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1. Uvod a literarni piehled j‘}\;“
R o o
1.1. Bombyx mori modelovy organismus
: . y
Vyzkumy japonskych védct na bourci morusovém pocatkem
20. stol. zahajily éru vyuziti tohoto druhu jako modelového Obr. 1. Bourec moruSovy, imago.

organismu, ktery je co do vyznamu v ramci hmyzu hned za Foto. Jeong Jong-Cheol

drozofilou. Vyzkumy provedené na bourci morusovém piispély K poznani fyziologie hmyzu a
vedly soucasné¢ k mnoha objevim na poli genetickém a molekularnim. Znalost chemické a
krystalické stranky hedvabi pfispéla naptiklad k poznani peptidického slozeni a usporadani f3-
listu (Pauling, Correy, 1953). Fibroinovy gen byl mezi prvnimi eukaryotickymi geny
exprimovanymi v nebunééném systému a analyza téchto déji ¢aste¢né odhalila mechanismy
regulace gent (Hui, Suzuki, 1995). Bourec moruSovy je také modelem pro vyvoj novych
prostiedki proti Skodlivym motylim (The international Silkworm Genome Consortium
2008).

Zarazeni: Bombyx mori
Rige: Animalia (Zivogichové)
Kmen: Arthropoda (¢lenovci)
Ttida: Insecta (hmyz)
Rad: Lepidoptera (motyli)
Celed: Bombycidae (bourcoviti)
Rod: Bombyx (bourec)

Druh: Bombyx mori (bourec morusovy)
Obr. 2. Bourec morusovy, larva. Foto.

.. . L Josef Dvorak
1.2.  Zivotni cyklus bource morusového

moruse bila (Morus alba). Susené morusové listy a agar jsou téz zakladem umélé potravy
housenek. Cely vyvoj od vylihnuti vaji¢ka do zakukleni trva u monovoltinnich ras pii vyssi
letni teploté 28-32 dnii a U mensich bivoltinnich ras 24-25 dnt. U nejmensich polyvoltinnich
ras s 6-8 generacemi do roka je vyvoj jesté rychlejsi. Vajicka maji velikost 1,5 mm a vahu 0,7
mg. Tvar vajicka je ovalny, ze stran zplostély a barvu hned po vykladeni mé béloZlutou. Po 2-

3 dnech ziskavaji vajicka modrosedou barvu. Lihnuti nastava pii pokojové teploté za 2 az 3



tydny. U monovoltinnich a bivoltinnich druhti je embryonalni vyvoj vV raném stadiu pierusen
diapauzou, jejiz ukonceni vyzaduje alesponi dvoumési¢ni ochlazeni vajicek na 5 °C. Pfi
pokojové teploté se vyvoj vajicek zastavi az na 10 i vice mésicli. Diapauzu je mozné odstranit
ponofenim vaji¢ek na 2 minuty do 65% kyseliny solné (koncentrovany roztok fedény vodou
2:1), pak je tieba vajicka dukladn¢ oplachnout vodou. Z aktivovanych vaji¢ek se vylihnou
larvicky za 2-3 tydny. Lihne se vice nez 90% housenek, které se asi za 3 tydny zaptedou a
zakukli. Z kukel se motyli lihnou 10.-12. den po zakukleni. Dospéli motyli nepfijimaji
potravu. Béhem 24 hodin dochazi k pafeni a béhem dalSich 48 hodin sami¢ky nakladou néco
mezi 300-450 vajicky (Michajlov 1952; Krej¢ik 1936).

1.3. Objev hedvabi a historie

Bourec morusovy je nejstar§im a zdaleka nejvyznamnéj$im producentem komeréniho
hedvabi, a to uz celych Sest tisic let. Hedvabi je ziskavano i z jinych hedvdbnotvornych mr,
ale jen v pomé&mé malé mite. Praptivod hedvabi Ize vysledovat do starovéké Ciny, patrné do
provincie San-tung u Zlutého mote (Cechmanek, Hrabak 2006). Jedna z povésti povida, jak
byl objev technologie sptadani hedvabi pouhym dilem nahody. Cinska princezna si hrala se
zémotkem, ktery ji upadl do Salku caje. Kdyz se ho sluzebna snazila vylovit, zacalo se
odmotavat jemné vldkno (0 primeéru jen nékolika tisicin milimetru). Spojenim nékolika
vlaken vznikla hedvébna nitka. V Cin& na chovu bource usilovné pracovali a kfizenim
divokého B. mori (dnes uz nezije) s druhem B. mandarina (divoké populace jsou ve vychodni
Asii pomérné bézné) a vytvotili dne$ni hybridni druh B. mori, jehoz Zivot je plné zavisly na
lidské péci (Sehnal 2007). Bourec morusovy, jak ho zname, byl vyslechtén Kk tvorbé kokont.
Dospélci nejsou schopni letu a jsou celkové velmi malo pohyblivi. Také housenky malo lezou
a zlstavaji na listech, kterymi se Zivi. Maji znac¢nou spotiebu potravy a pted kuklenim vyuziji
asi 20 % celkové t&lesné biomasy na tvorbu hedvabi. V Ciné méla patronat nad hedvabim
cisafskd rodina. Za prozrazeni jeho vyroby ¢&i zpracovani cekal jedince trest smrti
(Cechmanek, Hrabak 2006). | pies tuto hrozbu se péstovani bource morusového a vyroba
hedvabi rozsitily ve 2. stoleti n. 1. do Japonska a Koreje, ve 4. stoleti do stfedni Asie a od 6.
stoleti bylo jiZ zndmo 1 na Peloponésu. O zékladech hedvabnictvi v Evropé vypravi povést,
podle které dva mnisi v 6. stoleti propasovali vajicka bource v dutinach bambusovych holi do
Cafihradu (dne$ni Istanbul) a odtud dale na zapad (Novak, Severa 1990). Hedvabi jako
tkanina vSak bylo v Evropé zndmé nejpozdéji od pocatku 2. stoleti, kdy ho piivazeli
obchodnici takzvanou hedvabnou stezkou. Tato stezka vedla z Ciny pies Bagdad a vychodni

Persii az do syrskych pfistavli, odkud hedvabi ptevazely lodé do Egypta a do Evropy.
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Hedvabi bylo i na tehdejsi poméry velmi drahym zbozim, jez si mohl dovolit jen ten
nejbohatsi. Cena byla vysoka hlavné v dusledku veliké vzdalenosti (ptes 11 tis. Km), po niz se
hedvabi dopravovalo. Proto byly ¢asté pokusy o ziskani vlastniho hedvabi. Od 8. stoleti je
produkce hedvabi znama v Spanélsku a od 13. stol. z Francie a Italie. U nés je obchod s
hedvabim znam od 14. stol., ale bourec morusovy se zde zacal chovat az v 17. stol. Na konci
19. stol. byla nejvétsim zpracovatelem hedvabi Francie a po ni Japonsko, kde ro¢ni produkce
hedvabi ¢inila 340 000 tun. | kdyz je dnes vyroba znacné€ mechanizovana, zistava pracnou a z
toho divodu produkuje soucasné Japonsko jen asi tisic tun hedvabi. Vyroba se presunula do
rozvojovych zemi, ve kterych je hedvabnictvi zdrojem obzivy pro mnoho milion lidi. Bourec
je v takovych zemich, napt. v nékterych oblastech Uzbekistanu, chovan za velmi primitivnich
podminek. Hedvabi zde vyprodukované se vyuziva napiiklad na $iti zupand, a tradi¢nich
plastu (Hyde 1984).

Duavodu pro pomalé rozsiteni chovu bource do Evropy a do svéta bylo vice, mezi
morusového. Nepostradatelnou rostlinou pro bource morusového je morusovnik, nejvice se
vyuziva morusovnik bily (Morus alba), pochéazejici z Ciny. Se za¢atky chovu bource v
Evropé se zacinal péstovat i moruSovnik, hlavné v teplejSich oblastech. Hedvabi pro svou
kvalitu a jisté prednosti bylo vyuZzivano naptiklad v Ciné jako cenina, obfadni roucha a spodni
pradlo samuraji. Vedle textilii se hedvabi vyuzivalo v chirurgii k $iti ran a za druhé svétové
valky bylo nepostradatelné pro vyrobu padaki (Hyde 1984). Protoze je hedvabi velmi pevné,
lze ho pouzit i pii vyrobé neprustielnych vest nebo pneumatik (Phillips a kol 2005). Dnes se
hedvabi nahrazuje syntetickymi vlakny, ale i tak ma svou nezastupitelnou roli. Vyroba je dnes
pfevazné v rozvojovych zemich, které poskytuji levnéjsi vyrobni naklady. Skoro 80%
veskerého hedvabi dnes pochdzi z Ciny, dal§imi velkymi producenty jsou Indie a Brazilie.
Objevuji se snahy o vyuziti geneticky modifikovanych bourct, ktefi by spiadali vlakno s
novymi kvalitami (Hyde 1984).

Kromé hedvabi se bourec morusovy ve vychodni Asii vyuziva v mediciné, kosmetice a
jako pochutina. Konzumace larev a kukel byla v Cing pisemné zaznamenana uz ped 3000 let
(Zhang, Zhang 2001). Z hlediska vyzivy jsou housenky a kukly bource velmi kvalitni
potravou, protoZe obsahuje dvakrat vice bilkovin a zakladnich aminokyselin nez veptové
maso (Xia, Zhao 2003; Chen a kol. 2002 a, b). Bourec obsahuje také mnoho vitamin,
hormont, chitin, mikroelementy a dalsi latky (Xiong, Chen 1999), které mohou byt vyuzité
jako strava pro kosmonauty (Yang a kol. 2009).



Housenky bource morusového produkuji hedvébi v paru snovacich Zzlaz, jejichz
spole¢ny vyvoj usti ve snovaci bradavce (spineretu) na dolnim pysku (labium). Z kazdé Zlazy
vychazi jeden hedvabny filament, ktery je pfevazné tvoren bilkovinou nazvanou tézky fibroin.
Je slozen z 15 riznych aminokyselin. Par filamentt je pii pfedeni stmelovano v jedno vldkno
bilkovinami zvanymi sericiny. Jeden kokon obsahuje az 2000 m hedvabného vlakna. Pfi jeho
zpracovani v8ak skoro polovina (pfevazné sericiny) piijde v nive¢. Aby bylo mozno vlakna
spradat a dale zpracovavat, je nutné je nejdiive odmotat z kokontl. Kukly, které¢ jsou uvnitt, se
usmrti horkym vzduchem a kokony se pak mohou skladovat v suchém prostiedi mnoho
meésict. Pti spradani se kokony asi na 5 min ponoii do slabé zasadité (mydlové) vody zahtaté
na 95 °C, ve které se odmyje &ast sericint (Cechméanek 2006; Terada 2002). Surové hedvébi
ma nazloutlou barvu a je bez lesku. K ziskani 1kg hedvabi je zapotiebi zpracovat 50 tisic
kokonti (Cechmének 2006).

1.4. Hedvabi v Zivo€isné Fisi

Hedvabi produkuje ptiblizné tfi sta tisic druhti ¢lenovet. Tvorové produkujici hedvabi
vyuzivaji jeho tvorby z rozliénych diivodii: opora spermii (Thysanura, Archeognatha), kryti
vajicek (Psocoptera, Coleoptera, Odonata, Embiophera a Neuroptera), kokon (Thysanoptera,
Hymenoptera, Coleoptera, Siphonaptera, Neuroptera), tkryt (Hemiptera) (10 Fletcher a kol
2002), tunely (Coleoptera, Embiophera), lov kofisti (coleoptera) a mnoho dalSich (Sehnal,
Akai i 1990; Craig 1997).

Komercéné se zdmotky vyuzivaji asi od deseti druhli housenek, ale stale se hledaji dalsi
moznosti (Sehnal 2007). Kromé nejznaméjsiho hedvabi z bource morusového zname dnes
mnoho dalSich, neméné vyznamnych druhi hedvabi pro ptreziti jejich majitelt, avSak méné
dilezitych pro ¢lovéka. Uz starovéci Rekové znali hedvabi z bource Pachypasa otus diive,
nez z bource morusového, a vyuzivali ho v 1ékafstvi. Vlastnosti téchto vlaken vsak nejsou tak
kvalitni. Krom¢ bourcti produkuji hedvabi i mnozi dalsi, napiiklad martinaCoviti
(Saturniidae). Z nejvyznamnéjSich martinaca jde zejména o martina¢e dubového (Antheraea
pernyi), martinace japonského (Antheraea yamamai), martinace hedvabného (Samia cynthia)
a také martinace Antheraea harti. Vsichni produkuji hedvabi, které vSak nema kvality
bourciho. Napiiklad martina¢ japonsky byl roku 1860 propasovan z Japonska do Francie a
dodnes je v mnoha oblastech Eurasie chovan. Jeho housenky se Zivi dubovym listim.
Martina¢ dubovy pochazejici z Mandzuska, kde se také dodnes hojné zpracovava. Jeho
hedvabi tvoti hnéda hrubsi vlakna. Z téchto vldken se Sije bézné obleceni. Vyskytuje se také v

Indii a Ciné v polodivoké formé, kde ke sbéru dochazi ve volné ptirodé. Tento druh se také
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zivi dubovym listim. Kromé téchto zminénych oblasti ho najdeme také na Ukrajin¢ a
severnim Kavkazu. Martina¢ hedvabny ma svij areal od Nepalu po Japonsko, od 19 stol. je
zastoupen i v Evropé. Jeho potravu piedstavuje ptaci zob (Ligustrum), Sefik (Syringa), ovocné
stromy riiznych druhi a pajasan (Ailanthus) (Cechmanek 2006).

Mnozi ¢lenovci tvoii hedvabi pro svou ochranu a lov. U dospélych pavouki je vlakno
snovano k lovu a mé podobu siti (slozené z nékolika typt hedvabi, rtizné na upevnéni, v
podob¢ silné¢ho vldkna, a rizné na vlastni sit’), do niz je lapana kofist, také mohou tvofit
kokony na vajicka. Vlakno k upevnéni sit€¢ je tak pevné, ze pied¢i vétSinu dnes uméle
piipravenych. Mladi pavouci nékterych druht ptfedou létaci vlakna, s jejichz pomoci se
nechaji unaset vétrem na nova stanovisté. Vyskytuji se zejména jako ,,babi 1éto” zacatkem
podzimu. Malé sité k zachyceni potravy piedou i larvy né€kterych chrostikd.

Pavouci jsou dokonali spfddaci. Maji az sedm typl hedvabi a odpovidajici pocet
snovacich zldz. Hedvébné vlakno pavouki roste neuvétitelné rychle na okraji snovaci zlazy z
rosolovité hmoty. Dochazi k tomu bez potieby organickych rozpoustédel, vysokych tlakl a
teplot, jaké jsou potfeba u umélych vlaken. VétSina pavoukl obnovuje pavuciny kazdy den.
Staré vlakno je externé natraveno a pozieno v tekuté formé&. Rozklad je stejné snadny a Setrny
k Zivotnimu prostiedi, jako vznik vlakna. Hedvabi je smési bilkovin a cukrii s piimési
tukovych latek a tak se velmi snadno rozklada. Pavouci stale opravuji a tkaji dalsi a dalsi site.
Dnes diky vyvoji, ktery jde rychle doptedu, byly pfipraveny bilkoviny hedvabi v bakteriich,
kvasinkach, nebo hlizach brambori. Komerénimu vyuziti se nejvice pfiblizila produkce
hedvabi pavouciho typu v geneticky modifikovanych kozach, do kterych byl pod promotorem
kaseinu vlozen synteticky gen. Pfislusna bilkovina byla sekretovana do mléka a pomérné
snadno z€asti vycCiSténa. Po vstiiknuti roztoku bilkoviny do metanolu bilkovina polymerovala

ve vldkno nazvané ,biosteel”, protoze bylo dostate¢né¢ pevné, aby uneslo véhu cloveka
(Sehnal 2007).

15. SloZeni a produkce hedvabi

Hedvabi produkované housenkami se sklada hlavné z fibroinu, z 20-30% sericind, 1%
soli a 2% voski. Vosky hraji nejspise roli vodniho odpuzovace v kokonu (Fourier 1979;
Voegeli a kol. 1993). Hedvabné vlakno se sklada ze dvou filamentt fibroinu, které jsou
stmelené sericiny (lizuka 1996; Cook 1964). Fibroiny i sericiny polymeruji, pfi ¢emz jsou
molekuly navic uspofadany do repetitivnich konformaci jako je a helix, B listu a zktizeného 3
listu (Komatsu 1996). Hedvabi vSech ¢lenovci je ektodermalniho puvodu (Sehnal, Akai

1990) a je skladovano Vv podobé hydratovaného gelu uvnitt bunc€k, nebo castéji v
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mezibunéénych prostorach (Rudall, Kenchington 1971). Gel polymerizuje v nerozpustna
vlakna, jakmile ptichazi do kontaktu s vnéjsim prostfedim (Willis a kol. 2005). Hedvabi je
produkovano u riznych druhl ¢lenovcl Vv rozdilnych tkénich, jako jsou dermélni zlazy
(Thysanura, Archeognatha a Embiophera), Malpigické trubice (Coleoptera, Ephemenoptera a
Neuroptera), piidatné pohlavni Zzlazy (Coleoptera, Neuroptera a Mantodea), stievo
(Thysanoptera) (Akai, Nagashima, Aoyagi 1993) a labialni zlazy (Lepidoptera, Trichoptera,
Psocoptera, Siphonaptera, Hymenopter a Diptera) (Sehnal, Akai 1990, Craig 1997). Také
aminokyselinové slozeni hedvébi je u riiznych druhtt hmyzu rizné: Bombyx mori (Zurovec,
Sehnal 2002) 45, 9% Gly a 30, 2% Ala, Cotesia glomerata (10 61) 38,4% Asn a 32,6% Ser,
Chironomus tentans (Case a kol. 1997; Willis a kol. 2005) 21, 4% Ser a 39, 0% His, Arg a
Lys. Jak je z téchto ptikladd patrné, slozeni je zna¢né odli$né.

