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1.  UVOD A LITERARNI PREHLED

1.1. Hedvabi — jeho ptvod, sloZeni a pouZziti

Hedvabi je svazano s lidskymi dé&jinami od nepaméti. Je to pfirodni material
pozoruhodnych vlastnosti. Jeho vyuziti kopiruje vyvoj lidské spolecnosti, od ptvodniho
pouziti jako prostfedku smény, pres textilni primysl az po dneSni aplikace v pramyslu,

farmacii a biotechnologiich. Provazi nas a neustale inspiruje.

Hedvébnictvi ma své koteny v Cing, nejspise v provincii
San-tung na pobiezi Zlutého mofte. Zpracovani hedvabi bylo
pod dohledem cisaiské dynastie, a proto vyzrazeni zpusobu
chovu bource a tkani hedvabi bylo trestino smrti. Do
zapadniho svéta se hedvabi dostavalo karavanni cestou (tzv.

hedvabnou cestou). Tato cesta vedla z Ciny pies Bagdad a

vychodni Persii do syrskych pfistavl. Tato vzdalenost byla

ptiblizné 11 tisic kilometr, coz mélo za nasledek vysokou Obr.l
hodnotu hedvabi http://animaldiversity.ummz.umich

. L, I . .edu/site/resources/Grzimek_insect
Ptes velky zdkaz se hedvabnictvi dostalo ve 2. stoleti _ -
s/Lepidoptera/Bombyx_mori.jpg/v

naseho letopoétu do Japonska a Koreje. Evropané jiz znali iew.html
tajemstvi chovu bourcti a proto podle legendy v 6. stoleti cisaf

Justinian poslal nékolik mnichli na nebezpecnou cestu. MniSi méli pienést vajicka bourct
z Ciny. Usp&sné je prenesli do Evropy v dutych poutnickych holich a od té doby se v Evropé
zacal chovat bourec (Hyde 1984). Od 8. stoleti se hedvabnictvi rozméaha ve Spanélsku, ve 13.
stoleti ve Francii a Italii. V Cechach se nejprve ve 14. stoleti vytvotil obchod s hedvabim, a
chov bource zacal az v 1. poloving 17. stoleti.

Védci zacali zkoumat hedvéabi na zacatku 20. stoleti. Prvni z4jmy o studie byli Cisté
komer¢ni. KdyZ ve Francii vypukl v poloviné 19. stoleti bour¢i mor a hrozila likvidace
hedvabnictvi, které bylo vté dobé vyznamnym hospodaiskym odvétvim, byl pozadan o
pomoc Luis Pasteur. Prokéazal, Ze pficinou jsou dva patogeny piendSené transovaridlné a
vypracoval pravidla pro udrZeni zdravych chovil. Pozdéjsi vyzkumy byly zaméfeny hlavné na
strukturu hedvabi. Mezi vyznamné objevy patii identifikace aminokyseliny serinu a objasnéni

sekundarni struktury proteind, ve kterych aminokyseliny vytvareji prostiednictvim



vodikovych mustku tzv. B-skladany list, jako je tomu v piipadé hedvabného proteinu fibroinu
(Pauling, Corey 1953).

1.1.1. Bourec morusovy (Bombyx mori)

Systémové zarazeni bource je nasledujici:

Rise: Animalia (Zivo¢ichové)

Kmen: Arthropoda (¢lenovci)

Podkmen: Hexapoda (Sestinozi)

Ttida: Insecta (hmyz)

Rad: Lepidoptera (motyli)

Celed’: Bombycidae (bourcoviti)
Bourec morusovy patii do pomérné rozsahlé ¢eledi bourcoviti (Bombycidae). Prvni jedinci
bource morusového byli chovani uz 3000 let p. n. 1. Dnes je bourec zcela domestikovany a
produkci hedvabi a nékterymi dalSimi vlastnostmi se zna¢né 1i§i od piibuznych divokych
druhii. Housenky i dospélci jsou malo pohyblivi a vyzaduji péci ¢loveéka. Housenky pfijimaji
jako potravu listy moruse bilé (Morus alba).

B. mori byl domestikovan z B. mandarina, ktery Zije ve volné pfirod¢. B. mandarina
se vyskytuje v oblasti od severni Indie po severni Cinu, Koreu a Japonsko a ve velmi vzdalené
oblasti vychodniho Ruska. Domestikovany bourec pochazi spie z Ciny ne z Japonska a
Koreje (Arunkumar et al. 2006; Maekawa et al. 1988).

Domestikovany bourec ma na rozdil od divokého vétsi velikost kokonu, roste rychleji
a posta¢i mu maly prostor. Dospé€lci nemohou Iétat, nemaji strach z predatord a nemohou
pfijimat potravu. Tyto zmény zpusobily, ze B. mori potiebuje pro své preziti lidskou pomoc
(Goldsmith et al. 2005).

Vajicka drobnych rozmérii (délka 1,5 mm, vdha 0,7 mg), maji ovalny tvar, ze stran
zplostély. Po vykladeni je barva béloZluta, posléze se méni na zlehka hnédou, pak ztmavnou a
béhem 2 az 3 dnli méni barvu na modrosedou jako zraly mak (Michajlov 1952, Krej¢ik 1936).
Vyvoj od vylihnuti z vajicka do zaptedeni trva u monovoltinnich ras pfi letni teploté 28 az 32
dnd, u mensich bivoltinnich 24 az 25 dnt, a u drobnych polyvoltinnich s 6 az 8 generacemi do
roka je vyvoj jesté krat$i. Motyli se z kokond lihnou 10. az 12. den a béhem 24 hodin se spafi.
Samicky kladou 300 az 450 vajicek béhem dalSich 48 hodin.



1.1.2. Hedvabnictvi

Komer¢ni hedvabi se ziskava z domestikového B. mori a malé mnozstvi asi z deseti
jinych druhtt motyla (Peigler 1993). Proteinova vlakna, kterym fikame hedvabi, jsou
produkovana nékolika stovkami tisicii druhli z néasledujicich podkment suchozemskych
¢lenovcl: Chelicerata (ve tfech podtiidach tfidy Arachnida — pavoukovci, Stirci, pavouci),
Myriapoda (tfidy Symphyla, Pauropoda a primitivni mnohonozky, chybi u stonozek) a
Hexapoda (Sehnal, Akai 1990; Craig 1997).

Hedvabi je sekretovano zrozdilnych typt ektodermalnich
zlaz. U larev nékterych zastupcu hmyzu s dokonalou proménou
(Holometabola) je hedvabi produkovano z paru labialnich zlaz,
jejichz ptivodni funkce byla produkce slin. Produkce hedvabi je
velmi intensivni v sesterskych fadech Trichoptera a Lepidoptera.
Jejich labialni Zlazy jsou specializované na sekreci hedvabi, a
proto se nazyvaji zlazy snovaci. Jsou slozeny z n¢kolika stovek

obrovskych a vysoce polyploidnich bunék a morfologicky a

funkéné 1ze ve zlaze rozlisit zadni (PSG), stfedni (MSG) a piedni

(ASG) ¢ast (Sehnal 2008). Tvorba hedvabi ve slinnych zlazach
Obr.2

http://chestofbooks.com/refere
Trichopter, pfed vice nez 250 miliony let. Housenky nekterych  pce/american-Cyclopaedia-

larev se pravdépodobné vyvinula uz v pfedcich Lepidopter a

druhti sptadaji nepfetrzit¢ hedvabnou tubicku (obydli), ve  11/Silkworm.html

kterém také Zziji. Jiné druhy produkuji maly polstafek, nebo

navlek, ktery jim poskytuje oporu béhem svlékani. Mnoho druht spfada trvalé kokony, ve
kterych se larvy kukli. SloZeni hedvabi bylo v n€kterych detailech analyzovano v nad¢eledich
Yponomeutoidea, Pyraloidea a Bombycidea. Zavéry jsou pravdépodobné zavazné pro celou
tiidu Dytrisia, ktera obsahuje 96% z okolo 160 tisic popsanych druhd motylt (Kristensen et
al. 2007).

Hedvabi produkované bourcem je po chemické strance tvorené vladknitou bilkovinou
fibroinem, ktera je sloZena piiblizné z 15 rtznych aminokyselin. Jednotliva vlakna jsou
spojend hedvabnym tmelem, sericinem. Jeden kokon obsahuje az 2000 metrti hedvabného
vlakna.

Pted zpracovanim se musi kukly nejprve usmrtit vloZzenim kokoni do horkého vzduchu,

tim lihnouci se dospé€lec neposkodi celistvost vlakna. Surové hedvabi ma bilou barvu (nékteré

druhy maji kokony v odstinech ZIuté) a neni lesklé. K ziskdni 1 kg surového hedvabi je
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potieba 50 tisic kokont. Vyvafenim v mydlové vodé dojde k odstranéni sericinti, vlakno je

pak vlacné, mekkeé a lesklé.

1.1.2.1. Slozeni hedvabi

Hedvabné vlakno housenek je vysoce organizovana struktura tvofena z nékolika
proteini, které jsou produkovany ze zadni a stfedni casti (PSG a MSG) snovaci zlazy. Vldkno
je tvoteno ze dvou filamentt (1 z kazdé zlazy), které jsou polymerizovany z velkého proteinu
zvaného tézky fibroin (H-fibroin, 350 — 500 kDa Vv riznych druzich). Vldkno je tvoifeno
v PSG spolu se dvéma dal$imi proteiny, lehkym fibroinem (L-fibroin, cca 25 kDa) a P25
glykoproteinem (také zvany fibrohexamerin), ktery je ve dvou forméch lisicich se urovni
glykosylace (27 — 31 kDa). Tyto tii proteiny vytvareji v endoplasmatickém retikulu micely
(Inoue et al. 2004). Mikrovlakna jsou formovana v Golgiho aparatu a uvolfiovana jako
sekre¢ni granula do lumenu zlazy (Akai et al. 1993), kde se hromadi jako vysoce
koncentrovany gel. Gel formuje sloupek, ktery je tlacen dovniti MSG, kde je nepfietrzité
obalovan sekretovanymi sericiny. Bylo ukazano, ze MSG u B. mori je tvofena tfemi
funkénimi oblastmi, které produkuji rozdilné typy sericind. Sericiny pfilehaji k fibroinovému
sloupku prichazejicimu z distalni oblasti. Hlavnim sericinem z distalni oblasti MSG je protein
0 velikosti 150 kDa, centralni oblast sekretuje protein 400 kDa, a proximalni oblast protein
250 kDa (Takasu et al. 2002). Prvni dva uvedené proteiny jsou ziskany z genu zvaného Serl a
posledni protein je z genu Ser2. Gen Serl byl plné sekvenovan (Garel et al. 1997). Jeho
produktem jsou ¢tyii MRNA vznikajici rozliSovacim sestfihem (differential splicing)
primarniho transkriptu (Michaile et al. 1986; Tripoulas, Samols 1986; Hamada et al. 1987).
Gen Ser2 byl dikladné mapovan pouzitim restrikénich enzymu (Michaille et al. 1990a) a byl
identifikovan jako zdroj dvou mRNA (Michaille et al. 1990b). Jeho sekvence byla plné
rozlusténa teprve nedavno (Kludkiewicz et al. 2009).

Fibroinovy sloupek a sericinové vrstvy okolo néj jsou ve Zlazach skladovany dny, nebo
tydny jako oddélené, vysoce koncentrované gely, které jsou piestavény na pevné materialy
béhem spradani vldkna, kdyZz jsou tazeny skrz uzkou ptedni Cast Zlazy (ASG) a snovaci
bradavku (spineret). Vnitiek sloupku polymerizuje rychle do vlakna obsahujiciho H-fibroin,
L-fibroin a chaperon P25 v poméru 6:6:1 (Inoue et al. 2000, 2004).

Polymerizace zavisi na uspofadani a sloZzeni aminokyselinovych opakovani, kterd tvoti
okolo 95% délky H-fibroinu. 1 v ramci fadu Lepidoptera jsou repetice aminokyselin velmi
rozdilné (Sezutsu, Yukuhiro 2000; Zhou et al. 2001; Zurovec, Sehnal 2002; Yonemura,

Sehnal 2006), lIze je vsak odlisit od repetic ve fibroinu chrostikii (Yonemura et al. 2006).
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Vétsina repetic pravdépodobné tvoii B-list a krystaly, které se jevi jako typické fibroinové
konformace (Warwicker 1960). Tyto konformace jsou zavislé na interakcich mezi
aminokyselinami v piilehlych peptidickych fetdézcich (Sehnal, Zurovec 2004). Méieni
rentgenové difrakce ukazalo, které interakce se obvykle objevuji mezi Gly a Gly, nebo mezi
Gly a Ala (Lucas, Rudall 1968). H-fibroin zB. mori je tvoien ztéchto Casti spojeni
GlyAlaGlyAlaGlySer (Mita et al. 1994).

