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1 Uvod

Bourec moruSovy Bombyx modi pati do tidy hmyzu (Insecta),fadu motyh
(Lepidoptera) aeledi bourcovitych (Bombycidae). Pro svou schopmoetiukce hedvabi
pii spradani kokonu se stal hosp#gky vyznamnym druhem a diky tomu téZz jednim
Z nejvice domestikovanych zaf.

Hedvabi je jiz tér¥ 5000 let vyuzivano v textilnim fmyslu k vyrol& latek.

V posledni dob jsou ale podrobhzkoumany i vlastnosti a struktura dalSich kommpdne
hedvabi, jenZ by mohly byt vyuZzitelné v dalSicblastech pimyslu a biotechnologii.

Hedvabi je polymerni produkt parovych snovacictz.zMorfologicky clime Zlazu
na zadni (PSG),igdni (MSG) a fedni Usek (ASG). V PSG probih& sekrece hlavni glozk
hedvabi, fibroinu. Fibroinsensu latb predstavuje vlastni skelet hedvabi a jeho géni
pak definuje pevnost a elasticitéigiuSného hedvabného vidkna. Postupylo zjisS€no,

Ze tZzky retézec fibroinu H — fibroin) je disulfickym mistkem spojen s lehkyifetzcem
fibroinu (L — fibroin) a tento heterodimer je pomoci nekovalentnichrakiel spojen s
chaperoninem P25. Cely komplex wyitivéloupec gelu, ktery se posunuje do MSG. Tento
Usek Zlaz je mistem produkce skupiny glykoprateisericini, které obaluji sloupec
fibroinu. Fi predeni fibroin kondenzuje v elasticky filament; filmenti (z pravé a levé
Zlazy) jsou progednitvim sericif slepeny v jedno vlakno. \¥8i vrstvy sericii pasobi
jako lepidlo @i formovani kokonu. DalSim produktem MSG jsou tawminoritni, ¢i
nestrukturalni, komponenty, které prapddobré hraji roli i ochrarg proti bakteriim a
plisnim (Nirmala et al. 2001)

Vyznam fibroinu v texilnim prmyslu je vSeobeen znamy. Sericiny prozatim
piedstavovaly odpadni material, ktery je z hedvabgtraibvan procesem zvanym
,deguming’ (laz& v horké vod). Jen malacast ziskanych sericinje vyuzivdna pro
kosmetické Gely. Postupd bylo zjis€no, Ze sericiny majitadu dalSich vybornych
vlastnosti, jako najklad odolnost proti UV Z#&ni, schopnost hydratace, baktericidni
acinky, lepivost, antialergenita, podpora proliferalgenfocyti, nebo naopak inhibice
burék karcinomu tlustého #va a dermatomu (Sehnal 2008). Diksnto vlastnostem se
sericiny dostaly do centra pozornosti velkédy laboraté, biotechnologickych a
pramyslovych firem.

PredloZzena prace je s®asti piizkumu vyuziti jednotlivych komponent seri@in

obzvlas¥ jejich mensickasti, pro vyrobu novych biomateri&h pro poteby biomediciny.



Specifickym cilem této prace bylo vytemi rekombinantniho proteinu pomoci
amplifikacecéasti genuSer-2



2 Literarni p fehled

2.1 Historicka data

Hedvabi je pirodni material, ktery byl objeven Qing priblizné 2600 let p.n.l. Jedna
z mnoha legend o objeveni hedvabi pravi, Ze telogyjgda cinska cistovna Xi Ling Shi

v zahrad pod moruSovnikem gy Salek ¢aje, kdyz ji do hrnku spadl jeden zamotek
hedvabi. NeZ si toho cigavna povSimla, v horkémiaji se z kokonu se Zala uvohovat
jemna, ale zarowepevna hedvabna vlakna. Gigena si je z&la namotavat prsty a tak
v podstat objevila technologii vyroby hedvabiinané zaali motyla chovat a jiz v davné
historii vyslechtili zKizenim dvou fibuznych drufi rodu Bombyxplné¢ domestikovaného
motyla bource moruSovéhoBourec a technologie vyroby vzacného hedvabi taé s
chrargtnym tajemstvim. Podle legendy bylo poruSeni vyrbbniajemstvi dle cigakého
naizeni trestano smrti. Produkt nabyl zanedlouho btdwelmi cenného obchodniho
artiklu a vzacna latka se &da dovaZzet £iny aZ do Persie Rima. Vyrobni tajemstvi se
Udajre poddilo udrzet fes fi tisice let. Teprve v 6. stoleti n.lignesli dva mnisi v duté
holi vajicka bource pescinské hranice a vyroba tolik cenného materialuisegsla az do
Evropy (Hyde 1984). Od té doby se produkce a vyuidvabi stalo traéii sowasti

Zivota lidské spoknosti.

2.2 Puvod hedvabi

Hedvabi se vifirod¢ vyskytuje jako bilkovinny produkt Zivotniho cyklmnoha zastugc
kmene ¢lenoval (Arthropoda), jehoz produkce je prokazana u jedititd pavoukovci
(Arachnida), hmyz (Insecta) a stonozky (Chilopod#gdvabi s¢adi mezi tzv. strukturalni
proteiny, slouzi tedy nejen jako stavebni matgsi@l ochranné a obrannéely (Insecta,
Chilopoda), ale také pro vystavbu lovnych siti jakastrofi k ziskavani potravy
(Arachnida, Insecta). Fylogeneticka analyza v ratricly hmyzu ukazuje, Ze schopnost
sekrece hedvéabi se&l®em evoluce mozna objevila nejprve u dibsp bezkidléeho hmyzu
(Apterygota), u kterych samci z&uji spermatofér na hedvabné vidkno (Craig 1997).

Schopnosti sekrece hedvabi vynikaggevsim larvyadi motyli (Lepidoptera) a chrostici
(Trichoptera), blanaikdli (Hymenoptera), blechy (Siphonaptera) a d&lafvy uvedeného
holometabolniho hmyzu vyt¥&ji parovymi snovacimi zlazami gmproteiri, ktera je ve

Zlazadch skladovana jako gel, alé predeni rychle tuhne argmenuje se na pevné
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hedvabné vlakno. Typické jergdeni pro larvy posledniho instaru, které uldgnzir.
Larva vytvai kolem sebe hedvabny kokon, ve kterém secsewekuklu. Kokon slouZi jako
ochranna bariéra mezi kuklou a&aim prostedim. NejznaSim a z hlediska produkce
hedvabi nejlépe prozkoumanym druhem hmyzu jedpbé@urec morusovyBombyx mori).

Strukturou a funkci hedvabi tohoto druhu se bude za@byvat.

2.3 Bourec MoruSovy (Bombyx Mori)

Bourec morusovy(Bombyx mojije hybridni druh motyla, ktery byl vySleéntv Cing jiz
kiiZzenim dvou fbuznych drufi rodu bourecBombyy; (Yoshitake et al., 1968). Na ukor
vzniku ekonomicky vyhodného domestikovanéhk@dnce se stal pinzavisly na lidskeé
p&i. Bourec moruSovy taxonomicky spada dadu motyli (epidoptera a celedi
bourcoviti Bombycidag (Encarta 1998).

Z charakteristiky dosglého jedince bource moruSového jeha uvést, Ze sice ma
vytvoiena Kidla, ale neléta, je celkdévmalo pohyblivy, nefljima potravu a hynednem
n¢kolika dni. Motyl ma smetan@évbézovou barvu danou obsahem pigmensupinach.
Pomoci tykadel citli¢ vnimé& pachy, zejména feromoc produkovany neopioren
nez saméek. Uz Bhem kuklového vyvoje vytwaaz 500 vajiek, kterd Bhem kratkého
Zivota dosplce vyklade. Vajtka lepi v jedné vrstvk podkladu.Bourec prochazii wyvoji
pienmenou dokonalou, tzn. od vyvojového stadia ki pres larvu a kuklu az po stadium
dospglce. U tropickych kmein bource BZi jedna generace za druhou, @tSiny
komegnich kmeri (stejre jako u gibuzného divokého druiBombyx mandaringe vyvoj

v zimnim obdobi feruSen diapauzou ve stadiasneho zarodku. Vystaveni @k chladu
béhem zimy je podminkou pro ukéeni diapauzy a obnoveni zarédého vyvoje na j&
(Encarta 1998).

Zivotni cyklus bource z&ina po nakladenigkolika set vajfek oplodgnou samici bource.
Za deset dni se z nich vylihnou malé l&kyi zbarvené do hla. Larvy prochazejigi
vyvojovymi instary, Bhem nichzZ rychle rostou. V patém instaru larva dosamaximalni
velikosti, grestane fijimat potravu a vyprazdniigvo, zbarvi se bile az do Zluta, a vyhleda

vhodné misto pro uchyceni kokonu. Kokon ggbe asi za 3 dny a uvhit¢ho se sviée v



kuklu. Fiblizné po 10 dnech dojde k dok&eni metamorfézy a dos&ly jedinec zéne
vylucovat proteolytické enzymy, které rozruSi hedvabl&na kokonu a vytvo otvor,
kterym motyl vyleze ven. Délka Zivota détge je neunmirna délce jeho vyvoje. dem
n¢kolika dni se samec se samicii$@apo nakladeni vajek jejich Zivotni draha kaii. Jak
bylo uvedeno vySe, bourec morusovy je obvykle hrhizernujici. Sangky vylihnuté
v dlouhém dni jsou délkou &tfa ovlivrené a produkuji potomky, z jejichz végk se

budou larvy lihnout az nafi@nadchazejiciho roku (Encarta 1998).

Obrézek 1: Vyvojové stadia bource morusového
Zleva: vajtka, larva, kukla, dosiy jedinec (autor obrazku: Josef Drad)

RozmnoZovanibource morusSového vyZzaduje pom#ovéka. Divodem je neschopnost
bource dostat se kjedinci apeho pohlavi na delSi vzdalenost. Neni tdispbeno
nedostakem feromonu produkovanych s&mii, ani snizenou citlivosti feromonovych
receptoft u sameka, ale neschopnosti letu a celkawmalou pohyblivosti u obou pohlavi.
Pt umeélém odchovu jsou samci a saiky parovany v malém prostoru (obvykle v malych
papirovych pytlicich), ve kterych tthe pdeni a kladeni vajek UsgSné probshnout
(Encarta 1998).

Potravou larev bource jsou primatnlisty moruSe bilé Norus albg, které preferuje.
Housenky ovSem strikénnevyZzaduji pouze tento druh strbnale vystai si i s rekterymi
jinymi druhy morusi, jako je ndpmorusecervend Korus rubrg, morusecernd Morus
nigra) nebo morus€inska Morus cathayna V nekterych zemich jsou housenky az do
tretiho instaru krmeny ugte piipravenou potravou, jejiz podstatngéasti jsou drcené

morusové listy. Intenzivni zir probih& pouze v #amm stadiu. Dosjy jedinec nema pka



vyvinuté ustni organy a netbe Fijimat potravu, proto v podstatimira nedostatkem Zivin
a vyhlado¥nim (Encarta 1998).