Snovaci zlazy bource morusového: SZ slouzi k produkci
hedvabi a vznikly nezavisle u nékolika skupin ¢lenovci. Mohou
byt primarné¢ vzniklé, jako epidermdlni vnofeny organ u ASG
klepitkatci ¢i snovatek, nebo druhotné, jako odvozeniny z
labiadlnich a v mens$i mife jinych Zlaz hmyzu. Snovaci Zlaza
bource morusového je pfeménéna labialni zlaza. Je vytvotenaz MSG
jednovrstevného tubularniho zlaznatého epitelu s dvéma fadami
bun¢k obklopujicich lumen, podélné rozdéleného na tii celky:
zadni (PSG), stfedni (MSG) a piedni (ASG). Buiiky snovaci PSG

zlazy jsou vysoce polyploidni s rozvétvenym jadrem a s

¢etnymi jadérky (Mondal a kol. 2007). Dvé snovaci Zlzy se  Obr. 3. Struktura snovaci Zlazy

bource  morusového. Foto

spojuji dohromady blizko vyvodu na snovaci bradavce, odkud Masahiro Tomita (2011)

se vyluéuje hedvabné vlakno (Magoshi a kol. 1985; llzuka

1985). Snovaci zlaza (SZ) se tihne podél travici trubice.

(Mondal a kol. 2007) Fibroiny tvotici osovy filament hedvabi jsou exprimovany pouze v
PSG, zato lepici proteiny v MSG. Funkce ASG neni zcela objasnéna (Zurovec a kol. 1998;
Nirmala a kol. 2001 a, b). U bource morusového je MSG dlouha kolem sedmi centimetr a
obsahuje kolem 300 bun¢k. ASG méii kolem dvou centimetrti a je slozena asi z 250 bunek,
PSG je asi 15 centimetrti dlouha a obsahuje piiblizné 500 bunek (Akai a kol. 2005). Uvedené
podty bundk vytvateji SZ od jejiho vzniku v embryonalnim vyvoji — pak SZ roste jen
polyploidizaci (Akai, 1984). BEéhem postembryonalniho vyvoje dochazi ke znaénému zvétseni
714z (Ono 1951). Nejvétsiho riistu dosahuje SZ v poslednim larvalnim stadiu. Velikost zlazy
se zvetSuje 0d 4% do 40% vahy téla (Sehnal, Akai 1990) u Galleria mellonella roste z 5,5%
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na 21% (Sehnal et al. 1983). Funkce SG je stimulovana mozkovymi neurohormony a sekrece
vlakna je téz pod kontrolou juvenilniho hormonu a ekdysteroidi (Sehnal, Akai 1990).
Fibroinova osa hedvabného filamentu je u B.mori, B. mandarina, G. mellonella,
Dendrolimus spectabilis a Papilio xuthus skloZena ze tii proteini tézkého, lehkého fibroinu a
jedné molekuly P25. L fetézec a P25 nebyly detekovany u Antheraea yamamai, A. pernyi a
Samia cythia ricini (Tamura, Kubota 1989; Tanaka, Mizuno 2001). P25 je u bource m. spojen
s L a H fetézci nekovalentnimi vazbami (Inoue a kol. 2000). Fibroiny jsou tvofeny v PSG a
odtud transportovany do MSG, kde jsou skladovany jako viskozni gel obsahujici 20-30%
proteinu. Sericiny jsou tvofené v MSG a obklopuji sericiny, avSak nemisi se s nimi. Proteiny
jsou posunovany do ASG, kde jsou koncentrovany a startuje zde sptadaci proces (Magoshi a
kol. 1985). Béhem tohoto procesu fibroiny prodélavaji fadu piemén fazi: z gelu na koloidni
roztok sol, ten na tekuté krystaly, ty na vlakna, ktera jsou pod ptisnou kontrolou pH (Tanaka a
kol. 2001, Dicko a kol. 2004), mnohych kationtd (monovalentni i bivalentni) (Ochi a kol.
2002), vodniho obsahu (dehydratace) a rozsahové tekutosti (Foo 2006). Tyto upravy vedou k
tvorbé finalniho vlakna a optimalizaci energetické efektivnosti, podpotfenim transportu a
skladovanim fibroint (llzuka 1985). Béhem spiadani je fibroinova molekula pii priachodu
zuzujicim se vyvodem SZ vystavena tlaku, ktery vede k uspofadani molekul. Priichod ASG je
spojen s dehydrataci a prechodem z tekuté krystalinni faze na pevnou. Fibroin, diky
amfifilickému motivu a hydrofobnim bloktim s hydrofilnimi koncovymi bloky (Zhou a kol.
2000; Jin, Kaplan 2003) muze zaujmout n¢kolik konformaci: z bunék je vyluovan v
micelach (Jin, Kaplan 2003) a v lumenu zlaz vykazuje tekutou Kkrystalinitu (lizuka 1964;
Kerkam a kol. 1991; Knight, Vollrath 2002; Knight, Vollrath 2001), odpovédnou za
polymeraci a orientaci molekul. Pti¢ny tlak spoluptisobici se soli, pH a sericiny jsou
povazovany za nezbytné soucasti v tvorbé fibroinu a uspofadani vlaken. Role pH a soli (K",
Na* a Ca2") na fibroinovou reologii byla studovana (Ochi a kol. 2002; Terry a kol. 2004;) v
jako naptiklad glykoprotein P25 k zformovani zakladni jednotky (EU) (Inoue a kol. 2000).
SG je béhem metamorfozy bud’ z¢asti pfeménéna na zlazu s jinou funkci, nebo je zcela

odbourana.

1.6.1. Fibroiny
fibroiny tvofici hlavni slozku hedvabi jsou u bource moruSového hojné zkoumany a jsou
rovnéz hlavnim cilem genetickych modifikaci (Capello a kol. 1990; Capello 1990). Fibroiny

jsou tvoteny v PSG (Lucas, Rudall, 1968; Gamo a kol. 1977 ), v jejichz lumenu jsou pfitomny
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v koncentraci 12-15%. Fibroinovy komplex glykoproteint je slozeny z 6 molekul lehkého (L)
a 6 molekul té¢zkého (H) fetézce o velikostech piiblizn¢ 391 kDa (Zhou a kol. 2000)a 25 kDa,
kovalentné spojenych disulfidickymi mustky (Tanaka a kol. 1999; Yhou a kol. 2000; Inoue a
kol 2000). Tteti komponentou komplexu je protein nazvany P25 nebo také fibrohexamerin.
Pro tvorbu filamentu je podstatné slozeni H-fibroinu. V jeho repetitivni sekvenci se vyskytuji
krystalni i amorfni domény. Amorfni domény jsou charakteristické ptitomnosti velkych
aminokyselin (napf. tyrosin), zatimco krystalni obsahuji velké mnozstvi alaninu, glycinu a
serinu (Vogeli a kol. 1993). Primarni struktura H fetézce je charakteristicka repetitivnimi
hydrofobnimi sekvencemi: GAGAGS, GAGAGY a GAGAGVGY, odpovédnych za
antiparalelni formaci B listd uvnitf stocenych vlaken (Zhou a kol. 2000; Mita a kol. 1994).
Formace B listu pfispiva k unikatnim mechanickym vlastnostem a stabilit¢ vyptfedenych
vlaken (Cuniff a kol. 1994). Gen pro H fibroin je na 25. chromosomu (Kimura a kol. 1985) a
obsahuje 1 intron. 5" konce, kodujici oblasti tohoto genu, jsou v ramci fadu Lepidoptera
konzervovany. Smérem od TATA boxu (-30 k -24) je 5" oblast (od A do E, A je nejblize)
pokryvajici 200 bp dilezita pro maximalni Groven transkripce. C, D a E maji okolo 30-40 bp
a jsou zna¢né A, T bohaté (80%). Obsahuji 10 bp opakujici se repetitivni sekvenci podobnou
konzervované sekvenci pro vazani, jako jsou u Drosophila homeodomenové poteiny(Hoey,
Levine 1988; Desplan a kol. 1998). Prvni exon je maly (67 bp) nasledovany intronem (971
bp), ptispivajicim Kk transkrip¢ni regulaci (Takyia a kol 1997) a druhym exonem, jezZ je vétsi
(15750 bp). Repetitivni oblast ma vysoky obsah GC (piiblizné 63%). Odvozena
aminokyselinova sekvence obsahuje 5263 aminokyselin a ma molekularni hmotnost 391367
Da a izoelektricky bod 4,22 (Zhou a kol. 2000). Gage a Maning (1980) navrhli model velké
krystalni struktury pferuSené mensSimi amorfnimi strukturami. Souhrnnd genova struktura H
fibroinu Bombyx mori je identicka s H fibroinem Galleria melonella. Dalsi TATA box (-49 az
-43) byl zjistén v 5” stoupajici oblasti, ziskanou ndhodnou mutaci. Standartni TATA box je
pravdépodobné vyuzivan na zacatku larvalniho vyvoje, kdyz transkripce zacind. N a C
sekvence terminalnich oblasti B. mori, G. mellonela a A. yamamai maji velkou homologii
mezi signalnimi peptidy a mensi u druhého exonu (Fedi¢ a kol. 2002). Disulfidické spojeni L
a H fetézce (Yamaguchi a kol. 1989; Tanaka a kol. 1999b) je podstatné pro efektivni sekreci
fibroinu, jak bylo demonstrovano u mutace ,,naked pupa“ (Takei a kol. 1987; Mori a kol.
1995). Gen pro L fibroin je u bource morusového lokalizovany na chromosomu 14 (Kimura a
kol. 1985) a jeho cela délka je 13472 bp. Kodujici oblast genu je sloZena ze sedmi exond.
Regulac¢ni 5'prilehld oblast obsahuje kanonicky TATA box a CAAT jevici podobnost s 5

oblasti H fibroinového genu. Prvni exon obsahuje 41 bp nekddujici a 36 bp kddujici oblast
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(Yamaguchi a kol. 1989). Prvni intron je velky 8145 bp a tvofii okolo 60,5% celkové délky
genu (Kikuchi et al 1992) a obsahuje mnoho repetic (Adams a kol. 1986, Wilson a kol. 1988).
L fibroinové homologie byly nalezeny u G. mellonela (Zurovec a kol. 1995), D. spectabilis a
u P.xunthus (Tanaka, Mizuno 2001).

1.6.2. P25

P25 je N-glykoprotein, ktery je podstatny pro vytvoreni komplexu H a L fibroinu, se
kterymi P25 interaguje nekovalentnimi vazbami (Tanaka a kol. 1999a). Gen P25 bource
moruSového je 3500 nt (nukleotidi) dlouhy a zahrnuje pét exont s 1173 nt (Couble a kol.
1985; Chevillard a kol. 1986). Regula¢ni 5” oblast je podobna jako u H fibroinovému genu S
mnoha bloky homologie se sekvencemi, které spojuji kanonickou TATA sekvenci a CAAT
box (Couble a kol. 1985). G. mellonella ma podobny P25 jako Bombyx mori (Yang a kol.
1998.) Geny P25 byly izolovany z B. mori, B. mandarina a P. xuthus. Identita mezi B. mori
P25 a P25 homology u D. spectabilis, G. mellonella a P. xunthus je piiblizné 50% . U B. mori

a B. mandarina je rozdil pouze v jednom aminokyselinovém zbytku (Tanaka a Mizuno 2001).

1.6.3. Nizkomolekularni bilkoviny hedvabi

Elektroforetické¢ analyzy hedvabi odhalily pfitomnost mnoha minoritnich proteind
(Sasaki, Noda 1973; Shimura a kol. 1976; Kodrik 1992). Akai (1997) poukazal u motylich
kokonii na dv€ zajimavé vlastnosti: nejsou napadany bakteriemi, hmyzem, houbami, ani
rozto¢i a housenky uvnitf jsou vzacné obéti predatori a netrpi nemocemi bchem stadia
premény. Predpoklada se, Ze nckteré proteiny maji antimikrobidlni vlastnosti a nékteré
zabranuji predatorim konzumovat kokony s housenkami uvniti. Pouziti technik RT-PCR a
EST Databaze (Mita a kol. 1999) odhalilo dvé neptibuzné nestrukturalni skupiny proteint.

Seroiny a proteazové inhibitory.

1.6.3.1. Seroiny

Nejdiive byly tyto nizkomolekuldrni komponenty charakterizovany u zavijece
voskového G. mellonella a nazvany seroiny (Nirmala a kol. 2001a). Poté se nalezl homolog u
B. mori (Nirmala a kol. 2001b). G. mellonella ma pouze jednu kopii seroinového genu,
exprimujici 1.2 kb mRNA, ktera koduje protein o velikosti asi 23 kDa. (Zurovec a kol. 1998).
U bource moruSového se nalezly dva geny. Genu seroin-1 odpovida ¢cDNA o 769
nukleotidech a protein o 108 aminokyselinach. Komletni cDNA genu seroin-2 obsahuje 1413

nukleotidd, které koduji 112 aminokyselinovych zbytkt. Proteiny jsou exprimovany soubézné
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v PSG a MSG a homologické proteiny z jinych organizmu nejsou znamé. Seroinové geny B.
mori ziejmé vznikly genovou duplikaci nasledovanou mnoha delecemi a bodovymi mutacemi
(Nirmala a kol. 2001a). V porovnani galeriovych a bour€ich seroint mizeme pozorovat
podobnost v signalni peptidové oblasti a v N terminalni oblasti u sekretovanych proteind.
Podobnosti mohou byt také nalezeny v pozicich malych aminokyselinovych zbytkt blizko
karboxylového konce proteinu. Ale hlavni oblasti tfi serointi si nejsou podobné, C0z naznacuje

genovou riznorodost (Fedi¢ a kol. 2002).

1.6.3.2. Proteazové inhibitory

Druhou skupinou nizkomolekularnich latek objevenou a popsanou u B. mori, je skupina
dvou tfid proteinovych inhibitord. Az pozd¢ji se objevili homology i u G. mellonela. Jako
prvni byla popsana netplna sekvence BmSPI1 (Kurioka a kol. 1999). Kompletni cDNA je
394 nukleotidi dlouha a koduje maly protein piiblizné 6 kDa, zahrnujici 76
aminokyselinovych zbytkt. Vykazuje strukturalni znaky inhibitort Kunitzova typu. Druhy
maly peptid je pojmenovan BmSPI2 a patii mezi inhibitory Kazalova typu (Kurioka, Hirano
1995). Cela ¢cDNA je 411 nukleotidi dlouha a koduje maly protein piiblizné 4.7 kDa velky,
obsahujici 66 aminokyselin. BmSPI1 protein se zna¢né podoba obdobnému inhibitoru G.
mellonela GTI1 (55%), a BmSPI2 homologu GTI2 (44%). Piedpoklada se, Ze se oba
proteinové inhibitory BmSPI1 a 2 podileji na ochrané kokonil proti predatorim a mikrobtim

(Nirmala a kol. 2001b).