1.1.2.2. Komponenty hedvabi

Sekrece a tvorba hedvabi jsou znacné studovany u bource moruSového. Je znamo, ze
zadni cast zlazy (PSG) sekretuje velké mnozstvi vysokomolekularniho (200-500kDa) tézkého
fetézce fibroinu (H-fibroin), nizkomolekularniho (25 kDa) lehkého fetézce fibroinu (L-
fibroin) a chaperonin P25, ktery se objevuje ve dvou formach (27 a 31 kDa), které se 1isi
obsahem cukru (Tanaka et al. 1999). Lehky fibroin je napojen na tézky fibroin disulfidickou
vazbou, kterd je rozhodujici pro sekreci obou komponent (Takei et al. 1987). Chaperon P25
nekovalentné interaguje s aminokoncem tézkého fibroinu a tim usnadiuje uskladnéni vysoce
nerozpustného H-fibroin/L-fibroin heterodimeru ve formé rosolovitého natéru v lumenu zlazy
(Sehnal 2008). Jeho sekrece a pieména z rosolu v pevné vlakno zavisi na nekovalentnich
interakcich s proteinem P25.

Osa hedvabného vlakna je tedy komplexem proteini sekretovanych v PSG, jak bylo
prokazano u B. mori, B. mandarina, D. spectabilis, G. mellonella a P. xunthus. L-fibroin a
chaperon P25 vsak nebyly nalezeny u motylt z ¢eledi Saturniidae Samia Cynthia ricini, A.
pernyi a A. yamamai (Tamura, Kubota 1989; Tanaka, Mizuno 2001).

Disulfidické milstky spojuji Sest molekul t&zkého fetézce a Sest molekul lehkého fetézce
z fibroinu. Jedna molekula chaperonu P25 je spojena disulfidickym mustkem s tézZkym a
lehkym fetezcem nekovalentni interakci u B. mori (Inoue et al. 2000).

Tézky fetézec fibroinu je hlavnim proteinem hedvabi a jeho struktura ur€uje vlastnosti
hedvabného vlakna. Molekula fibroinu obsahuje krystalické a amorfni oblasti. Amorfni
oblasti jsou charakteristické pfitomnosti aminokyselin s objemnéjSimi postrannimi fetézci,
krystalické oblasti maji vysoké mnozZstvi alaninu, glycinu a serinu (12, 30 a 40%), které
obsahuji kratké postranni fetézce se schopnosti uzaviit struktury listi (Voegeli et al. 1993). U
B. mori ma H-fibroin velikost ~391 kDa. Cela sekvence byla ziskana kombinaci dvou metod
— shotgun sekvenaéni metodou a sekvenovanim fyzikalniho zakladu genetickych map (Zhou
et al. 2000). Gen H-fibroinu je samostatna kopie genu nachazejiciho se na 25. chromosomu

(Kimura et al. 1985) a je tvofeny dvéma exony a jednim intronem.
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L-fibroin je spojen disulfidickym mustkem s H-fibroinem (Yamaguchi et al. 1989;
Tanaka et al. 1999b) a jejich disulfidicka vazba je zakladni pro dobie fungujici sekreci, jak
bylo ukazano v analyze fibroin-sekre¢niho deficitu pii mutaci zptisobujici nahé kukly (Takei
et al. 1987; Mori et al. 1995).

U B. mori je gen L-fibroinu lokalizovan na 14. chromosomu (Kimura et al. 1985) a jeho
celkova délka je 13472 bp. Kodovaci oblast je tvofena sedmi exony.

Chaperon P25, jinak nazyvany fibrohexamerin, ktery se objevuje ve dvou formach
béhem ruznych trovni glykosilace (27 — 31 kDa) (Inoue et al. 2004). Chaperon P25 obsahuje
dva az tfi oligosacharidy navazané na asparagin. Tvoii kompaktni strukturu v disledku
intramolekularnich disulfidickych vazeb. S dimerem H- a L-fibroinu je spojen nekovalentnimi
interakcemi (Tanaka et al. 1999a).

U B. mori byl gen pro P25 popsan Chevillardem et al. (1986). Samotna kopie genu je
ptiblizné¢ 3500 nt dlouha a zahrnuje 5 exoni s 1173 nt (Couble et al. 1985; Chevillard et al.
1986).

1.1.3. Snovaci Zlazy

Hedvabné vlakno je produkovano parovymi zlazami (silk glands, SG). Vyvojové jsou
vsechny snovaci zlazy ektodermalniho pivodu. U klepitkatct (Chelicerata) vznikaji primarné
epidermalnim vchlipenim, kdezto u hmyzu vétSinou sekundarné z riznych typa zlaz.

Snovaci zldzy motyli jsou odvozené z labialni (retni) Zlazy. Zlazy jsou formovany
Z jednovrstevného trubicovitého epitelu, ktery se podéln¢ déli na funkéné odd€lené Casti —
predni (ASG), sttedni (MSG) a zadni (PSG). Proteiny tvofici osu hedvabného filamentu jsou
sekretovany v PSG. MSG slouZi pro sekreci lepkavych sericinovych proteinli pokryvajicich
hedvabné vlakno. PSG a zejména MSG také sekretuji proteiny, které nepfispivaji ke struktufe
hedvabi, ale maji v ném specifické funkce (Zurovec et al. 1998; Nirmala et al. 2001a,b).
Funkce ASG nebyla beze zbytku objasnéna.

Snovaci zlazy housenek vznikaji invaginaci epidermis v ¢asném embryonalnim vyvoji.
Epidermalni bunky se prestavaji délit, kdyz jejich pocet dosahne 250 v ASG, 300 v MSG a
500 v PSG. Za 132 hodin po invaginaci se bunky stavaji polyploidnimi (Akai 1984) a objevuji
se prvni znamky sekrece hedvabi. Béhem postembryondlniho vyvoje se zlazy rychle
prodluzuji (Ono 1951). Znacny rust je zejména beéhem posledniho larvalniho instaru. Snovaci

zlaza bource tvoti od 4% do 40% jeho télesné hmotnosti (Sehnal, Akai 1990).



Funkce snovaci zlazy je specificky stimulovana mozkovymi neurohormony. Tyto
hormony ovlivituji také sekreci hedvabi. Vyznamné role maji také juvenilni hormony a

ekdysteroidy (Sehnal, Akai 1990).

1.1.4. Pouziti hedvabi

Archeologické nalezy ukazuji, ze kokony motyli byly sbirany uz béhem doby kamenné.
Pro nase ptedky byli kukly pravdépodobné vice zajimavé z vyzivného hlediska nez z potieby
ziskat hedvabi. Technologie vyuziti kokond na vyrobu textilii byla objevena az v roce 2700 p.
n. I. v Ciné. Kokon spadl do $alku s horkym ¢ajem princezné Hsi Ling Shi, ktera pak z ného
vytahovala hedvabné vlakno. Produkce textilii je dominantnim vyuzitim hedvabnych vlaken.
Vlakna jsou z velké Casti tvofena H-fibroinem, L-fibroinem a chaperonem P25, ale obsahuji
také vnitfni sericinovou vrstvu a malé mnozstvi vnitinich dalSich proteint. Tyto slozky jsou
obvykle uvadény jako fibroin a pouzivaji se v riznych biologickych testech (Park et al. 2002).

Hedvébna vldkna maji vynikajici mechanické vlastnosti, které se pln¢ uplatitovaly pfti
vyrob¢ padakt. Az do vynalezu nylonu bylo hedvabi pro toto pouZiti nenahraditelné. Pokroky
genového inzenyrstvi otevieli dvefe k produkci zadkladni soucasti hedvabného vldkna,
fibrointi. Dokonce vice pozornosti bylo vénovano vlaknim z pavouciho hedvabi (Sponner
2007).

Pouziti ptfirodni hedvabné nité jako Siciho materidlu v chirurgii bylo uspés$né, coz
znamena, ze imunitni systém dokonale toleruje ptitomnost hedvabného vlakna v lidském téle.
Fibroin byl také pouzit jako skeletovy material pro rust bunék a tkanové inzenyrstvi (Wang et
al. 2006).

Hedvabi rtiznych druhi hmyzu a pavouku je velmi rozmanité (Kaplan et al. 1994;
Kaplan et al. 1998; Vollrath, Knight 2001) v zavislosti na jeho funkci (Vollrath 1999; Altman
et al. 2003). Napft. pavouci vyuzivaji hedvabi pro tvorbu siti na chytani kofisti (pavouciny),
zachranna lanka (vle¢na lanka) a funkce pii reprodukci (tvorbu kokonu jako ukrytu vajicek)
(Altman et al 2003; Winkler, Kaplan 2000; Wong, Kaplan 2002).

Hedvabi poskytuje vyborné kombinace lehké vahy (1,3 g/cm®), vysoké pevnosti (nad
4,8 GPa jako nejsilngjsi vlakno znamé v piirod€) a vyznamné pruznosti (nad 35%) (Rising et
al. 2005). Hedvabi snese srovnani se syntetickym vysoce pevnym vlaknem jakym je Kevlar
49. Elasticita hedvabi je 4-7 krat vy$si nez Kevlaru 49 a energie pozadovana na pretrZeni
vle¢ného vldkna z hedvabi je 3-4 krat vyssi nez pro pretrzeni vldkna z Kevlaru 49. Mezi dalsi
vyznamné vlastnosti hedvabi patii jeSté termostabilita ~250°C, povolujici zpracovavani pies

Siroké hodnoty teplot (Wong, Kaplan 2002).



Fibroiny a sericiny jsou hlavni, ale ne jediné slozky hedvabi motylu a jejich sesterského
fadu chrostikii. N&kolik proteinti mensich nez 20 kDa bylo identifikovdno v hedvéabi housenek
(Kodrik 1992). Nékteré z nich jsou pravdépodobné zodpovédné za rezistenci hedvabi vuci
predatorim, molim a mikrobim (Akai 1997). To muze byt role seroind, které jsou
produktem jednoho genu v G. mellonella a dvou u B. mori (Zurovec et al. 1998b; Nirmala et
al. 2001b; Zurovec, Sehnal 2002).

V hedvabi bource morusového tvofi sericiny 25-30% celkovych proteind. Sericiny
obaluji fibroinové filamenty lepkavou vrstvou a pii prichodu spineretem je slepuji v jedno
vlakno. Povrchové sericiny se uplatiiuji pii tvorbé kokonu, protoze slepuji predené vlakno do
mnoha vrstev. VétSina sericinu musi byt pii vyrobé surového hedvabi odstranéna koupeli
kokontl v horké a slab¢ alkalické vodé. Uvolnéné hedvabné vldkno se spojuje residudlnimi
sericiny z nékolika dal§imi v hedvabnou nit, ktera se naviji na vietena. Sericin zlstava
V odpadni vod¢. Celosvétova produkce kokonil je okolo 1 milionu tun (Cerstvé véhy), po
suseni se ziska 400 tisic tun suchych kokont. Béhem jejich zpracovani se odstrani 50 tisic tun
sericinu (Zhang 2002).

Stejné jako fibroin je sericin smési nékolika proteint, jejichz molekulova hmotnost je ve
velkém rozmezi od 10 do vice nez 300 kDa. Sericiny obsahuji ptevazné aminokyseliny
S polarnimi funkénimi skupinami — hydroxylova, karboxylova a aminova. Aminokyseliny
serin a kyselina aspartatova tvoii ptiblizn€ 33,4 a 16,7% vsech sericint (Zhang 2002).

Sericin je protein rozpustny ve vodé a jinych polarnich rozpoustédlech. Velikost
ziskanych frakci zavisi na fad¢ faktord (teplota, pH, ¢as zpracovani). Sericiny jsou zasti
hydrolyzovany Vv kyselém nebo alkalickém prostiedi a degradovany protézami pritomnymi
Vv samotném hedvabi. Sericinové peptidy, nebo hydrolyzaty o nizké molekulové hmotnosti
(méné nez 20 kDa) jsou pouZivany v kosmetice jako pfidavky v produktech péce o plet a
vlasy, zdravotnické produkty a medikamenty. Sericinové peptidy o vysoké molekularni vaze
(vice nez 20 kDa) jsou vétSinou pouzivany jako medicinsky biomaterial, degradatelny
biomaterial, slouceniny polymerd, funkéni biomembrany, hydrogely a funkéni vldkna a
tkaniny (Zhang 2002).

