Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich
Piirodovédecka fakulta

Priprava rekombinantnich proteint pro pouziti
v tkanovych kulturach

Diplomova prace

Bc. Klara Miculkova

Vedouci prace: Mgr. Robert Fedi¢ Ph.D.
Skolitel: Prof. RNDr. Frantisek Sehnal, CSc.

Ceské Bud&jovice 2012



Diplomov4 prace
Miculkova K. (2012): Ptiprava rekombinantnich proteinti pro pouziti v tkaniovych kulturach.
[Preparation of recombinant proteins for use in tissue cultures. Mgr. Thesis, in Czech]-61p.,

Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech Republic.

Annotation: cDNA derived from exons 2 and 3 of the Ser2 (Sericin 2) gene of Bombyx mori
and encoding 121 amino acids was expressed in Escherichia coli as a fusion protein with
hexahistidine to allow purification by affinity chromatogramy on Ni-resine column. Several
expression systems were used and the codon usage was optimized but the yield of
recombinant protein remained low. Commercial sericin extract was therefore used in assay
with human embryonic stem cells (hESC) — the extract in some cases reduced defects

(amplification of centrosomes) in hESC proliferating under in vitro conditions.

Tato prace byla hrazena z grantu GA CR P502/10/2382



Prohlasuji, ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim

pramentl a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

%

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podob¢ — v Upravé vzniklé vypusténim
vyznaCenych ¢asti archivovanych Piirodovédeckou fakultou - elektronickou cestou ve
vefejnd piistupné &asti databiaze STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych
Bud¢jovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k
odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zékona ¢. 111/1998 Sb. zveiejnény posudky
Skolitele a oponentii prace i zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace.
Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifikacnich praci a

systémem na odhalovani plagiatt.

V Ceskych Budgjovicich 20.4.2012 e

Klara Miculkova

Podékovani:

Rada bych pod¢€kovala prof. RNDr. FrantiSkovi Sehnalovi, CSc. za umoznéni spoluprace na
tomto projektu, dale Mgr. Robertu Fedicovi, Ph.D. za vedeni mé prace a odborné rady a
vSem c¢lentim laboratofe za vytvofeni pfijemného pracovniho prostfedi, zejména pak Tereze
Staskové a Tomasi Kriackovi. Velmi dékuji Doc. MVDr. Alesi Hamplovi, CSc. za vielou
spolupraci a také vSem clenim jeho laboratofe za pomoc pii provadéni experimentt.
V neposledni fad¢ dékuji Zdenkovi Vernerovi za cenné rady a také mé rodin€ a Ondfeji

Jureckovi za podporu pii mém studiu.



Obsah

1. ABSTRAKT ....ceiieirenerteneteenerenectaseeeserassressssassssssssesssssssssssssassssssesassssnsssassssssessssssnssssnsssnsssnnsennnes 1
2. LITERARNI PREHLED ....ccveeeeereeererereeseesseessessssesesssessssessssssessssesssssensssesssssssssensssssssssensessnsnsns 2
2.1. HISTORIE HEDVABI . .evvttieieiiiiieieieieieeeeeeeeeeeeeeeee ettt et tessbeeeeer e e e e e e et eeeteteseseaeeaeaeaeeeeeeeeieiesesessreserrererenes 2
2.2. BOUREC MORUSOVY .cvvtiiiiiiieiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeieteeesesaeereeeseesessseesesssasasasaeaseeeseeeeeeesesesessesssserneees 3
2.3. SNOVACT ZLAZY ...eeeeeeeeeee e e e eeee et e e eeeeeeeeeeesesesesssas e snsnsasssssnsssssssararsseeeasensnenennenens 4
2.4. [ =107 PR 5
2.4.1. Slozenia produkce hedVADI..........cooiiiiiiiii e e e 5
Ny B [0 ¥4 QY T=To AV o1 SRt 6
2.4.2. 1. Proteiny JAdra VIAKNG .....c..eoeiiiiiiieccie ettt et e et bt e e e baeaeabee s

2.4.2.2. Minoritni komponenty hedvabi

A T T o (ol [ 1Y P TP TP UUPUSPPPIRt 9

2.5. VYUZITISERICIND ..ottt et st s s sb e et 11
2.5. 1. KOSMELICKE PHPIaVKY ...eeeeei ettt tree e e e e e st e e e earar e e e e e e e 12
T Y o e ) d Lo = o1 AV U UPPRN 12
2.5.3.  LECDA ZraN@Ni.c.ueeiiiiiieeiiee et e e e e e 12
2.5.4. 2-D @ 3-D STTUKLUIY «.eeeeeiiiee ettt ee ettt st e et e e e e et e e et eeeenee seaeeensaeeenseeeans 12

b TR TR Y [T o o1 o] - o 1Y U UPPRN 13
2.5.6.  Protimrznouci €fEKE.......cccooieiiriinee e e e e 13
2.5.7.  MEICINSKE VYUZItT ...veeieieiieieeieiecciie st ee e et s e sre e st e e e st e e s eaaaeeesateeeesee seaeesnnseeeesnseeeans 13
2.6. KIMEENOVE BUNKY ..ttt ettt ettt e sttt et et site e st e sat e e b e s st e sateesabeesbeesbeesmbeesane eesmreenneeenne 14
2.6.1.  Embryondlni KMenoVeé DURKY .......ccooiiiiiiii ettt e e 15
2.6.2.  Lidské embryonalni Kmenoveé BURKY........cccceeiiiiieiiiiie e e 16
2.6.3.  KUIIVACE NESC ...ttt ettt st e bt e sat e saneenees 17
2.6.3.1. Podkladova vrstva, matrice a kultivaCni MEdIiUM ........eeeviiiiiieiiieiieeeee e e 17
2.6.4. Limitujici faktory pouZiti hESC v bunécCné terapii......cccceecueeeceveeeiiieeecieeeeciee e cvvee e 18
2.7. SOUCASNY VYZKUM A CILE PRACE ...euvtteiieeteesiteenite ettt e it e steesabe e s sabeesneeesbeeesseesabeesaseesnesensnesaneens 19
kT 7Y 1q 014 X o TP 20
3.1 MATERIAL A METODIKA ...couuviitttetee et st siae st stt e s st sane s sse e s re e sre e san e e sanesressneesaneesannee e 20
3.1.1.  EXPrese ProteinuU SEIIiCIN 2. i e e e e e e e e e 20
3.1.1.1. Transformace plasmidu do expresnich bunék BL21.........ccccecueriueerierieriiienieeeeeee e eee e 20
700 0 0 &1 [ 4 =] oY= 1= o | S 20
3.1L1.30 SDS-PAGE ...oeiiiiiiiiiciitt e e 21
3.1.0.4. WESTEIN DIOT ettt sttt st b e b e ae e sa et nbeeae e e 21
3.1.2.  lIzolace RNA z peletu bakteridIni KUUY.........cooooiiiiiiiiicce e 22
3.1.2.1.  SuperScript Ill First Strand Syntesis Systém pro RT-PCR (INVitrogen) .......ccccceeveereercereceennenns 22
3.1.2.2.  Elektroforéza VZorkll Z PCR ......cccoeiiiiieie ettt sttt sttt et sae e b e et 23