1.6.4. Sericiny

Sericiny jsou tvofeny ve stiednim oddilu snovaci zlazy bource (MSG) (Lucas, Rudall,
1968; Gamo a kol. 1977). Jedna se o albuminové proteiny S vysokym obsahem serinu (25-
30%) (31 Case a kol. 1994). Vétsina ostatnich aminokyselin je rovnéz polarnich. U bource
morusSového je zastoupeni serinu a aspartové kyseliny piiblizné 33,4% a 16,7% (Yu-Qink
2002). Velké zastoupeni hydrofilnich aminokyselinovych zbytkd propujéuje sericinim
rozpustnost v horké alkalické vodé. (Komatsu 1975 a Gamo a kol. 1977). Celkové mnozstvi
hydrofilnich aminokyselin v sericinu je 45.8%, z nichz je 42,3% polarnich aminokyselin a
12,2% nepolarnich aminokyselinovych zbytkt. (Vogeli a kol. 1993; Shaw, Smith 1951)
Izoelektricky bod je néco kolem 4.0 diky vice kyselym, nez zasaditym aminokyselinovym
zbytkiim (Vogeli a kol. 1993). Velikost izolovanych sericinovych molekul zavisi na teploté,
casu a pH (Yu-Qink 2002). 6-15 typu sericinovych proteinti bylo extrahovano z hedvabi
bource (Gamo a kol. 1977; Sprague 1975). Nékteré vychazeji ze stejného peptidu, ale maji
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jiny stupen glykosylace. (Grzelak 1995). U bource byly pIn¢ sekvenovany sericinové geny
Serl, Ser2 a Ser3. Sericiny jsou flexibilné spojeny s hedvabnymi filamenty a dé€laji hedvabi
tipytivym a semitransparentnim (Terada a kol. 2002). Sericinova frakce hedvabi je slozena z
na prvni pohled rozdilnych, ale jinak v celku podobnych peptidii charakteristickych jejich
rozpustnosti v horké vodé a vysokym obsahem serinu (Lucas, Rudall, 1968; Gamo a kol.
1977). Mnoho lidi se pokouselo izolovat sericiny z kokont, vzdy s jinym vysledkem. Mosher
(1934) extrahoval sericiny vrouci vodou pii ph 4.1. Komatsu (1975) a Simizu (1941) se
pokouseli ziskat sericiny na zakladé ruzné rozpustnosti ve vafici vodé. Gamo (1973) vsak
zjistil, Ze jsou sericiny degradovany varici se vodou. Rozpustnost zavisi také na slozeni
sericint, jestli jsou v B listu, nebo v a nesouvislé svinuté struktuie. Vyssi je v o nesouvislé
struktufe a také pokud se pfida poly (Na akrylat) (Kataoka 1977; Zhu a kol. 1995). Na
extrakci sericini lze také pouzit enzymy jako alkylazy nebo alkalinni proteazy.(Pak 1977)
Velikost extrahovanych sericint je mezi 65- 400 kDa (Prudhomme a kol. 1985; Couble a kol.
1987; Sinohara 1979; Gamo 1982). Sericiny maji velky alelicky polymorfismus. Serl a Ser2
produkuji velmi rozdilné proteiny diky pritomnosti alternativnich sestfihti genovych
transkriptd (Okamoto a kol. 1982). Sericinové transkripty jsou nalezeny béhem svlékani a

dosahuji maximalni arovné par dnt pied spradanim kokonu. (Ishikawa, Suzuki 1985)

1.6.4.1. Sericin 1 (Serl)

Serl byl ¢aste¢né klonovan a sekvenovan pted vice nez 20 lety (Okamoto a kol. 1982;
Michaillea kol. 1986). Kompletni struktura byla dokoncena (Garel a kol. 1997). Serl je slozen
z 9 exonu (Okamoto a kol. 1982; Michaille a kol. 1986) a je 23 kb dlouhy. Mechanismus
alternativniho sestfihu primarniho transkriptu generuje 4 rizné mMRNA (Hamada a kol. 1987,
Michaille a kol. 1989): 10.5, 9.0, 4.0 a 2.8/ 2.9kb dlouhé useky (Michaille a kol. 1986; Fedi¢
1996). Sestiih (Garel a kol. 1997) primarniho transkriptu 10.5 kb je tkanové a vyvojoveé
specificky (Michaille a kol. 1990a; Hamada a kol. 1987; Michaille a kol. 1989; Couble a kol.
1987). Ser 1 polypeptidy maji od 76 do 330 kDa, véetné jedné nebo dvou repetitivnich
sekvenci s vysokym dilem serinovym repetic a dalSich ¢asti bez repetic. (Couble a kol. 1987,
Michaille a kol. 1990). Béhem patého instaru je Serl transkribovan pouze ve 150 bunkach
MSG. Zatimco tsek 2.8 kb mRNA je tvofen stale ve 42 bunkach prilehlych k PSG, 4.0, 10.5 a
9.0 kb useky mRNA jsou tvofeny jeden po druhém ve zbyvajicich bunikach (Michaille a kol.
1990a). Vsechny c¢tyii mRNA obsahuji exony 1,2,7,8 a9 a maji identicky 3" a 5 konec.
(Michaille a kol. 1986). Exony 3,4,5 a 6 jsou alternativni. (Garel a kol. 1997). Tyto vlastnosti
tvofi ze Serl dobry model pro studium sestfihu. Kompletni sekvence cDNA Serl je (EMBL
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Z48802) (Garel a kol. 1997). Velké centralni alternativni exony koduji vnitini repetitivni
sekvence. Velky centralni exon ma 60 kopii 38 aminokyselinové opakujici se oblasti (10
Garel a kol. 1997). Exon 6 je nejvétsi. Ma velikost pfiblizné 6,5 kb, a je charakteristicky 114
bp motivem, ktery se ptiblizné 60x opakuje. (Okamoto a kol. 1982). Repetice Serl proteini
maji vysoky obsah P listd v sekundarni struktuie.(Garel a kol. 1997). Proteiny M a P
detekované v extraktech sericinii (Takasu a kol. 2005) nejspise vychazeji ze Serl. Obsahuji
vysoky podil serinu, glycinu a asparaginu z asparagové Kyseliny (Takasu a kol. 2002).
Produkty Serl jsou detekovany po druhém dnu posledniho instaru a jejich hladina vzrista az
do Sestého dne (Takasu a kol. 2010).

1.6.4.2. Sericin 2 (Ser2)

Gen Ser2, ktery byl lokalizovan na chromosomu 11 (Gamo 1982), obsahuje kolem 11
exonu a je vysoce polymorfni (Michaille a kol. 1990a,b; Kludkiewicz a kol. 2009). Ser2
koéduje dvé mRNA: jednu o velikosti 6.4, 5.4 nebo 5.0 kb (alelicka variabilita) a druhou 3.1
kb, ktera je pfitomna u larev vSech haplotypt (Michaille a kol. 1990 a, b,). Z velké mRNA je
zfejmé odvozen S2 polypeptid, ktery je pfiblizné 226.5 kDa velky a je tvofen v anteriorni
¢asti MSG (Gamo 1982; 17 Hou a kol. 2007). Pro Ser2 proteiny je typicka repetice
(ALTEKAKPNDRSPSHKDT) (Michaille a kol. 1990a,b). Sekundarni struktura a zptisob
piedpokladané polymerizace neni znam. Neni zcela vylouceno, Ze se podili na blokovani
polymerizace a pridrzuje kokonova vlakna pohromadé (Takasu a kol. 2007). Ukazuje se, ze
produkty Ser2 nejsou hlavni slozkou v obsahu kokonu (Takasu a kol. 2010) a Ze dochazi ke
ztraté produkti Ser2 v MSG. Repetitivni motivy jsou slozeny z 15 aminokyselin, z nichz
pouze dvé jsou serinovymi zbytky. Exprese Ser2 byla zaznamenana nejvice v priabehu tietich
a Ctvrtych instar. Nejvyssi trovné dosahuji Ser 2 proteiny Ctvrty den patého instaru a Sesty
den jiz nejsou nalezeny. Zatimco sericin 1 a 3 jsou exprimovany v kratké periodé pii snovani
kokonu, Ser2 je exprimovan kontinualné vyjma tohoto kratkého obdobi. Sericin 2 tvofi
uvazuje o podpore ekdyse a opote pii krmeni (Takasu a kol. 2010). Sericin dva je bohaty na
nabité zbytky jako je lysin, kys. glutamova , asparagova a argininin. Tyto zbytky naznacuji, ze
repetitivni oblasti sericinu netvoii B list (Levitt 1978). Jelikoz neni potieba tvorby tuhé
struktury sericinu v kokonu, neni na pfichyceni k podkladu tieba zapotiebi p list (Kludkiewicz
a kol. 2009).
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1.6.4.3. Sericin 3 (Ser3)

Sericin byl objeven v databazi KAIKOBase (http://kaikoblast.dna.affrc.go.jp/; Mita a
kol. 2004), pii hledani genu kodujiciho ¢astecné sekvenovany protein oznacovany Sericin A.
Bylo potvrzeno, Ze se gen exprimuje vyhradné v anteriorni ¢asti MSG a produkuje 4,9 kb
transkript. Primarni struktura polypeptidu koédovaného Ser3 genem souhlasi s
aminokyselinovymi sekvencemi peptidi ziskanych ze sericinu A (Takasu a kol. 2005).
Aminokyselinové slozeni Ser3 peptidu a sericinu A souhlasi a proto bylo odvozeno, ze Ser3
koduje sericin A protein (Takasu a kol. 2007). Sericin 3 polypeptid obsahuje na serin bohatou
repetitivni oblast, ktera byla nalezena i u peptida Ser 1 (Okamoto a kol. 1982, Garel a kol.
1997). Ser3 je slozen z 1271 aminokyselinovych zbytki a 18 zbytkti na N konci, které maji
nejspise funkci signalniho peptidu (Gamo a kol. 1997; Garel a kol. 1997; Takasu a kol. 2002).
Ser3 obsahuje 3 exony koédujici z velké ¢asti repetice, slozené z 86 a 8 aminokyselin.
Sekundarni struktura naznacuje ptitomnost B listd, avSak nizsi, nez u Ser 1 (Takasu a kol.
2007). Struktura Ser3 naznacuje, ze je vice hydrofilni, nez Serl (Garel a kol. 1997). Diky
tekutosti se Ser3 protein vyskytuje ve vnéjsi vrstvé roztoku protein v lumenu snovaci Zlazy,
kde se uplatni jeho nizka schopnost krystalizace, vysoka tekutost a resistence k tuhnuti
(Kataoka, Uematsu 1997). Takasu a kol. (2007) nemohou vysvétlit, pro¢ se lisi velikost
Sericinu A od polypeptidu dedukovaného z cDNA. Sericin A ma 230 kDa, naproti tomu ma
Ser3 polypeptid jen 120 kDa. MiiZe to byt zpisobeno unikatnim aminokyselinovym slozenim,
jak je naznaceno napiiklad u Huang a kol.(2003), nebo sekundarni modifikaci proteinu.
Sericin A je nerozpustny v teplé vod¢. Ser3 proteiny se zacinaji tvofit od Sestého dne patého

instaru @ maxima dosahuji sedmy (Takasu a kol. 2010).

1.7.  Sericiny a jejich aplikace

Dnes se nachézi dal$i a dalSi uplatnéni sericinli diky jejich jedine¢nym vlastnostem.
Sericiny maji schopnost tvorby gelu. Jednoprocentni vodny sericinovy roztok tvoti gel pti pH
6 az 7, pii pokojové teploté a tato rychlost vzrustd se vzrlstajici koncentraci sericini a
teplotou (Hirabayashi a kol. 1989; Hu, Zhu 1997; Zhu a kol. 1991). Pii pfidani latek jako
pluronik nebo karbopol poskytuji stabilni gel (Padamwar, Pawar 2003). Pii vyrobé¢ je
ziskavano 50000 tun sericini jako odpadni produkt, ktery je mozno vyuzit (Zhang 2002).
Jednou z moznosti je nahrada teleciho a plodového bovinniho séra (FBS) v tkanovych
kulturach. Tato séra mohou totiz obsahovat viry, priony nebo bovinni spongiformni
encefalopatii (BSE), jeZ mohou byt hrozbou pro ¢lovéka. Potieba riznych sér pro rizné typy

bunék zvysuje naklady, které by odpadly pii pouziti universalnich sericini (Terada a kol.
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2002). Jiz jsou vytvoteny fady médii bez séra, v nichZ se uplatiiuji tfeba albumin, nebo
insulin, ale nejde o univerzalni média (Chang a kol. 1980; Murakami 1984). Testovani
sericini na bunééné Kultury ukazalo v nékterych piipadech stimula¢ni vliv a to vcetné
hybridnich bunék (Terada a kol. 2002). (Minomura a kol. 1995) ukazal, Ze film ze sericini
zajistil ptichyceni a proliferaci mySich fibroblasti L-929. Sericiny pusobi jako antioxidanty
proti lipidové peroxidaci (Kato a kol. 1998) a také jako inhibitor karcinogeneze nastartované
bunéénym stresem u mysiho tlustého stieva (Sasaki a kol. 2000a). Sericinova dieta prispiva k
lepsi dostupnosti kovovych iontt z potravy u krys (Sasaki a kol. 2000b). Rekombinantni
sericin zvysSuje mrazovou odolnost u E. coli (Tsujimoto a kol. 2001). Hned pfi vyrobé hedvabi
se extrahované sericiny mohou uplatnit jako barvivo (Terada a kol. 2002). Sericiny s nizkou
molekularni hmotnosti pod 20 kDa nebo hydrolyzaty maji uplatnéni v kosmetice (péce o vlasy
1 pokozku), zdravotnich produktech a jako léky. Sericiny s vys§i molekulovou hmotnosti nez
20 kDa se mohou pouzit na lékafské biomaterialy, odbouratelné biomaterialy, funkéni
biomembrany, slozené polymery, funkéni vldkna, hydrogely a tkaniny. Nizkomolekularni
sericiny se ziskavaji ve studené vod¢ v diivéjsim stadiu snovani hedvabi, na rozdil od
vysokomolekuldrnich, kde je to naopak. Sericiny jsou uZite¢né i pro zhodnoceni kvality
polyesteru, polyamidu a polyolefinu. Uplatnéni nachazi také jako povlak nebo do smési pro
pfirodni a uméla vldkna, plasty a polymery. Sericiny samotné, nebo kombinované s fibroiny
jsou uzivany v péci o vlasy, pokozku a nehty. Pfi jejich pouziti v pletovych vodéach, krémech
a mastickach se zvysi elasticita kiize a vysledky vykazuji také protistarnouci a protivraskové
ucinky. (Voegeli a kol. 993; Yamada a kol. 1998; Ogawa, Yamada 1999; Henne Hoppe
1986). Padamwar a kol. (2002) poukazali na zvlhéujici vlastnosti sericinového gelu, které se
projevily snizenim odporu kiize a obsahem hydroxyprolinu ve zrohovatélé vrstvé klize pfi
hydroxyprolinové zkousce. Prasek obsahujici 5-30% sericinu a 70-95% fibroinu po naneseni
filmu na pokozku pusobil antistaticky a zvySoval vlhkost. (Kirikawa a kol. 2000). Hydrolyzat
sericinu pusobi kladné na zanéty kiaze. (Yasuda 1998). Sericin v opalovacim krému posiluje
efekt UV filtru jako je triazin a ester kyseliny skoficové.(Yoshioka a kol. 2001). Vlasové a
koupelové ptipravky s pifimési sericinu redukuji poSkozeni vlast navazdnim se na povrch.
(Hoppe 1984). Sericinové hydrolyzaty jsou ucinné také jako kondicionéry.(Hata 1987).
Biodegradabilni materialy- Biodegradabilni materialy mohou byt vyrobeny jako
kombinace sericinti s pryskyficemi (Annamaria a kol. 1998). Polyuretanové pény zahrnujici
sericin maji dobré vlhkost absorbujici a uvoliiujici vlastnosti (Nomura a kol. 1995). Polymerni
filmy, pény, lisované pryskyfice a vlakna obsahujici sericin (0.01- 50 %). Dalsi procedury
naznacuji pouziti sericinu obsahujici polyurethan s vyjimeénymi mechanickymi a termalnimi

14



vlastnostmi.(Hatakeyama, 1996). Vysledny polyurethan mize byt formovan do filmu, vlaken,
nebo tvarovanych objekti. Polyurethan je levny, nebot’ obsahuje odpadni sericin. Metody na
produkci dal$ich polymert ze sericinti byly publikovany v (Fujita a kol. 1998; Sumitomo a
kol. 1997).

Membrany - Tyto produkty slouzi piedevsim Kk separaci latek v roztocich (reversni
osmosa, dialyza, ultrafiltrace a mikrofiltrace), napt. pfi odsolovani vody, c¢isténi vody, v
biologickych (Chisti 1998) a chemickych procesech. Sericiny s fibroiny mohou byt pouzity na
tvorbu membran na separacni procesy. Samotny sericin nemuze tvofit membranu, ale jako
kopolymer ano. Sericin obsahuje velké mnozstvi aminokyselin s polarnimi neutralnimi
funk¢nimi skupinami. Membrany se sericiny jsou proto hydrofilni a trvale propustné pro vodu
v tekutych vodnich organickych smésich. Mizoguchi a kol. (1991) popsali membranu s
navazanym sericinem na dalsi latky pro pouZiti na separaci vody a ethanolu. Vysledny film je
jen 130 um silny. Akrylonitril se sericinem pouzity na vyrobu filmu oddéluje organické latky
od vody. (Yamada, Fuwa 1993a; 1994). Yamada a Fuwa (1993b) piipravily trojvrstevnou
membranu ze sericinu, epoxidové slozky a jesté jedné komponenty na déleni racemickych
smési. Gelovy material produkovany jako smés agaru nebo agarosy se sericinem, 20 kDa,
miuze odd¢lit alkohol etherové smési.(Yoshikawa a kol. 2001a).