Mal¢ sericinové peptidy jsou rozpustné ve studené¢ vodé¢ a mohou byt obnoveny na
prvotni trovenl surovych hedvabnych produktid. Velké sericinové peptidy jsou rozpustné
V horké vodé. Diky svym vlastnostem je sericin pouzivan pro zlepSeni umélych polymeri

jako jsou polyestery, polyamid, polyolefin a polyakrylonitril. Sericin je také hojné pouzivan



jako natérovy, nebo smésny material pro pfirodni a uméld vlédkna, tkaniny a polymerové
¢lanky (Zhang 2002).

Tti sericinové geny, kodujici rodinu nejméné Sesti glykoproteint, byly izolovany z B.
mori. Primarni transkripty tvoii alternavnim sestfihem nékolik mRNA, které koduji proteiny
dosahujici 65-400 kDa (Sinohara 1979; Gamo 1982; Couble et al. 1987). Sericinové proteiny
obsahuji velké mnozstvi serinovych aminokyselinovych zbytki (16-42%) a velké mnozstvi
hydrofilnich aminokyselinovych zbytki (Komatsu 1975; Gamo 1977), které zapticinuji jejich
rozpustnost v horké alkalické vodé.

Transkript genu Serl je vyjadien a odlisné sestfizen V distalni a centralni oblasti MSG.
Transkript genu Ser2 je pfedev§im v proximalni ¢asti MSG (Couble et al. 1987). Toto je
shodné s rozdélenim sericinti o velikostech 150, 400 a 250 kDa, ale mnozstvi sesttizenych
produktd ukazuje, ze je produkovano vice sericinovych proteini. Gamo et al. (1977) ur¢ili
nejméné Sest a Sprague (1975) az 15 typu sericinovych proteinti v hedvabnych extraktech.

Proteiny vypadajici jako sericiny representuji 20-30% z proteintt kokonu (Suzuki 1977).

1.1.5. Sericiny

Gen Serl z B. mori byl ¢astecné klonovany a sekvenovany Okamotem et al. (1982),
Michaillem et al. (1986) a jeho kompletni strukturu dokoncil Garel et al. (1997). Gen je
dlouhy 23 kb, ma devét exont (Garel et al. 1997) a je exprimovan v distalni a centralni ¢asti
MSG (Hamada 1987). Velka ¢ast centralniho exonu koduje 60 kopii bloku 38 aminokyselin
(Garel et al. 1997). Rekombinantni proteiny zaloZené na této repetici SRTSG GTSTY GYSSS
HRGGS VSSTG SSSNT DSSTK NAG samovolné zaujaly konformaci B-listu a krystali
(Huang et al. 2003). V 5’ oblasti genu jsou kolem CAAT boxu tseky podobné jako u genu H-
fibroinu (Okamoto et al. 1982). Primarni transkript (10,5 kb) je stéihan tkanové a vyvojoveé
specificky (Couble et al. 1987) do ¢tyf mRNA dlouhych 2,8/2,9 kb, 4,0 kb, 9,0 kb a 10,5 kb
(Michaille et al. 1986; Fedi¢ 1996). Béhem patého instaru je gen Serl piepisovan ve 150
zadnich bunikach MSG, z nichz 42 produkuje mRNA o velikosti 2,8 kb a 108 bunék MRNA o
velikostech 4,0, 10,5 a 9,0 kb (Michaille et al. 1990a). Vsechny ¢tyii mRNA obsahuji exony
1,2,7,8a9, aproto maji stejné 5" a 3" konce (Michaille et al. 1986). Lisi se zastoupenim
exonu 3, 4, 5 a 6 (Garel et al. 1997). Exon 6 je nejvétsi (~6,5 kb) a je tvoren piiblizné 60
opakovanimi s charakteristickym 114 bp motivem, ktery koduje vySe zminénou repetici 38
aminokyselin (Okamoto et al. 1982).

Gen Ser2 piislusi ser2 genetickému lokusu na chromosomu 11 (Gamo 1982), je vysoce

polymorfni (Michaille et al. 1990a) a jeho produktem jsou dvé mRNA. Jedna z nich ma vzdy
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velikost 3,1 kb, velikost druhé zavisi na alele a je 5,0; 5,4 nebo 6,4 kb (Michaille et al. 1990).
Gen Ser2 obsahuje 11 exond, z nichz dva koduji mnohonasobné kopie repetice
ALTEKAKPNDRSPSHKDT (Kludkiewicz et al. 2009). Zpusob polymerizace a finalni
konformace proteinu nejsou znamé. Neni vylouceno, Ze proteiny genu Ser2 drzi vlakna
kokonu pohromadé¢ elektrostatickymi silami, které jsou preruSeny varenim v alkalické vodé
(Sehnal, Sutherland 2008).

Protein odvozeny od genu Ser3 je tvofen 1271 aminokyselinami, z nichz 18 ptipada na
signalni peptid. Odvozené slozeni aminokyselin z proteinu bez signalniho peptidu bylo
srovnano se sericinovymi proteiny a bylo zjisténo podobné slozeni jako u produkti genu Serl.
Pomérné zastoupeni aminokyselin je v sericinovych proteinech podobné (Gamo et al. 1977;
Garel et al. 1997; Takasu et al. 2002). Protein Ser3 obsahuje dva typy repetic bohaté na serin
(Okamoto et al. 1982, Takasu et al. 2007).

1.1.5.1. Pouziti sericinu

Sericin je dobife rozpustnym substratem riznych proteaz a je proto biodegradabilni.
Diky jeho dalsim vlastnostem jako je schopnost tvorby gelu, zadrzovani vlhkosti,
biokompatibilita a kozni pfilnavost ma Siroké pouziti v kosmetice a potencialné i v medicing a

farmacii (Padamwar, Pawar 2004).
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Biologicky odbouratelné materialy

Polymery prakticky neskodné pro zivotni prostfedi mohou byt vytvoreny smichanim
sericinu s pryskyficemi (Annamaria et al. 1998) a jinymi syntetickymi polymery.
Polyuretanové pény, které maji ve své strukture vClenény sericin, dobfe absorbuji a uvoliuji
vlhkost (Nomura et al. 1995). Polymerové filmy, pény, lisované pryskyfice a vlakna
obsahujici sericin (0,01-50% w/w) mohou byt tvofeny nékolika slozkami zahrnujicim polyol
(polyether polyol ziskany normalni polymerizaci glycerolu, propylen oxidu a ethylen oxidu),
tolylen diisotyanate, dibutyltin dilaurate (katalyzator) a trichloromonofluoromethan
(nadouvadlo) v pritomnosti sericinu. Schopnost absorpce/vypafovani vlhkosti je dvakrat az
pétkrat lepsi v péné obsahujici sericin nez v kontrolni péné (Zhang 2002).

Nekteré produkty obsahujici sericin maji vyborné mechanické a tepelné vlastnosti
(Hatakeyama 1996). Sericinovy prasek je rozpustny v organickych rozpoustédlech jako je
tetrahydrofuran nebo dioxan, ktery mize obsahovat polyether, nebo polyesterové slouceniny.
Polyurethan obsahujici biologicky rozlozitelné ¢asti sericinu se stava cely biologicky
rozlozitelny. Tento polyurethan je levny, jelikoz je tvofen z velkého mnozstvi zbytkového

sericinu (Zhang 2002). Muze byt pouzit na vyrobu filmu, vldken a lisovanych objektu.

Membranové materialy

Hedvabné sericinové membrany a filmy maji znacnou pruznost a taznou silu. Jejich
biokompatibilita a odolnost k mikroorganizmiim z nich ¢ini dobry obvazovy material pro
zastaveni krvaceni. Navic flexibilita a schopnost absorpce vody umoznuji pouziti pro 1é¢eni
koznich poSkozeni a nezptsobuji odloupavani klize, kdyz je obvaz odstranovan z jiz zahojené
rany (Tsubouchi 1998).

Neni snadné pouzit samotny Cisty sericin na tvorbu biologickych membran, ale sericin
vV membrané ochotné tvoii sit, smes, nebo kopolymer s jinymi latkami v membranég. Sericin
obsahuje velké mnozstvi aminokyselin s neutralnimi polarnimi funk¢énimi skupinami,
membrany obsahujici sericin jsou tedy hydrofilni a selektivni pro smési vodnich organickych
roztok.

Akrylonitril pouzivany na tvorbu nékterych syntetickych polymeri muze byt
kopolymerizovan se sericinem. Touto pfipravou vznikne polymerovy film obsahujici

proteiny, ktery mize byt pouzit na oddéleni vody z organi (Yamada, Fuwa 1993a, 1994).
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Yamada a Fuwa (1993b) piipravili ze sericinu filtr, ktery mél trojrozmérnou sitovanou
strukturu ziskanou vzajemnym propojenim sericinu, ve vode rozpustné epoxidové slouceniny

a polymerizujicim ¢inidlem.

Funkéni biomaterialy

Kurioka (1998) vyzkousel sericin jako biomaterial pro lékaiska pouziti, napt. pro
vyrobu kontaktnich ¢oc¢ek. Transplanta¢ni polymery jsou pfipravovany s metyl metacrylatem,
nebo styrenem a jsou biokompatibilni (Nakamura et al. 1986; Wei et al. 1989).

Sericinovy film na povrchu zafizeni ma antimrznouci G¢inek (Tanaka 2001). Pouziti
vrstveného sericinového filmu je efektivni antimrznouci metoda, kterda mulze byt Siroce
pouzita v chladni¢ce, hlubokém mrazeni, a v chladicich vozech a lodich. Déale mtze byt tento
film pouzit na cesty a stiechy jako prevence proti poni¢eni mrazem a snadné odklizeni sné¢hu

(Zhang 2002).

Medicinské biomaterialy

Tsubouchi (1999a) vyvinul hedvabny fibroinovy obvaz, ktery by mohl po umisténi na
zranéné misto zvySovat hojeni a mohl by jit sloupnout ze zahojeného mista bez poranéni noveé
utvorené kiize. Tento nekrystalicky fibroinovy obvaz obsahuje 3-16% vody a jeho tloustka je
10-100 pm. Obvaz byl vytvoien ze smési fibroinu a sericinu (Tsubouchi 1999b).

Membréna tvofend sericinem a fibroinem je efektivni substrat pro déleni adherujicich
zvifecich bun¢k a miize byt pouzita jako nahrada kolagenu (Zhang 2002).

Film tvofeny sericinem a fibroinem ma vybornou propustnost pro kyslik a svymi
vlastnostmi je podobny lidské rohovce. Diky témto vlastnostem by mohl byt sericin-
fibroinovy film pouZit na tvorbu nahrady rohovky (Murase 1994).

Proteiny hedvabi po sulfona¢nim oSetfenim sericinu a fibroinu mohou byt pouzity jako
biomaterialy s antikoagulaénimi vlastnostmi (Tamada 1997). Takovy antikoagulant je
potencidlni ndhradou heparinu. Antikoagulant muze byt pouzZit na Upravu povrchi
medicinskych nastroji. Sulfonovany hedvabny proteinovy antikoagulant potvrdil zasah do
vazby HIV s imunocyty. Presnéji fe¢eno, antikoagulant by mohl byt pouzit do zubnich past a
holicich krémil jako prevence proti rozsifeni HIV (The Chemical Daily (Japanese) 2001).

Sericin byl nalezen na potlaceni lipidové peroxidace a inhibici tyrosindsové (polyfelon

oxidasa) aktivity in vitro (Kato et al. 1998).
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Funkéni vlakna, tkaniny a ¢lanky

Funkéni vlastnosti nékterych syntetickych vldken mohou byt zlepSeny potahovanim
ptirodnimi makromolekulami - chitinem, chitosanem, fibroinem a sericinem. Synteticka
polyesterova vlakna maji mikropory o priméru 0,001-10 pm. Sericinové molekuly by mohly
byt zavedeny do téchto mikropori a zesitovany (Zhang 2002).

Wakabayashi a Sugioka (1994) ptiravili polyesterova vlakna modifikovana sericinem.
Tato vlakna mohou byt vice nez pétkrat vice hygroskopickd nez neupravend polyesterova
vlakna a vice nez 85% z prvotni hygroskopicity zlstdva po 50 vymytich. Jind syntetickd
vlakna jako napiiklad polyamidové (6-nylon) nebo polyolefinové byla rovnéz chemicky
modifikovana se sericinem (Mori et al. 1997; Nomura et al. 1996).