Nejbliz§im pribuznym Bource morusoveho je divoky druhc¢eledi bourcoviti bourec

mandarinaBombyx mandarina (Savela 1998).

2.4 Struktura a funkce hedvabi

Produkce hedvabi u bource probiha v larvalnim staHiedvabi vytve modifikované
labialni Zlazy s v&§Si sekreci, zvané téz snovaci Zlazy, ve kterychasee vytv&et snes
nékolika druhi proteini. Snovaci Zlazy jsou trubicovity parovy organ eleiwdalniho
pavodu. Maximalni velikosti a funkce dosahujici wipthu posledniho larvalniho instaru,
tj. tésné pred zakuklenim. Zlazy twojednovrstevny tubularni epitel, ktery se sklada z
n¢kolika set obrovskych, vysoce polyploidnich BknBunky jsou charakteristické svym
velmi dolie vyvinutym hrubym endoplasmatickym retikulem a aigdanim Golgiho
aparatu, jehoz systém dki a kanalk je
A zodpovdny za primarni sekreci protdindo

Zlazového lumen (Akai 1984). Snovaci zlazy

IJ,-" Il muzeme po morfologické strance i
("\'\I#Jr || Mo z funkeniho hlediska rozdit na ti zakladni
?_f LL_JJ ¢asti (viz obr.1), tj. pedni Usek (anterior silk

A gland, ASG), sedni usek (middle silk gland,
:”L“':J'F MSG) a zadni Usek (posterior silk gland,
(ind PSG); (Nunome 1937).

|

e

Obrazek 2: Snovaci Zlazy bource moruSovéh@utor obrazku: Robert Fexi

PSG je dlouhy usek snovacich zlaz tea asi 500 vysoce polyploidnimi iaami
(Prudhomme et al., 1985), jehoZz funkci je produtheeu velkych kategorii protein Prvni
kategorii se rozumi skupina nerozpustnych fibkozdlena na &zkéietzce fibroim (H-
fibroin) o piiblizné molekulové hmotnosti 250 — 500 kDa a lelik&zce (L-fibroin) o
hmotnosti 25 kDa. Do druhé kategorie spada proRdb, ktery se vyskytuje ve dvou
formach o hmotnostech 27 a 31 kD&zKRé a lehké&etezce fibroinu jsou navzajem spojeny
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disulfidickymi vazbami nezbytnymi pro mezibiémy transport nativniho hedvabi
(Yamaguchi et al. 1989). Protein P25 byl klasifisovjako pomocny protein zodpsiny
za transport vysoce nerozpustného H-fibroin / Lkeib heterodimeru a soasné
uskladrgni komplexu proteiéa v lumen snovaci Zlazy (Takei et al., 1987). V lamsou
pak proteiny nahroma&dy do sekrénich granul ve formvysoce koncentrovaného gelu o
zastoupeni proteinH-fibroin, L-fibroin a P25 v porru 6:6:1 (Inoue et al., 2000).

MSG je Sirokym oddilem snovacich zlaz slozenynyiblgné 300 polyploidnich butk
(Prudhomme et al., 1985), u kterého rozliSujendunkeni oblasti, distalni, centralni a
proximalni. Produkty snovacich Zlaz sekretované $GVInazyvame sericiny. Timto
nazvem rozumime skupinu rozpustnych glykoprdgidiohatych na aminokyselinu serin
(Gamo et al., 1977), jez maji nepostradatelnou dumpki spradani kokonu. Adhezivni
vlastnosti sericifi umoZzni slepeni fibroinovych filamenv jedno vidkno a lepeni vldken
do stny kokonu, ktery vytvei ochrannou bariéry mezi kuklou a &$im prostedim.
Sericiny se navzajem liSi stufim glykosylace a velikosti molekul (Couble et aB8T).
Velikost translatovanyh sericinovych proteije rizna, pohybuje se v rozmezi molekulové
hmotnosti od 65 kDa az do 400 kDa. Sericinové mgtgsou koédovanyiemi geny
ozna&ovanymi jakoSer-1 Ser-2a Ser3. Prvni dvaSer-1 a Ser-2podl€haji alternativnimu
sestihu (Michaille et al., 1986). Zmapovanim genestrikknimi endonukledzami bylo
zZjisténo, Ze existuje gkolik variant sesthu a od nich odvozenych mRNA a Ze se vzorec
sestihu geri v pribéhu posledniho larvalniho stadia BMéni (Michaille et al., 1986;
Tripoulas & Samols (1986); Couble et al. 1987; Hdengl987); Garel et al., 1997). Z toho
vyplyva, Ze smis sericii produkovanych na Zatku sgadani ma jiné slozeni nez v

konené fazi spadani kokonu.

Ser-1 gen je exprimovan v distalni a centraini oblas®® Gen byl pl& sekvenovan
(Couble et al., 1987)Ser-1 ma velikost 23 kb, obsahuje 9 exoa alternativni sesh
primarniho transkriptu dava vzniknatityiem mRNA o velikostech 2.8 kb, 4.0 kb, 9.0 kb a
10.5 kb (Michaille et al., 1990). Kotieym produktem proteosyntézy jsou dva hlavni
proteiny o velikostech 150 kDa (sericin P) a 40@kBericin M). Sericin P je vybovan v
distélni oblasti MSG, sericin M v centralni oblg3takasu et al., 2002).
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Ser-2 gen je exprimovan vipdnicasti MSG (Michaille et al., 1989). Transkript gesel

v nejwtsi koncentraci objevuje v poslednim instaru a jebocentrace klesd az k nule po
ukonteni Ziru (Michaille et al., 1989, 1990; Takasu let 2002). GenSer-2obsahuje 13
exonm (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9a, 9b, 10a, 10b, a ltkye se liSi svou velikosti od 28 bp az
po 2574 bp (Kludkiewicz et al., 2009). Gen byl medo restriknimi enzymy a bylo
zZjisténo, Ze podléha alternativnimu ddui. Sestih genu vykazuje dv varianty, jehoz
produkty jsou d¥ zralé mRNA o velikostech 3,1 a 5,6 — 6,4 kb, vigié@sgti na alelickém
uspadadani (Michaille et al., 1990). Byly charakterizayadva produkty seshu, jimiz
jsou dva proteiny o velikostech 220 kDa a 130 kBekvenani analyza genu ukazala, ze
se na N-konci vyskytuji sitnrepetitivni oblasti. C-konec genu neni repetitiatilasti,
vyzna&uje se bohatym obsahem aminokyseliny serintiblfpné 18%) a hydrofilnich

aminokyselin.

Proteiny odvozené od genu Ser-2 se vymjiavysokou lepivosti a finavosti
k povrchu (Kludkiewicz et al., 2009). Aminokyselirdo sekvence zkoumanych proiiin
byla porovnana s adhezivnimi proteiny isiccho milze Slavky jedléMytilus edulid a
ukazalo se, Ze repetitivni sekvence koédovana exo®emvykazuje pozoruhodnou
podobnost (az 35% shodu) se sekvenci protemolovanych z musli, které vlastni
adhezivni proteiny vyuzivaji ve vodnim pi@sti pro pevné idnuti na skalni povrch
(Filpula et al. 1990).

Ser-3 gen je sil@ exprimovany v pednim oddile MSG a nese informaci pro syntézu
proteinu o molekulové hmotnosti 230 kDa (sericin. ASericin A se vyznalje
repetitivnimi oblastmi bohatymi na serin, coZ védesniZzenému vyskytu beta sklddaného
listu jako sekundarni struktury proteinu. Proteié hydrofilni vlastnosti, a v porovnéni se
sericiny odvozenymi od gerfser-1vykazuje vysSi fluiditu molekuly (Takasu et al.0Z(.
Funkci sericinu A je, spate¢ se sericiny M a P, vytvét skelet pro uchyceni budouciho

kokonu k okoli.

Minoritni komponenty hedvabi jsou malé proteiny produkované&sténé v PSG,
zejména ale, aditeré z nich vyldng, v MSG. Mezi minoritni komponenty gainhibitory

proteaz a seroiny.

Inhibitory proteéz (antiproteazysou proteiny, které powtaji pisobeni proteolytickych

enzymi (proteaz), katalyzujicich hydrolytické ¢peni proteid. V hedvabi bource
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moruSového byly analyzovany dva tygghto inhibitofi a to BmSPI 1, BmSPI Bpmbyx
mori silk proteinase inhibitor 1 a 2). Transkribovat@&t genu pro BmSPI 1 m& délku 443
nukleotidi a kdduje peptid o velikosti 76 aminokyselin (AA)g¢ehoz 20 AA vytvéi
signalni sekvenci. Zraly SPI 1 se sklada z 56 A&, imotnost 6056.7 Da a je typickym
inhibitorem typu Kunitz, s argininem v pozici Plrafhskribovan&ast genu obsahuje 260
nukleotidhi a pedpokladana nativni délka peptidu je 58 AA. FinaBmSPl 2 o
molekulové hmotnosti 3993 Da se sklada z 36 AAredgtavuje jednoduchou doménu
inhibitoru Kazal — typu o unikatni strukas Syntéza BmSPI 1 a BmSPI 2¢ire

v poslednim larvalnim stadiu a postdpse zvysSuje az do épdeni kokonu. Koncentrace
téchto peptid po ugedeni kokonuistava stale vysoka (Nirmala et al., 2001a, b).

Seroin 1 a Seroin ou proteiny o molekulové hmotnosti 9.9 a 10.3akBeny pro oba

Seroiny jsou exprimovany jak v MSG, tak i v PSG.N#R seroinu 1la méw jasré seroinu
2 je shromadovana od posledniho instaru az do stadidedgni kokonu, kdy ma
maximalni zastoupeni (Zurovec et al. 1998, Nirnedlal., 2001b).

Seroiny a proteadzové inhibitory byly nejprve podwlprostudovany u zavije
voskoveého Galeria mellonely Pozdji byly nalezeny homologické proteiny u bource
moruSového. Na zakladpodobnosti mizeme pedpokladat, Ze syntéza inhibitioproteaz
je velmi dilezitA pro vSechny zastupce maditylJelikoZz je exprese géntéchto
nizkomolekularnich komponent hedvabi nejvyssSi gravobdobi spadani kokonu,
piedpoklada se, Ze funkce settom proteazovych inhibitérsouvisi pra¥ s formovanim a
adrzbou jeho tvorby. Z charakteristiky sloZenitpnai vyplyva, Ze by mohly zarove
slouzit jako ochrana kokonurgd predatory a mikrobialnimi infekcemi (Nirmala at,
2001 b).