Funk¢ni Biomaterialy - Je velice obtizné vnést sericin do membrany, ktera je dost
pevna a elastickd. Jednou z moznosti je vyrobit nezavisly film ze sericinu, ktery se pfipoji k
membrané. Nakajima (1994) objevil, Ze film ze sericinu poloZeny na vrstvé tekutych krystali
mize orientovat molekuly krystalil a zajiSt'ovat pokiiveni displeji s tekutymi krystaly. Sericin
jako film se pouziva na povrch chladicich zatizeni, kde se uplatiuje jeho protimrznouci efekt
(Tanaka 2001). Uziti takového filmu by mohlo byt uzite¢né na silnicich, aby mraz nenicil
jejich povrch, do lednic¢ek a podobné. Sericin miize byt pouZit jako nosi¢ barev a jako ochrana
pro rizné predméty. Materidly zahrnujici sericin jsou permeabilni, pfi schnuti, neméni tvar a
dobie odolavaji vlivim pocasi. Film s 10-30% sericinu ma dobré termalni a mechanické
vlastnosti. Namichany hydrogel ze sericinu nebo fibroinu a polyvinyl alkoholu absorbuje
dobfe vodu a ma uvolnujici a elastické vlastnosti (Yoshii a kol. 2000). Tento hydrogel mtze
byt pouzit na semena rostlin., medicinské materialy a obvaz na zranéni. V roce 1978 Miyairi a
Sugiura oznamily vyuziti smiSenych sericini na film pro enzymovou imobilizaci s
glutaraldehydem jako jednou z komponent. Tepelna stabilita, elektroosmoticka resistence a
stabilita imobilizované B-glukosidazy na filmu se sericinem byly vyssi, neZ na volny enzym.
Mnoho autorti naznacilo vyuziti sericinu pro enzymovou imobilizaci (D Asakura a kol1992 a
Demura a kol. 1992, lwamoto a kol. 1995).
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Lékarské biomaterialy - Membrany slozené ze sericinu a fibroinu jsou efektivnim
substratem pro bunécnou proliferaci pfilnavych zvifecich bun¢k a mohou byt vyuzity jako
substrat pro kolagen. Minoura a kol. (1995) a Tsukada a kol. (1999) zkoumali pfichycovani a
rust zvifecich bun¢k na filmu ze sericinu a fibroinu. Pfichyceni bunc¢k bylo zavislé na
udrzovani minimalné¢ 90% zastoupeni sericini v membrané. Sericinové a fibroinové filmy
umoziuji prostupnost pro kyslik a je nadéje, ze diky této vlastnosti se uplatni pfi vyrobé
umélych rohovek (Murase 1994), kontaktnich ¢ocek, cév a podobné. Sericin polymerizovany
s PAA (polyakrylova kyselina) a akrylamidem muize absorbovat vlhkost az 180 x vice, nez
vazi (Akiyama a kol. 1993). Absorbujici schopnost sericinu se zvySi pouzitim sericinu o
molekulové hmotnosti nad 60 kDa. Biomaterialy maji vysSSi antikoagulacni vlastnosti po
oSetfeni sericiny a fibroiny (Tamada 1997). Kazuhisa a kol. (2001) zjistil, Ze sericin bohaté
repetitivni sekvence v hydrolyzatu chrani proteiny v bunkach vystavenych stresu z mrazu. Po
zaklonovani ¢asti sericinu do Escherichia coli se zvysila jeji rezistence na mraz.

Funkéni vlakna, tkaniny a vyrobky - Vlastnosti vldken mohou byt zlepSeny
navazanim piirodnich makromolekul, jako jsou chitin, chitosan, fibroin a sericin.
Wakabayashi a Sugioka (1994) ptipravili polyesterova vlakna modifikovana sericinem , ktera
byla 5x vice hygroskopicka, nez neupraveny polyester. Vice nez 85% hygroskopicity ziistalo
po padesati pranich. Podle Yamada a Nomura (1998) mohou vlakna s navazanym sericinem
predejit obrouseni kuize a vyvoji vyrazek, protoZze jsou sava a kompatibilni s lidskou kazi
(Takai 1999). Po navazani sericind na gumu, mize byt tato guma méné agresivni a mize se

tak predejit podrazdéni tieba u rukavic a rukojeti na sportovni vyuziti. (Ueda, Makita 2000).
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2. Cile prace
1. Piipravit rekombinantni proteiny z vybranych usekid genu Sericin 3 bource
morusového (kmen Diazo p50). K tomuto cili vybrat repetitivni oblasti genu a zaklonovat je

do vhodného expresniho vektoru a bunék.
2. Najit vhodné podminky pro expresi rekombinantnich proteinii a pokusit se ptecistit je

pro pouziti v testech s tkanovymi kulturami.
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3. Metody

3.1.  Pokusny organismus Bombyx mori a jeho chov

Jako zdroj sericinli pouzit japonsky kmen bource moruSového Diazo p50.

Housenky bource byly chovany v plastovych nddobach od prvniho po posledni svlékani
pii pokojové teploté (RT). Jako potrava byly podavané listy rtiznych druhi morusi: Morus
alba, rubra, nigra, které byly vzdy co nejcerstvéjsi. Prvnim instarim sta¢i podavat pouze listy
a starSim jiz celé vétvicky. Dulezité je, aby vétvicky nebyly mokré, nebot’ housenky jsou
nachylnéjsi k infekci. U poslednich stadii je zir tak velky, ze je tieba potravu kontrolovat

kazdy den.

3.2.  Ziskani Zlaz (snovacich) z housenek posledniho instaru.

U posledniho instaru jsou jiz patrné prosvitajici snovaci zlazy, které jiz zabiraji
podstatnou ¢ast téla housenek. V tomto stadiu dosSlo k narkotizaci housenek ve vodé. Po
narkotizaci byly housenky pfipevnény na misku s voskem a zality fyziologickym roztokem
Ringer (NaCl 9,1 g/l, KCI 0,52 g/l, CaCl,.2H,0 1,2 g/l, MgCl,.6 H,O 8 g/l, vSe se rozpusti
Vv destilované vod¢). Pod lupou byly vypreparovany MSG Zlazy spolu s ASG a zamraZeny

v tekutém dusiku. Poté byly zamrazené Zlazy premistény do -80°C.

3.3.1. lzolace RNA

Izolace byla provadéna ze zmrazenych MSG a ASG Zlaz.

Chemikalie: Trizol (invitrogen)

Na praci s RNA byly pouzivané nastroje fadné vysterilizované. Pracovni prostor byl vy-
¢iStén destilovanou a jarovou vodou a pokryt ¢istym filtraCnim papirem. PouZiti rukavic pfi
praci s RNA je zaklad.

1. Thned po vyndani zlaz z -80 °C byly zldzy vlozeny do tfeci kadinky, ktera byla
predtim vychlazena tekutym dusikem.

2. Zlazy udrzované neustile v tekutém dusiku byly homogenizovany tlou¢kem na co
nejjemnéjsi prasek. Bylo nutno dévat pozor na rozsttikujici dusik.

3. Rozdrceny prasek prenesen vychlazenou lopatkou do 1,5 ml mikro zkumavek
(Eppendorf, epp.) a ptidan 1ml Trizolu/50-100 mg tkang.

4. Inkubace 5 min. pfi pokojové teploté do ziskdni homogenniho vzorku vzorku

5. Centriface pti 1200xg 10min na 4 °C (pro odstranéni nerozpustnych soucasti: tuku,

proteintl, polysacharidi...).
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

3.3.2.1.

Supernatant opatrné nepipetovan do Cisté epp.
Inkubovéno 5 min. pfi RT.
Ptidano 200 pl chloroformu/iml Trizolu.

Protfepano rukou 15s a inkubace 15 min pii RT.

. Centrifugovano 1200xg 15 min na 4 °C (Oddéleni spodni Cervené Casti ,stfedni a

bezbarvé horni, obsahujici RNA).

Horni vodni faze prenesena do ¢isté epp.

Ptidano 0,5 ml izopropanolu/1ml Trizolu (na sraZeni RNA).

Promichéano a 10 min. inkubace pii RT.

Centrifugovano 1200xg 10 min na 4 °C.

Supernatant odlit.

RNA promyta 1 ml 75% ethanolu/1 ml Trizolu.

Zvortexovano a centrifugace 7500g 5 min na 4 °C.

Ethanol slit a promyti s ethanolem zopakovano i s centrifuaci.

Ethanol slit a zbytek odpipetovan od peletu, pelet nechan oschnout 5-10 min, ale aby
nepteschl.

Pelet rozpustén v 50 pul RNA H,0 a inkubace 10 min na 55 °C, poté RNA zamrazena
na -20 °C.

Méreni koncentrace RNA na spektrofotometru

Me¢éfeni provedeno na spektrofotometru (WPA LIGHTEAVE II) Jako slepy vzorek
pouzita RNA H,0 a vzorky nafedény 50x (2 pl/ 48 pl RNA H,0).

Koncentrace méfena pii 260 nm.

Je-li absorbance rovna 1 pii 260 nm, pak je koncentrace RNA rovna 40 ug/ ml.

3.3.2.2.

1.

Méi‘eni koncentrace RNA na gelu
Namichan gel 1,25 % (Agarose I aMReSCO) rozpusténo v 1x TAE pufru [20 ml 50x
TAE nafedéno v 980 ml demi. H,O (demineralizovana)]. 50x TAE [242 g Tris base,
57,1 ml ledové kys. Octové, 100 ml 0,5 M EDTA (ph. 8.0), doplnéno do 1 1 demi.
H,0].
Pouzito 1 pg celkové RNA s nanaseci barvicky (loading dye).
Vzorky (RNA) naneseny na gel spolu se srovnavacim markerem 1 Kbp.
V Elektroforéze pouzit pufr 1x TAE a pusténa nejdiive na 50 V na zabéhnuti a poté

zesilena na 100V.
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5. Po dob¢hnuti Elektroforézy ke gelu ptidano 8 ul/100 ml ethidium bromidu (zasobni
roztoku 10 mg/ml aMReSCO) na obarveni a zalito demi. H,O, tak aby byl cely gel
pod vodou.

6. Nechano barvit 15 min. na tfepacku.

7. Voda slita a nahrazena nékolikrat ¢istou demi. H,O a nakonec v demi. H,O nechan gel
15 min. odbarvovat na tfepacce.

8. Gel vyfocen.

3.3.3. Syntéza prvniho vlakna cDNA
Pottebna koncentrace RNA na reakci 1 pg, vsechny kroky opét provadény s pomtickami
oSetfenymi proti Rnazam (RNase free).
1. V epp. smichano: 3 ul total RNA
4 ul 25 mM dNTP
2 ul TRIKANT primer
4 ul RNA H,0
Celkem 13 pl
2. Inkubace reakce 5 min pfi 65 °C
Inkubace na ledu 1 min
4. Pridano: 4 ul 5x pufr na prvni vlakno (First Strand buffer)
2ul 0,1 M DTT (invitrogen)
Celkem 19 pl

Inkubace 2 min. pii 50 °C.

Ptidan 1 pl Superscript II reversni transkriptaza (2000 U/ pl).

Inkubace 60 min (Iépe 90 min) pii 50 °C.

Reakce zastavena pii 15 min. na 70 °C.

Reakce vlozena na led a k odstarnéni RNA ptidano 0,3 pl RNazy H (TaKaRa).
10. Inkubace 20 min. na 37 °C.

© o N o !,

3.3.4. PCR (polymerazova retézova reakce) na pripravu PCR produktu

Aby bylo mozné Budouci produkty zaklonovat do expresniho vektoru, pottebného pro
vneseni produktu do plasmidu, bylo potfeba, aby produkty méli tupé konce. Tupych konct
dosdhneme pouzitim Pfx polymerdzy (Platinum polymerase invitrogen). Objem PCR reakci
byl 25 ul. Na reakce byla pouzita cDNA z bourec morusového z ASG a MSG a specifické

primery (viz. ptiloha). VSechny reakce byly michany na ledu
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1. Na reakce byla nejdiive namichdna smeés, do které byly pozdé&ji pouzivané rtzné

primery. Na jednu reakci byly pouzity nasledujici reagencie v pfesném potadi.

5ul 10x Pfx amplifikacni pufr (amplification buffer invitrogen)
3ul 2mM dNTP (Fermentas)

0,7 ul 10x PCR Enhancer (invitrogen)

0,5 ul 50 mM MgSO4 (invitrogen)

1l cDNA

0,3 ul Pfx DNA polymerase 2,5 U/ul (invitrogen)

Doplnéna PCR H,0 do 23 ul

2. Reakce byly rozpipetovany po 23 ul do PCR epp. (Eppendorf 200 ul) a bylo pfidano
po 1 ul od kazdého ze dvou primeri (1pl Forwardovy a 1 pl Reversni).
3. Reakce byly pustény na nékolik programt, podle toho, jaké se pouzili primery
(nasedaci teplota) a podle délky predpokladaného produktu:
T nasedani primeru (délka elongace)

Ser3-4rev (62,1) 62 (2min)
Ser3-2revS  (61,3) 60 (45s)

Ser3-4rev (62,1) 62 (2min)
BMS3revb (61,3) 60 (1min)
Ser3-rev4 (59,2) 60 (2min)

Bm S3-1 Ser3-2fw+ (60)
Bm S3-2 Ser3-2fw+ (60)
Bm S3-3 Ser3-2fw+ (60)
Bm S3-4 Ser3-2fw+ (60)
Bm S3-5 Ser3-4fwC (60,2)

e o o o o
+ + + + +

Na vSechny reakce byla teplota vika na 99 °C a predehtati. PCR Pfistroj (XP Thermal
Cycler BIOER)

e PCR naizolaci: 94°C......... 2min
94°C......... 15s
62°C.......... 45s
68 °C.......... 3,5min
68 °C.......... 7 min
4°C........... pauza

Krok 2-4 opakovan 34x
Teplota nasedani primerti a délka elongace ménény v zavislosti na teploté nasedani

primerti a délce produktu (pfiblizn€ 1 min na Itis. bp).
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3.3.5.

3.3.6.

Elektroforéza vzorki z PCR

Namichan gel 0,8 % (AGAROSE I aMReSCO ), rozpusténo v 1x TAE pufru [20 mi
50x TAE natfedéno v 980 ml demi. H,O ] 50x TAE [242 g Tris base, 57,1 ml ledové
kys. Octové, 100 ml 0,5 M EDTA (ph. 8.0), doplnéno do 1 1 demi. H,O].

Ke gelu pfimichana rovnou barva SYBR Safe DNA gel stain (10 000x invitrogen)
pouziti 1 ul/10ml gelu.

Pouzito 25 pl reakce a 5x nanaseci barvicka (loading dye Fermentas)

Vzorky (RNA) naneseny na gel spolu se srovnavacim markerem 1 Kbp (0,1 ug/ul
Fermentas).

V Elektroforéze pouzit pufr 1x TAE a pusténa nejdiive na 50 V na zab&hnuti a poté
zesilena na 100V.

Gel rovnou vyfocen bez odbarvovani.

Gelova extrakce

Pod UV byl gel vyfiznut (co nejrychleji, aby nedoslo k poskozeni DNA)ostrou Zziletkou.

Gelovy fragment byl zvazen a poté proveden postup piecisténi podle kitu QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen).

3.3.6.1. Stanoveni koncentrace vyizolovanych produkti (DNA)
Pouzit Spektrofotometr (WPA LIGHTWAVE II). Vzorky natedény 50x (2 pl/48 PCR
H20). Na spektrofotometru nutno nastavit méfici faktory: dsDNA 50
RNA 40
SSDNA 33

Tab. 1. M¢tici faktory

Vzorky méteny pii 260/280 nm, aby se zméfila jak koncentrace, tak Cistota produktt

(pokud 260/280 = 1,8-2,0 jde o Cisty vzorek).

3.3.6.2. Piiprava vzorki na sekvenaci

Sekvenace provadéna na pfistroji ABI PRISM 3130x1 od firmy Applied Biosystems

Analyza je zalozena na Sangerové metodé (Sanger a kol. 1977).

Templat natedén v mnozstvi dle tabulky + 2,5 pmol primeru (primery pouZity

specifické Forwardové, Reversni nebyly zapotiebi z divodu kratkych produktd) + voda -

celkovy objem 7,5 pl - v§e v 200 pl epp. Takto pripravené vzorky byly poslany na sekvenaci.
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Templat MnoZstvi
PCR produkty:

100-200 bp 0,5-1,5 ng
200-500 bp 1,5-5ng
500-1000 bp 2,5-10 ng
1000-2000 bp 5-20 ng
>2000 bp 10-25 ng
ssSDNA 12,5-25 ng
dsDNA 75-150 ng

Tab. 2. Redéni vzorkd na sekvenaéni reakci

3.3.7. Ligace Produkti do Expresniho vektoru

Pro ligaci pouzit kit: Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits Five-
minute, directional TOPO® Cloning of blunt-end PCR products into vectors for high-level
(invitrogen), inducible expression in E. coli Catalog nos. K100-01, K101-01, K102-01, K151-
01, K200-01.

Aby bylo mozné PCR produkty zaligovat do vektoru, bylo nutné pouzit na izolaci DNA
primery s pifesahy CACC na 5" konec. Tyto konce pozdéji svou homologii nasednou na

sekvenci expresniho vektoru a pomoci ligazy se spoji.

Pro optimalni mnozstvi templatu do reakce natfedény produkty podle:

vektoru (ng) x inzert (kb) x 2/1 (vektor/inzert) = mnozstvi produktu
velikost vektoru (kb)

Produkty fedény v molarnim poméru inzert: vektor od 0,5/1 - 2/1. Velikost vektoru pET
151 je 5,8 Kb. Optimalni je pouzit 1-5 ng 1kb PCR produktu, nebo 5-10 ng 2kb produktu pro

nejveétsi mnozstvi kolonii.
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Obr. 4. Prubéh tspésnosli transformovanych kolonii v zavislosti

na pouzitém pomeéru vektor: inzert v ligacni reakci.