Kaucuk je biokompatibilngjsi po smichani se sericinem. Smés hydrolyzovaného sericinu
(5-50 kDa molekularni hmotnosti) tvoii s kau¢ukem produkty s nizsi drazdivosti na pokozku
nez ptirodni kauCuk. Takto modifikovany kaucuk by mohl byt pouzit na vyrobu vnitiku
kaucukovych rukavic, uchopy fiditek na kole a na rizném sportovnim nacini. Pudrovy sericin
s ¢asticemi mensimi nez 20 um v praméru by mohl byt smichdn se slouceninou kaucuku a

termoplastt, a tato smés by mohla byt pouzita na vnitini ¢asti produkti z kiize (Ueda, Makita

2000).

1.2. Tkanové kultury

Bunééné kultury se uplatiiuji hlavné ve dvou oblastech 1ékaiského vyzkumu: produkce
antivirovych vakcin a vyzkum neoplazii (novotvorba, tvorba nadorid). Standardizované
podminky a bunééné linie pro produkei a analyzu viri poskytuji impuls pro vyvoj technologie
moderni tkanové kultury, zejména produkce velkého mnozstvi bunck vhodnych pro
biochemickou analyzu. Tato a jiné techniky vyuzivaji komeréné dodavana sterilni media a
kultiva¢ni nadoby. Standardizované tkanové kultury jsou pro moderni lékaisky vyzkum
nezbytné.

Tkanové kultury byly poprvé pouzity na zacatku 20. stoleti (Harrison 1907; Carrel
1912) jako metoda pro studium chovani volnych zivoéisnych bun€k se systémovymi
zménami, které mohou nastat in vivo béhem normalnich zivotnich podminek a pfi ptisobeni
stresovych faktort. Jak uZz nazev naznacuje, technika byla poprvé vyzkouSena s fragmenty
tkani, jejichz rust in vitro byl omezen na migraci bun¢k z tkanového fragmentu s ndhodnou

mitézou ve vysledku. (Fischer 1925; Parker 1961). Nazev tkanova kultura se pouziva jako
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vSeobecny nazev. V druhé poloviné dvacatého stoleti nastal velky rozkvét v této oblasti a vedl
k vytvoreni klasifikace tkanovych kultur (R. I. Freshney 2005).

Migrace bunék z explantati a pokracovani jejich proliferace po pieneseni do Cistého
média bylo poprvé ukédzano Rousem (Rous, Jones 1916). Tento proces se nazyva pasazovani,
které je dnes béznou technikou pii udrzovani bunéénych kultur (Fischer et al. 1958) N¢které
bunééné linie jsou timto zpisobem udrzovany mnoho desetileti.

V roce 1950 zacal byt pro uvolnéni bunék z explantované tkané pouzivan trypsin.
Dulbecco jako prvni popsal, jak lze z explantatu pasazovanim ziskat jednotlivé typy bunék
pro virovou plakovou zkousku (Dulbecco 1952). Gey zalozil prvni nepfetrzitou lidskou
bunécnou linii HeLa (Gey et al. 1952).

Tkéanové kultury zacali byt Siroce pouzivany v poloving¢ 20. Stoleti po zavedeni
antibiotik, ktera ulehc¢ila udrzovani bunéénych linii. Dnes vime, ze antibiotika je nutno
pouzivat velmi opatrné, protoze mohou vést k resistenci vuéi antibiotikim a ke skryté
kontaminaci kultury (Parker 1961).

V roce 1950 bylo vyzkouSeno prvni medium, do kterého nebyla piidana zadna slozka
hovéziho séra (Morgan et al. 1950; Parker et al. 1954; Eagle 1955, 1959; Waymouth 1959).
Dnes se bez-serového media b&ézné pouzivaji, v mnoha piipadech je vSak piidavek séra

z teleciho plodu nezbytné (Ham 1963, 1965).

Bunééné kultury z poikilotermii

Bunééné kultury =z poikilotermi maji obdobn& Siroké pouziti jako kultury
z teplokrevnych zivocichi (ptaci, savci).
Rybi buiiky

Kultury z rybich bun¢k zacali byt vice popularni diky komerénimu zajmu. Akvarijni
rybka Danio rerio (zebficka) ma mnoho vlastnosti, které z ni délaji popularni nesav¢i model
pro studium vyvoje a toxikologie savct (Driever et al. 1994). Zebticka ziska sexudlni zralost
asi ve 3 mgésicich, a samice pak kazdy tyden produkuje 100 — 200 vajicek. Embryogeneze
probiha ve vnéjSim prostfedi 3—4 dny. Velka prihledné vajicka jsou pfistupnd experimentalni
manipulaci zahrnujici bunééné znaceni nebo omyvaci (abla¢ni) techniky (Westerfield 1993).
Hmyzi buniky

Kultury z hmyzich bunék jsou dulezité pro studium vyvojovych procesi, uplatiuji se
vSak 1 pfi hledani novych prostfedkt proti hmyzim skiidcim. Pouzivani hmyzich bunéénych

kultur se podstatné zvysSilo po vyvinuti metody exprese rekombinantnich proteint
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V bakulovirech, které hmyzi bunky vyzaduji (Midgley et al. 1998). Bakulovirus nejcastéji
roste v Sf9 bunkach, coz je nepfetrzita bunééna linie ziskana z mury Spodoptera frugiperda
(R. 1. Freshney 2005).

Typy tkanovych kultur

Tkanova kultura — obecny termin zahrnujici organové a bunécné kultury. Tkanové

kultury jsou téchto typi:

- Bunécné kultura — kultura odvozena z tkané, nebo vyriistku z primarniho explantatu,
ktera je rozclenéna (mechanicky, enzymaticky) do bunécné suspenze. Kultura miize
byt kultivovana jako jedna adherujici vrstva na pevném substratu, nebo jako
suspenze v kultivaénim mediu

- Histotypicka (histologicka) kultura — znovu nahromadénd nebo rustem obnovena
trojrozmérna struktura s hustotou bunék srovnatelnou jako je u tkani

- Organotypicka kultura — kultura obsahujici vice interagujicich typt bunék (napft.
epidermalni keratinocyty v kombinované kultufe s dermalnimi fibroblasty) coz je
podobné jako v organu. Tato kultura davd nové nad€je pro studium bunécénych
interakci mezi jednotlivymi, definovanymi populacemi zhomogennich a

potencialné geneticky a fenotypicky definovanych bun¢k (R. I. Freshney 2005)

2. CILE PRACE

1. Zvladnuti techniky tkanovych kultur.

2. Studium vlivu komer¢niho sericinového hydrolyzatu na hmyzi a sav¢i bunky.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Zkoumany preparat sericinu

Pfi mych pokusech jsem pracovala s komeréné¢ dodavanym proteinem sericinem
PureSericin od firmy Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Japan.

3.2. Pouzité bunécné linie
HelLa

Jedna se o nesmrtelnou bunécnou linii, kterd je pouzivand ve vyzkumu. Patii mezi
nejstar§i a nejcastéji pouzivané lidské bunky (Rahbari et al. 2009). Bunky byly ziskany
z karcinomu de€lozniho ¢ipku od pacientky Henrietty Lacks (odtud také nazev linie), ktera
zemfiela na jeji karcinom 4. fijna, 1951. Tato linie je mimofadné¢ stabilni a roz$ifend jako smés
S jinymi bunéénymi liniemi pouzivanymi ve vyzkumu (Capes-Davis et al. 2010; Watts,
Watson 2010). Buiiky byly propagovany Georgem Otto Geyem jiz kratce pted smrti Lackové
v roce 1951. Je to prvni bunéénd linie testovana usp&$né in vitro, ktera byla védeckym
uspéchem s hlubokym budoucim darem pro 1ékaisky vyzkum. Gey oteviené daroval buiky,
nastroje a zpracovani jeho laboratorniho vyvoje jinému védci, ktery je pozadoval. U¢inil toto
jako dar pro védu. Ani Lacks ani jeji rodina nedali Geyovi souhlas pro vytézek z bungk, ale
Vv tuto dobu nebyl souhlas vyhledavan. Buiiky byly pozdé¢ji komercializované, coz znamena,
ze nikdy nebyly patentovany v jejich originalni formé (Skloot 2010).

HeLa buiky jsou oznacovany jako nesmrtelné, jelikoz se dokéazi délit do nekonecného
mnozstvi. Toto mnoZstvi je pouze omezeno na dobu, po kterou maji buiikky podminky jim
vyhovujici. Existuje mnoho zplsobi jak udrZzet HeLa buniky, aby pokracovali ve svém riistu
V bunééné kultufe, ale vSechny HeLa bunky pochazeji z jednoho nadoru z pacientky Henrietty
Lacks. Je odhadovéno, ze celkové mnoZstvi HeLa bunéck, které byly pouZity v bunécnych
kulturach velmi piekracuje mnozstvi vSech buné¢k v téle Henrietty Lacks (Sharrer 2006).

HeLa bunky byly pouzity Jonasem Salkem, ktery jako prvni testoval vakcinu proti
détské obrné v roce 1950. Od té doby maji HelLa pouziti pro vyzkum rakoviny, AIDS, efektu
radioaktivnich a toxickych latek, genetického mapovani a mnoho jinych védeckych vyzkumi
(Smith 2002).

Helacyton gartleri — diky neomezené replikaci a nelidském mnozstvi chromosomi byla
tato linie popsdna Leigh Van Valenem jako pfiklad vytvofeni moderniho druhu. Druh byl
pojmenovan po Stanley M. Gartlerovi, jehoz Van Valen uznal objevitelem tspéchu tohoto

druhu (Van Valen, Maiorana 1991).
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Vero linie

Tato linie byla izolovana z ledvinnych epitelidlnich bun€k ziskanych z africké zelené
opice Cercopithecus aethiops. Linie byla ziskana 27. bfezna 1962 Yasumurou a Kawakitou
v Cibé na Cibské univerzité v Japonsku (Yasumura, Kawakita 1963).

Tato linie je pokraCujici a aneuploidni (buniky maji abnormalni pocet chromosomi).
Pokracujici bunécnd linie mize byt replikovana béhem néckolika cykli déleni a nemtize
starnout ("Main Types of Cell Culture”. Fundamental Techniques in Cell Culture: a
Laboratory Handbook. Retrieved 2006-09-28).

Bunky Vero jsou interferon-postradajici, takze nejsou jako normalni sav¢i bunky.

Nesekretuji typ interferonu 1, kdyz jsou napadeny virem (Desmyter et al. 1968).

NIH-3T3 linie

Buné¢na linie zalozend v roce 1962 védci Georgem Todarem a Howardem Greenem na
oddé¢leni patologie na 1ékatské skole na univerzit¢ v New Yorku. Todaro a Green ziskali tuto
bunéénou linii z embryonalni tkané ze Svycarské mysi. NIH-3T3 patii mezi standartni
bunécné linie fibroblasti.

Oznaceni 3T3 wvychazi zprotokolu na kultivaci téchto bunck. Primarni mysi
embryonalni fibroblasty byly pasdzovany (transfered) odtud pismeno T kazdy tfeti den, odtud
prvni &slo 3, a vysety na bun&énou hustotu 3 x 10° bundk na Petriho misku 20 cm?
kontinudlné, odtud druhé €islo 3. Samovolné nesmrtelné buniky se stabilni rlistovou rychlosti

byly zaloZeny po 20-30 generacich v kultufe, a potom nazvany 3T3 (Todaro, Green 1963).

L929 linie
Tato linie byla zalozena W. R. Earlem v roce 1940. Linie pochazi z mysi, ktera byla

podrobena piisobeni metycholantrénu na podkozni pojivovou tkan.

HaCaT linie

Tato linie jsou dospé€lé kozni keratinocyty. Keratinocyty jsou hlavni buiky v epidermis
(pokozce) nejzevnéjsi vrstvé lidské klze, tvoii zhruba 95% vsSech bun¢k, které jsou zde
nalezeny (McGrath et al. 2004). Keratinocyty nalezeny v této bazalni vrstvé (Stratum
germinativum) Vv pokozce jsou nékdy nazyvany jako “bazalni bunky“, nebo ‘“bazalni

keratinocyty” (James et al. 2005).
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Tyto buniky jsou mnohdy povazovany za nesmrtelné, jelikoz jsou schopny podstoupit az
140 pasazi. Buiky tvoii heterotypickou kmenovou linii se specifickym stabilnim markerem
chromosomtl, kterd ovSem neni rakovinotvorna. Dokonce po nékolika pasazich bunky
zustavaji schopné mnozeni jako po normalnim mnoZzeni, diky ¢emuz poskytuji vhodny a
stabilni model pro studium keratinocytli. Vybér klont dal vyssi rozliSovani benignich

epidermalnich cyst a/nebo karcinomu Supinaté buiiky u holych mysi (Fusenig et al. 1990).