3.1.3.  Uprava podminek Pilotniho @XPerimentu ........cocooveieeeueeeeeueeeeseceeeeeseeeeeeeeeen e e enes 23

3.1.4.  Exprese Ser2 v ROSetta blUe ... e 23
3.1.5. Optimalizace kodonOVEé SEKVENCE SEI2 .........oiivveiiiiiie e e 23
3.1.5.1. Pfiprava plasmidu s optimalizovanou ,,codon-usage” Ser2 .......ccccccevvereveeseereesieeeseeseesennes 24
3.1.5.2.  LIBACNT FEAKCE.c..uiii ittt ettt e e et e e st e bb e e et seat e e e b e e e sbaeeetaeeentrees 24
3.1.5.3.  Transformace do bUNEK TOPILO......cccuiruirieriereieierienieete sttt ettt bt ss e b b neseeene 25
3.1.5.4. PCR a sekvenace pro ovéreni spravné orientace inzertu v plasmidu v bakt. koloniich.......... 25
3.1.5.5.  Analyza rekombinantnich proteind s optimal. ,codon-usage” v BL21 a Rosetta blue........... 26
3.1.6. Priprava elektrokompetentnich BUNEK ..........cccccciiiiiiiiiiiiiee e 26
3.2, TESTOVANI UCINKU SERICINU NA HESC ..ottt e e 27
20 2 T 1 To o4 ol 4V 4 o = =T o T | SN 27
3.2.2.  Priprava sericinl a Kultivace NESC...........ccouuiiiiiiiiee ettt e e 27
3.2.3.  ZNACeNi CENEIOZOMU .. .eiiiiiiietieieeereett e ettt sttt et s sre et s esreesne e saeesreenee e nnee 28
VYSLEDKY c..ovuiuitninininisissisissssisssissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssas 29
4.1. PRIPRAVA PROTEINU ..c.uuttiitietee sttt et ettt et st e st e et bt e sateesbt e e st e sabeesaseesbeeesneesabeesabeennee reeenneenes 29
4.1.1. Analyza rekombinantnich Proteinl.........cccoccueiiiieiiiiiiiiee e e 29
4.1.2. lzolace RNA a syntéza cDNA z peletu bakterialni Kultury.........cooeevcieeeeiiee e, 29
4.1.3.  Uprava podminek pro zVyEeNi @XPreSE ......ccvcueeeeeeeeeeeeeeeseereeseseeresseeeeeseseeeseesseeenas 30
4.1.4. Exprese vV bunkach ROSEtta DIUE.......cccoooiiiiiiiiiei et e 31
4.1.5. Priprava expresniho plasmidu s optimalizovanou ,codon-usage” Ser2...........cc........... 32
4.1.6. Analyza rekombinantnich proteinl s optimal. u ,codon-usage” v BL21 a R. blue......... 33
4.1.7. PreciSténi proteinu pres afinitni chromatografii........cccccoeeeeiiiiiiiiicc e, 34
4.2. KIMEENOVE BUNKY ..ttt ettt et sttt ettt et site e st e sat e e bt e s st e st e e sabeesbeesbeesubeesanes eesmreennneenne 37
DISKUZE ......ceiiiuneeiiiueeiiisneeiiisneeiissneesissssessssseesssssseesssssesssssssessssaseessssssnessssssesssssssessssssessns 40
ZAVER ..ttt s b bbbttt e a4
SEZNAM LITERATURY ...oiiiiieiiiiiiiiieieesiiiniissssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssnesssssssssssssssnnsssssssnes 45
PRILOHY w.cutininininiinicsicsiss s ssssssssss s sssss s sassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 55



1. Abstrakt

Sericiny (Ser) jsou slozkou hedvabi pouzivanou v kosmetice a perspektivni pro
vyuziti v Iékafstvi 1 primyslu. V této studii byl na zédkladé cDNA odvozené z malé Casti
genu Ser? bource morusového piipraven v expresnim vektoru Escherichia coli
rekombinantni protein s histidinovou kotvou, ktera umoznila jeho CciSténi afinitni
chromatografii na niklové koloné. Bylo pouzito n€kolik expresnich systémii (plasmid pET-
160 a pET-15b v E. coli kmenti BL21 a Rosetta blue) a bylo optimalizovano pouziti kodont,
vytézky rekombinantniho proteinu vSak byly ve vSech ptipadech malé. Vysledkem této Casti
prace je tedy ovefeny postup exprese rekombinantniho derivatu Ser2, avSak v malych
mnozstvich. Vliv sericinu na lidské kmenové embryonalni buniky (hESC) byl zkouman
s pouzitim komer¢niho preparatu, ktery je Spatné definovanou smési z¢asti hydrolyzovanych
sericintl extrahovanych z kokont. Pii proliferaci hESC in vitro dochazi k defektim, jakym je
napf. zmnoZeni centrozomu. Ve tfech testech s komer¢nim sericinem nebyl prokazan zadny
vliv, avSak u dvou Sarzi hESC bylo statisticky prokazano snizeni defektu. Toto pozorovani je

vychodiskem pro dal$i studium.



2. Literarni prehled

2.1. Historie hedvabi

Hedvabi je znamo jiz tisice let a je pro své jedinecné vlastnosti neustale velice
cenéno. Technologie zpracovani hedvabi byla objevena v Cing jiz ve 3. tisicileti pfed nagim
letopoctem. K objevu této technologie se vaze fada legend, z nichz jedna vypravi o ¢inské
princezné, které spadl zamotek bource morusového do horkého ¢aje. Kdyz jej vytahovala,
zaCalo se zn¢j odmotavat jemné, ale pevné vlakno. Spojenim nékolika vldken vznikla
hedvéabna nit. Pozdé&ji se v Ciné naudili tato vlakna spiadat do tkanin. Housenky bource se
zacaly cilené chovat, aby produkovaly hedvabné vlakna. Princip vyroby hedvabi byl po
staleti ¢inskym tajemstvim a prozrazeni bylo trestdno smrti. I pfes pfisny zdkaz se vSak
technologie vyroby hedvébi rozsitila do Koreje, Japonska a pozdéji také do Evropy (Hyde
1984).

