenci, byla v

oblasti genu zvané zraly peptid zjiSténa sekvencni variabilita, kterd vSak nema vliv na

sekvenci aminokyselinovou.
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ATGGCGAAAAATTTCCAGTCCGTTTTGTTGTTGGTCTGCCTATCATTTTTAGT
GATCGTATCGTCACCGCAAAATGCTGTACAAGCGGATACGCTGATAGGGAG
GTGCGTGTGGGGTGCGACGAATTACACCTCTGATTGCAATGCTGAGTGCAA
ACGTCGTGGGTATAAAGGTGGTCATTGCGGCAGCTTCTTGAACGTCAATTGT
TGGTGCGAGTAA

Obrazek ¢. 4.: Publikovana sekvence Galiomicinu. Zelené je oznaéena signalni ¢ast peptidu, modie pak
tzv. ,mature* peptid neboli zraly peptid.

ATGGCGAAAAATTTCCAGTCCGTTTTGTTGTTGGTCTGCCTATCATTTTTAGT
GATCGTATCGTCACCGCAAAATGCTGTACAAGCGGACACACTCATTGGTAG
CTGCGTATGGGGTGCGACGAATTACACCTCTGATTGCAATGCTGAGTGCAA
ACGTCGTGGGTATAAAGGTGGTCATTGCGGCAGCTTCTTGAACGTCAATTGT
TGGTGCGAGTAA

Obrazek ¢.5.: Sekvence Galiomicinu se sekvenaéni variabilitou. Zelené je oznacena signalni ¢ast
peptidu, modra oznacuje zraly peptid a ¢ervené jsou oznaceny sekvenéni zmény (Popotfad€ jsou to zmény
v téchto bazich: C/T, A/G, C/G, T/A, T/G, CIG, AIG).
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Diskuze

Cilem této bakalarské prace byla piiprava a exprese antimikrobidlniho peptidu
defensinu Galiomicinu ze zavijeCe voskového (Galleria mellonela). Gen, ktery tento
defensin koduje byl amplifikovan z piipravené cDNA, osekvenovan a nasledné
zaklonovan do expresniho vektoru. Nasledn¢ exprimovany protein bude vyc€istén a po
ovéieni jeho aktivity bude slouzit jako pozitivni kontrola v dalSich experimentech.

K amplifikaci genu pomoci PCR byly pouzity genové specifické oligonukleotidy a
jako templat byla pouzita cDNA. Ta byla pfipravena z larev posledniho instaru zavijece
voskového. Dvouvlaknova cDNA byla pfipravena reverzni transkripci za pomoci kitu
Superskript 111. Byl zvolen tzv. ,,dvoukrokovy* postup, kde bylo nejprve syntetizovano
prvni vlakno cDNA pomoci univerzalniho primeru, tzv. ssDNA. Dvouvldknovy inzert
byl amplifikovan primery Galiomicin fwl a Galiomicin revl. Z gelu pak byly
vyizolovany potencionalné specifické pruhy tzv. PCR produkty o o¢ekavané velikosti
priblizné 223 bp. Tyto izolované produkty byly sekvenovany a prokazalo se, ze se
skute¢n¢ jedna o Galiomicin. Sekvenovani prokazalo sekven¢ni variabilitu, ktera ale
neméd vliv na sekvenci aminokyselin. Produkt odpovidajici publikované sekvenci
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/42540507) byl nasledné ptenesen do expresniho

vektoru.
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Za pomoci reverzni transkripce a nasledné polymerazové tetézové reakce
byl amplifikovan gen pro Galiomicin, ktery byl nasledné osekvenovan pro

ovéfeni sekvence.

Nasledné¢ byl ovéreny produkt prenesen do expresniho vektoru a opét byla

sekvenovanim zkontrolovana jeho sekvence.
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9. Seznam piiloh