WS1 linie
Linie koZnich fibroblast ziskana z embrya ¢ernos$ské rasy. Buriky jsou ziskany z kiize
dvanacti tydenniho embrya Zenského pohlavi CernoSské rasy ze stiedni ¢asti kiize lopatky.

Linie je schopna podstoupit 17 pasazi (http://bioinformatics.istge.it/cldb/cl4732.html).

Fibroblasty

Fibroblasty jsou typem bunék, které tvoii extracelularni matrix a kolagen
(http://ghr.nlm.nih.gov/glossary=fibroblast), strukturalni kostru (stroma) pro zivo¢isné tkang,
a hraje klicovou roli v uzdravovéani zranéni. Fibroblasty jsou nejbéznéjsi buiiky v pojivové

tkani u zivocicha.

Keratinocyty

Keratinocyty jsou hlavni buiiky v epidermis (pokoZce) nejzevngjsi vrstveé lidské kuze,
tvofi zhruba 95% vSech bunék, které jsou zde nalezeny (McGrath et al. 2004). Keratinocyty
nalezeny v této bazalni vrstvé (Stratum germinativum) v pokozce jsou nékdy nazyvany jako

“bazalni bunky*, nebo “bazalni keratinocyty” (James et al. 2005).
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Izolace keratinocyti z lidské kiize

Pomiicky

- Chirurgicka pinzeta

- Anatomicka pinzeta (Dumont 7)

- Skalpel vel. 10 (Feather)

- Nuzky (Mayo-Stille, ostré) ¢. 14013-15 (FST)

- Nuzky (Mayo-Stille, zahnuté) ¢. 14013-15 (FST)

- Petriho miska 100mm/150mm (velikost zavisi na mnozstvi materialu)

- Sklenéna Petriho miska pro krajeni a stfihani materialu

- Sklenény trychtyt

- Géza na cezeni materialu

-PBS + penicilin/streptomicin (déle jen pen/strep), amfotericin, gentamycin

(promyti/rozdéleni castit)

- FCS (zastaveni reakce trypsinu)

- Dispasa 11 240 U/100 ml (=2,4 U/ml) 10 — 15 ml/10 na Petriho misku

- Trypsin/EDTA (10x) ¢. L11-033 (PAA), trypsin 5Smg/ml EDTA 2,2 mg/ml

- Milipor — filr na buniky 100pum/70um
Postup
Izolacni den 1
Zahnutymi nGzkami oddélime tuk a spojeni tkané s kuzi. Kzi nastithame na kousky o
velikosti cca 0,5 cm? a promyjeme je opakovang PBS + amfoterycin, pen/strep, gentamycin.
Promyti opakujeme tfikrat, promyvaci roztok nachame vzdy pisobit 20 minut a poté ho
opatrné odsajeme, abychom neodsali také kousky ktize. Kousky klize rozdélime do Petriho
misek (10er/15er), tak aby byli §karou (dermis) nahoru. Uchovani v 10 — 15 ml dispasy
[1/10er misku. Inkubace ptes noc (nebo po 2 noci) pii 4°C.
Izola¢ni den 2

Trypsin/EDTA (10x) ve vodni lazni rozehiejeme a zahfejeme na 37°C. Do 50 ml
zkumavky pipetujeme 50ml PBS + 0,5ml amfotericin, pen/strep, gentamycin. Kousky klze
dame do nové Petriho misky S touto smési. Kousek ktize uchopime pomoci chirurgické
pinzety, oddélime vrstvu epidermis, kterou rozdélime na malé kousky (diivodem je usnadnéni
pipetovani pozdg&ji) a kousky dame do pfedem pfipravené 50ml zkumavky.
Svle¢eme/odloupneme keratinocyty zahnutou anatomickou pinzetou z dermis. Kousky dermis

omyjeme peclivé v Petrino misce s PBS s antibiotiky, supernatant pipetujeme do zkumavky.
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Kousky dermis dame do nové Petriho misky (150 mm) s PBS + antibiotiky pro pfipravu
fibroblastii a endotelidlnich bun¢k. Roztok trypsin/EDTA pipetujeme do zkumavky se smési
fibroblasti a endotelidlnich bunék. Zkumavku inkubujeme v pohybujici se vodni lazni pfi
37°C kvuli natraveni bunék, vortexujeme kazdych 5 minut. Traveni zastavime ptidanim 10ml
FCS. Pasteurovou pipetou piidame ke smési nékolik kapek DNAsy I a rozpustime (buriky se
uvolni rychleji, pokud budeme pipetou pumpovat nahoru a doll). Gazu (2 vrstvy)
rozprostfeme na filtr a smés filtrujeme do sterilni 100 ml velké nddoby. Pfes gazu prelijeme i
trochu media s FCS. Pfiefiltrovanou suspenzi bunék filtrujeme jes$té pies milipor (100um
velké otvory). Prefiltrovanou suspenzi bunék centrifugujeme 5 minut, 1200 rpm (= 350 xg),
pfi pokojové teploté. Pelet resuspendujeme v ohfatém (37°C) keratinocytovém ristovém
mediu. Bunky spocitame, pomoci Trypanové modii zjistime mnozstvi zivych a mrtvych,

primérni kulturu vysévdme do 75ml inkubaéni lahve o hustot¢ inokula 3x10° bungk.

Pasazovani
Jelikoz bunky velmi rychle rostou, musime je zhruba kazdé tfi dny pasazovat. Procesem
pasazovani jsou tedy odstranény mrtvé buiky, zivé a vitalni buiiky jsou zredukovany v jejich
mnozstvi a pfeneseny do nového media v nové inkubacni lahvi.
Pomiicky
- Sklenéné/plastové jednorazové pipety (Sterilin)
- Inkubaéni lahve (plastova lahev na tkanovou kulturu), dale jen ink. lahev (TPP,
Orange)
- Pipetboy — akumulatorovy pipetova¢ (SWIFT PET)
- PBS
- Trypsin
- Ristové medium pro dany typ bun&k
- Pasteurovy pipety na odsavani odpadu, pokud v laboratofi neni pfistroj na odsavani
odpadu, pak pouzijeme nadobku s persterilem (dezinfekce na zahubeni ptipadnych
mikroorganismi)
Postup
Staré¢ medium z ink. lahve bud odsajeme, nebo vylijeme do nadobky s persterilem.
Bunky omyjeme 2x PBS a poté aplikujeme trypsin, ktery v ink. lahvi ponechdme. Ink. ldhev
uzavieme a vloZzime do inkubatoru. Pod binolupou kontrolujeme, zda jsou vSechny builky

uvolnény od dna ink. 1dhve. Lehkym poklepem a nédslednym pohledem do binolupy zjistime,
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zda jsou vSechny builkky uvolnény (v ink. ldhvi je slaba vrstva trypsinu, ve které bunky
plavou). Reakci plisobeni trypsinu zastavime aplikaci cca 5 ml nového rastového media.
Pomoci pipety nasazené na pipetovaé resuspendujeme (“rozfoukame®) bunky v ink. lahvi
Vvnovém mediu. Musime dikladné, aby na sténach ink. ldhve buiky nezlstaly. Poté
odebereme cca 1 ml bunécné suspenze a pieneseme ho do nové ink. lahve. Suspenzi nafedime
pfidanim nového media, aby méli buiiky dostatek Zivin pro riist. Radné oznadenou ink. ldhev

umistime do inkubatoru. Pfipadn¢ mlizeme se suspenzi dale pracovat.

PBS (Phosphate Buffered Saline) neboli fosfatovy pufr

Patfi mezi nejvice pouzivané pufry v biologickém vyzkumu. Vodny roztok soli
obsahujici NaCl, NaHPO4*2H,0, a v nékterych modifikacich také KCI a KH,PO,4. Hlavni
funkci je ze pomdha udrZzovat konstantni pH. Osmolarita a koncentrace iontli obvykle
odpovidaji koncentraci téchto iontli u ¢lovéka, coz znamena, ze roztok je izotonicky. Diky
témto vlastnostem je pufr pouzivan takové u tkanovych kultur, jelikoz je pro bunky netoxicky.
PBS muze byt rozdélovan do mensich nadob a autoklavovan (20 min, 121°C, program roztok)
(http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate_buffered_saline).

Pii mych pokusech v Ceskych Budg&ovicich jsem pracovala s PBS, ve kterém se
nachdzi nasledujici chemikalie: pro ptfipravu 1 litru o pH=7 je potieba NaCl 8,0 g;
Na,HPO,*12H,0 2,9g; KH,PO, 0,2g; KCI 0,2g, chemikalie rozpustime v prefiltrované a

autoklavované destilované vode.

Trypsin

Trypsin je serinova protedza nalezena v zaZivacim traktu mnoha obratlovci, kde
hydrolizuje proteiny (Rawlings, Barrett 1994;). Trypsin je produkovan ve slinivce jako
inaktivovany proenzym trypsinogen. Enzym S§tépi peptidové fetézce hlavné na karboxylové
stran€ z aminokyselin lysinu, nebo argininu, hlavné kdyZz je jedna znich nasledovéna
prolinem. Ma cCetné pouziti v biotechnologickych procesech. Napf. trypsinova proteolyza
nebo trypsinizace.

V laboratoti tkanovych kultur je trypsin pouzivan pro uvolnéni adherujicich bun&k
béhem pasazovani. Nekteré typy bunck maji schopnost ptilnavosti ke dnu ink. ldhve béhem
kultivace in vitro. Trypsin je pouzivan na rozstipnuti proteinti drzicich bunky na dné ink.
lahve. Pti pasdzovani miize trypsin na buniky pusobit kratkou dobu (>60 sekund), pii piisobeni

delsi dobu by mohlo dojit k poskozeni bunék (http://en.wikipedia.org/wiki/Trypsin).
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V laboratoii v Ceskych Budg&jovicich jsem pracovala s timto trypsinem: 1,5% trypsin
smichany s chelatonem 3 (0,02% ethylenediaminetetra acetic acid disodium salt hydrate G. R.

Chelaton III p.a. Lachner), latka je rozpusténa v PBS.

Rustové médium

Na pocatku byly buniky péstovany v prirodnich médiich, kterd byla tvofena tkanovymi
extrakty a télni tekutinou, jako napiiklad extrakt kufeciho embrya, sérum, lymfa a dalsi.
S rozsifenim vyzkumu bunéénych linii doslo ke vzniku vysSich pozadavki na riistova media.
Vyssi naroky na kvalitu vedli k uvedeni chemicky definovanych medii zaloZzenych na analyze
télnich tekutin a vyzivnych latek z biochemického hlediska. Eaglovo zakladni medium (Eagle
1955) a nasledné Eaglovo minimalni esencialni medium (MEM) (Eagle 1959) zacali Siroce
pouzivat riizné piidavky do médii. Napitiklad teleci, lidské nebo koniské sérum, hydrolysaty
proteinll a embryonalni extrakt. Nékteré neptetrzité linie (L929, HeLa) zacali byt pouZzivany,
coz byl hlavni vysledek toho, ze vytvofena média méla dostacujici vlastnosti pro hlavni
pozadavky téchto bunék. Nasledné zacala byt vyvijena média s ndhrazkami séra, zacala byt
vyvijena média pro rozdilné typy bun€k (napt. RPMI 1640 pro lymfoblastové bunééné linie),
nebo specifikovand média pro rizné Zzivotni podminky bunék (napf. Leibovitz L15 pro
vylouceni potieby pfidavani CO, a NaHCO3) (Leibovitz 1963).

V mém pokusu jsem pracovala s témito médii: MEM — minimal esential medium eagle
10x (Sigma), které je pro HeLa a 1929 buné¢né linie, a L15 (L15 medium Leibowitz, Sigma),
které je pro Vero bunéc¢nou linii.

Kompletni médium

Termin kompletni médium oznacuje médium, které méa vSechny soucasti a ptidavky
ptfidané a je vhodné pro urcité pouziti. Obvykle je tvofeno z definovanych slozek média.
Né&které z jeho soucasti, jako naptiklad glutamin, sérum, riistové faktory a hormony mohou
byt pfidavany pred pouzitim.