ASG je nejmensi oddil snovacich Zlaz, jehoz funkce M Bebyla zatim podrolji
prostudovana. V téteasti se do hedvabtigavaji pigmenty (nap karotenoidy zfisobujici
Zluté nebo oranzové zbarveni), podstatna je viakalhSG pro koverzi fibroinového gelu

ve filament.

2.5 Sericiny

Sericiny jsou z MSG vykovany do lumen, kde se afldr¢ skladuji okolo fibroinového

sloupce po dny az tydny. Teprve&hem procesu spdani kokonu, kdy je zahajena
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polymerizace fibroinovych filamett se z&ne nenit jejich konforma&ni struktura. Tuhnuti
sericimi musi probihat postupn jelikoz je zarukou spravné polykondenzaceésim
proteini. Jako prvni z&ne menit svou strukturu vnini vrstva sericifi, ktera slepuje
fibroinové provazce. Vrstva obsahuje sericiny ocdrazod gein Ser-3aSer-2a je zarukou
toho, Ze se z amorfni hmoty stane pevné jednotiiénal VrEjSi vrstva sericifi odvozena
od genuSer-2a zejménger-1zustava déle nezénénd a slouzi jako material ke slepeni
vlaken a vytvéeni konstrukce kokonu. Vysledkem procestadani hedvabi je kokon, jez
se vyzndauje typickou krystalickou strukturou stavebnich kéa. Proteinova analyza
ukazala, Ze sloZeni kokonu neni uniformni. Zastougericii se v pibc¢hu sgadani
kokonu ngni. Proto nizeme zamotek morfologicky rodi na ti vrstvy, vnittni, stedni a
vngjSi. VngjSi vrstva spadana jako prvni ze vSech obsahuje maximum séyikieré ve
vysledku tvdi asi 30% z celkovych protairkokonu (Suzuki 1977). Veisdni vrsté se
obsah sericilh zatind postup#é snizovat a minimalni zastoupeni nalezneme ve &rstv
vnitini. Mechanismus postupného tuhnuti prateneni je& zcela objasény. Davod, Ze
za slozitym procesem stoji pouze oftp@ani vody vyvraci fakt, Ze nejprve kondenzuje
vnitini vrstva sericiit (Jin & Kaplan 2003). Rea#sim vyswtlenim jevu je rozlina
aminokyselinova sekvence a sekundarni strukturaeipip ktera byla analyzovana
rentgenovou difrakci. Zatimco jsou vt sericiny odvozené od gerfser-1 vétSinou
uspdadany dop — skladaného listu, Wi sericiny exprimované genem Ser-2 jsou spise

globularni a sotasti sekvence jsou repetice nabitych aminokyseluatg et al., 2003).

2.6 Vyuziti hedvabi

2.6.1 Separace a fibroin 0 a sericin G

Textilni pramysl je vSeobech nejznangjSim, nejroz&ensSim a zarové nejstarSim
odwétvim, kde jsou vyuzivany kokony domestikovanéhorbeumoruSového pro produkci
hedvabnych niti a vyrab tkanin. Kokony bource morusového jsou ve vyrobnach
zpracovavany procesem zvanym deguminace (Naritd964), coz je ve své podstak

pii kterém dojde k rozvokni vlidken a odéleni dvou hlavnich proteinovych komponent
hedvabi, fibroifi a sericifi. V prvni fazi se kukly nechaji usmrtit horkou paraby se
lihnuti imag zamotky neporusily. V dalSim kroku lsekony pondi do horkého slab

alkalické vody. Tim se z kokonu uvolni hedvabné&ntg sestavajici z paru fibroinovych
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filamenti a vnitni vrstvy sericii. Neékolik vlidken se v sfadacim stroji spoji v hedvabnou
nit pouzitelnou v textilnim gmMmyslu. Sericiny v§jSi vrstvy vldkna #istavaji v roztoku a
jsou jen z mal&asti vyuzity pro kosmeticky, ifpadreé farmakologicky pimysl (Sehnal
2008). Mnozstvi sericih ziskanych fi zpracovani kokoin se odhaduje na 50,000 tun
roéné (Zhang 2002), cozipdstavuje ohromné mnoZstvi bilkovinného materiéery by

bylo mozné vyuZzit.

Biomedicinska technikase stala vedle kosmetiky dalSim moznym ddtelem sericif.
Vyuziti hedvabi mé v medicinjiz dlouhou historii a zajem aizné aplikace se posledni
dobou stale zvySuje.fiRladem je pouzivani fibroinovych vldken jako Swimaterialu

v chirurgii, kde vynikaji svou pevnosti, pruznodtipkompatibilitou, antimikrobialnimi
Gcinky a dokonalou degradovatelnosti uyrotganismu. Diky uvedenym vlastnostem se
dale jevi jako vhodny pracovni material proit&@é inZenyrstvi, kde fite poslouzit svym
skeletem proin vitro* vystavbu pojivovych tkani, obzvi&thrupavek a kosti (Chang et
al. 2007). Na rozdil od kolagenovych struktur, &terce vykazuji podobné vlastnosti, ale
jsou rychleji degradovany, fibroiny lépe stimulpjioliferaci a fist chondrocyt (Chung
and Burdick, 2007).

2.6.2 Pramyslové vyuziti minoritnich komponent hedvabi

Inhibitory bakterialnich proteaz a proteaz plisgi hohly byt pro své antimikrobialni
acinky pouZity @ vyrob¢ antiseptickych prepan@t zahrnujicich tzné 1éky, desinfalni
piipravky ac¢inidla (Milner et al., 2007).

2.6.3 Vyuziti sericin G

Sericiny vykazujitadu vlastnosti pomoci kterych ziskaly psivtzv. slibnych biomateriél

Nejprve si pro své zvidujici (Padamwar et al., 2005), antioxidativni aitzakterialni
acinky (Sarovat et al., 2003; Zhaorigetu et al., 20085ly své uplatmi v kosmetice Na

zaklad svého charakteru podporuji regeneracidiua vypinani pleti. Proto saigavaji

do nejizngjSich kosmetickychifpravki, jako jsou zvlénujici plefova mléka, krémy proti
vraskam, regenetai vlasové balzamy, soli do koupele, tieé masky atd. Odolnosted

Skodlivym UV z&enim (Zhaorigetu et al., 2003) je dalSi vyuZitelndastnosti sericiin,

proto se staly sa@sti fiznych oleji a krénii na opalovani.
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Biotechnologieje oborem, ktery se téz zabyva vyuZzitim setioipraxi. V pfibéhu ¢asu
bylo prokdzano, Ze sericiny kr@mezistence na UV #éni a potldovani oxidace, mohou
lehce absorbovat, nebo naopak uwewht vihkost a jsou firozeré degradovatelné.
Sericinové proteiny jsou schopny tzv. kopolymergauaeboli vytvéeni prostorovych siti.
Mohly by byt smichany s jinymi makromolekularnimiatarialy, speciak s unglymi
polymery, ¢imz by se vylepSily saiasné vlastnosti polymernich vidken. Vzhledem
k uvedenym vlastnostem by mohl byt tento matenalzivan k vyro membran, filtd,
raznych tkaniv a vlakerti predmeta pro rozmanité €ely (Zhang YQ. 2002). Zname jsou
také adhezivni schopnosti serigirproto je vyzkum zagen i timto snirem. Vytv&eni
lepivych prepardi jako jsou naplasti, nebdzana lepidla z antialergenniho biomaterialu, by

mohlo byt ginosem nejen proigpcitlivélé jedince.

Farmaceuticky primysl je dalSim od#tvim, kde se uvazuje o vyuziti serigin praxi. U
krys (Rattus norvegicysbyl pozorovan pozitivni efekt serigirrozpusénych v roztoku na
hojeni porusenédai rohovky. Sericiny svymi adhezivnimi vlastnostooidporuji busény
cyklus a umottuji tim zvySenou proliferaci bak. V porovnani s klasickymi roztoky soli,
které se Bzn¢ pridavaji do @nich kapek, bylo zjigho, Ze sericiny na rohovkuigobi
efektivrgji a vedou k rychlejSimu zhojeni rany (Nagai et 2009).

Klinicka biologie je oborem, pro ktery ma studium seridinobzvlastni vyznam.
Oxidativni stres, zvySen& b¢imé proliferace a nasledny vznik karcinomu tlustétieva
je dnes velmi zdvaZnoucastou zdravotni komplikaci. Experimentélylo prokazano, ze
sericiny potl&uji oxidativni stres a proliferaci begk tlustého seva a redukuji velikost
adenoni strevni sliznice. Winek na redukci zhoubného karcinomu nebyl zatinopmzin
(Zhaorigetu et al. 2001). Dale bylo prokazano, rgoaidativni (Einky sericini téz aktivré
potlatuji ungle vyvolanou nadorovou proliferaci koznich Bkna pomahaji k ke
akutniho poSkozenitize UVB z&enim (Zhaorigetu et al. 2003).

V biomedicinské praxi se do @istovych médii pro tkéové kultury &zné pridava hoezi
plodové sérum, neboli bovinni sérum, jehoZz hlakamponentou je hazi sérovy
albumin (bovine serum albumin / BSA). Diky svémuozsini BSA propodporujeist,
déleni a gezivani busk v umsle vytvoreném prosedi a je proto vhodnymijlavkem

kultivacnich medii. Bovinni sérum ale neni zdaleka vhodre y$echny typy busk.
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JelikoZz butky bez gitomnosti média obohaceného BSA nejsou schogeyiyani, jako
nahrazka BSA byly do médiaigany sericinové proteiny. Ukazalo se, Zezivani, ést i
déleni krysich budk langerhansovych osirka v pritomnosti sericifi je srovnatelné
s pitomnosti BSA a produkce inzulinu v kultivovanychnkach vykazuje fyziologické
hodnoty (Morikawa M. et al. 2009). Kladny efektisgmi je dan pevaznym zastoupenim
pozitivré nabitych aminokyselin v jejicketézci, které ochot# pritahuji negativi nabitou
burgé¢nou sénu. Tyto interakce vedou k lepSimdighyceni bugk na fistovy substrat
(Gotoh et al. 1998). Na zakkadivedenych informaci éiZeme proto mluvit o sericinech
jako biomateralu uzitmému v boji proti diabetu z hlediskacéhi diabetickych pacieint

¢i vyroby inzulinu potebného ke sniZzovani hyperglykémie.