Hedvabna cesta spojujici Evropu s Asii byla ve své dobé naprosto unikatnim jevem a
hlavniho obchodniho artiklu, ktery se po ni pievazel, a tim bylo pravé hedvabi. Putovani po
této cest¢ zapocalo jiz v druhém stoleti pred nasim letopocCtem a trvalo az do 14. stoleti
naseho letopoétu (Synek 2009). Hedvabna cesta se vinula z Chang’an na vychodé Ciny a
koncila na zdpadnim bfehu Stfredozemniho mote (Hyde 1984). Vedle svého ekonomického
piinosu se také stala vyznamnym kulturnim a informac¢nim mostem mezi zapadem a
vychodem (Synek 2009). Od 8. stoleti se hedvabnictvi rozsitilo ve Spanélsku, ve 13. stoleti
také ve Francii a Italii. V Cechach se objevil obchod s hedvabim ve 14. stoleti, ale bourec se
zde zacal chovat az v prvni poloving 17. stoleti (Cechmanek, Hrabak 2006).

S pokrokem védy se v minulém stoleti stal bourec moruSovy vyhleddvanym
modelovym organismem. Zkoumani bource znacné pfisp€lo k dneSni znalosti hmyzi
fyziologie a genetiky. Na poli chemie vedlo krystalografické méfeni hedvabi k porozuméni
peptidického slozeni a uspotfadani v B-listu (Pauling, Correy 1953). Fibroinovy gen byl mezi
prvnimi eukaryotickymi geny exprimovanymi v bakteridlnim systému a analyza téchto d&j
¢astecné odhalila mechanismy regulace gend (Hui, Suzuki 1995). Bourec moruSovy je také
dobrym modelovym organismem pro vyvoj novych prostiedkli proti Skodlivym motylim

(The international Silkworm Genome Consortium 2008).



2.2. Bourec morusovy

Bourec morusovy je nyni plné domestikovany zivocich, ktery se od ptivodni divoké
formy velmi lisi. Tento rozdil se projevuje predevSim zvySenou zravosti a minimalni
pohyblivosti. Dne$ni hybridni druh Bombyx mori vznikl kiizenim ptivodniho divokého druhu
B. mori, ktery se dnes jiz volné nevyskytuje, a B. mandarina (Sehnal 2007).

Cely vyvoj od vylihnuti vajicka do zaptfedeni kokonu trvé za letnich teplot 28-32 dni
u monovoltinnich ras a 24-25 dni u bovoltinnich (Obr. 1.). U monovoltinnich ras je lihnuti
preruseno diapauzou, kterd vyzaduje dvoumeési¢ni ochlazeni na teplotu 5°C. Po vylihnuti se
housenky krmi listy moruse bilé (Morus alba) nebo moruse cerné (Morus nigra). V dnesni
dobé¢ se Casto vyuziva umela potrava tvofena suSenymi listy moruSe a agarem, doplnénd o
mineraly a vitaminy.

Béhem rtstu se housenky ctyfikrat svlékaji. Prvni svlékani nastava Ctvrty den po
vylihnuti. Druhy instar trva 2 dny, tfeti 3-4 dny, Ctvrty instar 4-5 dni a béhem n¢j nékolika
nasobn¢ (az 380x) vzroste hmotnost housenky. Posledni instar trva 6-8 dni, v tuto chvili
doristaji larvy do velikosti az 6 cm a jejich hmotnost je az 10000krat vétsi oproti vylihnutym
larvam. Larvy v patém instaru piestavaji zrat, vyprazdiuji sttevo a hledaji misto k zakukleni.
Nejprve si vytvoii uchyceni kokonu a pak se celé¢ zapiedou do hedvdbného kokonu.
Zaptadani je dokonceno behem 2-3dnti a za dalsi dva dny se larva uvniti kokonu pfeméni na
kuklu (Kislingovéa 2006; Sehnal 1985).

Ve stadiu kukly dochdzi k intenzivni morfogenezi, pfi niZz se histolyzou zbavuje
nepottebnych organti (napt. snovacich z1az) a dotvafi se nové organy z imaginalnich terckt
(napf. ktidla). Pomoci sekretu ze zachovalé a preménéné malé ¢asti snovacich zlaz, si motyl

natravi sténu kokonu a vzniklym otvorem vyleze ven (Chapman 1969; Sehnal 1985).

Obr. 1: Vyvoj Bource morusového (Bombyx mori)

Zleva: larva, kukla, dospélec, samicka s nakladenymi vajicky na kokonu



Motyli se lihnou 10. az 12. den po zakukleni. Dospéli motyli nejsou schopni letu,
nepfiijimaji potravu, béhem 24 hodin se spafi a samicky vykladou béhem dalSich 48 hodin
300 az 450 vajicek. Vajicka maji ovalny, ze stran zplostély tvar, jsou o malo vétsi nez zrnka

maku, po vykladeni jsou bélozluta a béhem tii dnli ztmavnou (Krej¢ik 1936).

2.3. Snovaci Zlazy

Pod pojmem snovaci zlazy rozumime organ produkujici hedvabné vldkno. Obvykle
se jednd o parovy organ, ktery se béhem fylogeneze vyvinul u nékolika fadi hmyzu a
klepitkatct (Chelicerata). Snovaci zlazy jsou vzdy ektodermalniho ptivodu. Mohou vznikat
bud’ primarné jako vchlipenina povrchu téla (typické pro klepitkatce), nebo sekundarné
odvozenim z jinych typt zl4z, jak je tomu vétSinou u hmyzu. U bource moruSového jsou tyto
zlazy, tak jako u vSech motyll, odvozeny z

. . Hedvidbné vldkno

labidlnich slinnych zldz. Jsou tvoifeny

jednovrstevnym tubuldrnim epitelem, ktery je

Snovaci bradavka —

podéln¢ rozdélen na tii funkéné rozdilné

casti: zadni (PSG-posterior silk gland), Asc

i

sttedni (MSG-medium silk gland) a ptfedni r ,f‘-'ﬁ"\ Serl
LN T 1

(ASG-anterior silk gland). V kazdé z téchto

J

W‘-I;\_'L L/
| | [ser2.Ser

/

s - o MSG
¢asti se tvoii jiny typ proteinil a dohromady

davaji vznik hedvabnému vlaknu (Zurovec et
al. 1998; Nirmala et al. 2001a,b).