Kompletni média obsahuji velké mnoZstvi rozdilnych aminokyselin, vcetné
neesencialnich aminokyselin a pfidanych vitamini. Casto jsou obohacena metabolity

(nukleotidy, lipidy) a mineraly (R. I. Freshney 2005).
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Sérum

Sérum obsahuje rustové faktory, které podporuji bunééné déleni. Dale obsahuje adhesni
faktory a antitrypsinové pusobeni, které podporuje pfilnavost bunék k podkladu. Sérum je
také zdrojem minerald, lipidd a hormonti, mnoho z nich mtize byt vazano v proteinu.

V tkanovych kulturdch se pouzivaji tato séra: hovézi z telete a z plodu, z dospélého
koné a lidské sérum. Siroké vyuziti ma hovézi sérum a to jak z telete, tak z plodu, jsou nejvice
pouzivana pro naro¢né bunécné linie a pro klonovani bunék.

Lidské sérum je nékdy pouzivano ve spojeni s nékterou lidskou bunécnou linii, ale pred
pouzitim jsou nutna vysetieni, ktera objevi pfitomny virus, HIV nebo hepatitidu B.

Kofiské sérum je nekterymi pracovniky upfednostiiovano pied telecim. Obvykle je
ziskavano z uzavieného stada a je vice shodné v jednotlivych davkach. Konské sérum muze
polyamin oxidazy. Polyaminy jsou totiz mitogenni pro n€které bunééné linie (Hyvonen et al.
1988; Kaminska et al. 1990).

Pfi mé praci jsem pracovala s nasledujicimi médii — viz. Tabl., Tab2.

Bunécéna linie HaCaT WS1 Lidské kozni Primarni
fibroblasty epidermalni
keratinocyty
Typ média DMEM/F12 DMEM DMEM/F12 Keratinocytové
rustové
médium
Obsazené latky

Aminokyseliny

L-alanin, L-arginin,
L-asparagine, L-

L-arginin, L-cystin,
L-glutamin, glycin,

L-alanin, L-arginin, L-
asparagine, L-

aspartatova kyselina, | L-histidin, L- aspartatova kyselina,
L-cystein, L-cystin, isoleucin, L-leucin, L-cystein, L-cystin, L-
L-glutamova L-lysin HCI, L- glutamova kyselina, L-
kyselina, L-glutamin, | metionin, L- glutamin, glycin, L-
glycin, L-histidin, L- | fenylalanin, L-serin, | histidin, L-isoleucin,
isoleucin, L-leucin, L-treonin, L- L-leucin, L-lysin HCI,

L-lysin HCI, L-
metionin, L-
fenylalanin, L-prolin,
L-serin, L-treonin, L-
tryptofan, L-tyrosin,
L-valin

tryptofan, L-tyrosin,
L-valin

L-metionin, L-
fenylalanin, L-prolin,
L-serin, L-treonin, L-
tryptofan, L-tyrosin, L-
valin

Vitaminy biotin, cholin chlorid, | cholin chlorid, biotin, cholin chlorid,
kyselina folikova, kyselina folikova, kyselina folikova,
myo-inositol, myo-inositol, myo-inositol,
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nicotinamid, D-Ca
pantotenat, pyridoxal
HCI, pyridoxin HCI,
riboflavin, thiamin,

nicotinamid, D-Ca
pantotenat, pyridoxal
HCI, riboflavin,
thiamin

nicotinamid, D-Ca
pantotenat, pyridoxal
HCI, pyridoxin HCI,
riboflavin, thiamin,

vitamin B12, vitamin B12
Anorganické soli | CaCl,, KCI, MgSO,4, | CaCl,, KCI, MgSQq,, | CaCl,, KCI, MgSO,,
NaCl, NaHCOs, NaCl, NaHCOs, NaCl, NaHCOs,
NaH2PO4, NazHPO4 NaH2PO4 NaH2PO4, NazHPO4
Stopové prvky | CuSO4*5H,0, Fe(NO3):*9H,0 CuSO4*5H,0,
Fe(N03)3*9H20, Fe(N03)3*9H20,
FeSO4*7H,0, FeSO4*7H-0,
ZnSO4*7HZO ZnSO4*7H20

Baze, nukleosidy,

hypoxantin, thymidin

hypoxantin, thymidin

Energetické

D-glukosa, pyruvat D-glukosa, pyruvat D-glukosa, pyruvat
metabolity sodny sodny sodny
Lipidy a kyselina linoleicka, kyselina linoleicka kyselina linoleicka,
prekursory kyselina lipoicka kyselina lipoicka
Jiné slozky fenolova Cerven, fenolova Cerven fenolova cerven,
putrescin putrescin
Plynna faze/ COL/T% CO,/10% COLT%
mnozstvi

Tabl. V této tabulce jsou uvedeny bunécné linie a k nim piislusna media, se kterymi jsem
pracovala v pribéhu mé pracovni staze v Medizinische Hochschule Hannover (R. I. Freshney

2005).
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Bunééna linie Hela Vero L929
Typ média MEM L15 MEM
Obsazené latky

Aminokyseliny

L-arginin, L-cystin,
L-glutamin, L-
histidin, L-isoleucin,
L-leucin, L-lysin
HCI, L-metionin, L-
fenylalanin, L-
treonin, L-tryptofan,
L-tyrosin, L-valin

L-alanin, L-arginin, L-
asparagine, L-cystein, L-
glutamin, glycin, L-
histidin, L-isoleucin, L-
leucin, L-lysin HCI, L-
metionin, L-fenylalanin,
L-serin, L-treonin, L-
tryptofan, L-tyrosin, L-
valin

L-arginin, L-cystin, L-
glutamin, L-histidin, L-
isoleucin, L-leucin, L-lysin
HCI, L-metionin, L-
fenylalanin, L-treonin, L-
tryptofan, L-tyrosin, L-valin

Vitaminy

cholin chlorid,
kyselina folikova,
myo-inositol,
nicotinamid, D-Ca
pantotenat, pyridoxal

cholin chlorid, kyselina
folikova, myo-inositol,
nicotinamid, D-Ca
pantotenat, riboflavin,
thiamin

cholin chlorid, kyselina
folikova, myo-inositol,
nicotinamid, D-Ca
pantotenat, pyridoxal HCI,
riboflavin, thiamin

HCI, riboflavin,
thiamin
Anorganické soli | CaCl,, KCI, MgSO,, | CaCl,, KCI, K;HPO,, CaCl,, KCI, MgS0O,, NaCl,
NaCl, NaHCOg3, MgSQO,, NaCl, NaHCO3, | NaHCO3, NaH;POy,
NaH,PO4, Na;HPO, | Nap;HPO,4 Na,HPO,
Stopové prvky
Béze, nukleosidy,
Energetické D-glukésa D-galaktosa, pyruvat D-glukosa
metabolity sodny
Lipidy a
prekursory
Jiné sloZzky fenolova cerven fenolova cerven fenolova cerven
Plynna faze/ CO2/5% vzduch CO,/5%
mnozstvi

Tab2. V této tabulce jsou uvedeny bunééné linie a k nim pfislusna média, se kterym jsem
pracovala v laboratofi parazitologického ustavu Jihoc¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich
(R. I. Freshney 2005).
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Scratch test — ryhovy test
Pomiicky

- Viz pomucky Pasazovani

- Biirkerova komiirka (Meopta)

- Trypanova modi (barvivo) (0,5% vodny roztok, Sigma)

- Centrifugacni zkumavka, 1 zkumavka o objemu 50 ml (PTT, Orange)

- 3 kusy 6 jamkovych panela (PTT)

Postup

Nejprve pracujeme podle postupu Pasazovani. Uvolnéné buiiky resuspendujeme ve 2 ml
nového media. Bunéfnou suspenzi pieneseme pipetou do centrifugacni zkumavky.
Centrifugujeme 5 min pii 1000 rpm. Medium opatrné odsajeme Pasteurovou pipetou,
abychom neodebrali pelet tvofeny bunkami.

Pelet resuspendujeme v 1 ml nového media. Pomoci Biirkerovi komurky a mikroskopu
spoc¢itdme mnozstvi bun¢k v suspenzi.

Z 1 ml bunééné suspenze odebereme mikropipetou pozadované mnozstvi a doplnime ho
do Cerstvého media, které mame ptipravené ve zkumavce o veétSim objemu.

Vzniklou bunéénou suspenzi fadné pomoci pipety a pipetovace pred dalSim pouZzitim
promichame.

V dalsim kroku pipetujeme suspenzi do jamkovych paneld. Do kazdé jamky 2 ml
suspenze. Po napipetovani musime kazdym panelem zahybat zleva doprava, a nahoru a dold,
aby se bunky fadné rozmistili po dné, a doslo tak k rovnomérnému porostu dna jamky. Takto
pfipravené jamkové panely s buitkami dame opatrné do inkubatoru a buiiky nechdme rast
zhruba 3-4 dny.

Po této dobé&, nebo aZ je dno jamky buiikami porostlé provadime dal$i krok. Na
mikropipetu nasadime Zlutou Spi¢ku (Ependorf, 200ul) a vytvofime pomoci ni ryhu
V bunééném porostu. Ryha vede od shora dolt, tedy v Girovni zndzornéni prumeéru jamky.

Pipetou odsajeme medium spolu s uvolnénymi buiikami, které byly v misté, kde se
nachézi ryha. Buniky na dné€ jamky 2x omyjeme PBS, v ptipad¢ linii Vero a L929 promyvame
zakladem média (po promyti PBS zméni bunikky do druhého dne tvar na kulaty a nemohou se
pouzit pro experiment). Nakonec aplikujeme nové riistové medium s pfidanym sericinem (viz.
Tab3.). V celém postupu musime pracovat rychle, aby bunky nebyly del$i dobou v suchém
prostiedi. Pokud by tomu tak bylo, doslo by ke smrti buné¢k v obvodové ¢asti jamky. Nakonec

udélame na spodni strané jamky cca 0,5 cm od zacatku ryhy fixou znacku pro dobrou
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orientaci pii foceni (diky znacce zac¢indme vzdy od stejného mista). Foceni provadime vzdy

V tyto Casy: 0. hod (hodina kdy byla ryha udélana), 12. hod, 18. hod, 24. hod, 36. hod, 42.

hod. Casy foceni mohou pokragovat, pokud neni ryha zarostla.

Kontrola + Kontrola - Sericin Sericin Sericin 0,1%
FCS FCS 0,01% 0,05%
Mnozstvi 4 ml 0 0 0 0
media s FCS
Mnozstvi 0 2ml 5,940 ml 5,700 ml 5,400 ml
media bez
FCS
Mnozstvi 0 0 60 ul 300 pl 600 pl
sericinu

Tab3. Udava kolik media a zasobniho roztoku sericinu je tieba na pfipravu media pro

kazdou skupinu. Skupina Kontrola —FCS je pouze mediu bez ptidaného FCS, do tohoto media

se piidava zasobni roztok sericinu.

Priprava zasobniho roztoku sericinu

Pomiicky

- Filtr milipor (MILLIPOR, 0,22 pum)

- Injek¢ni stiikacka o objemu 10 ml (Chirana)

- 2 plastové zkumavky (TPP, Orange)

- Digitélni vahy

- Kopistka

- Médium bez séra

- PraSkovy hydrolyzat sericinu (Wako)

Postup

Do plastové zkumavky si navazime napf. 10 mg praSku sericinu, ktery nasledné

rozpustime v 10 ml zakladu media pro dany typ bunék. PraSek se dobte a rychle rozpousti,

tudiz nepotiebujeme rozpousténi pomoci michatka.

Vznikly roztok piefiltrujeme pomoci filtru miliporu a injekéni stiikacky do nové, fadné

popsané plastové zkumavky, ve které bude uchovavan v lednici.
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Barveni pomoci DAPI

Bunééné linie Vero a L929 zménili béhem pokusu Scratch test svilij tvar z normalniho
prisedlého na kulaty. Nebylo tedy jasné, zda jsou bunky zivé ¢i ne. Proto jsem provedla
barveni pomoci fluorescencni barvy DAPI a nasledné prohlizeni pod fluorescenénim

mikroskopem.