Ligac¢ni reakce namichdna pro elektrokompetentni buiiky, zde je solny roztok nafedény:

PCR produkt.................... 0,5-4pul
Solny roztok (1:4).................. 1 pul
PCR H,0O............. doplnéno do 5 pl
TOPO vektor............cceevnnn. 1 ul

Ligac¢ni reakce nechana ptes noc (O/N) na 4 °C (pro vyssi mnozstvi

zaklonovanych tsekil)

3.3.8.1. Priprava Petriho misek se Zivnym agarem
Na piipravu namichan SELECTED AGAR (invitrogen) 15 g/l s LB BROTH, MILLER
(LURIA-BERTANI) 25 g/l. Takto ptipraveny roztok byl po ¢aste¢ném zchladnuti vyklavovan
a smichan s antibiotiky, na ktera maji rezistenci buiky s vektorem:
Ampicilin (aMReSCO 100 mg/ml) - rezistence pET 151 vektoru (invitrogen)
Tetracyklin (aMReSCO 5 mg/ml) - rezistence SURE buné¢k (STRATAGENE)

Takto namichany roztok byl nalit na Petriho misky ~ 20 ml/misku.

3.3.8.2. Piiprava elektrokompetentnich bunék
Zasobni roztok SURE bunék (STRATAGENE) inokulovdn na Petriho misku (s

Ampicilinem) a kolonie nechny nartist O/N.

1. Dalsi den byla klickou odebrana 1 kolonie a nao¢kovéna strartovaci kultura do
10 ml 2XYT (900 ml demi. H,0,16 g Trypton, 10 g kvasnicovy extrakt, 5 g
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NacCl, nastavit pH na 7.0, dolit do 11 demi. H,O a vyklavovat) media na 37 °C
O/N na tfepacku.

2. Rano Startovaci kulturou naockovan 1L 2 XYT media (predehtaté na RT) a
kultura dana tepat na 37 °C.

3. Mg¢iéni optické denzity (OD), na 600 nm, kultury na spektrofotometru.
Pozadovana OD je vrozmezi 0,4-0,6 (log faze rastu). Jako slepy vzorek
2XYT.

4. Po dosazeni optimalniho OD buiiky ulozeny ihned na led a rozlity do 2x 250
ml centrifugacnich nadob (vychlazenych na 4 °C).

5. Centrifugace (HERMLE Z 383 K) 3500 rpm 25 min na 4 °C. Buiky ulozeny

na led a odstranén supernatant (nutno pracovat velice rychle, buiiky rychle

vzlinaji).

Buiiky rozpustény v 200 ml vychlazené PCR H;0 .

Centrifugace 3500 rpm 25 min na 4 °C.

Supernatant odlit a buiikky rozmichany ve 100 ml vychlazené PCR H,O.

© o N o

Centrifugace 3500 rpm 25 min na 4 °C.

10. Supernatant odlit a bunky rozmichany v 20 ml vychlazeného 10% glycerolu a
ptelity do 50 ml falkonek.

11. Centrifugace 3500 rpm 10 min na 4 °C.

12. Supernatant odlit a butiky rozmichany v 0,5 ml vychlazené¢ho 10% glycerolu.

13. Buiiky umistény na led a rozpipetovany po 45 ul do 1,5 ml epp. a ihned

zamrazeny v tekutém dusiku.

14. Bunky ulozeny na -80 °C.

3.3.8.3. Transformace bunék

Na transformaci bunék byly pouzit¢ SURE buiky pfipravené z chemicky
kompetentnich SURE 2 Supercompetent Cells (STRATAGENE) diky jejich odolnosti na
nestabilni klony (v mém piipad¢ hodné repetitivné Useky). SURE 2 maji deletované a

translokované tiseky DNA a tak pfijimaji i nestabilni klony.
Pfed samotnou elektroporaci bun€k bylo tfeba vychladit elektropora¢ni kyvety,

piedehiat LB medium na 37 °C a nastavit elektroporator na 1700V (eppendorf electroporator

2510).
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1. Buiiky SURE 2 (45 pl) vyndané z -80 °C se nechali roztat na ledu.

2. Kroztatym bunkam se ptidal zaligovany vektor, pro optimalni transformaci je nejlepsi
ptidat 10 pg/ul plasmidové DNA, pokud je DNA vice, efektivita se snizuje. Ja jsem
zkousel vzdy 2 reakce s 1 a 3 pl.

3. Po piidani DNA se sm¢s jemné promichala a napipetovala do kyvety.

4. Kyveta se vlozila do elektroporatoru a provedla se transformace.

5. Thned po transformaci se bunky odmyly z elektroporacni kyvety predehiatym LB

mediem (960 ul) do 1,5 epp.

Buniky se nechali 1 h riist na tfepacce pii 225 rpm (repetition per minute) pii 37 °C.

Po hodiné se bunky stocily na 3000xg ( Labnet Spectarfuge 24 D) pti RT na 1.5 min.

Odpipetovano 700 pl od peletu bunék.

© © N o

Bunky byly vysety na LB misky s ptisluSnym antibiotikem (Ampicilin a Tetracyklin)
10. Buiiky nechany nartist ON na 37 °C.
11. Druhy den kolonie pfenaSeny pomoci Spi¢ek na nové LB misky (Ampicilin a

Tetracyklin).

3.3.8.4. Kontrola Transformovanych bunék na PCR
Nejdiive rozpipetovano 13,5 pul H,O do 200 pl epp. a Spickou odebran kousek
z kolonie bunék a rozmichan v PCR H;0. Poté se ptipravila PCR sm¢s.
2,5 ul 10x Dream taq buffer (Fermentas)
2 ul2 mM dANTP (Fermentas)
2 ul25 mM MgCl2 (Fermentas)
0,2 upl Dream Taq DNA (Fermentas)
1  pl Forwardovy primer T7

1  pl Reversni primer T7 rev
Takto namichna smés rozpipetovana do 200 ul epp k PCR H,0 s rozpusténym kouskem

kolonie a PCR reakce byla pusténa na PCR cycler (XP Thermal Cycler BIOER) Teplota vika

na predehtati nastavena 99 °C.
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PCR program 95°C......... 5 min

95°C......... 30s
60°C......... 30
72°C......... 3,5 mi
72°C ......... 7
4°C...cooeieee. pauza

Krok 2-4 opakovan 35x

3.3.8.5. Kontrola vzorkiu na elektroforéze
Po dobéhnuti reakce byly vzorky napipetovany na 0,8% agarézovy gel a pusSténa

elektroforéza.

3.3.9.1. Izolace plasmidové DNA

U vybranych kolonii (ureno z ptedchozi PCR) nechany narGst LB (Ampicilin)
inokulované kultury O/N na tfepacce na 34 °C.

Dalsi den provedena izolace plasmidové DNA pomoci kitu: PureLink ™ HiPure
Plasmid DNA Purification Kits (invitrogen).

Jelikoz je pET 151 ,low copy plasmid®, izolace byla provedena z 10-15 ml LB
(Ampicilin) inokulované kultury. Diky takto velkému mnoZstvi bunck byly zdvojeny
mnozstvi resuspenzacniho pufru (R3) s RNéazou A, lyzaéni pufru (L7) a precipitacniho pufru
(N3).

Na konci procedury byla DNA eluovana 30-50 ul PCR H20 nebo TE pufru (TE). Diky
vyskytu nerozpustnych ¢astic bylo nutno u kazdého vzorku opétovné stoceni na centrifuze na
12000xg na 1 min na RT. Nasledné byl odpipetovan supernatant do ¢isté 1,5 ml zkumavky a

méfena koncentrace.

3.3.9.2. Sekvenacni reakce
Sekvenacni reakce byla namichana viz. vyse. Ds DNA potiebna koncentrace 75-150 ng.

Jako primery pouzité¢ T7 a T7 rev (u delSich vzorkt), specifické pro pET 151.

3.3.9.3. Priprava glycerolovych stoku
Z kolonii ovéfenych sekvenovanim byly pfipraveny zasobni glycerolové kultury.
Kolonie byly nechany narist O/N v LB (Ampicilin). Druhy den rano odebirano 100 pl

kultury a sto€eno na 4000 rpm 2 min na RT. Supernatant byl slit a nahrazen 100 pl roztokem
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glycerolu a LB (3:7). Bunky byly jemné rozmichany a uloZzeny na -80 °C jako zéasobni
roztoky.

3.3.10. Exprese rekombinantnich proteini

U kladnych sekvenacnich reakci z kontroly plasmidové DNA provedeno namnozeni
bunéénych kultur pro pozdé€jsi pouziti. Bunky namnozeny jak na Western blot, tak na
precisténi proteinu.

Pro pouziti bunék na izolaci proteinu bylo nejdiive nutné plasmidovou DNA
vyizolovanou z bunék, a obsahujici zaklonovanou sekvenci transformovat do expresnich
bun&k (Rosetta Blue™ DE3 p Lys S kompetentni buiiky Novagen) transformace stejna jako u
Sure 2 bungk viz. vySe pomoci elektroporatoru (eppendorf electroporator 2510).

1. Plasmid bylo potieba nejdiive nafedit na 5-10 ng.

2. Bunky po transformaci nechany nartist 1 h na 37 °C na tfepacce, poté se buiky stocily
na 3000 x g na RT 1,5 min.

3. 700 pl media se odpipetovalo a 290 pl se inokulovala dalsi kultura dale.

4. 10 pl se naneslo na LB misku s pfislusnymi antibiotiky (Ampicilin a Tetracyklin) pro
zjisténi mnozstvi transformanti.

O/N nechalo namnoZit 17 ml inokulovanych LB kultur s Rosseta buikami (Ampicilin)
na tfepacce na 34 °C. Druhy den rano 2 ml kultury pfepipetovany do 25 ml LB (Ampicilin) a
15 ml do 500 ml LB (Ampicilin). Buiikky dany riist na tfepacku na 37 °C a pravideln€ u nich
kontrolovana koncentrace na spektrofotometru. Po dosaZeni optiméalni OD (0.4 — 0.6) byl jiz
postup odlisny:

1. Kbunkam v 25 ml pfidano k 12,5 ml 12,5 ul IPTG (20% SERVA). IPTG slouzi
k aktivaci produkce proteinu v plasmidu. IPTG spusti expresi T7 RNA polymerazy
Z lac promotoru a tim je nésledné zapocata transkribce T/ promotoru s obsaZenym
genem).

e Zneaktivovanych bunék odebran 500 pl vzorek TO a zto¢en na 3000xg 1 min
na RT. Poté byl slit supernatant a pelet zamrazen na -20 °C.

e Jak z neaktivovanych, tak z aktivovanych bylo odebirano po 1-6 hodinach 500
ul bunék a ztoceno na 3000xg 1 min na RT. Supernatant byl odlit a pelety také
zamrazeny na -20 °C.

2. Kbuinikdm z 500 ml kultury pfidano na 500 ml 500 ul IPTG (SERVA) Takto nechany
rust buniky dalsi 4 hod, kdy je jejich rast v log fazi, coz bylo zjisténo z Provedenych
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western blotli. Po 4 hodinach buiiky rozpipetovany po 50 ml do 50 ml falkoni a

ztoceny na 3000 g 10 min na 4 °C. Pot¢ slit supernatant a pelety zamrazeny na -80 °C.

3.3.11. Western blot a Elektroforéza

Proveden z peletii TO-T5 z namnoZenych bunék.

© 0o N o g B~ w

10.
11.

12.

Pelety rozmichany v 500 pl B-PER (Thermo 2 pl Lysozyme (aMReSCO) + 1 ml B-
PER) nebo v 500 pl lyssis pufru.

Sonikace (ULTRASONIC HOMOGENIZER, BIOLOGICS.INC.) vzorku 2 x 15
pulst.

Ke vzorim piidano 100 pl 100% TCA na vysrazeni vzorkti a nechano O/N na 4 °C.
Centrifugace 13000 rpm 20 min na 4 °C.

Supernatant odpipetovan a piidano 200 ul acetonu.

Centrifugace 13000 rpm 10 min na 4 °C.

Supernatant odpipetovan a ptidano 200 pl Acetonu.

Centrifugace 13000 rpm 10 min na 4 °C.

Supernatant odpipetovan a pfidano 15 pl 1x PBS(8 g NaCl, 0,24 g KH,PO,4, 1,44 g
NayHPQy4, 0,2 g KCI1 doplnit do 1 litru a pH 7,4) a 5 ul 4 x protein sample puft.

Zahtat na 10 min s tfepanim na termobloku na 90 °C.

Pokud se pelet nerozpustil byla provedena sonikace 15 impulzi a centrifugace 13 000
rpm 1 min RT.

Vzorky napipetovany na polyakrylamidovy gel.

Ptiprava polyakrylamidového gelu:

1.

Sestavena aparatura na gel.

2. Namichan roztok na zékladni gel a napipetovan.

3.

Namichan roztok na kryci gel a napipetovan s vlozenim hiebinku.
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Zakladni gel 10 ml Kryci gel 2 ml
H20 3,3 1,4
30 % Acrylamide — Bis (SERVA) 4,0 0,33
1,5 M Tris pufr (aMReSCO) 2,5
1 M Tris pufr (aMReSCO) 0,25
10 % SDS() 0,1 0,02
10 % APS () 0,1 0,02
TEMED (aMReSCO) 0,004 0,002

Tab. 3. Ptiprava polyakrilamidového gelu

1. Vzorky (20 ul napipetovany do jamek a jako marker pouzit Page Ruler Plus Prest.
(Fermentas) 5 pl.

2. Jako pufr pouzit do Elektroforézy Running pufr 1 x (Tris base 3,02 g, glycin 18,8 g,
20 % SDS 5 ml a celé rozpustil vjednom litru demi. H,0).

3. Pusténo nejdiive na zatdhnuti vzorkli na 75 V a poté na 100V pfiblizn€ na 2 hodiny.

e Pokud se ned¢lal Western blot, gely 15 min. fixovany ve Fixa¢nim roztoku
(450 ml H20O, 450 ml methanol, 100 ml kys. octova) na tfepacce, obarveny
Comasee blue pfiblizné jednu hodinu, ¢i déle. Nakonec odbarveny H,O nebo

fixacnim roztokem. Nakonec gely vyfoceny.

e Western blot

1. Poskladan sendvi¢ s gelem z elektroforézy, ktery byl 10 az 15 min. promyvéan v 1 X
blotovacim roztoku (10 x 144,1 g glycin, 30, 3 g Tris base rozpustit v 1 | demi. H,0O
1x 200 ml mathanol, 100 ml 10 x blotovaci roztok a 700 ml demi. H,O) na tfepacce:

Sendvi¢: Cerna desti¢ka, Houbicka, 2 filtraéni papiry, Gel, Membrana, 2 filtra¢ni
papiry, Houbi¢ka, Cervena desticka

Houbicky a filtracni papiry namoceny do 1 x blotovaciho roztoku, membrana

namocena 10 s v methanolu, oplachnuta a namocena do 1 x blotovaci roztoku. Sendvic¢

byl sestaven a pustén v 1x blotovacim roztoku v Elektroforéze na 100V 1 hod..

Elektroforéza se chladi na ledu.

Nasledujici postup se provadi cely na ledu a tfepacce.

30




2. Po dob&hnuti se membrana promyla 15 min. v 1 x PBS na tfepacce.

3. Vlozena do blokovaciho roztoku (2g Skim Milk, Difco™ , fedéno ve 40 ml 1x PBS)
O/N.

4. Membrana pielita na 2 hod. primarni protilatkou (Monoklonal Anti- polyHistidine
antibody produced in mouse SIGMA, fedéno 1:2000 v blokovacim pufru).

5. 3x promyti I1x PBS + 0,1% Tween na % hod.

6. Membréna prelita na 1-1,5 hod sekundarni protilatkou (Stabilized Goat Anti-Mouse
IgG, (H+L), Peroxidase Conjugated Thermo, fedéno 1:5000).

7. 3x promyti 1x PBS + 0,1% Tween na 4 hod.

8. Membrana vlozena do folie, obarvena na 5 min. v (ECL Western Blotting Substrate
Thermo) a za nepfistupu svétla.

9. Membrana vyfocena, poté byla obarvena Poncean S a odbarvena H,O a opét vyfocena.

3.3.12.1. Cisténi proteinu

Provedeno podle kitu Ni-NTA systém (Ni-NTA Purification Systém invitrogen) za
nativnich podminek a bez pouziti imidazolu v Native Binding pufru. Pro¢isténé byly pelety
z 500 ml buné¢énych kultur, ke kterym se po sonikaci pfidalo PMSF (inhibitor serinovych
proteaz, aMReSCO) v koncentraci 0,5 mM.

3.3.12.2. Elektroforéza vzorku z purifikace

Provedena pomoci Polyakrylamidového gelu.

3.3.12.3. Méreni koncentrace

Provedeno pomoci kitu (Thermo BCA™ Protein Assay Kit).

3.3.13. Dialyza prociSténych proteini
Piecisténo 200 pl proteini pomoci kitu (GE Healthcare Mini Dialysis Kit 8 kDa cut-off)
proti 1x PBS O/N na 4 °C.

3.3.14. Lyofilizace

Zlyofilizovany vzorky jak dialyzované, tak i pfe¢isténé pomoci pfistroje: ALPHA 1-2
LD plus CHRIST.

Vzorky skladovéany na -20 °C
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4, Vysledky
4.1  Ziskani RNA a cDNA

RNA byla vyizolovana ze snovacich zlaz posledniho larvéalniho instaru bource
morusového a nasledné pomoci reverzni transkripce piclozena do cDNA. Kontrola byla
provedena na agar6zovém gelu (1,25%) a na spektrofotometru. Ve vysledném roztoku byla
RNA v koncentraci A. 493 ng/ul, B. 722 ng/ul.

op M 1 2

6000 -

3000 -

1500 -

1000 -

750 -

500 -

250 =

Obr. 5. Ovéteni celkové RNA larev Bombyx mori
M - marker 1Kbp, 1 a2 — RNA: 1 -493 ng/ pl, 2 - 722 ng/ul

Na Obr. 5. jsou znatelné dva prouzky o velikosti pfiblizné¢ 1000 bp.a dva o velikosti
7000 bp.