Pozitivni vliv sericiri na buiky tk&novych kultur ovSem neni pravidlem. Kompatibilita a
zpasob interakce zavisi na aminokyselinové sekvenazp@ho sericinu, ktera iie byt
pro mizné buiky unikatni. DalSi otazka se nabizi zejména tane, drovname jsobeni
jednoho produktu na dva zcela odliSn&ly. V rozporu stoji cytostaticky ¢inek na
rakovinove biiky a proliferativni efekt na hiky tkaiové. Snahou této prace je ptav

vytvorit protein, ktery bude vykazovatkteré z vySe uvedenych vlastnosti.
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3 Cil prace

Cilem bakalgské diplomové prace bylafiprava vektol pro gipravu rekombinantnich
peptidi kodovanych specifickymi Useky geBer-2
Jednotlivé kroky zahrnuiji:

» Amplifikace vybraného Useku cDNA geSer-2

» Klonovani do expresniho vektoru

» Ovéfeni sekvence a orientace zaklonovaného insertu
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4 Material a metodika prace

4.1 Material

>

YV V. V V V

Celkova RNA pipravena z MSG pkvzrostlé, ale dosud Zerouci larvy bource
moruSového
Pracovni kit —Champion™ pET Directional TOPO®Expression Kits with
Lumio™ Technology (Invitrogen)
Pracovni kit —-pGEM®-T Easy Vector Systém
TOP 10 cells- kompetentni hiky Escherichia coli, TOPO expression Kjt
Bunky DH50 — kompetentni hiky Escherichia col(Promega)
Sekvence gen8er-2bource morusoveho (vizifpha)
Genox pecifické primery
2004IntF: GAAAGGGAAAAATCCGAATCC
Basha 5 RGGTCATCATCGGATAAAGAC
Expresni primery
Exp2004intF:CACCGAAAGGGAAAAATCCGAATCC
Exp2004revTCAGTCTTTATCCGATGATGACC
Vektorow specifické primery
T7 Promoter PrimerTAATACGACTCACTATAGGG
T7 Reverse PrimelfAGTTATTGCTCAGCGGTGG
SP6 Promoter PrimerTATTTAGGTGACACTATAG
Oligo (dT)n, TRIKANT': TGAGCAAGTTCAGCCTGGTTA(T)19
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4.2 Metodika prace

4.2.1 Priprava cDNA pro zaklonovani do expresniho vektoru —

4.2.1.1 Syntéza cDNA reverzni transkripci z RNA

Pracovni paeby: Pracovni kitSuperskript Il(Invitrogen)

Pracovni postup

1) Pripravime pracovni sés A.

Pracovni més A Reakce I. ful]
Primerexp2004intF 0,25
Primerexp2004rev 0,25
snes dNTP (2,5 mM) 4
Vzorek RNA 1

2) Inkubujeme 5 minutip 65 °C.
3) Inkubujeme 1 minutu na ledu.

4) Ke snesi A pridame slozky sisi B.

Pracovni siés B Reakce I. jul]
Reakéni pufr (5 x) 4

0,1 MDTT 1
dsHO 1
,Superscript llI 1
Objem reakni snesi 12,5ul

5) Jemr promichame, spustime program RT — PCR.

Podminky reakce

nasedani primér polymerace ........... 60 minufip5 °C
inaktivace enzymu .........cccccceeeeiienneennn. 15 otipei 72 °C
drzet @i 4 °C

protokol I.

4.2.1.2 PCR, elektroforéza na agarézovém gelu, am plifikace PCR produktu

Pracovni paeby: pracovni kitTaKaRa TagTMTakara)

a) Pracovni postup — PCR

1) Pripravime pracovni siis.
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Pracovni snés Reakce 1. pl]
PCR pufr (10 x) 2,5
dNTP sngs (2,5 mM) 2
Primerexp2004intF 1
Primerexp2004rev 1
Vzorek cDNA 1
dsH,0O 17,5
r-Taq polymeraza 0,13
Objem reakni snesi 25ul

2) Spustime PCR program (TH_10/45°C).

Podminky reakce

denaturace ........... 2 minutyi4°C

denaturace ........... 30 sekuntl p4°C

nasedani primér... 30 sekund i 45°C 30 x
polymerace .......... 45 sekundiy2°C

polymerace .......... 10 minuttp72°C

drzet @i 4°C

b) Pracovni postup — elektroforéza

1) Priprava 1,25% agar6zového gelu: 1,259 agarozy rozpese 100ml 0,5 x
TAE v mikrovinné troub. Po zchladnuti na 60°C do geltiddame 4l ETBR a
vlijeme do gipravenych forem siebinkem. Dokonale ztuhly gel umistime do
elektroforetické aparatury d@glijeme TAE (0,5 x).

2) PCR produkty smichané sldarviciho roztoku a standardni roztok
napipetujeme do gelu, elektroforetickou aparatapneme p 50V na 50

minut.

c) Pracovni postup — Amplifikace cDNA¥ipravime 5 shodnych PCR reakci (viz

pracovni postuPCR 4.2.1.%, jako templat pouzijeme cDNA, elektroforézy na 1%

agar6zovém gelu.

4.2.1.3 Purifikace DNA z gelu

Pracovni paeby: MinElute PCR Purification Ki{Qiagen )

Pracovni postug®racujeme dle protokoMinElute PCR Purification Ki{Qiagen ).
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4.2.1.4 Méreni koncentrace dsDNA pomoci spektrofotometru

Pracovni postup

1) Na spektrofotometru nastavime vinovou délku proNiB[260 nm).

2) Proti kontrolnimu roztoku ve kterém byla DNA rozpima zngiime
koncentraci.

3) Zkontrolujemesistotu vzorku DNA na fitomnost proteifi pomérem
absorbanci 260 / 280 nm.

4.2.1.5 Méreni koncentrace dsDNA pomoci fluorimetru

Pracovni postup
1) Pripravime si kontrolni roztok AH33258.

2) Pomoci pracovniho roztok€alf thymus DNAhakalibrujeme fluorimetr.

3) Proti roztoku A, ve kterém zarokéedime vzorek, gfime koncentrace vzoik
dsDNA.

4.2.1.6 Sekvenovani

Pracovni paeby: pracovni kitABI PRISM® BigDye® Terminator version 3.1 Cycle

Sequencing KifApplied Biosystems)

Pracovni postup

1) Vzorky DNA naedime na koncentraci 28 ngl-1.

2) Pro jednu reakci pouzijeme 7ubvzorku.

3) Sekvenaci provede specializovana labaratwlBR na fFistroji 3130 x|
Genetic AnalyzefApplied Biosystems) za pouZiti pringef 7 Promoter

PrimeraT7 Reverse Primer

4.2.1.7 Upraveni konc & cDNA, amplifikace cDNA

Pracovni paeby: pracovni kitPlatinum® Pfx DNA Polymeraggnvitrogen)

Pracovni postup

1) Pripravime PCR pracovni sis.
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Pracovni snés 1 reakce ] | 4 reakce [ul]
PCR pufr(10x) 2,5 10
dNTP sngs (2,5 mM) 3 12
50 mM MgSO4 0,5 2
PrimerExp2004intF 0,75
PrimerExp2004rev 0,75

Templat cDNA 1 4
dsH,0 14 56
,enhancefr(10x) 2,5 10
Pfx polymeraza 0,2 0,8
Objem reakni snesi 25ul 100 pl

2) Pro PCR pouzijeme program PCR program (TH_10/45°C).
3) Provedeme purifikaci PCR produktu z gelu dle navé@ul.3

4) Zmetime koncentraci PCR produktu.

4.2.2 Priprava plazmidu

Pracovni paeby: Pracovni kitChampion™ pET Directional TOPO® Expression Kitshwit

Lumio™ Technologyinvitrogen)

4.2.2.1 Ligace templatové cDNA do expresniho vektor u

Pracovni postup

1) Ppipravime si readni snes.

Pracovni smés 2 reakce [ul]
PCR produkt (c=1,23

! 4
ng- pl™)
Reakni snes 1
pET160/GW/D-TOPO 1
vektor
Objem reakni snesi 6 ul

2) Inkubujeme 15 minutijp pokojové teplol.

3) Reakni smes umistime na led.
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4.2.2.2 Transformace plazmidu do bakteridlnich bu ek

Pracovni postup

1) Pripravime transformani reakci tak, Zze 8l reakéni snesi napipetujeme do
chemicky kompetentnich TOP 10 krn(, TOP 10 cells}, 3 ul smesi
napipetujeme do kompetentnich DiHBunek (Promega) a gl kontrolniho
plazmidu pET160-GW/CAT plasmigiidame do TOP 10 buh.

2) VSechnyii transforméni reakce inkubujeme 15 minut na ledu.

3) Reakce inkubujeme 30 sekunid 42 °C, poté okamzitumistime na led.

4) Do kazdé reakcerglame 25Qul S. O. C. media.

5) Inkubujeme vitepace 60 minut i 37 °C, rychlostiiepani 180 rpm.

6) Z kazdeé reaéni zkumavky odebereme 1@0a 200ul bakterialni kultury, které
poté vysejeme na LB agaroveisdavkem ampicilinu (vysledna koncentrace
ampicilinu je 100ug - mlI™)

7) Agary nechame inkubovat v termostatu3y °C ges noc.

4.2.2.3 Detekce klonované cDNA v bakterialnich kolo  niich

Pracovni postup

1) Mikrobiologickou klickou naberemeéast vybranych kolonii a vigpeme ji v
25ul dsH20.

2) Provedeme teplotni Sok inkubaci 5 mintitdb °C a naslednym okamzitym
ochlazenim na ledu.

3) Centrifugujeme 10 minut, 13 000 rprii P °C. Déale pracujeme se
supernatantem.

4) Provedeme PCR.
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Pracovni snés 8 reakci pul] | 1 reakce [ul] | 1 reakce [ul]
PCR pufr (10 x) 20 2,5 2,5
smes dNTP (2,5 mM) 16 2 2
Primerexp2004intF 8 1 -
Primer exp2004rev 1 -
T7 Promoter Primer - - 0,6
T7 Reverse Primer - - 0,6

DH5a 8koloniix1Qul - -
Bakterialnij) TOP 10 - 10 -
DNA .

kontrolni

) - - 10

plazmid
dsHO 68,5 8,5 9,5
r-Taq polymeraza 1 0,125 0,125
Objem reakni snesi 200yl 25 ul 25 ul

5) Spustime PCR bakterialnich kolonii. Pro DHETOP 10 kolonie pouZijeme
program TH_10 (viz.2.1.2, pii teplo® nasedani primér47 °C. Pro kontrolni
plazmid pouzijemetpuch — dowhPCR, program TH_16/TD4841.