Snovaci zlazy bource morusového
ziskavaji svllj kone¢ny tvar 60 hodin po
invaginaci b&éhem embryonalniho vyvoje. e
V tuto chvili se pfedni c¢ast sklada z 250,
sttedni z 300 a zadni z 500 bun¢k, které se jiz
dale nedéli. Za 132 hodin po invaginaci
zacinaji byt bunky polyploidni (Akai 1984).
Béhem postembryomélniho vyvoje buiky
vyrazn¢ rostou (Ono 1951). Sekrecni Obr. 2: Struktura snovacich 21az Bombyr mort
polyploidni bunky obsahuji jadra s Cetnymi
vybézky, vnichz se nachdzeji pocetna 2008)

jadérka. Intenzivni syntéza hedvabi je

(zdroj: The International Silkworm Genome Consortium



umoznéna zmnozenim potiebnych bunéénych struktur, zejména hrubého endoplazmatického
retikula, Golgiho komplexu a sekre¢nich vacki, z nichz jsou proteiny uvoliiovany do lumenu
snovaci zlazy (Prudhomme et al. 1985; Akai 1965). Snovaci zlazy dosahuji nejvétsi velikosti
v poslednim larvalnim instaru.

Vyvoj a funkce snovacich zlaz jsou pod hormondlni kontrolou juvenilniho hormonu,
ekdysteroidl a neurohormont (Sehnal, Akai 1990; Kodrik 2004). Komeréné je mozné zvysit
produkci hedvabi az o 10% pomoci aplikace agonistli juvenilniho hormonu (juvenoidl)
larvam vhodného staii. Hormon zptisobi prodlouzeni posledniho larvalniho instaru, snovaci
zlazy jsou pak déle udrzovany v tzv. akumulaéni fazi, kdy larvy hromadi vys$§i mnoZzstvi
zivin a po odeznéni u€¢inku hormonu produkuji vétsi mnozstvi hedvabi (Kodrik 2004).

Snovaci zlazy bource moruSového jsou také velmi zajimavym orgdnem pro studium
zékladnich mechanismli genové regulace a organové diferenciace (Suzuki et al. 1990a).
Béhem vyvoje larvy se méni produkce hedvabi a stim souvisi i zména genové exprese.
V poslednim instaru dochazi k vyrazné obméné slozeni tRNA. Vyskytuji se zde hlavné
specifick¢é tRNA, jejichz kodony se v sekreCnich proteinech vyskytuji nejvice napf.

glycinova, alanylova a serinova tRNA (Goldsmith, Kafatos 1984).

2.4. Hedvabi

2.4.1. Slozeni a produkce hedvabi

Hedvabi bource moruSového je slouzeno primarné ze dvou typt proteinti:
- Fibroin- jadro vldkna je slozené z bilkovin: tézky H fibroin, lehky L fibroin a
fibrohexamerin. Dominujici tézky fibroin vytvaii organizované struktury B-listu a
semikrystalinni oblasti zodpovédné za pevnost a elasticitu hedvabi
- Sericiny- smés nejméné sedmi lepivych proteinti obklopujicich vlakno fibroinu
Hlavni slozkou surového hedvabi je fibroin, zatimco sericiny tvoii 20 az 30 % a
mensi komponenty jsou zastoupeny 1 % soli a 2 % vosku. Smés sericinli obsahuje az 30 %
serinu a déla hedvabi tipytivym a poloprithlednym. Ze surového hedvabi jsou sericiny
odstranény procesem deguminace. Zakladem deguminace je povateni v mirn¢ alkalické vod¢
pti teploté¢ 95 °C. Timto se sericiny z ¢asti degraduji a rozpusti se ve vod¢ (Terada et al.
2002).

Fibrohexamerin neboli P25 je glykoprotein podminujici spojeni H a L fibroinu (Chen

2010). Viechny tyto slozky jsou syntetizovany v zadni &asti SZ, kde jejich koncentrace



dosahuje 12-15% a ma konzistenci podobnou vajecnému bilku. Poté jsou proteiny
transportovany do stfedniho oddilu, kde jsou skladovany jako viskozni gel nékolik dni az
tydndl. Sericin je syntetizovan ve stiednim oddile SZ a ukladd se na povrchu sloupce
fibrointl. Proteiny se posunuji do pfedniho oddilu SZ, kde se zahustuji a polymerizuji
v nerozpustné komponenty (Magoshi 1985). Béhem tohoto procesu fibroin podstupuje sérii
zmeén fazi: z gelu na koloidni roztok sol, zn¢j na krystalickou tekutinu a ta se méni na
nerozpustny filament. VSe je fizeno dosud nedostatecné zndmymi zménami v piednim oddilu
SZ, jako je zména pH, dehydratace, mnozstvi kationtti a mechanické vlivy (Tanaka 2001;
Dicko 2004; Ochi 2002; Foo 2006). Tyto zmény vedou k vytvafeni findlniho vlakna pfi
optimalnim vynaloZeni energie pro transport, skladovani a polymerizaci fibroinu (Ilzuka
1985). Fibroin, diky amfifilickému motivu s pfevladajicimi hydrofobnimi strukturami s
hydrofilnimi koncovymi skupinami, se mize vyskytovat ve form¢ micel a krystalinni
tekutiny a pozdé¢ji v disledku zmény orientace molekul a dehydrataci polymerovat v pevnou
fazi (Zhou et al. 2000; Jin, Kaplan 2003; lizuka 1964; Kerkam et al. 1991; Knight, Vollrath
2002; Knight, Vollrath 2001). Pti polymerizaci jsou molekuly fibroinu, za zvySeného tahu v
postupné se zuzujicim vyvodu zlazy, usporadany do vlédkna (Ilzuka 1985). Sericiny ulozené
ve stiedni &asti SZ se na povrchu sloupce fibroinu polymerizuji se zpozdénim a spojuji
fibroinové filamenty z levé a pravé SZ v jedno vlakno (Kodrik 2004; Sehnal 2008). Sericiny
se tak na tvorbé vlakna vyznamné podileji a jsou nezbytné pro slepovani vlaken pii tvorbé
kokonu (Terry 2004; Ochi 2002). Na parametry vlakna (tloustka, mechanické vlastnosti) ma
vliv rychlost piedeni, kterou urcuji pohyby hlavy pfedouci housenky (Matsumoto 2008).