4.2.  lzolace zajmovych oblasti Sericinu 3

Pomoci specifickych primert (viz oddil Metody a piiloha) pouzitych na PCR, jsme
zmnozily vybrané ¢asti genu Sericin 3. Jako templat slouzilo cDNA z larev posledniho instaru
bource. Ziskané produkty jsem oznacil zkratkami druhu hmyzu, genu a potfadovymi ¢isly x

fragmentu cDNA: Bm Ser3-x. Amplifikace péti fragmentd cDNA byla prokazana
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elektroforetickou analyzou produkti PCR (obr. 6-10). Fragmenty pro expresi byly vybrany

tak, aby obsahovaly aspon jeden repetitivni usek (viz nize).

bp bp bp
6000 6000 -
3000 - 6000 - 3000 -
3000 -
1500 - 1500 -
1500 -
1000
1000 -
1000 -
750 750 =
750 =
500 500 = A/
500 =
«
| 250 =
230 250 -
Obr. 6. Izolace PCR produktu Obr. 7. Izolace PCR produktu Obr. 8. Izolace PCR produktu
Lo M 4 bp M 5
6000 -
6000 -
3000 -
3000 -
1500 -
1500 -
1000 -
1000 -
750 -
750 -
500 - 500 -
250 -
250 -
Obr. 9. Izolace PCR produktu Obr. 10. Izolace PCR produktu

Obr 6-10 Izolace PCR produkti z gelu. M — Marker 1 Kbp, 1 — Bm Ser 3-1, 2 — Bm Ser 3-2, 3 — Bm Ser 3-3,
4 —Bm Ser 3-4, 5 — Bm Ser 3-5. Na PCR pouzity primery viz Pfiloha
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U produkti Bm Ser3-1 — Bm Ser3-5 se kromé ocekavanych produktti objevilo i nékolik
dalsich, z nichz bylo &asto obtizné vyizolovat ty spravné. Useky byly vyizolvany rovnou
pomoci Pfx polymerazy a tak odpadl krok reamplifikace.

Vyizolované produkty ovéiené sekvenacni reakci pomoci specifickych primert viz

metody.
Obrazek a vyizolovany Délka produktu (bp) Umisténi produktu v sericinu
produkt 3
Obr 6. Bm Ser 3-1 267 2779-3045
Obr 7. Bm Ser 3-2 279 2521-2799
Obr 8. Bm Ser 3-3 525 2521-3045
Obr 9. Bm Ser 3-4 672 2521-3192
Obr 10. Bm Ser 3-5 528 3028-3555

Tab. 4. PCR produkty a jejich umisténi v genu a délky

4.3. Ligace a transformace

K izolaci fragmentl genu Ser3 byly primery prodlouzeny o CACC konce a s jejich

pomoci byly produkty také nasledné zaklonovany do expresniho vektoru PET 151

(Invitrogen). Vektor s tiseky sericinu 3 byl zaklonovan do Sure II elektrokompetentnich bunék

Vsechny zaklonované useky Bm S3koduji hydrofilni proteiny se zna¢nym antigenim

indexem. Proteiny obsahuji ptislusnou oblast proteinu Sericin 3 a hexahistidinovou kotvicku,

nutnou k ditkkazu exprese rekombinantniho proteinu pomoci protilatky proti histidinu. Celkova

velikost proteini je tedy

protein

Bm S3-1

BM S3-2 BmS3-3 BMS3-4

BmS3-5

Velikost (Da)

15 345

13 353 23 602 25834

23 026

Tab. 5. Velikosti rekombintnich proteint

Aminokyselinoveé slozeni zaklonovanych produkti Bm S3

Zaklonovany _Poéet . Pocetnost hlavnic aminokyselin
y
produkt aminokyselin
Bm S3-1 89 Asn (N) 7, Asp (D) 7, Gly (G) 7, Lys (K) 9, Ser (S) 45
Bm S3-2 93 Asn (N) 7, Asp (D) 5, Gly (G) 13, Lys (K) 8, Ser (S) 46
Bm S3-3 175 Asn (N) 14, Asp (D) 13, Gly (G) 20, Lys (K) 16, Ser (S) 85
Bm S3-4 224 Asn (N) 16, GIn (Q) 16, Gly (G) 20, Lys (K) 20, Ser (S) 107
Bm S3-5 176 Ala (A) 19, Arg (R) 10, GIn (Q) 39, Lys (K) 13, Ser (S) 80

Tab. 6. Rekombinantni proteiny a jejich sloZeni

4.4. Kontrola transformovanych kolonii

Kontrola byla provedena pomoci PCR a primert T7 a T7 rev specifickych pro expresni

vektor pET 151. VSech pét PCR produkti se podafilo zaklonovat. Inzerty v plasmided byly
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pozdéji overené 1 sekvencni reakcemi (viz ptiloha). U Bm Ser3-3 se nachazi kromé ocekavané

délky produktu jesté jeden slabsi o velikosti asi 500 bp. Vsechny produkty jsou o 246 bp

delsi, nez vlastni fragmenty genu Ser3, protoze byly z expresniho vektoru PET 151

v dtsledku pouzitych primert amplifikovany i pfilehlé oblasti DNA.

6000 -

3000 -

1500 -

1000 -

750

250 -

bp

6000 -

3000 -

1500 -

1000 -

750 =

500 -

250 -

Obr. 11. Kontrola kolonii na PCR

Obr. 12. Kontrola kolonii na PCR

Obr. 13. Kontrola kolonii na PCR

bp M 4

6000 -

3000 -

bp M 5

6000 -
3000 -
1500 -

1000 -

750 -

Obr. 14. Kontrola kolonii na PCR

Obr. 15. Kontrola kolonii na PCR

Délky ocfekavanych produkti
S pripo¢tenym usekem vektoru
Bm Ser 3-1.....513 bp

Bm Ser 3-2.....525 bp

Bm Ser 3-3.....771 bp

Bm Ser 3-4.....918 bp

Bm Ser 3-5.....774 bp

Obr 11-15 Kontrola zaligovanych produktti do PET 151 expresniho vektoru a zaklonovanych produkti do Sure

2 elektrokompetentnich bunék.

M- marker 1 Kbp, 1-Bm Ser 3-1, 2 — Bm Ser 3-2, 3 — Bm Ser 3-3, 4 — Bm Ser 3-4, 5 — Bm Ser 3-5. Na

PCR pouzity primery T7 a T7 rev viz pfiloha
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Zaklonované produkty & Experimentalni obast >

Obr. 16. Rozdéleni sericinu 3 podle Takasu a kol. (2007).
Sericin je slozen ze tii nerepetitivnich oblasti (oznacené barvami svétle modra na 5’konci, Cervena
oddélujici dvé repetitivni oblasti a tmavo modra na 3'konci) a dvou repetitivnich, z nichz prvni obsahuje 10 a

druha 18 opakovacich useki.
Bm S3-1

SKSSSSSQGKSASSSSSNEKSSQSSSNSSNNSKSSSQSSSSKNSSGSKGSGSS
ESGDKKSSSRGSSGDNSDDDOTDSARSNSKRSTSSD

Bm S3-2

SKSSSSSQGKSASSSSSDEKSSQSNSNSSNNSKSSSQSSSSKNSSGSKGSGSE
ESSNGGSGSGRTGSAGGTDEDSDDSSGATKGNSSKSSSSS

Bm S3-3
SKSSSSSQGKSASSSSSDEKSSQOSNSNSSNNSKSSSQSSSSKNSSGSKGSGSE

ESSNGGSGSGRTGSAGGTDEDSDDSSGATKGNSSKSSSSSQGKSASSSSSDEK
SSQSNSNSSNNSKSSSQSSSSKNSSGSKGSGSSESGDKKSSSRGSSGDNSDDD
QTDSARSNSKRSTSSD

Bm S3-4

SKSSSSSQGKSASSSSSDEKSSQSNSNSSNNSKSSSQSSSSKNSSGSKGSGSE
ESSNGGSGSGRTGSAGGTDEDSDDSSGATKGNSSKSSSSSQGKSASS
SSSNEKSSQOSSSNSSNNSKSSSQOSSSSKNSSGSKGSGSSESGDKKSSSRGSSG
DNSDDDQTDSARSNSKRSTSSDASTKKSSSRKSSNHRSSRSQQAHSS
SSKOAQSSSSQOOAQNSRSQOAHSS

Bm S3-5
RSTSSDASTKKSSSRKSSNHRSSRSOQOAHSSSSKQAQSSSSOOAQNSRSQOQOAH
Iﬂmmmmumw_ SSRSQOQAHSSSSKQAQSSSSKOAQSSSSKQAQSSSSKQOAQSSSSQOOAQSSRSQO
QAHSSRSQQAHSSSSKQAQSSSSKQOAQSSSSKQOAQSSSSKQOAQSSSSQOOQAQSS
RSQOAHSSRSETDSKSS

Obr. 17. Studované useky sericinu 3.
Schématicky je znazornén ptislusny tisek genu Ser3 a vedle je v jednopismenném koédu aminokyselin uvedena

sekvence piislusného peptidického fetézce.
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4.5. Analyza rekombinantnich proteini

Western blot byl proveden na O/N kulturdch transformovanych bunék Rosetta Blue
DE3 p-Lys, z kterych bylo odebrano 500 pl kultury, sonikovano a piesrazeno pomoci TCA.
Vysledky potvrdily, Ze vSechny proteiny byly spravné zaklonované. Produkce proteint se
ménila s ¢asem (Obr. 18-22):

Bm S3- 1 znatelny ndrust produktu az do paté hodiny, kde rist stagnuje. Rozdil
indukovanych a neindukovanych bun¢k neni téméft patrny

Bm S3-2. Je patrné, Ze produkt u indukovanych vzorkli nartstd postupné do paté
hodiny. Neindukovany je v prvni hodiné silngjsi nez u indukovany, v druhé hodiné je slabsi a
ve tteti jiz protein neni patrny.

Bm S3-3,Velmi nepatrny narust produktu do tfeti hodiny, poté produkt zna¢né ubyva.
Indukované vzorky maji horsi ndrust nez neindukované

Bm S3-4 V jamce Cislo 3 chybi prouzek T1I vzorku. Produkt roste do druhé hodiny,
poté se ztraci a vzrista opét ¢tvrtou a patou hodinu. Rozdil v indukovanych a neindukovanych
vzorcich je u Ctvrté a paté hodiny. Ve Ctvrté naristd indukovany vzorek a v paté
neindukovany

Bm S3-5 Od druhé hodiny produkty indukovanych a neindukovanych vzorku splyvaji.
Produkt nartstd do paté hodiny. Narlsta stejné u indukovanych i neindukovanych kolonii.

Vyskytuje se vice rizné velkych proteinti.

kDa

250 -
130 -
95 -

72

55 =

36 -

28

17

11

1 M 2 3 45 6 7 8 91011 xDa 1M 2 3 4 5 6 7 8 91011

250 -
150 -
70 -

50

40

. & &

10

5 -

Obr 18. Bm S3-1 M- marker, 1-TO, 2- T1l, 3- T1, 4- T2I, 5-

T2,6-T3l,7-T3, 8-T4l,9-T4,10-T5I, 11-T5 T2,6-T3, 7-T3l, 8-T4, 9- T4l,10-T5, 11-T5I
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Obr 19. Bm S3-2 M- marker, 1-TO, 2-T1, 3-T1l, 4-T2, 5-
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Obr. 20. Bm S3-3 M- marker, 1-TO, 2- T1l, 3- T1, 4- T2I,
5-T2,6-T3I, 7- T3, 8-T4l, 9- T4, 10- T5I, 11-T5

Obr.Bm S3 -4 M- marker, 1-T0, 2-T1, 3-T1l, 4-T2, 5-
T2l, 6-T3, 7- T3l, 8-T4, 9- T41,10-T5, 11-T5I

wa 1 2 M 3 4 5 6 7 8 9 1011

250 -
130 -

95 =
d2 ¥=
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Obr. 22. Bm S3-5 M- marker, 1-T0, 2- T1l, 3- T1, 4- T2I,
5-T2,6-T3l,7-T3,8-T4l, 9-T4, 10-T51, 11-T5

Obr 18-22 Kontrola exprese zaklonovanych &asti genu Ser 3 v buiikich Rozeta p-lys

I- po indukci pomoci IPTG po dosazeni optimalniho OD 04-06. Vzorky byly odebirany po 1 hodin€ po

dobu péti hodin, analyzovany pomoci PAGE, pfeneseny na membranu a pfitomnost hexahistidinu detekovana

imunochemicky (Western blot). Velikost reagujicich produktti odpovida ocekavané velikosti rekombinantnich

proteinti.
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4.6.

Cisténi proteinti pomoci afinitni chromatografie

Bm S 3-1 — Bm S3-5 maji slabsi prouzek Lyzatové frakce, diky pouziti 5 pl vzorku, na

rozdil od 15 pl pouzitych v dalSich reakcich. Tudiz Nenavazana frakce ma silngjsi prouzek.

Promyvaci frakce jsou nejsiln€j$i v prvnim (ze 4) promyti a v druhém jsou jiz slabsi. Treti

promyvaci frakce neni jiz patrna (doslo k odmyti nesvazané frakce). Elucni jsou nejsilnéjsi v

prvnim mililitru elu¢niho pufru, kdy se uvolnilo nejvetsi mnozstvi proteind (védzanych na Ni-

nTA partikulich). Druha mililitrova frakce je jiz slabsi a tfeti neni patrna. Protein se vyeluoval

pfevazné v prvnim a druhém mililitru elu¢niho pufru (Obr. 23.-27.).

wa 1] M 2 3 4 5 6 7 8 91011
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Obr. 23. Bm S3-1 M- marker, 1- lyzat, 2- Nenavazana
frakce, 3-6 promyvaci pufr, 7-11- eluéni frakce (1x 5 ml)

Obr. 24. Bm S3-2 M- marker, 1- lyzat, 2- Nenavazana
frakce, 3-6 promyvaci pufr, 7-11- eluéni frakce (1x 5 ml)
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Obr. 25. Bm S3-3 M- marker, 1- lyzat, 2- Nenavazana
frakce, 3-6 promyvaci pufr, 7-11- eluéni frakce (1x 5 ml)

Obr. 26. Bm S3-4 M- marker, 1- lyzat, 2- Nenavazana
frakce, 3-6 promyvaci pufr, 7-11- eluéni frakce (1x5 ml)
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Obr. 27. Bm S3-2 M- marker, 1- lyzat, 2- Nenavazana
frakce, 3-6 promyvaci puft, 7-11- elu¢ni frakce (1x 5 ml)

¥ Wew

Obr 23-27 Prelisténi vyizolovanych proteini pies Ni-
NTA kolonku. Lyzat ziskany z 500 pl bunéénych kultur
(OD 0.5), Nenavazana frakce je frakce protekla pies
kolonku, obsahujici proteiny bez histidinové kotvicky, které
se nenavazaly, Promyvaci pufr (4x 8ml) slouzi k odmyti
zbylé nenavazané frakce na gelové partikule kolonky,
Eluéni frakce uvoliiuje navazany produkt z gelovych
partikuli. Elu¢ni frakce (po 1ml)

Obr. 23. Bm S3-1 obsahuje proteiny o velikostech 70, 45, 18, 17, 16 al2
Kda.Piedpokladany produkt je o velikosti 15345 Da.
Obr. 24. Bm S3-2 obsahuje proteiny o velikostech 70, 45, 32, 27, 17, 16, 12 a 5 Kda.

Ptedpokladany produkt je o délce 13352 Da.
Obr. 25. Bm S3-3 obsahuje proteiny
Predpokladany produkt je o velikosti 23601 Da.

o velikostech 70, 45, 29, 17 a 12 Kda.

Obr. 26. Bm S3-4 obsahuje proteiny o velikostech 70, 45, 32, 16, 5 Kda.

Predpokladany produkt o velikosti 25833 Da.
Obr. 27.Bm S3-5 obsahuje proteiny
Predpokladany produkt o velikosti 23025 Da.

o velikostech 70, 45, 28, 18, 12 Kda.
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4.7.  Prelisténi rekombinantnich proteini dialyzou

Vzorky byly precistény proti 1x PBS. Na obrazcich je patrna vzristajici koncentrace
BSA standardi. U vzorku proteinti byly dialyzovany prvni mililitrové elu¢ni frakce (a.
chromatografie). Je patrné, ze koncentrace vzorkud pfed a po se vyznamné nelisi.

U vsech proteinti je koncentrace pted a po dialyze opticky stejna. Koncentrace Bm S3-5
a Bm S3-1 jsou stejné pod 0,5%. Bm S3-2 odpovida piiblizné 0,5%. Bm S3-4 a Bm S3-3 maji
produkty velmi slabé Po dialyze jsou viditelné opét dalsi proteiny, uvedené vyse Koncentrace

vzorkl proteinil pred dialyzou.