Podminky reakce

denaturace ........... 2 minuti@4°C
denaturace ........... 30 sekuntl p4°C
nasedani primér... 30 sekund » 48°C 14 x, v kazdém cyklu snizit teplot
polymerace .......... 45 sekundify2°C 00,5°C
denaturace ............ 30 sekunti p4°C
nasedani primér... 30 sekundp41°C 30 x
polymerace .......... 45 sekundiy2°C
polymerace .......... 10 minuttp72°C
drzet @i 4°C
4.2.2.4 Izolace plazmidu z bakterii

Pracovni paeby: pracovni kitQlAprep® Miniprep Purification ki{Qigen)

Pracovni postu@racujeme dle protokoRlasmid DNA Purification Using the QIAprep

Spin Miniprep Kit.
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4.2.3 Ovéreni spravnosti inzertu

4.2.3.1 PCR
Pracovni postugProvedeme PCR (program TH_16/TD481 viz4.2.1.11), za pouziti

primert exp2004re\a T7 Promoter Primera &elem kontroly spravné orientace inzertu

ve vektoru.

4.2.3.2 Restrik éni analyza specifickou endonukledzou Xbal

Pracovni paeby: Restrikni enzym Xbal (TaKaRa), BSA

Pracovni postup

1) Pripravime reakni smes.

Pracovni smés Reakce A. jul]
pufr M (10 x) 2
Vzorek (plazmid) 2
0,1% BSA 2
dsHO 13
Xbal (TaKaRa) 1
Objem reakni snesi 20ul

2) Spustime PCR program TH_18/EcoRI.

Podminky reakce
restrikce......... 3 hodinyip37°C
drzet @i 4°C

4.2.3.3 Kontrolni reakce genov €& specifickych primer & s kontrolnim negativnim
plazmidem (pET160-GW/CAT plasmid)

Pracovni postug®rovedeme PCR (TH_10 wz2.1.2) pii 47 °C za pouZiti primér
exp2004fwa exp2004revJako templat pouzijeme kontrolni plazrpT160-GW/CAT
plasmid (Invitrogen), fvodni cDNA,pET160/GW/D-TOP®lazmid s poZzadovanym
inzertem gpET160/GW/D-TOP®@lazmid s jinym inzertem.

4.2.3.4 Sekvenovani inzertu v plazmidu

Pracovni postupgSekvenaci provede specializovana labarblBR na gistroji 3130 xI

Genetic AnalyzefApplied Biosystems) za pouZiti prinéef7 Promoter PrimeaT7

Reverse Primer
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4.2.4 Priprava cDNA pro zaklonovani do expresniho vektoru — protokol II.

4.2.4.1 Syntéza cDNA reverzni transkripci z RNA

Pracovni paeby: Pracovni kitSuperskript Il(Invitrogen)

a) Pracovni postup — reverzni transkripce / syntéyaibo vidkna DNA

1) Pripravime pracovni sés A.

Pracovni més A Reakcell. [ul]
TRIKANT primer 2
dNTP sngs (2,5 mM) 4
dsHO 5
Vzorek RNA 2

2) Inkubujeme 5 minutyip 65 °C.
3) Inkubujeme 1 minutu na ledu.

4) Ke snesi A piidame slozky sisi B.

Pracovni més B Reakcell. jul]
Reakni pufr (5 x) 4

0,1 MDTT 2
Objem reakni snesi 19l

5) Inkubujeme 2 minutyip 50 °C.
6) Pridame Ll Superskriptu Il
7) Spustime program RT — PCR:

Podminky reakce

nasedani primér polymerace ...... 60 minutps0 °C
inaktivace enzymu ..........ccccceeeeennn. 15 minttfo °C
drzet @i 4 °C

b) Pracovni postup — syntéza dvouvlaknové DNA

1) Spustime PCR: Templat — ssDNA, primer20604intFaBasha 5 Rteplota
nasedani primérs5 °C.

2) Spustime elektroforézu.

3) Provedeme purifikaci PCR produktu z gelu dle nawb@ul.3

4) Zmétime koncentraci PCR produktu.
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4.2.4.2 Sekvenovani PCR produktu

Pracovni paeby: Pracovni kitBig Dye terminator v 1.{Applied Biosystems)

a) Pracovni postup — sekvema PCR

1) Pripravime pracovni sgis.

Pracovni snés Reakcell.[ul]
Reakni snes 2
Sekvenani pufr(5 X) 15
Primer Basha5R 1
PCR produkt 1
dsH,0O 14,5
Objem reakni snesi 20yl

2) Spustime PCR program TH_6/SEQ.

Podminky reakce

denaturace .............. 1 minuta 6 °C

denaturace ............ 10 sekunil §6 °C
nasedani primér...15 sekund 51 °C
polymerace ........... 4 minutarpe0 °C

b) Pracovni postup — purifikace PCR produktu pro se&ee Purifikaci provedeme dle

kitu Dye Ex 2.0 Spin kitApplied Biosystems).

c) Sekvenani reakceSekvenani reakci nechame provést ve specializované latiorat
ENTU na gistroji ABlI PRISM 310 Genetic Analyz@kpplied Biosystems).

4243 Priprava plazmidu v kontrolnim pGEM — T Easy vektoru

Pracovni paeby: pracovni kitpGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector SystdPiomega)

4.2.4.4 Ligace inzertu do pGEM — T Easy vektoru

Pracovni postup

1) Pripravime pracovni sgis.
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Pracovni snés Reakce 1. pl]
Ligacni pufr 5

T- Easy vektor 1
PCR produkt 1

T4 DNA ligaza 1
dsH,0 2
Objem reakni snesi 10yl

2) Pracovni sms inkubujeme fes noc g 4 °C.

4.2.4.5 Transformace vektoru do kompetentnich bakte  rialnich bun €&k, kultivace

bun ék

Pracovni postup

1) Pracovni srs preneseme do bek.

2) Inkubujeme 10 minut na ledu.

3) Inkubujeme 1 minutuip42 °C, greneseme reakci na led a inkubujeme 2
minuty.

4) Pridame 70Qul LB media, inkubujeme ¢paice 2 hodiny i 37 °C, 180 rpm.

5) Sn¥s peneseme na dva LB agaryisdavkem ampicilinu o koncentraci
ampicilinu 100 mg mI™, 40l 2% X-gal a 141l 20% IPTG.

6) Inkubujeme v termostatuii37°C @es noc.

7) Vybrané kolonie featkujeme na novy agar.

8) Inkubujeme v termostatuiiB7 °C es noc.

4.2.4.6 Izolace plazmidu

Pracovni postup
1) Vybrané kolonie bakterii pomnozime v 5 ml LB mesligidavkem ampicilinu

(vysledna koncentrace ampicilinu jeutl- mi™).

2) lzolujeme plazmidovou DNA pomoci purifigaiho kitu (viz4.2.2.5.
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5 Vysledky

5.1 Priprava cDNA pro zaklonovani do expresniho vektoru

(protokol 1)

5.1.1 Syntéza cDNA

Pro syntézu dvouvldknové cDNA byla pouZita celk@dA o vyizolovana ze snovaci
Zlazy plre vzrostlé, ale dosud Zerouci larvy bource moruSov&everzni transkripce byla
provedena pomoci kitBuperskript lllza gimého pouziti specifickych expresnich prifner
exp2004intFa exp2004rev tzv. v ,jednom kroku®, tzn. bez poualigo (dT)n. Expresni
primery byly navrZzeny tak, aby se sekweh shodovaly s amplifikovanym usekem genu
Ser-2a vyhovaly pozadavkn kitu Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits

with Lumio™ Technolog{nvitrogen).

5.1.2 Amplifikace €asti genu

K amplifikaci Useku geniBer-2 byly pouzity ot primery exp2004reva exp2004intk
Vysledkem PCR amplifikace bylo ¢kolik produkii, coz vzhledem k repetitivnimu
charakteru &kterych ¢asti genuSer-2nebylo gekvapivé. Dva produkty nazvané horni a
dolni (obr. 1) velikostéh odpovidaly hledanému Useku a byly proto sekvempvan

V analyzovaném vzorku odpovidal hledané sekvenaiilruh.

-29.-



1000 bp Horni pruh

Spodni prub

Obrazek 3: Vysledek amplifikace cDNA

Drdha S odpovida standardGgne Ruler 1kb DNA Ladder Fermentas),
v dréze |. amplifikovand cDNA vykazujicikolik produkii o nmizné velikosti.
,Horni pruh' a ,Spodni pruh‘, které lezi v rozmezb0 — 1000 bp, ijiblizné
odpovidaji svou velikosti poZzadovanému inzertu.

5.1.3 Upravy cDNA

Pred zaklonovanim do expresniho vektoru bylo nutngsg@adnictvim PCR s pouZzitim
platinové Pfx DNA polymerazy upravit PCR produkk,taby obsahoval tupé konce.

Produkt byl izolovan viiznutim z gelu a nasledpurifikovan.

5.2 Klonovani inzertu

5.2.1 Ligace do expresniho vektoru

Pro ligaci do expresniho vektoru byl pouzit systgn,umo#uje @rimé zaklonovani PCR
produktu do vektoru.. Principem reakce je vazba@aveného konce PCR produktu s 3'
koncem linearizovaného vektoru ktery obsahuje kemgintarni sekvenci. U pouzivaného
kitu Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kitshwlitumio™ Technologje
dulezité dodrzet fesny pormdir mezi mnozstvim klonované cDNApET160/GW/D-TOPO
vektoru. Proto byla koncentrace vzorku upravenadhl moléarni porr vzorku k vektoru

odpovidal 5: 1.
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5.2.2 Transformace plazmidu do bakterialnich bun &k, kultivace

Rekombinantni plazmid byl zaklonovan do dvou ityghemicky kompetentnich
bakterialnich bugk Escherichia coli burek TOP 10 (Invitrogen) a DHbo-(Promega). Ke
kultivaci byly pouZzity agarové plotny giganym ampicilinem, na kterém narostly pouze
kolonie obsahujici plazmid s genem pro rezisterzciumedené antibiotikum. Jako dalSi
analyza narostlych kolonii byla v bakteriich pomB€IR s pouzitim primérexp2004intF
a exp2004rev prokdzana ftomnost plazmidu s klonovanym inzertem. Inzerty o

ocekavané velikosti asi 1kb se nasly v koloniich W.k (obr. 2).