2.4.2. Slozky hedvabi

2.4.2.1. Proteiny jadra vlakna

Fibroiny se tvoii pouze v zadnim oddile SZ a jsou hlavni slozkou osovych filamentii
hedvébného vldkna (Gamo et al. 1977). Jsou to hydrofébni strukturalni proteiny nazvané
tézky (H) a lehky (L) fetézec o molekulové hmotnosti okolo 390 kDa a 25 kDa (Gamo et al.
1977; Tanaka 1999; Zhou 2000). L a H fetézce jsou spolu spojeny pomoci disulfidickych
mustkl. S rozvojem biologickych molekularnich technik byla pozdéji rozeznéna i dalsi
struktura obsaZena ve vldknu tzv. P25 neboli fibrohexamerin. L a H fibroin a P25 jsou
sestaveny v endoplazmatickém retikulu do zékladni sekre¢ni jednotky v poméru 6:6:1 (Inoue

et al. 2000).



Tézky retézec fibroinu (H-fibroin)

H-fibroin je velky protein (391 kDa), jehoz gen je lokalizovan na 25. chromozomu.
Gen byl poprvé ¢asteéné charakterizovan v roce 1972 (Suzuki, Brown 1972) a obsahuje dva
exony (Kimura et al. 1985). Prvni exon je maly (67 bp), za nim nasleduje intron (971 bp) a
druhy velky exon (15750 bp). Sekvence z 5 konce je vysoce konzervovana a nezbytna pro
expresi H-fibroinu. VétSina exprimované oblasti se sklada z repetic s vysokym obsahem GC
(az 63%). Odvozena aminokyselinova sekvence je 5263 dlouha a isoelektricky bod je 4,22
(Zhou et al. 2000). Primarni struktura tézkého fibroinu je charakterizovana vysoce
repetitivnimi  hydrofobnimi motivy GAGAGS, GAGAGY a GAGAGVGY, ktera jsou
zodpovédné za tvorbu antiparalelnich B-listd v polymerovaném H fibroinu (Case 1994).
Uspotadani do B-listu spolu s krystalickou strukturou pfispiva ke stabilité a nékterym

unikatnim mechanickym vlastnostem vldkna (Cunniff 1994).

Lehky retézec fibroinu (L-fibroin)

Struktura L-fibroinu byla objasnéna u bource morusového (Kikuchi et al. 1992),
poprvé v roce 1985. Gen je umistén na 14. chromozomu a obsahuje 13472 nt (Kimura et al.
1985). Kodujici oblast obsahuje 7 exont a je pferuSovana Sesti introny, z nichZ prvni intron
je nejvetsi a zabira se svoji velikosti 8145 bp okolo 60% celkové délky genu (Kikuchi et al.
1992). Oproti tomu prvni exon obsahuje 41 bp zavadéci nekddujici sekvence a 36 bp
sekvence kodujici signédlni peptid. Sekretovany L-fibroin obsahuje 244 aminokyselin
s acetylovanym serinem na N-konci a jeho molekulova hmotnost je 25,8 kDa (Yamaguchi et

al. 1989).

P25 neboli fibrohexamerin

Tento glykoprotein tvofi diky disulfidickym mistkiim kompaktni strukturu, ale
s fibroiny je spojen nekovalentnimi silami (Tanaka et al. 1999a). Gen P25 je v genomu
B.mori ptitomen v jedné kopii, je dlouhy 3500 nt a zahrnuje 5 exonti 1173 nt (Couble et al.
1985; Chevillard et al. 1986a,b). Fibrohexamerin obsahuje tfi N-glykosylovand mista u
bource a dvé mista u jinych zkoumanych druhit motylt (Tanaka, Mizuno 2001). V dasledku
odlisné glykosylace se vyskytuje ve dvou velikostech, které u bource moruSového ¢ini 27

kDa a 30 kDa (Tanaka 1993).



2.4.2.2. Minoritni komponenty hedvabi

Byly popsany nizkomolekuldrni proteiny snezndmou funkci, nékteré twdajné
nezbytné pro strukturu hedvabi (Sasaki, Noda 1973; Shimura et al. 1976). Jiz delsi dobu je
znamo, ze kokony Lepidopter nejsou napadany bakteriemi, houbami, rozto¢i ani hmyzem
(Akai 1997). Lze proto piedpokladat, ze maji antimikrobidlni a jiné obranné vlastnosti, za
které¢ mohou byt zodpovédné praveé minoritni komponenty. Pomoci RT-PCR a EST databaze
byly klasifikovany dv¢ ttidy nestrukturalnich proteint: seroiny a inhibitory proteaz (Kodrik
1992; Mita et al. 1999).

Seroiny

Poprvé byly tyto nizkomolekuldrni slozky charakterizovany u G. mellonella a
pojmenovany seroiny (Nirmala et al. 2001a). Pozdéji byl zjistén homolog také u B. mori
(Nirmala et al. 2001b). U bource morusového byly objeveny dva geny. Seroin-1 obsahuje
108 aminokyselinovych zbytkl, postrdda prolin a cystein a celkovda cDNA ma 769 nt.
Kompletni cDNA genu seroinu-2 obsahuje 1413 nt kddujici 112 aminokyselinovych zbytkd.
Opét zde chybi prolin a cystein (Nirmala et al. 2001a). Seroinové geny B. mori
pravdépodobné vznikly duplikaci genu nésledovanou nékolika delecemi a bodovymi
mutacemi (Nirmala et al. 2001a). Oba seroiny se exprimuji soucastn¢ ve stiednim a z malé

&asti v zadnim oddilu SZ b&hem posledniho larvalniho instaru (Fedi¢ 2002).