Priloha 1: Sekvence genu Galiomicin zavijece voskového
(barevné jsou oznacena mista nasedani primerd: ruzova- Galiomicin fwl, modra-
Galiomicin revl )

agtttgttcttcgagcgtaaagtactaaaaaattttattaaacaacaaattaatttgtta
FVLRA-STKKFY-TT N-FVI
ttaaaatggcgaaaaatticcagtcegttttgtigttggtctgectateatttttagtga
KMAKNFQSVLLLVCLSFLVI
tcgtatcgtcaccgcaaaatgctgtacaagcggatacgctgatagggaggtgeg
VS SPQNAVQADTLIGRZCYV
tgtggggtgcgacgaattacacctctgattgcaatgetgagtgcaaacgtcgtgggt
WGAT NYTSDCNAECKRRGY
ataaaggtggtcattgcggcagcttcttgaacgtcaattgttggtgcgagtaataatttt
KGGHCGSFLNVNCWCE--FF
tttttttactacaaattcagtttttaagattataaaataactgctgtttcaccgcatcagegg
FLLQIQFLRL-NNCCFTASAD
actaccactgcagcctagaattcttggattagttccattcagaagctgcaaaagtaac
YHCS LEFLD-FHSE A AKVTF
attttttttattggattttcccaaagaatgatgcatttttaattggacgctattatttttatactt
FLLDFPKE-CIFNWTLLFLYFD
tgataatgtctttgtttatatttaaaaaaattgtacctgttgactaacttggcagcatttgaa
NVFVYI-KNCTC-LTWQHLNYV
tgtatacaaattgtaaggatttgttttgtttaatctgcctattgtaattggatatttaattaa
YKL-GFVLFNLPIVIGYLINK
taaatttatattatcattaaaaaaaaaaaaaaaaa
FILSLKIKKKK
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Priloha 2: Vysledek sekvenovani Galiomicinu v pET160/GW/D-TOPO vektor
( je oznacen vektor pET160/GW/D-TOPQ, cervené je oznacen 6x His tag,
fialové je oznaCen Lumio taq, zclené je oznaeno misto nasedani primera Galiomicin

fwl a Galiomicin revl, modiec je oznacen inzert)

1 1 S L s
10 20 30 40 50
TTACGTCTTC TGTCTAGAAT AATTTTGTTT AACTTTAAGA AGGAGATATA

60 70 80 90 100
CAT CATC ATCACCATCA CCAT TGTT GTCCTGGCTG
6x his tag

110 120 130 140 150

TTGC
T e e I
160 170 180 190 200
CACCATGGC GAAAAATTTC
CACCATGGC GAAAAATTTC
T e S L s
210 220 230 240 250
CAGTCCGTTT TGTTGTTGGT CTGCCTATCA TTTTTAGTGA TCGTATCGTC
CAGTCC
T e S L s
260 270 280 290 300

ACCGCAAAAT GCTGTACAAG CGGACAAACT TATTGGTAGC TGTGTGTGGG

T e T e I
310 320 330 340 350
GTGCGACGAA TTACACCTCT GATTGCAATG CTGAGTGCAA ACGTCGTGGG

D e T e T
360 370 380 390 400
TATAAAGGTG GTCATTGCGG CAGCTTCTTG AACGTCAATT GITGGTGCGA
TTGCAGTTAA CAACCACGCT

B O L I R R
410 420 430 440 450

GTAATAA GA
CATTATT
T e e e T I
460 470 480 490 500

TAATTAATTA AGATCAGATC CGGCTGCTAA CAAAGCCCGA AAGGAAGCTG

510 520 530 540 550
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AGTTGGCTGC TGCCACCGCT GAGCAATAAC TAGCATAACC CCTTGGGGCC