> : . [ L

1000 bp —

Obrazek 4: Detekce inzertu pomoci PCR v plasmideadolovanych z bakterialnich
kolonii

Draha S odpovida standardGgne Ruler 1kb DNA Ladder Fermentas),
drahy I. — VII. jsou produkty PCR z kolonii. V kalidch 1., II., lll., IV. a VI.

se nenaSel Zadny inzert, kolonie V. a VII. vykazpijitomnost inzertu o
velikosti asi 1000.
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5.3 Oveérovani spravnosti inzertu

5.3.1 Ovéreni spravné orientace inzertu

Pred naslednou transformaci do expresnicttb®i21 a produkci poZzadovaného proteinu
bylo nutné o¥ifit, zda je inzert zaklonovan ve vektoru ve sprieni@taci. Proto byla
provedena oboustranna kontrola pomoci PCR s vyuZtimbinace primerexp2004rev
aT7 Promoter Primera standardnich teplotnicitasovych podminek (program program
TH_16/TD48-41). Vysledek reakce potvrdil

spravnou orientaci inzertu u obou testovanych klon

= l Il

S pouzitim primeru ,T7' maji inzerty cekdvanou
velikost 1112bp, tj. pruhy v oblasti 1kb (viz ol a

piiloha — sekvence).

1000 kb

Obréazek 5: Orientace inzertu

Drdha S odpovida standardGene Ruler 1kb DNA Ladder Fermentas),
drahy I. a Il obsahuji produkty PCR amplifikovan@nmci primed
exp2004revaT7 Promoter Primer Velikost obou produkt je 1000bp,
vysledek potvrzuje spravnou orientaci obou inkert

5.3.2 Restrik €ni analyza

Jako dalSi krok k asteni gitomnosti sprdvného inzertu byla provedena anghyaamidi
piitomnych v bakterialnich klonech V. a VII. pomoesktriktdzyXba. Tento enzym $pi
sekvenci TCTAG_A, které jefftomna jednou ve vektoru v mi&7 bp a jednou v inzertu

v mist 316 bp. Oba produkty resttiki reakce byly detekovany na elektroforegramu a
jejich velikost odhadnuta na 6000 bp a 500 bp. &ysk spiuje atekavané velikosti
produkti 486 bp a 6250 bp (viz obr. 4).
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G000 kb

1000 kb

500 kb

Obrazek 6: Restrikéni analyza

Draha S odpovid&3ene Ruler 1kb DNA Ladder Fermentas), drahy I. a Il.
vykazuji produkty &tpeni plazmid bakterialnich kolonii V a VI

endonukleazoXba. Pritomnost produkt o @iblizné velikosti 6000 bp a 500
bp odpovida &ekavani, Zze enzymdi jednou vektor v migt170 bp a jednou
inzert v mist¢ 316 bp.

5.3.3 Sekvenaéni analyza

Inzert plazmidu z kolonie VII byl amplifikovan zg&asidardnich reakich podminek PCR
(viz metodika prace) pomodi7 Promotera T7 Revers@rimeti a osekvenovan. Ukazalo
se, Ze inzert tohoto plazmidu neodpovida cilové&eaéi cDNA, nybrz jinému Useku genu
Ser-2(viz Sekvence plazmidu VII). Tim se roE moznost progfit funkci riznychéasti
sericinu 2, pro fesné spléni zadani bakataké prace jsem vSak cely postup zopakovala.

Pro porovnani jsem pouzila jiny expresni systp@EM®-T Easy Vector Systgm

5.4 Priprava cDNA pro zaklonovani do expresniho vektoru
(protokol 11)

5.4.1 Syntéza cDNA

Hledana cDNA byla fipravena znovu za pouziti kitsuperskript Il tentokrat byl zvolen
tzv. ,dvoukrokovy“ postup, kde bylo nejprve syngetvano prvni vidkno cDNA pomoci

univerzalniho primeru, tzv. ssDNA. Dvouvldknovy émz byl amplifikovdn primery
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2004IntF a BashabRSekvenovani inzertu ve specializované laberd&atomologického
Ustavu prokazalo, Ze se skinejedna o hledany Usek geBer-2

5.4.2 Klonovani do kontrolniho vektoru

Inzert byl zaklonovan do plasmiq@GEM T — Easyektor (Promega) a jehaipmnost
prokazana sekvenovanim za pou3i6 Promoter PrimeaT7 Reverse PrimefSekvenaci
bylo potvrzeno, Ze je ve vektoru zaklonovan pozadgvinzert o spravné nukleotidove

sekvenci (viz Sekvence plazmidu I1.).
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6 Diskuse

Dvouvlaknova cDNA byla fipravena reverzni transkripci pomoci kitu Supekiil,
jehoz vyhodou je moznostiimého pouziti specifickych primierpro syntézu cDNA.
Metoda by ndla uspdit ¢as, snizit finaéni nar@&nost a zvysit specificitu reakce. Z gelu
byly vyizolovany dva potencionanspecifické pruhy — PCR produkty. Velikost prvniho
produktu byla fiblizné 797 bp, velikost druného o 100 bgtsi. 1zolované produkty byly
sekvenovany a potvrdilo se, Z&$ PCR produkt odpovida poZzadovanému inzertu. Ygruh
mensSi produkt je vysledkem alternativniho 8kat genuSer-2 a je rovreéz vhodny pro
dalSi studium funkceienych ¢asti bilkoviny Sericin 2 pomoci rekombinantnich txhp
Produkt o velikosti 897 bp byl klonovadn do exprésnivektoru. Sekverai analyza
inzertu kupodivu prokazala, Ze expresni vektor bbga,druhy* produkt o velikosti 797
bp. Ric¢inou zamtny PCR produkt pii klonovani mohla byt nekvalitni izolace DNA
z gelu, v krajnim fipact zameéna vzorki pii purifikaci. Amplifikace dvou (ve skut@osti i
vice) produkt je dokie pochopitelna. Amplifikovana cDNA pochazi z exdhuktery je
v genuSer-2ptitomen v plné délce (exon 9a) a ve zkracené déken(9b). Oba exony
obsahuji Useky umdgjici nasedani primerexp2004rev

Pro gesné spléni zadani bakatdké prace byla znovu provedena syntéza cDNA,
tentokrat bezg&Sim postupem. Nejprve byla provedena syntéza povmiakna cDNA za
pouziti univerzalniho primeruTRIKANT a nasleds prokhla tvorba dvouvlaknového
inzertu pomoci genavspecifickych primear. PCR produkt byl izolovan a zaklonovan do
kontrolnihopGEM T — Easyektoru. PCR produkt i vektor byly osekvenovagiynz byl
potvrzen spravny postup pracei#@mnost poZzadovaného inzertu ve vektoru.
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7 ZAaver

» Pomoci reverzni transkripce a nasledné PCR bylieygovany 2 produkty (797 a
897 bp) z definovanyctasti geniBer-2

» Produkt o velikosti 797 bp byl zaklonovan do expfee vektoru pET160/GW/D-
TOPO vectoy.

» O réco wtSi produkt (897 bp) byl zaklonovan do kontrolnilektoru GEM T-
Easy vectora je gfipraven pro ligaci do expresniho vektoru.

» Obe ¢asti genu budou dale exprimovany v expresnim bidktém systému
Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kitswiiimio™ Technology
(Invitrogen).

» U obou exprimovanych proteirbudou v nasledujici praci testovany jejich

vlastnosti.
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8 Prilohy

8.1 Sekvence plazmidu VII / pET160/GW/D-TOPO vektor

8.1.1 Nukleotidova sekvence plazmidu VII

(zelert ozn&ené: 6x His tagnodie ozna&ené: primeryexp2004intF a exp2004rev

10 20 30 40 50
VIT. ATGCATCATC ACCATCACCA TGGTGCTGGT GGCTGTTGTC CTGGCTGITG
N Y B D U IS SN N I B

60 70 80 90 100

VI, CGGTGGCGEC GAAAACCTGT ATTTTCAGGG AATTATCACA AGTTTGTACA
R R I VN IS SRR VRN PN B

110 120 130 140 150

VI, AAAAAGCAGG CTCCGOGGOC GCCOCCTTCA COGAAAGGGA AAAATCCOGAA
N Y B D U IS SN N I B

160 170 180 190 200

VI, TCCAACAAGA AAAGTCGTGA ATTTGAAAAT AAAGAAGCTG AATCTTCGAC
Y R D IV IS SN VRN PN B

210 220 230 240 250

VI, CTATAGGGAT AAGAATCGGT CAGTGAACAG TGGCTCGGAA CGCAAGAGTT
N Y B D U IS SN N I B

260 270 280 290 300

VI, COGGTAAAGA CGAGGAGTAC AGTGAACAGA ACTCCAGTAA TAAATCCTTT
Y R I U IS SN VR P B

310 320 330 340 350

VI, AACGACGGCG ATGCATCGGC TGACTACCAA ACCAAATCTA AGAAGGTTGA
N Y B D U I SR R I B

360 370 380 390 400

VI, AAAGAATTCT GCCAGAGATA AAAAGGAAAA GGAAAAAACT GACACAAGAA
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VI,

VI,

VI,

VI,

VI,

VI,

VI,

VI,

VI,

VI,

N T VT T N R BV N U D
410 420 430 440 450

ATTCTGACGG AACGTACAAA ACTTCTGAGC GCGAAAAAGA ACAATCTTCT

A U T IS I I U (U IR
460 470 480 490 500

AGAGTGAATC AAAGTAAGGG CAGCAACTCT CGGGATTCCT CGGAGICAGA

N P P P R R RN I U D
510 520 530 540 550

CAAATCTGGEC CGAAAAGTGA ATAAAGAAAC AGAAACGTAC TCTGACAAAG

A P T IO I I U (U IR
560 570 580 590 600

ACGCCGCAGAC TTCAGAAAGT GAACGTACTC AAAGTAAAGA TAACGGTGGT

N P P P R R RN I U D
610 620 630 640 650

TTGAAAGAAA AAAGCTCGCA ATCTAAGAAT TACGGAAGAG ACGAGAAGTA

A P T IS I I U U IR
660 670 680 690 700

CAGTGAAGAG AAGGAGAGGA GITCCACTGG GAAGTTTGGA TCGAATGACT

N P VT D N R RN N U D
710 720 730 740 750

CCCGAGCACG TTCTACAAAA GCCGAAGAGG AACATGICAG GAAGTCACAA

A P T IO I I RO (U IR
760 770 780 790 800

GAAGAAACAC ATTCAGAGCA ACGAGAAAAA ACAAGATCTG ACGGAGTGAC

N N Y T N R RV N U D
810 820 830 840 850

TAAATACAAC GATGGTGATG AGCATTTCGA TTCAGACGAT ACAGAGAAGA

A P T IO E I U U IR
860 870 880 890 900

CTAAGCCTAA TGGCAGATCA CCATCGCATA AAGACACAGA GAAGCCTAAG
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VI,

A I T I I I R
910 920 930

CCTAACGACA GGTCATCATC GGATAAAGAC TGA

8.1.2 Aminokyselinova sekvence inzertu VII
EREKSESNKKSREFENKEAESSTYRDKNRSVNSG
KSSGKDEEYSEQNSSNKSFNDGDASADYQTKSKK
NSARDKKEKEKTDTRNSDGTYKTSEREKEQSSRYV
KGSNSRDSSESDKSGRKVNKETETYSDKDAQTSE
TQSKDNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSST
GSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQREKTRS
TKYNDGDEHFDSDDTEKTKPNGRSPSHKDTEKAK
RSSSDKD
8.2 Sekvence plazmidu Il / pPGEM-T Easy vektor
8.2.1 Nukleotidovéa sekvence plazmidu Il
( oznaené: BstZ Imodre ozna&ené primern2004IntF a BashabR
A T T I I IR I IV IR I
10 20 30 40 50
. CCTG GOGGCCGCGG GATTCGNTGA AAGGGAAAAA TCCGAATCCA
N e N AP ISR IR IR NP IR
60 70 80 90 100
. ACAAGAAAGT CGTGAATTTG AAAATAAAGA AGCTGAATCT TCGACCTATA
A T T I TN ISR I IV IR I
110 120 130 140 150
I, GGGATAAGAA TCGGTCAGTG AACAGTGGCT CGGAACGCAA GAGTTCCGGT
A T T I TN IO I IR IR I
160 170 180 190 200