Proteazové inhibitory

Na rozdil od seroinii byly dva inhibitory protedz popsany diive u B. mori a pozdéji
jejich homology u G. mellonella. Prvni znich byl nazvdan BmSPIl a byl zafazen mezi
inhibitory Kunitzova typu (Kurioka et al. 1999). Protein o velikosti zhruba 6 kDa obsahuje
76 aminokyselinovych zbytkli je produktem mRNA 394 nt. Druhy peptid byl pojmenovan
BmSPI2 a patii k inhibitorim Kazalova typu (Kurioka, Hirano 1995, Kludkiewicz et al.
2005). Jeho cDNA je tvofena 411 nt a koduje protein okolo 4,7 kDa s 66 aminokyselinovymi
zbytky. SPI1 1 2 inhibuji proteazy bakterii a hub (subtilisin a proteinazu K), ¢imz vytvarteji
ochranu kokonu proti napadeni mikroby (Nirmala et al. 2001a). Jsou exprimovany ve

stfedni, SPI1 také v zadni, ¢asti SZ v patém instaru (Fedi¢ 2002).



2.4.2.3. Sericiny

Sericiny jsou u bource zastoupeny 6 az 15 proteiny liSicimi se stupném glykosylace
(Gamo 1977). Vnitini vrstva sericinl spojuje dva filamenty fibroinu z pravé a levé snovaci
zlazy k sobé béhem prichodu snovaci bradavkou, vnéjsi vrstva slepuje vypiedena vlakna
v kokonu dohromady a slouzi také k uchyceni vladkna k podkladu pti stavbé kokonu. Je
nezbytné aby sericiny tuhly postupné, av§ak mechanismus tohoto tuhnuti neni jesté objasnén
(Kodrik 2004; Jin, Kaplan 2003; Fedi¢ 2002). Zastoupeni sericinii béhem piedeni kokonu se
méni. Pomoci proteinové analyzy byla odhalena pfitomnost tfi az péti hlavnich slozek
(Gamo 1977; Couble 1983), podle jejich pritomnosti 1ze kokon rozd€lit na vnitini, stiedni a
vnéjsi vrstvu. Vnégjsi vrstva, kterd se tvoti nejdiive, obsahuje az 30% sericinll z celkového
mnozstvi proteinil v kokonu (Suzuki 1977). Stfedni vrstva ma jiz niz8i obsah sericinti a ve
vnitini vrstve, ktera se sprada jako posledni, je jich minimum.

Sericiny se daji rozdélit podle rozpustnosti v horké vodé na Ctyii typy (sericin I-1V),
pricemz nejlépe je skrze svoji amorfni strukturu rozpustna vnéjsi vrstva 1. Vrstva IV ma
nejvice krystalinni strukturu a je proto nejhiife rozpustna, diky tomu drzi dvé vlédkna fibroini
dohromady i po deguminaci (Komatsu 1975; Mondal et al. 2007).

Vsechny proteiny sericinového typu jsou produkovany se stfedni ¢asti snovacich zlaz
(MSQG). Transkripty sericint byly u bourct zjiStény uz pii svlékani, ale maxima dosahuji az
v obdobi posledniho instaru tésné pied predenim (Ishikawa, Suzuki 1985). Struktura genii
Serl a Ser2 je velmi komplikovana (Couble 1987; Garel 1997), zatimco gen Ser3 ma jediny
exon (Takasu et al. 2002). Molekulovd hmotnost sericinli se pohybuje v rozmezi 65 az 400
kDa (Sinohara 1979; Gamo 1982). Pfevladajici sericiny zahrnuji protein o velikosti 150 kDa
ze zadni (sericin P), 400 kDa ze stiedni (sericin M) a 250 kDa z ptedni ¢asti MSG (sericin
A) (Takasu 2002). Maji vysoky obsah serinu 16-42% a hydrofilnich aminokyselin, coz
zpusobuje jejich dobrou rozpustnost v horké, mirné alkalické vodé (Komatsu 1975; Gamo

1977).

Sericin 1

Gen Serl je lokalizovan na src lokusu (Doira 1983). Poprvé byl klonovén a ¢aste¢né
osekvenovan 1982 (Okamoto et al. 1982; Michaille et al. 1986; Garel et al. 1997). Obsahuje
9 exonii a celkova velikost je 23 kb. Cast genu vykazuje podobnost s genem H-fibroinu
(Okamoto et al. 1982). Z primarniho transkriptu Ser/ vznikaji alternativnich sestfihem Ctyfi

ruzné mRNA o velikostech 2,8 kb/2,9 kb, 4,0 kb, 9,0 kb a 10,5 kb (Michaille et al. 1986),



z nichz jsou odvozeny proteiny o mol. hmotnosti 330, 284, 123 a 76 kDa (Garel et al. 1997).
Exony 1,2,7,8 a 9 jsou spolecné pro vSechny mRNA, zatimco 3,4,5 a 6 jsou alternativni
(Garel et al. 1997). Nejvétsi je exon 6 dlouhy 6,6 kb obsahujici 114 bp s charakteristicky
60x se opakujicim motivem, jehoz peptidickd sekvence je tvofena 38 aminokyselinami:
SRTSGGTSTYGYSSSHRGGSVSSTGSSSNTDSSTKNAG. Ostatni exony neobsahuji
repetitivni sekvence (Fedi¢ 2002). Gen Serl se exprimuje ve stfedni (sericin M) a zadni
(sericin P) ¢asti MSG béhem péatého instaru (Garel et al. 1997, Takasu et al. 2005). Protein
obsahuje mensi mnozstvi serinu oproti sericinu 2 a 3 a tvoti diky repeticim B-list, ktery mtze

byt i v antiparalelni formé (Garel et al. 1997).

Sericin 2

Ser2 gen byl oznacen jako hlavni protein tzv. larvalni hedvabi (Takasu et al. 2010),
obsahuje dva hlavni lepivé proteiny o velikostech 230 a 120 kDa (Michaille et al. 1990a).
Exprimuje se v pfedni a slabé ve stiedni ¢asti MSG (Couble et al. 1987). Jeho trankript se
objevuje od 2. dne patého instaru a zvysuje se do 6. dne. Exprese tohoto genu byla zjisténa 1
ve 3 a 4 instaru na rozdil od Ser! a Ser3. Sericin 2 je tedy produkovan po celou dobu Zivota
larvy a jeho tvorba ustavéa Sestého dne patého instaru, kdezto sericin 1 a 3 se tvoii jen
v obdobi tésné pred spradanim kokonu (Takasu et al. 2010).