e T T T e I
560 570 580 590 600
TCTAAACGGG TCTTGAGGGG TTTTTTGCTG AAAGGAGGAA CTATATCCGG

T T e e I
610 620 630 640 650
ATATCCCGCA AGAGGCCCGG CAGTACCGGC ATAACCAAGC CTATGCCTAC

660 670 680 690 700
AGCATCCAGG GTGACGGTGC CGAGGATGAC GATGAGCGCA TTGTTAGATT

e T T T T I
710 720 730 740 750
TCATACACGG TGCCTGACTG CGTTAGCAAT TTAACTGTGA TAAACTACCG

L T e e T
760 770 780 790 800
CATTAAAGCT AGCTTATCGA TGATAAGCTG TCAAACATGA GAATTAATTC

810 820 830 840 850
TTGAAGACGA AAGGGCCTCG TGATACGCCT ATTTTTATAG GTTAATGTCA

e T T e I
860 870 880 890 900
TGATAATAAT GGTTTCTTAG ACGTCAGGTG GCACTTTTCG GGGAAATGTG

D 1 e L L I
910 920 930 940 950
CGCGGAACCC CTATTTGTTT ATTTTTCTAA ATACATTCAA ATATGTATCC

D 1 e L L I
960 970 980 990 1000
GCTCATGAGA CAATAACCCT GATAAATGCT TCAATAATAT TGAAAAAGGA

B e e e T
1010 1020 1030 1040 1050
GAGTATGAGT ATTCACATTT CCGTGTCGCC TTATTCCCTT TTTTTGCGCA

1060 1070 1080 1090 1100
TTTGCACTGT TTTGCTCCAC CAGAACGCTG TGAAGTAAAA GATGCTGAGA

1110 1120 1130 1140 1150
ATCAGCTGGG TGCACGRATG CTTACATCGA CTGAATCTCA ACAAGCCGGT
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Piiloha 3: Vysledek sekvenovani Galiomicinu v pPGEM-T Easy vektor

( je oznacen vektor pGEM-T Easy, zelené je oznaeno misto nasedani primert

Galiomicin fwl a Galiomicin revl, modre je oznacen insert)

10 20 30 40 50
TWCTCGTGCA CACCAT
CACCAT
B e e e I

60 70 80 90 100

GGCGAAAAAT TTCCAGTCCG TTTTGTTGTT GGTCTGCCTA TCATTTTTAG
GGCGAAAAAT TTCCAGTCC

B T T L I
110 120 130 140 150
TGATCGTATC GTCACCGCAA AATGCTGTAC AAGCGGACAC ACTCATTGGT
B e e e I
160 170 180 190 200
AGCTGCGTAT GGGGTGCGAC GAATTACACC TCTGATTGCA ATGCTGAGTG

210 220 230 240 250

CAAACGTCGT GGGTATAAAG GTGGTCATTG CGGCAGCTTC TTGAACGTCA
TTGCAGT

B e e e I
260 270 280 290 300

ATTGTTGGTG CGAGTAATAA
TAACAACCAC GCTCATTATT

310 320 330 340 350

360 370 380 390 400
A GCTTGGCGTA ATCATGGTCA TAGCTGTTTC

B e e e T
410 420 430 440 450
CTGTGTGAAA TTGTTATCCG CTCACAATTC CACACAACAT ACGAGCCGGA
D 1 e L L I
460 470 480 490 500
AGCATAAAGT GTAAAGCCTG GGGTGCCTAA TGAGTGAGCT AACTCACATT
B T T L e
510 520 530 540 550
AATTGCGTTG CGCTCACTGC CCGCTTTCCA GTCGGGAAAC CTGTCGTGCC

- 40 -



B T e e e I
560 570 580 590 600
AGCTGCATTA ATGAATCGGC CAACGCGCGG GGAGAGGCGG TTTGCGTATT

T e e O I
610 620 630 640 650
GGGCGCTCTT CCGCTTCCTC GCTCACTGAC TCGCTGCGCT CGGTCGTTCG

B e e e e s
660 670 680 690 700
GCTGCGGCGA GCGGTATCAG CTCACTCAAA GGCGGTAATA CGGTTATCCA

B e T T L I T e
710 720 730 740 750
CAGAATCAGG GGATAACGCA GGAAAGAACA TGTGAGCAAA AGGCCAGCAA

Aminokyselinova sekvence inzertu

MAKNFQSVLLLVCLSFLVIVSSPQOQNAVQADTTLTIGHR
CVWGATNYTSDCNAECKRRGYKGGHCGSEFLNVNCHW
CE
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Piiloha 4: Mapa pET160/GW/D-TOPO vektoru (Invitrogen)

TOPO
I»m ATG [ T Y m attB2 T7 term I

Comments for pET160/GW/D-TOPO®
5839 nucleotides

T7 promoter/priming site Iac opamtor

[
[ T
1 AGATCTCGAT CCCGCGAARAT TAATACGACT CAC TATAGGGI GARTTGTGAG CGGATAACAR

- RBS
_| 1 ——
61 TTCCCCTCTA GAAATAATTT TGTITAACTT TAAGAAGGAG ATATACAT ATG CAT CAT
TAC GTA GTA

Met His His

GxHis tag Lurmio™ tag

1 [ 1
118 CAC CAT CAC CAT GGT GCT GGT GGEC TGT TGET CCT GGC TGT TGC GGET GGEC
GTG GTA GTG GTA CCA CGA CCA CCG ACA ACA GGEA CCG ACA ACG CCA CCG
His His His His Gly Ala Gly Gly Cys Cys Pro Gly Cys Cys Gly Gly