AAAGACGAGG AGTACAGTGN AACAGNAACT CCAGTAATAA ATCCTTTAAC

-39 -

ToOOnz2<m
ZOXmMmoOo mm
O<TTIoTWnWXD



N T VP T N A BV N U D
210 220 230 240 250

GACGGCGATG CATCGGCTGA CTACCAAACC AAATCTAAGN AAGGTTGAAA

A U T IS I I U (U IR
260 270 280 290 300

AGAATTCTGC CAGAGATAAA AAGGAAAAGG AAAAAACTGA CACAAGAAAT

A P T IS I I U (U IR
310 320 330 340 350

TCTGACGGAA CGTACAAAAC TTCTGAGCGC GAAAAAGAAC AATCTTCTAG

N P VP T R R RV N R D
360 370 380 390 400

AGTGAATCAA AGTAAGGGCA GCAACTCTCG GGATTCCTCG GAGTCAGACA

A P T IO I I U (U IR
410 420 430 440 450

AATCTGGCCG AAAAGTGAAT AAAGAAACAG AAACGTACTC TGACAAAGAC

N P P P R R RN I U D
460 470 480 490 500

GCCCAGACTT CAGAAAGIGA ACGTACTCAA AGTAAAGAAA AAAAAAATAC

A P T IO I I U (U IR
510 520 530 540 550

AGCGCCCAAG AATAAGGGCA AAAAGGGAAC CTCTACAGAA ACAGATGGAG

N T VT P N A RN I U D
560 570 580 590 600

TCACTAAGAA TGCTAGTAAG CAGAAGGAGA AGGTGCCTAA AGATGGAAGT

A P T IS I I U (U IR
610 620 630 640 650

AAAAGCTCCA CGAATGATAG CGAAGGCAAA CAAAAAAACA AAGACCAATC

N T VY D N R RV I U D
660 670 680 690 700

AAAGCGACAG AAAAATAATC AAGACGGACA AGACTCTTCG ACGAACGAAA
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720 730 740 750

710

ATTCCAAAAA GACAGATGAT AATGITGCAA AGAAAGAAGA ACCCAATAAT

780 790 800
CAAAAGAGAG AACAAAAAGG AAAGACAAGA TGTGGCTCTA GGAAAACTGA

770

760

820 830 840 850

810

GAGTTCCAAA GCGAAAGAAG ATAGAAGCAA GAAAAGCACT ACCGATAAGG

880 890 900
ACCAGCGCGA CGACAAAAAA GATTCTCCAG CAAAAACATA GACAAGCCTA

870

860

920

910

AAGATGEGTC ATCATCGGAT AAAGAC

8.2.2 Aminokyselinova sekvence inzertu Il

r¥Ynr>zZ2unwm
LW QWYX 0w
n>Znuwnuwon
OX>WXnEFO
nxxrnoaoxn
ZOWNEFXOXX
>SY¥xnoOnuna
NFOICCOOX
xowaozoon
Z>NNNYZX __
¥xOoOWArzZ+2z2
O<CXxN>XY XX
row>oocownw
>CNFOOXW]W
FOFRWRXOW
NOXEFWnWA
naO>WrForxyx
WZFXYNAOXX
<LO0OZL-xX OO0
wLnao>0zznN0
¥NXYNNXNYYZX
Z2Z2Z2xx 0o
wnerxddxwn
LNEFNXOWX
WzZAOxzZuwxAN
XxOFQOX WX
nuwuxxnoo<<k+-
Yxouwwcz>nm
¥X>XYUNHFZX
ZWwwnznaox
nwxxAaxXxnaowm
LAY XYY |-
nx¥Xxonuwnxan
¥ OxzxxOxu

wncnnonxn
rnndlOxzcx
W Z¥ -0 WxA

-41 -



8.3 Sekvence genu Ser-2 bource moruSového

(Barevré ozna&ena mista pro nasedani prifaeZluts: 2004IntFa exp2004intF-zelers:
Basha 5 Raexp2004rey

atgaagatcccatacgtcttgctgttccttgtgggcgtggctgtggtcaacgcattgccc

MK I P Y V L L F L V vV AV V N AL P
aatccacttttcgggggcttagttaaatcgcttagcaaaaaaaaacaaatttttgaggac
NP L F GGLVKSL S KKK KOQI F ED