Gen Ser2? je umistén na 11. chromozomu (Gamo 1982), je vysoce polymorfni a
obsahuje 13 exont, které se pohybuji v rozmezi 28-2574 bp (Michaille et al. 1990a).
Usporadani exonti genu Ser2 je 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9a, 10a, 9b, 10b a 11 (Kissinger et al.
1990). Ser2 gen objevila Michaille a kolektiv (1990a) a byl dikladné zmapovan pomoci
restriktdz EcoRI, Hincll, Kpnl, Hincll a Xbal. Byl lokalizovan jeho start transkripce a 3”
konec a byla identifikovana jeho hlavni repetice dtilezita pro polymerizaci sericini (Huang et
al. 2003). Gen Ser?2 tvoii alternativnim sestfihem dvé varianty mRNA prvni 3,1 kb a druha
alelickd varianta se objevuje ve velikostech 5,0, 5,5 a 6,4 kb (Michaielle 1990a,b). Delsi
varianta koduje protein o 198 kDa (resp. 230 kDa) s isoelektrickym bodem 8,5 a kratsi o
102kDa (resp.120kDa) a isoelektrickém bodu 5,4 (Kludkiewicz et al. 2009). Produkt Ser?2 je
charakterizovan vysokym poctem hydrofilnich aminokyselin. Vétsi protein je slozen ze
17,1% Lys, 15,1%Ser, 11,7%Asp, 11,1%Glu, 5,8%Thr a 5,6%Pro. Mensi protein odpovida
vétsimu proteinu a ma navic opakujici se oblasti bohaté na lysin a prolin.

Aminokyselinovd sekvence Ser? zacCind hydrofobnim signalnim peptidem

MKIPYVLLFLVGVAVVNA, ktera je kdédovéna 2 a 3 exonem. Exon 3 startuje kratkou
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unikatni sekvenci a v jeho centralni c¢asti se vyskytuje 7krat se opakujici sekvence
KFENLDKDNVGE. Konec exonu 3, celé exony 4, 5, 6, 7, 8 a Cast exonu 9a obsahuje
dlouhou unikatni sekvenci s vysokym obsahem nabitym aminokyselin vyskytujicich se
v paru (KK, EE). Velka ¢ast exonu 9a je tvofena konzervovanou sekvenci o 45 opakovanich
RSPSHKDTEKAKPND. Exon 6 vykazuje shodu s unikatni sekvenci exonu 9a, zejména
v distribuci oligopeptidii ERE, KSES, EFEN a KxAxS. 11. exon ma shodu s 9b. Proteiny
vznikajici z exonti 10a a 10b jsou identické. Cely protein Ser2 obsahuje 6 N-glykosylac¢nich
mist (Kludkiewicz et al. 2009).

Mezi zékladni vlastnost sericinu 2 patii pfilnavost k povrchlim zptsobend nabitymi
aminokyselinami, které umoziuji elektrostatické interakce s molekulami na povrchu
substratu. Mensi protein tvofi strukturu a-helixu, zatimco druhy protein, koédovany exonem
9a, ne. Pfevaha nabitych aminokyselin v repeticich a pravidelné rozdéleni prolinu brani
tvorb& B-listu a struktura proteinu je vytvofena pomoci elektrostatickych sil (Levitt 1978).
Jelikoz jsou zasoby sericinu 2 vycerpany pred koncem pétého instaru, nemiize byt tento typ

sericinu izolovan z kokonu (Kludkiewicz et al. 2009).

Sericin 3

Protein sericinu 3 obsahuje 1271 aminokyselinovych zbytk, 18 zbytki na N- konci
tvoii signalni peptid. Z vysledkl studie Takasu 2005 vyplyva, ze Ser3 gen koduje protein
(sericin A) vznikajici v pfedni ¢asti MSG. Transkript Ser3 je zjistitelny od patého dne
posledniho instaru do 7. dne (Takasu et al. 2010). Ser3 gen je tvoien 3 exony kodujicimi z
velké Casti repetice, slozené z 86 a 8 aminokyselin. Tyto repetice maji vysoky obsah serinu,
az 45% (Okamoto et al. 1982, Garel et al. 1997). Podle struktury je Ser3 vice hydrofilni nez
Serl, oproti Ser]l ma ale nizsi pfitomnost B listli (Garel a kol. 1997, Takasu et al. 2007).

2.5. Vyuziti sericini

Sericiny jsou ziskavany jako odpadni produkt tzv. degumovanim pifi zpracovani
hedvabi. Ro¢né se timto zplisobem vyrobi pfes padesat tisic tun sericind (Zhang 2002).
Sericiny jsou pouzivany ve farmaceutickém primyslu a jsou pfidavany do nejriiznéjSich
kosmetickych pfipravkii. Mezi vyznamné vlastnosti sericini patii antibakterilni,

antioxidacni, antikoagulacni, zvlh€ujici a protirakovinny Uc¢inek a maji také ochrannou
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aktivitu proti UV, pozitivni vliv na proliferaci bunék a jsou biokompatibilni (Zhang 2002;
Zhaorigetu et al. 2003; Sehnal 2008).

2.5.1. Kosmetické pripravky

Nejvice se v souCasnosti piidavaji sericiny do kosmetickych ptipravka. V krémech a
mastich pomahaji zvySovat elasticitu kiize a udrzovat jeji vlhkost, ¢imz plsobi proti vzniku
vrasek (Voegeli et al. 1993; Yamada et al. 1998). V opalovacich krémech posiluji efekt UV
filtru (Yoshioka et al. 2001). Pfipravky pro upravu vlast s piimési sericinu redukuji
poskozeni vlasti navdzanim na jejich povrch (Hoppe 1984). Sericinové hydrolyzaty jsou

ucinné také jako kondicionéry (Padamwar 2004).

2.5.2. Antioxidanty

V nedavné dobé bylo popsdno mnoho funkci sericinli a jejich mozné vyuZiti.
Minoura a kolektiv (1995) popsali zvySenou proliferaci mySich fibroblasti na filmu
tvofeném sericiny. Sericiny pusobi také jako antioxidant inhibujici tyrozindzu a lipidovou
peroxidazu (Kato 1998). Sericinova dieta by mohla byt potenciondlnim inhibitorem
karcinogeneze. Mysi krmené sericinovou dietou mély potlaceny vznik karcinomu tlustého
stteva (Sasaki et al. 2000a). Sericiny mohou také zlepSit odbourdvani nékterych tézkych

kovi u potkant (Sasaki et al. 2000b).