Koncentarce proteint po piecisténi pies Ni-NTA kolonku provedeno pomoci kitu:
Thermo BCATM Protein Assay Kit
Koncentrace  Bm S3-1 - 0,151 pg/ml

Bm S3-2 - 0,256 pg/ml

Bm S3-3-0,078 pg/ml

Bm S3-4 — 0,083 pg/ml

Bm S3-5-0,116 pg/ml
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Obr. 29. M - marker 1kbp, 1-0,5 pg BSA,2-1 pg BSA, 3-5
png BSA, 4-10 pg BSA, 5-Bm S3-4 piecisténé, 6-Bm S3-4
ptecisténé, dialyzované, 7-Bm S3 -2 ptecisténé, 8- Bm S3-2
ptecisténé, dialyzované, 9-Bm S3-3 piecisteéné,10-Bm S3-3
precisténé, dialyzované

Obr. 28. M- marker 1kbp, 1-1pg BSA, 2-5ug BSA, 3-10 pg
BSA, 4-Bm S3-5 pfiecisténé na kolonce, 5-Bm S3 -5
precisténé na kolonce a dialyzované, 6-Bm S3-1 piecisténé, 7-
Bm S3-1 ptecisténé, dialyzované

N M

Obr. 28. a 29. Precisténi proteind dialyzou

BSA - standard na urceni koncentrace vzorkil, Predisténé — precisténé vzorky na Ni-NTA kolonce,

Dialyzované — ptecis$téné vzorky na Ni-nTa Kolonce + dialyzované pies: 8kDa dialyzaéni kolonky proti 1x PBS.
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5. Diskuze
5.1. Duvod pokusu

Cilem mé prace bylo pokusit se zaklonovat vybrané tseky genu Sericin 3 z bource
morusového (Bombyx mori) a ziskat pfislusné rekombinantni proteiny. Tento gen, ktery byl
identifikovan teprve neddvno (Mita a kol. 2004), byl pro mou praci vybran na zaklad¢
specifickych repetic v kddovaném proteinu. Mita a kol. identifikovali Sericin 3 v databazi
(http:// kaikoblast.dna.affrc.go.jp/) na zaklad¢ vysokého obsahu serinu. Ze sericinové frakce
hedvabi byl izolovan a Casteéné osekvenovan protein oznafeny pismenem A. Sekvence
aminokyselin odpovidala nukleotidové sekvenci predpokladaného sericinového genu
z databaze. Nasledna prace vedla k uplné identifikaci genu a ke zjisténi Casové a tkanové
specificity jeho exprese (Takasu a kol. 2007). Sericin 3 obsahuje dvé dlouhé repetitivni
sekvence, které mohou souviset s lepivou funkci dobfe znamou u sericint. Sericin 3 musi byt
obzvlasté lepivy, protoze je produkovan na samém zacatku piedeni, kdy je tfeba zaklad
kokonu pevné upevnit k podkladku (vétvicky apod.). Pro mou praci byl gen vybran zejména
proto, aby se zjistil jeho pfipadny vyznam v biomedicinském uplatnéni sericini. Smési
sericinll jsou prodavany jako ptidavky do médii pro tkanové kulturach, ale nevi se, kterd ¢ast
sericindl je za ptiznivé pusobeni sericinl na rust bun¢k odpovédna (Terada a kol. 2002). Cilem
téchto studii je najit nahrazku za bovinni séra, ktera se do kultur fady bun¢k musi ptidavat.
VétSina dosavadnich praci zkoumala bud’ smés sericinti a nebo fragmenty Sericinu 1.

Masakazu Takahashi a kol. (2005) zkoumali vliv ¢asti sericinu 1 na rist Sf9 hmyzich
bunék. Z jejich vysledkil je patrné, Ze pfidanim ¢asti sericinu 1, obsahujici Tyr, nebo Trp se
vyrazné prodlouzi vitalita bunék v mediu bez sera. Stale vSak z jejich pokusi vypliva, Ze to
nemusi byt vSe, co podporuje rist bunék, nebot’ Zivotaschopnost bunck s pfidanim casti
sericinu 1, obsahujici Tyr nebo Trp, byla tfeti den 31%. U bunék s ptidavkem sericinového
hydrolyzatu bez séra byla 62% treti den. Obecné se ptredpoklada, ze obsah hydrofilnich
aminokyselin Ser a Thr zlepSuje zivotaschopnost bunék. Produkty ze sericinu bez Tyr a Trp,
ale s obsahem Ser a Thr vSak nezlepsily zivotaschopnost bunék. I pfes to, Ze mnou zkoumané
produkty Sericinu 3 Tyr a Trp neobsahuji, mohla by se zde nalézat jind aminokyselina
v optimalni koncentraci. Sericiny by mohly také napomahat pfichyceni bunék v kultuie k
podkladu (Minomura a kol. 1995), jak bylo vyzkouseno u mysich fibroblastd. Duvoda pro
potenciondlni budouci vyuziti je vice. V neposledni fad€ byl sericin 3 vybran proto, ze je

potéd jesté dost neznamy a nikdo se ho nesnazil jesté zaklonovat a vice testovat.
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5.2. Od izolace PCR produktu po transformaci
Nejdiive jsem se snazil izolovat a zaklonovat cely sericin 3, dlouhy 3816 bazi a
koédujici 1271 aminokyselin. Pii pouziti klasické polymerdzy (Taq Ferment) na izolaci
produktu z cDNA z ASG a MSG byly produkty (prouzky na gelu po elektroforéze) méné
specifické, proto jsem pouzil Platinum polymérazu (invitrogen). Prouzky s touto polymerazou
byly mnohem silnéjsi nez s pouzitim Taq polymerazy. S pouzitim Platinum polymerazy
odpadla nutnost klonovat produkty do klasického vektoru a mohl jsem je zaklonovat pifimo do
expresniho (PET 151 invitrogen). Klonovani produktti s Taq polymerazou do vektoru p gem-
TEAsy (Promega) a poté do One Shot Top 10 chemicky kompetentnich bunék (Invitrogen) a
XL 1 Blue chemicky kompetentnich bunék (Stratagene) nebylo tspé$né. Na prvni pohled
kolonie bun¢k s modro -bilou selekci (kolonie s inzertem jsou bilé, jelikoZ maji preruseny gen
pro galaktosidazu, ktera $tépi galaktozu a po piidani X- Gal k buikam (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-galaktopyranosid) vznikaji modré kolonie. Kolonie s pferusenym genem pro
galaktosidazu nejsou schopny Stépit produkt a jsou bilé¢) vypadali jako ve velké mife pozitivni
na inzert. Na misce vyrostlo hodné bilych kolonii. Jak se ukazalo na kontrolnich PCR buiiky a
sekvenacnich reakcich bunky méli zkraceny produkt, prazdné vektory (p gem-T Easy vektor
Promega), nebo dokonce obsahovali vektory dva. Spatné vysledky mohou mit hned n&kolik
diivodu.

Inzerty maji velky podil repetic, coz zptsobuje tézkosti pfi klonovani (Jitka Sulitkova
magisterska prace). Sulitkova J. se pokousela zaklonovat gen MG-1 z G. mellonella do
bakterii. Gen MG-1 obsahuje také velky podil repetitivnich sekvenci. Takto velky gen se tedy
nepodafilo zaklonovat a musel byt zkracen na velikost té€sné€ pod 600 bp. Tento produkt se jiz
podafilo zaklonovat do Sure 2 bunék. V mé praci se mi nakonec podatilo zaklonovat pét

usekll genu ser 3 o nasledujicich velikostech:

BmS3-1  -267bp
BmS3-2  -279bp
BmS3-3  -525bp
BmS3-4  -672bp
BmS3-5  -528bp

Duivody potizi pfi klonovani s pouZzitim Taq polymerdzy lze t¢Zko objasnit. MoZna jsem
pouzivat Spatné koncentrace produktu na ligacni a klonovaci reakci. Jak polymerdza, tak
vektor, ¢i buitky mohly mit problémy s repetitivnimi sekvencemi, které mohou vzajemné
rekombinovat. Potize s klonovanim se mi podafilo vyfesit pouzitim Platinum polymerazy,

zaligovanim produktu do pET 151 expresniho vektoru a poté do Sure 2 bunck (Stop

43



Unwanted Rearrangement Event buiiky od firmy Stratagene). Tyto bunky umoziuji klonovani
DNA s repetiticemi. Jedna se o E. coli bunky s mutaci v genu ucastniciho se rekombinaci,
ktera pti klonovani velmi Casto pozménéni ptivodni DNA delecemi a dal§imi pfestavbami.
Proto se vyuziva E. coli Sure 2 pro repetitivni inzerty. Zminéné zkraceni inzertu mohlo byt
praveé zpuisobeno nevhodné zvolenym kmenem E. coli.

PCR produkty o vySe uvedenych délkach byly uspésné vyizolovany a nasledné také
osekvenovany. Sekvenovani probehlo Uspésné a tak jsem mohl produkty zaklonovat. Velmi
dalezité¢ bylo ligovat produkty do vektoru (pET 151) ve spravnych koncentracich (viz Cast
Metody). Nespravné koncentrace nejspiSe neumoznily ligaci — koncentrace ligovaného
produktu byla nutna ke klonovéni. Proto jsem vzdy vyzkousel vice koncentraci, aby se
neplytvalo se zaligovanym produktem. Liga¢ni reakci jsem nechdval pies noc na 4 stupnich
celsia pro zvyseni uspé&snosti ligovani. Klony a pied tim i izolované produkty z DNA jsem
nechal osekvenovat. Ctyfi produkty obsahovaly spravny produkt, aviak Bm S3-3 misto
sekvece a. NEKSSQSSSN obsahuje sekvenci b. DEKSSQSNSN, ktera je unikatni, protoze
obsahuje N misto D. Ve zbytku repetic je D, S misto N ve dvou opakovanich. Jelikoz se D a
N vyskytuji 1 v dalSich opakovanich pokusil jsem se zaklonovat takto pozménény produkt.
Zaklonované produkty maji antigenni index, ktery by umoznil piipravu protilatek. Produkty
jsou velice dobfe rozpustné ve vode, coz je dobré pro potencionalni pfipravu medii. Produkty
Bm S3-1-3 maji priblizné padesatiprocentni obsah serinu a je zde velké zastoupeni Asn, Asp,
Gly a Lys, coz je typické pro prvni skupinu repetic. Bm S3-5 obsahuje kolem padesati procent
serinu a Ala, Arg, Gln, a Lys, coz odpovida druhému typu repetic. Protein Bm S3-4 je
kombinaci obou repetitivnich skupin a obsahuje kolem padesati procent serinu a Asn, GIn Gly

a Lys.

5.3. Western Bloty

Plasmidy jsem zaklonoval do Roseta Blue DE3 p-LysS kompetentnich bunék, jelikoz
bylo mozné transformovat je s vysokou uc¢innosti na elektroporatoru. Expresi insertu jsem po
indukci s IPTG zjistil ve vSech pripadech, jeji pribéh vsak byl odlisny:

Bm S3-1 neindukované a indukované kultivace poskytly ptiblizné€ stejny vytézek, ktery
rostl do ¢tvrté hodiny. Patou hodinu charakterizovala niz8i koncentrace produktu.

Bm S3-2 je patrné, Ze produkt u indukovanych vzorkl nardsta postupné do paté hodiny.
V prvni hodin€ je ho vice v neindukovanych nez v indukovanych buikach, po druhé hodiné
inkubace je produktu mén€ a po tfeti jiz protein neni patrny. Pro¢ produktu ubyva si

nedokézeme vysvétlit. Nejspise je degradovan bakteriemi.
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Bm S3-3 je patrné, ze produkt z pocatku stoupa a poté se u neindukovanych vzorki
ztraci. Po indukci lehce vzrasta do treti hodiny a pak také mizi. Ve vsSech ptipadech je
ptirustek velmi maly, coz muze byt zpisobeno délkou insertu. Produkty Bm S3-2 a 1, které
obsahuji ¢ast Bm S3- 3, maji vétsi prirtstky. Bm S3-4 obsahujici stejnou ¢ast inzertu jako Bm
S3-3 ma vice produktl. Malé mnozstvi produktu Bm S3-3 tedy mtize byt disledkem jeho
citlivosti k bakterielnim proteazam.

Bm S3-4 je patrné, ze produkty jiz po druhé hodiné nejsou na vzestupu a spiSe stagnuji,
a to jak u neindukovanych, tak u indukovanych vzorkl. Nejspise IPTG, které ma aktivovat
RNA polymerdzu a transkripci vlozeného genu (Studier a kol 1990, Dubendorff, Studier
1991), nema zasadni vliv a aktivace transkripce je stimulovana jinym mechanismem.
Indukovany vzorek prvni hodiny chybi — pravdépodobné jsem Spatné napipetoval na gel.

Bm S3-5 neindukované kultivace obsahuji rekombinantni produkt jen v prvni hoding.
Ve ¢tvrté a paté hodiné do neindukovanych vzorkl nejspiSe na gelu ptesla ¢ast produktu z
indukovanych vzorkd. V nich mnozstvi produktu vzristd az do ¢tvrté hodiny a pak zalina
klesat. Je patrné, ze se zde naléza vice produktti o riznych velikostech, coz je mozna dusledek
Stépeni proteazami.

U vSech proteint je po urcité hodin€ patrné snizeni produktu, coz je nejpravdépodobnéji
zpisobeno prekrocenim faze nejrychlejsi hodéleni bunék, vycerpani media a degradaci
produktt. U vSech proteint je jejich relativni velikost (pfi srovnani s komer¢nimi standardy)

asi o ¢tyti kDa vétsi, nez oCekavana.

5.4. PreliSténé proteiny

Na vSech gelech je patrné mensi mnozstvi produktu v lyzatu, neZ v nenavazané frakci.
Tato diskrepance je zplisobena rozdilem v mnozstvi vzorku naneseného na gel: zatimco lyzatu
se pouzilo pouze 5 pl, u ostatnich vzorki vzdy 15 pl. Produktu bylo pomé&rné hodné v prvni a
druhé promyvaci frakci, v dalSich se stal nedetekovatelnym. Pfi vymyvani z kolony, kdy se
mél byt uvolnén jen klonovany produkt navdzany pomoci histidinové kotvi¢ky na pryskyfici
Ni-NTA, doslo keluci i dalSich proteinti. Nekteré proteiny méli stejnou velikost u vsech
vzorkl 70, 45 a 12 Kda, coz budou nejspise proteiny bakterii, u Bm S3-4 12 kDa produkt
chybi, ale miZze byt tak slaby, Ze neni patrny. VSechny délky produktli z Western blotil se
zobrazily v piiblizné stejné velikosti i na té€chto gelech. Produkty maji opét velikost o asi Ctyfi
kDa vétsi.

Bm S3-1 mé mit produkt dlouhy ptiblizné 15,3 KDa, na gelu jsou vSak produkty 18, 17

a 16 kDa, z nichz je nejpravdépodobnéji hledanym proteinem produkt 18 kDa, zatimco ostatni
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jsou degradacni produkty. Produkt je skoro o 3 kDa vétsi. Moznym vysvétlenim je pfitomnost
n¢jaké postranslacni Gpravy, vazby na jiny protein, nebo abnormalni pohyblivosti proteinu
béhem elektroforézy (napi. v disledku konformace molekuly, rozlozeni nabitych a
nepolarnich aminokyselin). Stejné pficiny pfipadaji v tvahu 1 pro objasnéni zdanlivé veétsi
velikosti u ostatnich rekombinantnich proteint.

Bm S3-2 ma mit produkt o délce priblizné 13 kDa a na gelu je produkt 17 a 16 kDa,
pravdépodobné spravny je 17 kDa a 16 je trochu degradovany produkt transgenu.
Zaklonovany produkt je mozna vétsi diky postranslacnim Upravam. Proteiny o velikosti 32,
27 a 5 kDa jsou nejspise bakterialni produkty.

Bm S3-3 ma byt priblizné 23,6 kDa velky a na gelu ma velikost pravdépodobné 29 kDa,
coz muze byt opét postranslacnimi ipravami. DalSimi produkty jsou 17 kDa, coz bude mozna
produkt bakterie, nebo produkt zkraceného insertu.

Bm S3-4 ma byt ptiblizné 25,8 kDa velky, ale na gelu se jevi jako 32 kDa. Dale zde
jsou produkty 16 a 5 kDa, coz jsou bud bakterialni proteiny, nebo degradovany
rekombinantni produkt.

Bm S3-5 ma byt velky pftiblizn¢ 23 kDa, na gelu je vSak v poloze 28 kDa. Produkt
postranslaéné upraven. Dalsi produkt migruje na gelu jako 18 kDa protein — povazujeme ho

za degradovany rekombinantni protein ¢i za protein bakteridlni.

5.5. Dialyza

Zahusténi koncentrace rekombinantnich proteinii pomoci dialyzy nepfineslo pievratny
uspéch. K pfibliznému ur¢eni koncentrace jsem pouzil standardni bovinni serum albumin
(BSA) v koncentracich 0,5, 1, 5 a 10 pg/ul u rekombinantnich proteinit Bm S3-2, -3 a -4.a
koncentrace 1, 5 a 10 pg/ul byly naneseny u proteini Bm S3-1 a -5. Pii dialyze nedoslo
k zésadnim ztratdm rekombinantnich mnozstvi proteint, zustaly vSak kontaminace dal$imi
proteiny. Jejich odstranéni by se muselo Fesit pouzitim dalSich metod. Koncentrace proteinti

odvozena ze srovnavacich vzorki pfiblizné odpovida vysledkim méfeni na spektrofotometru.
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Zavér

. Podafilo se vyizolovat 5 vybranych useki genu Sericin 3 bource moruSového,
Bombyx mori . U jednoho tseku byly ve srovnani s publikovanou sekvenci zjistény
dvé bodové mutace zpusobujici zménu kodonu. VSech pét usekli se podatilo
zaklonovat ve spravné orientaci do expresniho vektoru

Bm S3-1 tvoii polovinu jedné repetice z pocatku genu.