Pomiicky

- PBS

- Barva DAPI (200pg/ml)

- Jamkové panely s doptedu narostlymi bunéénymi kulturami Vero a L929

- Mikropipety

- Kadinky na odpad a na PBS
Postup

V prvni ¢asti pokusu postupujeme stejné jako v ndvodu Scratch test. Kdyz provadime
foceni poslednich snimkt buiiky v jamkovych panelech nabarvime pomoci barvi DAPI a poté
fotime pod fluorescen¢nim mikroskopem.
Postup pro barveni

Piiprava zésobniho roztoku DAPI — méla jsem k dispozici jiz nafedéné DAPI o
koncentraci 200 pg/ml, finalni koncentrace DAPI ma byt 0,5ug/ml. Postupovala jsem tedy
nasledujicim zplisobem.

roztok 1 - 250ul DAPI + 750ul PBS

roztok 2 (pracovni roztok) - 120ul roztok 1 + 11880ul PBS

Mnozstvi roztoku 2 je vétsi, jelikoZ jsem potiebovala 12ml pracovniho roztoku DAPI.

Pro obarveni bunék nejprve odsajeme mikropipetou z jamek medium, které pokryva
buniky. Mikropipetou napipetujeme 1 ml roztoku 2 do kazdé jamky. Inkubujeme pii pokojové
teploté 1-5 minut. Poté dvakrat promyjeme pomoci PBS, do kazd¢é jamky pipetujeme 2 ml. Na
zaver odsajeme 1 ml PBS, protoze kdybychom odsali celé 2 ml, mohlo by se stat, Ze by bunky

pfi pozorovani a foceni pod mikroskopem vyschly a nasledné zemfeli.
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ZamraZeni bunék s piidavkem sericinu o riznych mnoZstvich

Pomiicky

- Zkumavky na zamrazovani bunék

- Buné¢na kultura narostld v ink. 1ahvi

- Centrifugacni zkumavka

- Centrifuga

- Mikropipeta + Spicky

- PBS
- Trypsin

- DMSO (dimetyl sulfoxid)

- FCS (fetal calf serum)

Postup

V prvni ¢asti postupu pracujeme podle nadvodu Pasazovani. Resuspendované bunky

centrifugujeme pfi 5 minutdch na 1200 rpm. Medium opatrné odsajeme, aby ndm na dn¢

centrifuga¢ni zkumavky zbyl pelet tvofeny usazenymi buiikami. Pelet resuspendujeme v FCS,

ve kterém je pfidan praskovy sericin. Do jednotlivych zamrazovacich zkumavek davame

rizna mnozstvi zasobniho roztoku roztoku sericinu o koncentraci 0,001% (roztok v zakladu

média pro dany typ bunck) a FCS, mnozstvi DMSO a bunék jsou ve vSech zkumavkach stejna

(viz Tab4.).

Roztok sericinu (ul) | FCS (ul) DMSO (ul) Bunky (ul)
1 399 100 500

5 395 100 500

10 390 100 500

50 350 100 500

100 300 100 500

0 400 100 500

0 400 100 500

Tab4.

Jako prvni pipetujeme FCS, druhy je roztok sericinu, pot¢ DMSO a jako posledni

pipetujeme bunécnou suspenzi. Musime pracovat velmi rychle, protoze DMSO je pro buiiky

toxicka latka, ktera Zivé bunky zabiji.
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Po pipetovani vSechny zkumavky uzavieme, nalezit¢ oznacime a rychle pieneseme do
mrazaku (-152°C), kde mohou zistat uskladnéné i nékolik mésici. V mém pokusu jsem

zamrazené builky pouzila za cca 3 mésice.

Rozmrazeni bunék
Pomiicky

- Inkubacni 1ahve

- Sklenéné, nebo jednorazové plastové pipety

- Pipetovac

- Centrifugacni zkumavka

- Biirkerova komtirka

- Pasteurova pipeta

- Trypanova modf

- Medium pro dany typ bun¢k
Postup

Podle zaznamové knihy v laboratofi si nalezneme, v kterém stojanu jsou v mrazaku
uloZeny bunky, se kterymi chceme pracovat. Buiiky vyjmeme a ve vodni 1dzni (37°C) bunky
rozehiejeme. Suspenzi bunc¢k pieneseme pomoci Pasteurovi pipety do centrifugacni
zkumavky, ve které je médium pro dany typ bunék. Zkumavku uzavieme a centrifugujeme 5
minut pii 1200 rpm.

Po centrifugaci odsajeme medium a vznikly pelet z usazenych bun¢k resuspendujeme
vnovém pifidaném mediu. Pomoci Biirkerovy komirky a trypanové modfi spocitime
mnozstvi bun€k v suspenzi, a uréime také pomér zivych a mrtvych bunék (zivé jsou modie

zbarvené a mrtvé jsou bilé).

Pocitani rozmrazenych bunék s pridavkem sericinu o riiznych mnoZstvich
Pomiicky
- Stejné jako v postupu Rozmrazeni bunék.
- FCS
Postup
V mém experimentu jsem pracovala s témito bunéénymi liniemi: HaCaT, NIH3T3 a
primarni keratinocyty. Uvedené bunécné linie jsem si nejprve rozmrazila, pienesla do ink.

lahvi a v inkubatoru nechala ptes vikend rust. Jelikoz kazdé bunky maji jinou schopnost
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prilnavosti k povrchu ink. 1dhve, 1isi se délky pusobeni trypsinu na buiiky. Jinak je postup
uplné stejny jako u vyse uvedeného navodu pro Pasazovani.

HaCaT — ptisobeni trypsinu - 3 minuty, resuspendovani bun¢k v 1 ml média pro tyto
bunky.

NIH3T3 — pisobeni trypsinu je velmi kratké - 3 sekundy, resuspendovani bunék v 1 ml
média pro tyto buiky.

Primarni keratinocyty — ptsobeni trypsinu — 3 minuty, resuspendovani bun¢k v 1 ml
FCS.

Buiiky spocitame pomoci Biirkerovy komurky a ziskana cisla dosadime do grafi,

z kterych potom vyvodime vysledky.

Pocditani bunék
Suspenzi bunck nafedime s Trypanovou modii 1:1 (100pu+100ul), spocitame
Vv Biirkerové komirce.

Pocet bun€k z 25-ti poli x 10000 x fedéni = pocet bun¢k v 1 ml.

Pti praci v laboratofi tkdniovych kultur musime dodrzovat hygienické zasady, abychom

ptredesli kontaminaci materiald.
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4. VYSLEDKY

Provedené pokusy jsou velmi podrobné popsany v ¢asti Materidl a Metodika. V nésledujici
¢asti diplomové prace se omezuji na shrnuti vysledkti formou grafii a na fotografickou
dokumentaci (fotografie vSech skupin bunék jsou na pfilozeném CD). Popis u grafii
upozoriuje na zavery, které 1ze z pokust ucinit. Jsem si védoma, Ze dosud provedené pokusy
poskytuji jen diléi vysledky, které by bylo tfeba ovéfit v dal§im vyzkumu. Nicméné poskytuji

dil¢i vysledky pro dalsi vyzkum velmi dobrou zékladnu.

4.1. Scratch test

Hela scratch test

120

100 -

— H Kontrola +FCS
® Kontrola -FCS

__ mSericin 0.01%

%

M Sericin 0.05%

Sericin 0.1%
40 - |

20 -

Oh 12h 18 h 24 h 36h 42 h 60 h

Time

Graf ¢. 1 — Pfi inkubaci 12 hodin je nejrychlejsi déleni bunek v médiu s FCS, u medii
S pfidanymi sericiny je rychlost déleni srovnatelna jako v médiu bez FCS 1 bez sericinti. Po 18
hodinach je rychlost déleni naopak nejvysi u média s pfidanym sericinem o koncentraci
0,01%. Pti 24 hodinové¢ inkubaci je rychlost déleni bun¢k srovnatelna u vSech péti skupin. To
pretrvava i za 36 a 42 hodin. Zlom nastava az po 60 hodinach, kdy je rychlost déleni bunék
nejvysi opét u média s pfidanym FCS, u sericinll je nejvysi rychlost déleni u koncentrace

0,1%.
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L929 scratch test
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140

120

W Kontrola +FCS
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%

® Kontrola -FCS

80 M Sericin 0,01%

M Sericin 0,05%

60 .
Sericin 0,1%

40

20

oh 12 h 18h 24h 36h 42 h
Time

Graf ¢. 2 — Pfi 12 hodinové inkubaci je rychlost déleni bun¢k schodna jako v okamziku
vytvofeni ryhy (0 hodin). V médiu s pfidanym FCS je rychlost rlstu nejvyssi a ryha je plné
zarostla jiz za 36 hodin. U médii s pfidanymi sericiny je situace shodna a pozdéji horsi jako
v médiu bez FCS a bez sericind. V médiu bez FCS dochézi k pozvolnému rastu bunék,
v médiich se sericiny rychlost rdstu bun¢k nejvyssi pii koncentraci 0,05%, v médiu
s ptidanym 0,1% sericinem se zdd Ze bunky vibec nerostou ani po 42 hodinach. DalSim
problém v ristu bunck bylo, ze v médiich se sericiny zménily buiikky po 24 hodinach tvar
z normalniho na kulaty a méné rostly. Podle fotografii z fluorescen¢niho mikroskopu vidime,

ze po 42 hodinach bylo v médiu s 0,1% roztokem sericinu srovnatelné mnozstvi mrtvych

bun¢k jako v kontrole bez FCS. V normalnim médiu bylo mrtvych bunék minimalni

mnozstvi.

Ko -FCS Ko +FCS S0,1%
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Vero scratch test
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W Kontrola +FCS
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Graf ¢. 3 — Jiz pii 12 hodinach inkubace vidime, Ze buiiky rostou nejlépe v médiu s 0,05%
sericinem. Po 24 hodinach nastal stejny problém jako u linie 1929, bunky v médiich se
sericiny zaali ménit svlij tvar na kulaty a jiZ nedochazelo k dal$imu ristu bungk, spise
ubytku, proto se pii 36 a 42 hodinach bliZzi mnoZstvi bun€k idajim jako na pti 24 hodinéach.

Po 12 hodinach inkubace rostou buiiky s 0,05% sericinem rychleji nez v kontrolnim médiu

s FCS.

Po 42 hodinich inkubace ptestavaji builky VvV médiich se sericiny rust, coz je patrné

z fotografii i z grafu.

Ko +FCS S 0,05% S0,1%
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U nasledujicich grafii byl sericin pfidin do média pouze jako dodatek (suplement),
médium tedy obsahovala FCS i sericin. Casy méfeni jsou také jiné, protoze jsem tyto pokusy

délala na pracovni stazi v Medizinische Hochschule Hannover.

Scratch test HaCaT cell line

120
100
H Control +FCS
80 1 B Sericin 0.001%
= 60 | W Sericin 0.005%
M Sericin 0.01%
40 -
20 4 T T

Oh 5h 10h 24 h 32h 48 h

Time

Graf €. 4 — Rychlosti déleni bun¢k jsou celkové velmi srovnatelné. V médiu s FCS rostou
buiiky nejrychleji, nejprve je rychlost ristu buné€k hodné podobné v médiich s FCS a v médiu
s pfidanym sericinem o koncentraci 0,001%. Pti 32 a 48 hodinach jsou rychlosti opét velmi

stejné, pii 48 hodinach jsou nepratrné rozdily v médiich s FCS a se sericiny.

ALTEEE) T AR N R S o i W 2 L

S 0,001% S 0,005%

Uvedené fotografie dobfe ukazuji minimalni rozdily mezi

jednotlivymi jamkami po inkubaci 48 hodin.
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Scratch test WS1 cell line

120
100
W Control +FCS
80 M Sericin 0.001%
= 60 W Sericin 0.005%
M Sericin 0.01%
40
20
0
Oh 5h 10 h 24 h
Time

Graf ¢. 5 — Celkové je rychlost ristu bun€k nejlep$i v médiu s pfidanym sericinem o

koncentraci 0,01%, v tomto médiu se bunky déli 1épe nez v médiu s FCS.

Scratch test human dermal fibroblasts

120
100 -
80 -
B Control +FCS
X 607 B Sericin 0.001%
40 - W Sericin 0.005%
m Sericin 0.01%
20 -
0 a
Oh 5h 10h 24 h 29h
Time

Graf ¢. 6 — Rychlost déleni bun€k je ve vSech skupindch velmi vyrovnana a to po vSechny

casy inkubace.
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Scratch test primary keratinocytes
120
100
80
=x m Control +FCS
60 M Sericin 0.001%
M Sericin 0.005%
40 M Sericin 0.01%
20 T
0
0Oh 5h 10 h 24 h 32h
Time

Graf ¢. 7 — Po 5 a 10 hodinach inkubace jsou rychlosti déleni bun€k velmi vyrovnané, rozdil
nastava az po 24 hodinach, kdy je déleni bun¢k nejpomalejsi v médiu s pfidanym sericinem o
koncentraci 0,005%. Po 32 hodinéach je ale rychlost déleni bun¢k opét stejna, zarostlé jsou

vSechny ryhy.