TEV recognition site altB1 site

] -

166 GGC GAA AAC CTG TAT TTT CAG GGA ATT ATC ACA AGT TTG TAC ARA ARA
CCG CTT TTG GAC ATA AAA GTC CCT TAA TAG TGT TCA AAC ATG TTT TTT
Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Glanly Ile Ile Thr Ser Leu Tyr Lys Lys

TEV cleavage site
PCR product

—

214 GCA GGC TCC GCG GCC GCC CCC T
CGT CCG AGG CGC CGG CGG GGG AAG TG
Ala Gly Ser Ala Ala Ala Pro Phe Thr

—
ARGGGETGGEC GUGCCGACCC
TTCCCACCCG CGCGGCTGGG

altB2 site

— 1 [
261 AGCTTTCTTCG TACAARAGTGCE TGATRATTAA TTAAGATCAG ATCCGGCTGC TRACRARAGCC
TCGARAGAAC ATGITTCACC ACTATTAATT

T7 reverse priming site
| |

I |
321 CGAAAGGAAG CTGAGTTGGC TGCTGCCACC GUTGAGCAAT AACTAGCATA ACCCCTTGGE

T7 transcription termination region
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Piiloha 5: Mapa pGEM-T Easy vektoru (Promega)

Zmnl 2009
17 1 1 start
. Aatll 20
f1 ofi Sphl 295
BstZl a3
EEE.ELI' ar
st | 43
Amp Motl | 43
PGEM*-TEasy  jacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
=pel &4
EcoRI 70
Motl ki
BstZl rEi
_ Pstl 8e
ori Sall a0
Mdel a7
Sacl 109
BstXl |118 3
Msil 127 ]
t 141 E
SPa w
TF Teanscrption St

5. .. TGTAA TACGA CTCAD TATAG GGOGA ATTGG GOCOG ACGTC GOATG CTCCC GGOCG COATG
T ACATT ATGCT GAGTG ATATC COGCT TAACC CGGGO TGCAG CGTAC GAGGG COGGC GGTAL

T7 Promaiar I | I | | I
Agal Al Sphi [sPemd| Mool

GCGGEGGE&GGPMTCGATTI{M -rﬁm} ATCAC TAGTG AATTC GOGGE QGOCT GCAGG TOGAC
CECCGE GOGOC CTTAAGCETA FTTAGTG ATCAL THAAG CGLOG GOGGA CGTCC AGCTG
Y S W

Fat— | | | M

e Eacll  Ecofl ol Ecoid TR Pl Sall

5P6 Transonipbon Siar

CATAT GOGA GAGLT CCCAA CGUGT TGERAT GUATA GUTTE AGTAT TCTAT AGTET CACCT ARAT . . 3
GTATA CCCT CTCGA GEETT GOGECA ADCTA COTAT CGAAD TUATA AGATA TCACA GTGGEATTTA, 5

Pt =] Bl sl
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10. Seznam zkratek:

AA [ amino acid / aminokyselina

cDNA / complementary DNA / DNA syntetizovana reverzni transkripci z RNA
dNTP / deoxyribonucleotide triphosphate / deoxyribonukleotidtrifosfat

dsDNA / double strand DNA / dvouvlaknova DNA

dsH,O / deionized sterille watter / deionizovana sterilizovana voda

DTT / dithiothreitol

ENTU / entomologicky ustav (biologické centrum akademie véd Ceské Republiky)
ELFO / elektroforesis / elektroforéza

ETBR / Ethidium bromide

GM / Galleria mellonela / Zavije¢ voskovy

IPTG / Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside

PCR / polymerase chain reaction / polymerazova fetézcova reakce

RT — PCR / reverse transcription PCR / reverzni transkripce

sSDNA / single starnd DNA / jednovlaknova DNA

TAE / Tris-acetate-EDTA

UMBR / ustav molekularni biologie rostlin (biologické centrum akademie véd Ceské

Republiky)
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