Bm S3-2 tvoii jednu Gplnou repetici z pocatku genu.

Bm S3-3 tvoii jednu a piil repetice z poc¢atku genu.

Bm S3-4 tvofi jenu a pil repetice z poCatku genu, stftedni nerepetitivni oblast a
jednu repetici z konecné repetitivni oblasti genu.
Bm S3-5 tvoii celou druhou repetitivné oblast.

Césti genu ovéfené sekvenaéni reakci se podafilo zaklonovat pomoci pET
151expresniho vektoru do elektrokompetentnich bun¢k SURE 2. Zaklonované useky
obsahuji histidinovou kotvicku, ktera slouzi k prokazani produkce rekombinantniho
proteinu pomoci protilatek a k jeho cisténi na Ni-NTA kolonce pomoci afinitni
chromatografie3.VSechny useky byly exprimovany pomoci elektrokompetentnich
expresnich bunék Rozetta Blue DE3 p-LysS a uspésné procistény pomoci Ni-NTA
purifikac¢nich kolonek. Pro dikladnéjsi procisténi od soli byly proteiny bez velkych
ztrat podrobeny dialyze proti 1x PBS. Proteiny obsahuji pifimés dalSich proteini,

kterych se bude tieba postupné zbavit.

Tereza Staskova zkousela ucinek produktu Bm S3- 5 na bunky v kultufe (Drosophila
wing imaginal disc cell line CI8+) a zjistila zvySenou adhezi bun¢k k podkladu.
Dale je tfeba proteiny procistit ve vétsim méfitku a vyzkouSet je na bunécné

kultury.
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8. Priloha

8.1.  Priloha ¢. 1. Pouzité primery

BMS3revb 5'- TTAGCTACTATGAGCTTGCTGACTTCTGCTACT -37

Ser3-2fw+  5'- CACCAGTAAGTCTTCCAGCAGTTCTCAA -3°
Ser3-rev4 5- ACTGCTCTTACTATCTGTCTCACTTCTGC -3’
Ser3-4fwC  5'- CACCCGTTCCACAAGCTCTGATG -3°
Ser3-4rev 5’- CATCAGAGCTTGTGGAACG -3’

T7 5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3°

T7 rev 5- TAGTTATTGCTCAGCGGTGG -3°

Trikant 5’- TGAGCAAGTTCAGCCTGGTTA -3°

8.2. Priloha ¢. 2. Pouzité chemikalie

10 x Dream Taq Buffer

10 x PCR x Enhancer

10 x Pfx Amp Buffer

50 mM Mg SO4

5x, 6x Loading Dye

Acetic acid

Acetone

Acrylamide-Bis

Agar

Agarose |

Albumin, Bovine (BSA)
Amonium Persulfat (APS)
Ampicilin Sodium salt
B-PER

Bromophenol Blue

Ca CI2.2H20

Comassie R Brilliant Blue G-250
dNTP (Deoxi nukleotid triphosphate)
Dream Taq DNA Polymerase
DTT

EDTA

Ehidium Bromide

Ethanol

First Strand buffer

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
Glycerin (glycerol)

Glycin

Chloroform

Imidazol

IPTG

Izoprophanol
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Fermentas
invitrogen
invitrogen
invitrogen
Fermentas
Penta
aMReSCO
SERVA
invitrogen
aMReSCO
aMReSCO
aMReSCO
aMReSCO
Thermo
aMReSCO
SERVA
aMReSCO
Fermentas
Fermentas
invitrogen
aMReSCO
aMReSCO
Penta
Invitrogen
Fermentas
Penta
aMReSCO
Penta
aMReSCO
SERVA
Penta



KCI

KH2 PO4

LB Broth, Miller

Lysozyme, Egg White
Methanol

Mg Cl2.6 H2

MgCI2

NA2HPO4

NaCl

Nuclease - Free Water

Page Ruler Plus Prest.
Platinum Pfx DNA Polymerase
PMSF

Ponceau S

Rnase H

Skim Milk

Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)
Sodium Hydroxid Pellets
Sodium Phosphate Dibasic Anhydrous
Sodium Phosphate Monobasic Anhydrous
Superscript 111

SYBR Safe DNA gel strain
TCA

TEMED

Tetracyklin Hydrochloride
TRIS

TRIzoL reagent

Tryptone

Tween 20

Yeast extract
B-Mercaptoethanol
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aMReSCO
aMReSCO
aMReSCO
aMReSCO
Penta
Sigma
Fermentas
Sigma
aMReSCO
QIAGEN
Fermentas
Invitrogen
aMReSCO
aMReSCO
TaKaRa
DifcoTM
aMReSCO
aMReSCO
aMReSCO
aMReSCO
Invitrogen
Invitrogen
SERVA
aMReSCO
aMReSCO
aMReSCO
Invitrogen
SERVA
aMReSCO
SERVA
SERVA



8.3.

Priloha €. 3. Sericin 3

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
lel

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961
321

1021
341

atgaattgtaaagttgctctattcctgatagtggctattgtagccgtccaggctcectgect
M N C K V A L F L I VA I V A V O A L P

tgccaggaatctagaccgagacgctgcgggtacaggtatggctgcggaggcggtcgaggce
c o E S R P R R C G Y R Y G C G G G R G

aggggctctggtgtgagacgtctcgattcaggagcagatgacaaccaagggcgatcatgt
R 6 s 6 v RRTL DS G A DDN OQ G R S C

ctcgtcggtggaagtgcagaatcaaatgacgaggactccgatgatcgtttatcagtaatc
L v 6 6 S A E S N DE D S D DU R L s V I

aataatactgaaggccacgctaccagcagcagcttcgatgagcaaagttctagecgctaga
N N T E G H A T S S S F D E Q S S S A R

caaagcagtagctcgtaccagagccagtcatacaacaaagattcttcaagtaccaatgaa
o s s s s Y Qg s 9 s Y N K D S S S T N E

agcagtgatggaggctctggttcgggcagaaccggttcagcaggagaaaatggtgagaat
s s b G G s G s G R T GG S A G E N G E N

tccgacgacagcagtggtgcgacaaaaggaaatagcagtaaatcttccagcagttctcaa
s b b s s GG A T K G N S S K S S S S S Q

ggtcaaagcgcaagtagtagcagcagtgatgaaaaatcatctcagagcagcagtaatagt
G o s A S S S SsS S DEI K S S Q sS S S N S

agcaacaacagtaaatcaagcagccaatcttccagtagccaaaacagttctggttctaag
S NN S K S S S 0 S S S S 9 N S S G S K

ggctcgggatcagaagaaagcagtaatggaggctctggttcgggaagaaccggttcageg
G s 6 s E E S S N GG GG S G S G R T G S A

ggaggaactgatgaggattccgacgacagcagtggtgcgacaaaaggaaatagcagtaag
G G T b E D s D D S S GG A T K G N S S K

tcttccagcagttctcaaggtcaaagcgcaagcagtagcagcagtgacgaaaactcatcet
s s s s S G Q S A S S s S s D E N s S

cagagcagcagtaatagtagcaacaacagtaaatcaagcagccaatcttccagtggccaa
s s s N S S N N S K S S S 0 S S S G 0

aacagttctggttctaagggctcgggatccgaagaaagcagtaatggaggctctggtteg
N S §S 6 S K 6 S G S E E S S N G G S G S

ggaagaaacggttcagtgggaggaactgatgaggattccgacgacagcagtggtgcgaca
G R N G S V G G T D E D S DD S S G A T

aaaggaaatagcagtaaatcttccagcagctctcaaggtcaaagcgcaagcagtagcagce
K 6 N S § K § s s s § Q GG @ s A S5 S S5 S

agtgatgaaaaatcatctcagagcagcagtaatagtagcaacaacagtaaatcaagcagce
s b E K S S ¢ s s S N S S NN S K S S S
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1081
361

1141
381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

1861
621

1921
641

1981
661

2041
681

2101
701

2161
721

caatcttccagtggccaaaacagttctggttctaagggctcgggatcagaagaaagcagt
o s s s 6 g N S S G S K G S G S E E S S

aatggaggctctggttcgggaagaaacggttcagcgggaggaactgatgaggattccgac
N G G S G S G R NG S A G G T D E D S D

gacagcagtggtgcgacaaaaggaaatagcagtaagtcttccagcagttctcaaggtcaa
b s s G A T K G DN S S K S S S S S O G Q

agcgcaagcagtagcagcagtgatgaaaaatcatctcagagcagcagtaatagtagcaac
S A S S S S S D E K S S ¢ S S S N S S N

aacagtaaatcaagcagccaatcttccagtggccaaaacagttctggttctaagggectcg
N S K s s s ¢ s s S G Q N S S G S K G S

ggatcagaagaaagcagtaatggaggctctggttcgggaagaaacggttcagcgggagga
G s E E S S N G G S G S G R N G S A G G

actgatgaggattccgacgacagcagtggtgcgacaaaaggaaatagcagtaagtcttcce
T b £ D s bD D S S G A T K G N S S K S S

agcagttctcaaggtcaaagcgcaagcagtagcagcagtgacgaaaaatcatctcagage
s s s 0 G g s A s s s s S D E K S S Q S

agcagtaatagtagcaacaacagtaaatcaagcagccaatcttccagtggccaaaacagt
s S N S S N N S K S S S Q S S S G Q N S

tctggttctaagggctcgggatcagaagaaagcagtaatggaggctctggttcgggaaga
s G S K 6 s G S E E S S N G G S G S G R

accggttcagcgggagaaactgatgaggattccgacgacagcagtggtgcgacaaaagga
T 6 S A G E T D E D S D D S S G A T K G

aatagcagtaagtcttccagcagttctcaaggtaaaagtgcaagcagtagcagcagtgac
N S S K s s s s s 0 G K s A S S S S S D

gaaaaatcatctcagagtagcagtaatagtagtaacaacagtaaatcaagcagtcaatct
E K s s ¢ s s s N s S N N S K S S S Q S

tcgagtagcaacaatagttctggttctaagggctcgggatcagaagaaagcagtaatgga
s s S NN S S G S K G S G S E E S S N G

ggctctggttcgggaagaaccggttcagcgggaggaagtgatgaggattccgacgacagce
G s 6 s 6 R T G S A G G S D E D S D D S

agtggtgcgacaaaaggaaatagcagtaagtcttccagcagctctcaaggtcaaagcgca
s G A T K GGN S S K S & 5 S S 0 G Q S A

agcagtagcagcagtgacgaaaaatcatcacagagcaacagtaatagtagcaataacagt
s s s s s D E K S s 9 S N S N S S N N S

aaatcaagtagccaatcttcgagtagcaacaacagttctggttctaagggctcgggatca
K s s s ¢ s s s S N N S S G S K G S G S

gaagaaagcagtaatggaggctctggttcgggaagaaccggttcagcgggaggaactgat
EE S s N G G S G S G R T G S A G G T D
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2221
741

2281
761

2341
781

2401
801

2461
821

2521
841

2581
861

2641
881

2701
901

2761
921

2821
941

2881
961

2941
981

3001
1001

3061
1021

3121
1041

3181
1061

3241
1081

3301
1101

gaggattccgatgacagcagtggtgcgacaaaaggaaatagcagtaagtcttccagcagt
E b s DbD S S GGATI KGN S S K S S S S

tctcaaggtaaaagcgcaagcagtagcagcagtgacgaaaaatcatctcagagcagcagt
s 9 G K s A S S S s s D E K S S o S S S

aatagtagtaataacagtaaatcaagcagccaatcgtccagtagcaagaacagttctggt
N S S NN S K S S S 0 S S S S K N S S G

tctaagggctcgggatcagaagaaagcagtaatggaggectctggttcgggaagaaccggt
s K 6 s G S E E S S NG G S G S G R T G

tcagcgggaggaactgatgaggattccgacgacagcagtggtgcgacaaaaggaaatagce
S A G G T b E DS DD SsSs S G A T K G N S

agtaagtcttccagcagttctcaaggtaaaagcgcaagcagtagcagcagtgacgaaaaa
s K s s s s S 9 G K S A S S S S S D E K

tcatctcagagtaacagtaatagtagtaacaacagtaaatcaagcagtcaatcttcgagt
s s ¢ S NS N S S N N S K S S S O S S S

agtaagaacagttctggttctaagggctcgggatcagaagaaagcagtaatggaggetct
S K N s S G S K G s G s E E S s N G G s

ggttcgggaagaaccggttcagcgggaggaactgatgaggattccgacgacagcagtggt
G s G R T G S A G G T D E D S D D s s G

gcgacaaaaggaaatagcagtaagtcttccagcagttctcaaggtaaaagcgcaagcagt
A T K G N 5 S K S s S s S 0 G K S A S S

agcagcagtaacgaaaaatcatctcagagtagcagtaatagtagtaacaacagtaaatca
s s S N E K s s 9 s s S N S S N N S K S

agcagtcaatcttcgagtagcaagaacagttctggttctaagggctctggatcaagtgaa
s s ¢ s S s S K N S S G S K G S G S S E

agtggtgataaaaagtccagttctcgaggaagttctggtgacaactcagacgatgaccaa
s G b K K s S s R GG S s G D N S D D D Q

actgattcagccagatcaaatagtaagcgttccacaagctctgatgcgtccactaaaaaa
T b S A R S N S K R S T s S D A S T K K

agttcgtctagaaagagctccaaccaccgtagtagcagaagtcagcaagctcatagtagce
s s S R K S S N H R S S R S 0 0 A H S S

agcagtaaacaagcccaaagcagcagtagtcaacaagcccaaaatagcagaagtcagcaa
S S K Q A Q s S8 s S Q Q A Q N S R S Q0 Q

gctcatagtagcagaagtcagcaagctcatagtagcagcagtaaacaagcccaaagcagc
A H S S R S 0 0 A H S &5 S5 S K O A O S S

agtagtaaacaagcccaaagtagcagcagtaaacaagcccaaagcagcagtagtaaacaa
s S K 0 A Q S S S S K Q A Q S S S S K 0

gcccaaagtagcagtagtcaacaagcccaaagtagcagaagtcagcaagctcatagtage
A Q S S S S 0 0 A Q S S R S 0 O A H S S
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3361
1121

3421
1141

3481
116l

3541
1181

3601
1201

3661
1221

3721
1241

3781
1261

agaagtcagcaagctcatagtagcagcagtaaacaagcccaaagcagcagtagtaaacaa
R s ¢ 0 AH S s s S K Q A Q S S S S K Q

gcccaaagtagcagcagtaaacaagcccaaagcagcagtagtaaacaagcccaaagcagce
A Q S S S S K Q A Q S s S s K o A 9 S s

agtagtcaacaagcccaaagtagcagaagtcagcaagctcatagtagcagaagtgagaca
s S 9 0 A Q S S R S 0 Q A H S S R S E T

gatagtaagagcagtaatagtggtggccattctaatcatagcagtagaactgaacaaaag
b s K s s N S G G H S N H S S R T E O K

agcagcgcaaaagcaatttcaagcagtgaacagtcacagaatttctcaagcagttcacag
s S A K A I S &S S E O S O N F S S S S 0

aaatctgccgaggccgctgatggatctgaaagcacccagtcagcaagtgaatactcgagce
K S A E A A DG S E S T Q S A S E Y S S

agccaatcaaaggccagtagcagttttagcgcttcgagtgccagtgaaagttcttcatta
s ¢ S K A S S S F S A S S A S E S S S L

agcagcgacgtgaacttcgaagagaagaccgactaa
s s D VvV N F E E K T D *
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8.4. Priloha¢. 4. pET 151 schéma

pEfRrevEam_prim
BglII 183
TT_promot
lach
WIuT 5227 Hbal 255 .
BolI 5213 7_transl_en R
lacl Mdel Z35
Msil 301

fpal S024 fatl
fe:_Fl ET:? Fmp
BesHI 1 4?1: Sspl
Hpal 4725 Tral
Pvul
Amoic
pET151 Directional TOPO
5760 bp
Eagl 4153
Mrul 4128
MecI 3656
\HHWH.-...‘_V%_
pBA3Z2_ordgin
Pcil 2623
ROP AICC

BEEX_3_priner B=1Z17] 2856

Obr. 30. pET 151 expresni vektor

8.5. Priloha ¢. 5. Pouzité zkratky

Pstl 145G

RT............... pokojova teplota

ASG............. ptredni oddil snovaci zlazy Bombyx mori

MSG.............stfedni oddil snovaci zlazy Bombyx mori

PSG.............. zadni oddil snovaci zlazy Bombyx mori

Epp.ceevenninnin ependorfka 200 pl, 1,5 ml

RNA H,0....... Qiagen H,0 bez nukleaz

Demi. H,O...... demineralizovana H,O Sci-Aqua Rodei 200, vyklavovana

Pcr H,O..........demineralizovana H,O pufrovana na pH 7 s 1M Tris, vyklavovana
SZ.oiiiiiii snovaci zlaza

ON...oevven pies noc
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