Ko +FCS S 0,001% S 0,005%
) ' Ukazka fotografii bunék po inkubaci 5 hodin. Nejlépe

rostou buniky v médiu s pfidanym 0,001% sericinem.

S0,01%
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4.2. Efekt sericinu na zamrazené bunky

Pfi tomto pokusu byly buiiky nejprve zamrazeny na dobu 3 mésict, poté byly zpét
rozmrazeny, ponechany pies vikend v inkubatoru rist v inkubaénich lahvich a poté byly

spocitany.

Cell counting after thawed HaCaT
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Graf ¢. 8 — Z grafu na prvni pohled ur¢ime, ze mnozstvi mrtvych bunék bylo u vSech skupin
minimalni, nejméné mrtvych bunck bylo v médiu, kam bylo pfidano 5 pl roztoku sericinu.
Pocet zivych bunék byl nejlepsi v médiu, kam byl pfidan 1 pl roztoku sericinu. V Kontrole
(pouze médium bez ptidaného sericinu), 5, 50 a 100 pl pfidaného roztoku sericinu byl pocet
bunék velmi stejny. Nejméné Zivych bun€k bylo v médiu s 10 ul pfidaného roztoku sericinu,

jejich pocet byl o sto tisic niZsi.
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Cell counting after thawed NIH 3T3
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Graf ¢. 9 — Mnozstvi mrtvych bun€k je vyssi nez u predeslé linie. Nejvice mrtvych bunék
bylo v médiich, kam bylo ptidano 50 a 100 pl roztoku sericinu. V ostatnich skupinach bylo
mnozstvi mrtvych bunék srovnatelné. Pti pocitani zivych bun€k vznikly velké rozdily.
Nejvice Zivych bunék bylo v médiu s 5 pl ptidaného roztoku sericinu. O dva stotisice méné
bun¢k bylo v médiu s 50 pl roztoku sericinu, a o dalsi dva stotisice méné bunck bylo v médiu
se 100 pl ptidaného roztoku sericinu. Nejméné zivych bunck bylo v médiu s 10 pl roztoku

sericinu. V Kontrole bylo mnozstvi bunék srovnatelné jako v médiu s 1 pul sericinu.
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Cell counting after thawed prim. KC
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Graf €. 10 — Mnozstvi mrtvych buné€k je nizsi nez u piedeslé linie a velmi srovnatelné u vSech
skupin. Nejvice zivych bunék bylo v médiu s 50 ul pfidaného roztoku sericinu. V médiich s 5
a 10 pl roztoku sericinu byla mnozstvi srovnatelnd. Stejnd mnozstvi byla také v médiich s 1 a

100 pl pridaného sericinu. Kupodivu nejméné zivych bunék bylo v Kontrolnim médiu.
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5. DISKUSE

Tkanové kultury jsou vyuzivany pro objasnéni raznych nemoci v lidské populaci, ale
také pro zjiSténi jak bude dand tkan reagovat na plisobeni riznych medikamentt. Pro podporu
risti bunék v péstovanych v zivnych médiich se pouziva fetdlni bovinni sérum (FCS).
Velkym problémem, zejména pro piipadné terapeutické pouziti je mozna kontaminace séra
puvodci zaketné nemoci BSE, a proto se védci snazi nalézt za néj néjakou nahradu. Nahradou
by podle nékterych autori mohl byt sericin, coz je smés nckolika ve vodé rozpustnych
proteinti z hedvabnych kokonl bource morusového (Bombyx mori). Predmétem mé prace bylo
ovefeni cinku komeréniho preparatu sericinu na rist nékolika typti bunék v kultute.

Testovala jsem nasledujici bunééné linie: HeLa — lidské epitelialni bunky z karcinomu
délozniho ¢ipku; L929 — mysi fibroblasty; Vero — pochazi z opicich epitelidlnich bunék; NIH
3T3 — standartni bunécna linie fibroblasti z mysi; HaCaT — linie tvofend dospélymi koznimi
fibroblasty; WS1 — kozni fibroblasty z embrya ¢lovéka; primarni fibroblasty a keratinocyty —
bunééné kultury byly ziskdny v laboratofi z explantata lidské ktze.

Pro zjisténi, zda ma sericin néjaky efekt na rast bunck, jsem pouzila dvé metody. Prvni
byl tzv. Scratch (seSkrdbnuti) test, druhou bylo pocitani bunck, které ptezily zamrazeni
standartnim zpisobem bud’ bez sericinu, nebo s pfidavkem sericinu. Rozdilna byla i mnozstvi
sericinu a také to, ze nejprve jsem sericin piidavala do riistového média, které obsahovalo i
FCS a v druhém piipadé jsem se pokousela FCS sericinem uplné nahradit.
ucinek sericinu na bunécéné deéleni. Ve svych pokusech tym pracoval s bunécnou linii HeLa,
linii 293, buiikami lidského hepatoblastomu HepG2 a mySimi hybridomy 2E3-O. Sericin byl
pfidavan do ristového média po dva dny a poté urcovali bunécnou hustotu. Pfi provadéni
pokusu s hybridomy byl sericin do média pfidavan po dva dny. Rist bunék se prokazatelné
zvySil v médiu, kde byl pfidan sericin o koncentraci 0,1%, ale v médiu kde byl sericin o
koncentracich 0,03 a 0,01% nebyl prokadzan uUcinek. V bunécné kulture s HelLa buiikami
0,03% sericin zvysil jejich mnozstvi, ale 0,3% neprokéazal ucinek. U linie HepG2 doslo
k prokazatelnému zvySeni rastu bun¢k pii koncentracich sericinu 0,03% a 0,1%, ale 0,3%
koncentrace sericinu neméla vliv na rist bunék. Terada a jeho kolektiv zkouSeli nahradit FCS
za sericin u bundéné linie 293, buiiky se viak bez FCS prestaly délit. Casteéna obnova

bunééného déleni nastala pii pfitomnosti 0,1% sericinu.
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Pfi pouziti ,,Scratch“ testu jsem pracovala s roztokem sericinu o péti riznych
koncentracich 0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,05% a 0,1%. V pokusech presentovanych v grafech
¢islo 1, 2 a 3 mél sericin pln€ nahradit FCS. Z Grafu ¢. 1 pro HeLa zjist'uji, ze po 60 hodinach
inkubace je rychlost déleni bun€k rostoucich v médiu s FCS asi o 5% lepsi nez v médiu
s 0,1% sericinem. Ve zbyvajicich jamkach, ve kterych se nachazi buiiky v negativni kontrole,
coz je rustové médium bez FCS, a v jamkach s 0,01% a 0,05% sericinem je rychlost déleni
buné¢k srovnatelna.

Z Grafu €. 2 pro linii L929 je zfejmé, Ze bunky vyborné rostou v médiu s FCS, ryha je
zcela zarostla uz po 24 hodinéch. V jamkach, ve kterych je misto FCS sericin rostou bunky
dobfe v koncentraci 0,05%, ale rychlost d€leni je srovnatelnd s negativni kontrolou.
V koncentracich 0,01 a 0,05% je rychlost déleni pomala.

Velmi dobry G¢inek na déleni bungk je viditelny v Grafu €. 3 pro linii Vero, kde je ryha
zarostla také po 24 hodinach. Nejlepsi ucinek na déleni bunék ma v tomto ptipadé 0,01%
roztok sericinu pfi 36 hodinach, ale zména nastava pii 42 hodinach, kdy se ryha zpét zvétsuje
a buitky méni svijj tvar na kulaté. Tento jev je mozna zplisoben toxicitou sericinu na bunky,
nebo také tim Ze bunky vycerpali své vnitini zasoby FCS a piestavaji byt ptilnavé k povrchu
jamky. Problém je zda si buitky n&jaké zasoby délaji.

V nasledujicich grafech €. 4, 5, 6 a 7 byl sericin piidavan do média které jiz obsahovalo
FCS. Tudiz nelze pfesné urcit jak velky ma sericin G¢inek na tyto bunééné linie. V grafu ¢. 4
pro linii HaCaT vidime, Ze ucinek sericint je podobny ptisobeni FCS ve standardnim médiu.
Ryha je pln¢ zarostla po 32 hodinach v médiich s FCS a se sericinem o koncentraci 0,005%.
V médiich s 0,001% a 0,01% sericinem je rychlost déleni bunék pomalejsi.

Jak je viditelné z grafu ¢. 5 pro linii WS1, buiiky rostou 1épe v médiu s 0,01% sericinem
nez v médiu s FCS. Po 24 hodinach je vSak ryha zarostla ve vSech Ctyfech skupinéch.

Grafy ¢. 6 a 7 ukazuji u€inek sericinu na déleni bun€k primarnich kultur. U primarnich
keratinocyti v grafu ¢. 6 je ucinek FCS srovnatelny se sericiny o koncentracich 0,001% a
0,01%. V médiu se sericinem o koncentraci 0,005% je riist bun¢k dvakrat pomalejsi. Na rast
primarni kultury fibroblastl (Graf €. 7) ma nejlepsi vliv sericin o koncentraci 0,001%, ktery je
nepatrné lepsi nez médium s FCS. Uplné stejna je rychlost déleni bunék u médii s pfidavkem

sericinu o koncentracich 0,005% a 0,01%.
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5.1. UCcinek sericinu na zamrazZené bunky

DMSO je nejvice pouzivany kryoprotektant, ktery se ptfidavd do média pred
zamrazenim bunék. Pusobi vSak do urCité miry toxicky a proto se hleda nahrada sericinu
(Sasaki et al. 2005).

Ptfi mém pokusu byla jako mrazici latka pouzita smés sericinu, FCS a DMSO (piesna
mnozstvi viz. Tab4. v Metodice). Zamrazeny byly tfi linie bun¢k: HaCaT, NIH 3T3 a
primarni keratinocyty. U linie HaCaT bylo po rozmrazeni a spocitani nejvice zivych bunék ve
zkumavce kam byl pfedtim ptidan 1 pl sericinu, v kontrolni zkumavce kde bylo normalni
médium bez ptidaného sericinu bylo o sto tisic mén¢ bun¢k a nejméné bunck bylo v médiu s 5
ul pridaného sericinu, nejmén¢ bunék bylo ve zkumavce s 10 pl ptidaného sericinu (Graf ¢.
8).

U bunééné linie NIH 3T3 (Graf ¢. 9) byli srovnatelné poéty bunék ve zkumavkach kam
bylo ptfidéano 5, 50 a 100 pl sericinu - mnozstvi bunck v téchto zkumavkach bylo vyssi cca o
dva statisice nez ve zkumavce kde bylo normalni médium s DMSO. Ve zkumavce
s ptidavkem 10 pl sericinu bylo nejmén¢ buné€k, coz je shodné jako u linie HaCaT. Pasobeni
sericinu jako podptrného prosttedku pro zamrazeni bun€k se u této linie moc neosvédcilo,
jelikoz stoupla mnozstvi mrtvych bunck. Nejvice mrtvych bunék bylo u zkumavek, kam bylo
ptidéano 50 a 100 pl sericinu, nejméné jich naopak bylo v médiu bez sericinu, tedy v kontrolni
zkumavce. Linie primarnich keratinocytt (Graf ¢. 10) reagovala na sericin velice dobie. Ve
vSech zkumavkéch s pfidanym sericinem bylo vice Zivych buné¢k nez ve zkumavce bez
sericinu. Nejvice zivych bun€k bylo ve zkumavce s 50 ul ptidaného sericinu. Pfi pocitani byly
zjistény také néjaké mrtvé bunky, ale jejich mnoZstvi mize byt zanedbatelné v porovnani
s linii NIH 3T3. Pro primarni kultury by mohlo pfipadat v uvahu nahrazeni DMSO sericinem,

nebo alespon jeho pridavani pied zamrazenim.
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6. ZAVER

Pomoci metody scratch test jsem testovala vliv komercéniho sericinového hydrolyzatu na
bunécné linie Hela, Vero, L929, HaCaT, WSI a na primarni linie keratinocytt a fibroblasti.
Na liniich HaCaT, NIH3T3 a primarnich keratinocytych jsem vyzkousela, zda sericin pomaha

bunkdm prezit zmrazeni a jejich uchovani v zamrazeném stavu po dobu 3 mésict.
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