aaat t t gaaaat ct caaagagaat gt gggt gaaaaat t t gaaaat ct caaagaaaacgt g
K FENLIKENVGEI KU FENLKE NV
ggt gaaaaagt t gaaaat ct caaagagaat gt t ggt gaaaaat t agaaaat at caaagag
G E KV ENLIKENVGEIKLENI K E
aaggct ggagaaaaat t t gaaaat ct caaagacaat gt t ggagaaaaat t t gaaaat ct ¢
K A GE KF ENWLIKUDNYVGEKF ENIL
aaagacaat gt t ggagacaaat t agaagcagct aaagaaaaagct ggagaaat caaaaag
K DNV GD KULEAAIKEIKAGTE I KK
aaact agt ggat gt cggcgaagat ct gaaagacgagct cacggaagacaaaaaaat aaag
K L v DVGEUDULI KD ETLTEDK KK I K
at at ccat ct cgaaagacgaaggat t gactt t agaaaaagaaggat acaagt ct gatt ac
I S 1 S K DE GL TUL E KE GY K S DY
gat cgt aat gaat at gaagaacgcagat ct gaacaccaggaggat aacgacagcgacggc
DRNIEYEIEWIRRSEMHU QETDNDS D G
t cat acagcaaaggtt ccgaat acgaaaaat acggt gaagaggaaaagt at gaagaacgt
S Y S K GS EYEKY GEEEK Y E ER
aggacccacgacaagtt ct ccat t ggcaagaacggt at t agt gccgagcgaacgaaat ca
R T HDIKUF SI GKNUGI S AERT K S
aagagaggt gaaagaaaagaagt cgaaggcgaat at gagaaagact acgaaaggaaagag
K R GE RKEV E GE Y E KDY E R K E
aacaacggcggat cct ccgaat at t cagagagagaaagagagagt t t ggaaaaat caaaa
N NGGS S EY S ERIERESL E K S K
gaaaggt acggcgagcagt cgt ct aagt cct t ct cgt t gggt aaat ccggct t gaagaag
E RY GEQS S K SF SL GK S GUL KK
caggat aat t caaaat cgt at t ccgacaaggaagagt cgaaact ggaaaaggaaaagaaa
Q DNS K SY SDIKEUES KL E K E K K
t at gaaaagaaaacaaaaat caacaat gaaaggcagt t agat gaagat gagaacgaaagg
Y E K K T K I NNZEWIROQLDEDTENER
agaact gt t gt aggccgagat gagcaaaggcaagat gaccaaagccgagacgaccaaagc
RTVV GRDEG QRGO OQDODG QS ST RTDTUDOQ S
cgagat gaccaaagccaagat gaggaaact ggcagcgacgat agt gacaaaaat agagga
R DD QS QDEETGSDUDS DK NR G
aaggat act gacgat aaat at t ccgagacaggaaccaat aaat cat cagaaacgaagaca
K D TDWD KY S ETGTNIKS S ETK T
ggcaagcgt gat ggct cgaagagcggegt cacagt cgaaagggaaaaat ccgaat ccaac
G K RDGSKSGVTVEIREIKSE SN
aagaaaagt cgt gaat t t gaaaat aaagaagct gaat ct t cgacct at agggat aagaat
K K S R EVFENIKIEAESSTYRDK N
cggt cagt gaacagt ggct cggaacgcaagagt t ccggt aaagacgaggagt acagt gaa
R SV NS GSEWRIKSSGKDETEY S E
cagaact ccagt aat aaat ccttt aacgacggcgat gcat cggct gact accaaaccaaa
Q NS S NK SFNUDU GDASA ADYOQT K
t ct aagaaggt t gaaaagaat t ct gccagagat aaaaaggaaaaggaaaaaact gacaca
S K KV EKNSARUDI KK KEIKEIKTDT
agaaatt ct gacggaacgt acaaaact t ct gagcgcgaaaaagaacaat ctt ct agagt g
R NS D GTY K TS EIREIKEIOQS S RV
aat caaagt aagggcagcaact ct cgggat t cct cggagt cagacaaat ct ggccgaaaa
N Q S K GS N SIRDSSESDIK S GRK
gt gaat aaagaaacagaaacgt act ct gacaaagacgcgcagact t cagaaagt gaacgt
V NK ETETY S DI KDAOQT S E S E R
act caaagt aaagaaaaaaaaaat acagcgcccaagaat aagggcaaaaagggaacct ct
T Q S K E KKNTAPIKNIKGIK KK GT S
acagaaacagat ggagt cact aagaat gct agt aagcagaaggagaaggt gcct aaagat
T E T D GV T KNASIKQIKEKV P KD
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ggaagt aaaagct ccacgaat gat agcgaaggcaaacaaaaaaacaaagaccaat caaag
G S KSSTNDSTETGE KO QKNIKTDGO QS K
ggacagaaaaat aat caagacggacaagact ct t cgacgaacgaaaat t ccaaaaagaca
G QKN NN QDG QDS SSTNENSTEKTKT
gat gat aat gt t gcaaagaaagaagaacccaat aat caaaagagagaacaaaaaggaaag
D DNVAIKI KEEWPNNIOQIKRE QK GK
acaagat gt ggct ct aggaaaact gagagt t ccaaagcgaaagaagat agaagcaagaaa
T R CGSRIKTESSKAIKEUDR S KK
agcact accgat aaagaccagcgcgacgacaaaaaagat t cct ccagcaaaaacat agac
S T T DKD QRDUDI KK KD S S S KN1T D
aagcct aaagat gggt'cat’cat’cggataaagact cagagaaggct aagcct aacgacaga
K P K DGSSSDIKUDSUEIKAIKWPNDUDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaa
S P S HKDTEIKAIKWPNDIR RSP S D K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagt t caccat cgcat aaagacacagagaaggct
DT EIKAIKWPNUDSSWPSHI KDTE K A
aagcat aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K HNDI RSP S DI KDTEIKAIKPNUDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S HKDTEI KV KWPNDIR RSP S HK
gacacagagaaggt aaaacct aacgacagat caccat cgcat aaagacacagagaaggct
D TEIKVI KWPNUDIRSWPSHI KDTE K A
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NDRSUP S DI KUDTEIKAIKPNUDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgt at aaa
S P S HKDTEI KV KWPNDIR RSP S Y K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct
DT EIKAIKWPNUDIRSUPSDIKDTE K A
aagcct aacggcagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NGRSUP S DI KWDTEIKAIKPNUDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S HKDTEI KV KWPNDIR RSP S HK
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat agagacacagagaaggct
DT EIKAIKWPNUDARSUPSIDIRDTE K A
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct aagcct aacggcaga
K P NDRSP S D KUDTEIKAIKUPNGHR
t caccat cggat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S DIKDTEI KV KWPNUDI RSP S H K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct
DT EKAIKWPNDIRSWPSDIKDTE KA
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NDRSP S D KUDTEIKAIKUPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgt at aaa
S P S HIKDTEI KV KWPNDWIRSUP S Y K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct
DT EKAIKWPNDIRSWPSDIKDTE KA
aagcct aacggcagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NGRSP S D KUDTEIKAIKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S HIKDTEI KV KWPNDI RSP S H K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat agagacacagagaaggct
DT EKAIKWPNDIRSWPSUDRDTE KA
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct aagcct aacggcaga
K P NDRSP S D KUDTEIKAIKUPNGHR
t caccat cggat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S DIKDTEI KV KWPNDI RSP S H K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct
DT EKAIKWPNDIRSUPSDI KDTE KA
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NDRSP S D KUDTEIKAIKUPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgt at aaa
S P S HKDTEI KV KWPNUDIR RSP S Y K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct
DT EIKAIKWPNUDIRSUPSDIKDTE K A
aagcct aacggcagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NGRSWP S DI KUDTEIKAIKPNUDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S HKDTEI KV KWPNDIR RSP S HK
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gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat agagacacagagaaggct
DT EKAIKWPNDIRSZPSUDRDTE KA
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct aagcct aacggcaga
K P NDRSP S D KUDTEIKAIKUPNG GHR
t caccat cggat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S DIKDTEI KV KWPNDI RSP S H K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct
DT EKAIKWPNDIRSWPSDI KDTE KA
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagat aagacat t cgacaaaaacat a
K P NDRSP S DI KDTDIKTF D K NI
gacaat aaaaggcccaaggacggt t cat cat cggat aagaacgt agagcaggaaagggag
D NKRWPIKDGSSSDI KNVYVE QE R E
aact acaaat ccgaat ct agccgaaat gaat t t gaaaaccaaaaat ct gcacat t cgaga
NY K S ESSRNUEFIENQQIKSAMHSR
t at gaggat aacggt ggt t t gaaagaaaaaagct cgcaat ct aagaat t acggaagagac
Y EDNGGLKEIKSS QS KNY GRD
gagaagt acagt gaagagaaggagaggagt t ccact gggaagt t t ggat cgaat gact cc
E K'Y SEEIKIERSSTGIKF G S ND S
cgagcacgtt ct acaaaagccgaagaggaacat gt caggaagt cacaagaagaaacacat
R ARSTIKAIEEUEMHVRIK S QEETH
t cagagcaacgagaaaaaacaagat ct gacggagt gact aaat acaacgat ggt gat gag
S EQREKTRSDGVTIKY NDGTD E
catttcgattcagacgat acagagaagact aagcct aat ggcagat caccat cgcat aaa
HF DS DUDTEIKTKWPNUGIRSP S HK
gacacagagaaggct aagcct aacgacagatcat'cct'cggataaagacacagagaagcca
DT EKAKWPNDRSSSDIKUDTE K P
ttt gacaaaaacat agccaat aaaaggcccaaggacggt t cat cat cggat aagaacgt a
F DK NI A NIKIRWPIKDU GSS S DK KNV
gagcaggaaagggagaact acaaat ccgaat ct agccgaaat gaat t t gaaaaccaaaaa
E Q E RENYIKSESSRNIEIFENAOQK
tct gcacat t cgagat at gaggat aacggt ggt t t gaaagaaaaaagct cgcaat ct aag
S A HSRYEUDNU GG GLIKEIKS S Q S K
aat t acggaagagacgagaagt acagt gaagagaaggagaggagt t ccact gggaagt ct
NY GRDUEIKY S EEIKEWRSST G K S
ggat cgaat gact cccgagcacgt t ct acaaaagccgaagaggaacat gt caggaagt ca
G S NDSRARSTIKAEETEMHVR K S
caagaagaaacacat t cagagcaacgaggaagaacaagat ct gacggagcaact acgt cc
Q E ETHSE QRGRTRSDGATT S
aacgat aat gat aagcaat acgat t cagacgacaagaacaacagt agcaccaaacat aag
N D NDIK QY DS DUDIKNDNNZSST K HK
aaaacggt cat gagat ct gagcaat cagat t cgt ct caaaat gaaaat t ct acct ccgaa
K TVMRS SEG QSDSS SO QQNTENTSTSE
t ccaaaaagt t cgcaaaaact gat ggct ccaacaaat at gaagcggaat caagt t cgcat
S K KFAKTD GSNIKYEAES S S H
aaacaacaagaagcgcgcaaacagagcaat agagt agt agagaagagcact gat ggggac
K QQEARI KU QQSNRVVETZKTSTTDTGD
aat gaggaat cct acaggagcgaaagcagcagcagcagcagcagcagt t ct agt agt agt
N EESYRSESSSSSSS S S S S S
cgaagcagtt cct caagcacct acaccggct cccat gat gat agct ccgaggaat gacga
R S SSSSTYTGSHDUDS S E E -
at gggaacat caact tt aacaaaccttgcattaccttatggctttgtgtagttttaagtt

t gt gaat gcat t t aaaaat t gt gat ggccgttcctcgtttggttgactcatttttaacag
tttgtagct agttaaaat aagt cgccgegt gt at catt ggct at cacacaaaaaat at aa

ctttttaaat aaaaacct aagcat ac
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8.4 Mapa pET160/GW/D-TOPO vektoru (Invitrogen)

17 Jsc0 | wos [N o Lumio™ ug TeV ot | GAT — auez Taiam)

61

118

166

214

261

321

lac operator

T7 promoter/priming site

[
T
AGATCTCGAT CCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGGG GAATTGTGAG CGGATAACAA

I RBS
(N I
TTCC|CCTCTA GAAATAATTT TGTTTAACTT TAAGAAGGAG ATATACAT ATG CAT CAT
TAC GTA GTA
Met His His
6xHis tag Lumio™ tag

! [ |
CAC CAT CAC CAT GGT GCT GGT GGC TGT TGT CCT GGC TGT TGC GGT GGC

GTG GTA GTG GTA CCA CGA CCA CCG ACA ACA GGA CCG ACA ACG CCA CCG
His His His His Gly Ala Gly Gly Cys Cys Pro Gly Cys Cys Gly Gly

TEV recognition site attB1 site
GGC GAA AAC CTG TAT TTT CAG GGA ATT ATC ACA AGT TTG TAC AAA AARA
CCG CTT TTG GAC ATA AAA GTC CCT TAA TAG TGT TCA AAC ATG TTT |TTT
Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln‘Gly Ile Ile Thr Ser Leu Tyr Lys Lys

TEV cleavage site

—_— PCR product —
GCA GGC TCC GCG GCC GCC CcCcC T AAGGGTGGGC GCGCCGACCC
CGT CCG AGG CGC CGG CGG GGG AAG TGG TTCCCACCCG CGCGGCTGGG

Ala Gly Ser Ala Ala Ala Pro Phe Thr,

atiB2 site

1
AGCTTICTTG TACAAAGTGG TGATAATTAA TTAAGATCAG ATCCGGCTGC TAACAAAGCC
TCGAAAGAAC ATGTTTCACC ACTATTARATT

T7 transcription termination region | T7 reverse priming site I

| |
CGAAAGGAAG CTGAGTTGGC TGCTGCCACC GCTGAGCAAT AACTAGCATA ACCCCTTGGG
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8.5 Mapa pGEM — T Easy vektoru (Promega)

Amnl 2009
17 1
Scal 1890 \Nael 2707 Apal 1; start
. Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncal 37
Amp! BstZI jg
PGEM®™-T Easy lacZ EEEH 49
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl | 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl |118 &
Nsil 127 g
1 141 =
SP6 5
pGEME®-T Easy Vector

T7 Transcription Start

5. . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3".. . ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter | || || | | ||
Apal Aatll Sphl BstZl Neol

GCGGC CGCGG GAATT CGATTS3 ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA ITTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

e o e !
\:Im(acll EcoRl Spel EcoRl Pstl Sall
BstZI BstZl

(cloned insert)

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 5
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &

|| " | SPE Promoter
Mdlel Sacl BetXl Meil
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8.6 Seznam zkratek

AA [amino acid/ aminokyselina

ASG / anterior silk gland/ predni Usek snovacich Zlaz

BM / Bombyx morf Bourec morusovy

BSA /Bovine serum albumihhowzi sérovy albumin

cDNA / complementary DNADNA syntetizovand reverzni transkripci z RNA
dNTP / deoxyribonucleotide triphosphateléoxyribonukleotidtrifosfat
dsDNA / double strand DNA dvouvlaknova DNA

dsH,O / deionized sterille watterdeionizovana sterilizovana voda
DTT / dithiothreitol

ENTU / entomologicky Gstav (biologické centrum akadewudigd Ceské Republiky)
ELFO / elektroforesid elektroforéza

ETBR / Ethidium bromide

GM / Galeria melloneld Zavije: voskovy

H33258/ bisBenzimide H 33258fluorescerini barvivo

IPTG / Isopropyls-D-1-thiogalactopyranoside

MSG / middle silk gland stedni Usek snovacich zlaz

PCR / polymerase chain reactiarpolymerazovéetézcova reakce
PSG/ posterior silk gland zadni Usek snovacich Zlaz

RT — PCR/ reverse transcription PCRreverzni transkripce

ssDNA/ single starnd DNA jednovldknova DNA

TAE / Tris-acetate-EDTA

UMBR / Ustav molekularni biologie rostlin (biologickémtrum akademiesd Ceské
Republiky)
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