2.5.3. Lécba zranéni

Sericiny obsahuji 30 % sericinu, coz déla ze sericini vyborné zvlh¢ujici agens. Navic
jsou lehce odbouratelné, ¢ehoz muze byt vyuzito pii 1é¢b¢ zranéni. Aramwit a Sangcakul
(2007) zjistovali ucinek sericinu na zranéni u potkantl. Vysledkem jejich studie je, ze
zranéni léCend sericiny mély mensi zanétlivou reakci a vétsi procento vyléceni nez u
kontrolnich oblasti béhem sledované¢ho obdobi. Na histologickém vySetieni vzorkl 1écenych

sericiny bylo zjisténo kompletni uzdraveni bez viedl a zvySeni kolagenu.

2.5.4. 2-D a 3-D struktury

Sericiny samy o sobé& tvoii gel a v kombinaci s dal$imi polymery vytvareji 2-D film a
3-D kostru, coz miize mit uplatnéni v tkanovém inZenyrstvi (Aramwit et al. 2011). Né&které
studie prokazaly dobrou pfilnavost a proliferaci lidskych fibroblastli na povrchu tvoifeném

smési sericini a Zelatiny (Mandal et al. 2009). Wakabayashi a Sugioka (1994) pftipravili
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polyesterova vldkna modifikovana sericiny. Tato vldkna zadrzuji az pétkrat vice vlhkosti nez
neupravena polyesterova vlakna.

Siritientong a jeho kolektiv zjiStovali zménu velikosti porti, absobCnich a
mechanickych vlastnosti 3-D struktury sericinu v zavislosti na pouzit¢é metod¢ sterilizace.
Osvédcila se sterilizace gamma zatfenim, kdy dochézelo k nejmenSim zménam fyzikéalnich
vlastnosti 3-D kostry. Naopak etanol nebyl dostate¢né ucinny a poSkozoval strukturu

polymeru (Siritientong et al. 2011). Polymery ze sericinil 1ze autoklavovat.

2.5.5. Membrany

Membrany pouzivané k separaci latek, napt. pfi odsolovani, ptecistovani vody a
chemickych latek, mohou byt obohacené o sericiny (Zhang 2002; Yamada et al. 1993).
Nerozpustna fibroinovad membréna je zase vhodna k rozdéleni smési alkoholu a vody (Chisti
1998). Film z fibroinl a sericinii méa vybornou propustnost pro kyslik a ma podobné funk¢ni
vlastnosti jako lidska rohovka (Murase 1994). Membrany ze smési kolagenu a sericini lepé
zadrzuji vodu a jsou nepropustné pro mikroorganismy, proto jsou vhodnym materidlem pro

kryti zranéni a 1écbu koznich 1ézi (Tsubouchi et al. 2005; Akturk et al. 2010).

2.5.6. Protimrznouci efekt

Dalsi praktickou vlastnosti sericinl je proti mrznouci efekt. Sericiny mohou slouzit k
oSetfeni povrchd, které jsou vystavené mrazu, napt. chladici vozy ¢i jina chladici zafizeni.
Do budoucna by se tohoto efektu dalo vyuzit také k ochran¢ vozovek a stfech pred mrazem
(Tanaka 2001). Rekombinantni sericiny mély ochranny vliv na buiiky E. coli béhem jejich

zamrazeni (Tsujimoto et al. 2001).

2.5.7. Medicinské vyuZziti

Vyznamné je vyuziti sericini v tkanovych kulturach jako nahrada bovinniho séra.
VétSina savCich bunék vyzaduje béhem kultivace médium obsahujici sérum. Nejvice
pouzivanym sérem je fetalni bovinni sérum, které vSak muze byt kontaminované viry, priony
nebo BSE (Terada 2002). Sérum obsahuje neznamé faktory rGznych funkci, proto je
precisténi sér velice obtizné a dochazi ke ztratdm téchto produktti. Séra jsou davka od davky
rizna a kazdy bunécny typ vyzaduje jiné sérum. Pro ptekondni téchto potizi bylo vyvinuto
médium bez séra (Murakami 1984). V médiu bez séra je dulezity pro pienos lipidi a
mineralnich latek zejména albumin, ktery je do téchto sér pfidavan v koncentraci 1-10

mg/ml. Chang Gspé$né vytvofil v r. 1980 médium bez séra, na kterém proliferovalo nékolik
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linii hybridnich bun¢k (Chang et al. 1980). Toto médium bylo obohaceno o inzulin (Kelley
1978) a transferin (Guilbert, Iscov 1976), coz zlepSovalo rlst bunék. Pfidani sericinu
do média zvySuje proliferaci ve vSech testovanych kulturach, diky ¢emuz by mohl byt sericin
Siroce vyuzivanym doplitkem pro sav¢i bunécné kultury. Mize na bunky piisobit podobné
jako proteiny albuminového typu, napt. BSA (bovine serum albumin). Sericin mé u¢inek na
bunky zejména v pocatecnich fazich ristu, tzv. lag faze, a buiiky pod jeho tc¢inkem vstupuji
diive do logaritmické faze. Naproti tomu BSA ma ucinek v pozdéjsich fazich ristu bunék.
Proto by byl sericin vhodnou ndahradou BSA, nebo alespoiit dobrym doplitkem sér s BSA.
Kultura v pfitomnosti 0,1 % sericinu méla vyrazné zvySenou denzitu bunék (Terada et al.
2002). Naproti tomu zivota schopné buiiky nebyly detekovany v kultufe s 1 % sericinem, to
naznacuje, ze vysoka koncentrace sericinu je pro bunécné kultury skodliva. Pozitivni efekt
na proliferaci bun¢k byl zaznamenan u riznych typti bunék s moznym praktickym vyuzitim,
napf. u ostrivkl pankreatickych bunck (Ogawa et al. 2004).

Pro uplatnéni sericinli v biomedicing je jeSté potfeba ulinit rozsadhlé vyzkumy a
klinické studie. Material ziskany z kokonl “degumovanim® je sice levny a da se ho ziskat
velké mnozstvi, ale kvalita je pro pouziti v medicin€ nedostate¢nd. Proto se fada laboratoii
snazi pfipravit rekombinantni sericinové derivaty s optimalizovanymi vlastnostmi (Sehnal

2008).

2.6. Kmenové buinky

Kmenové bunky maji schopnost diferencovat do rtiznych typt télnich bun¢k. Slouzi
jako zasoby reparacniho systému, d€li se po cely zivot jedince a dopliuji chybéjici bunky,
kdyz je to potteba. Pti déleni maji vznikajici dcetfiné buiikky moznost bud’ ziistat kmenovymi
bunikami, nebo se stat buiikami se specializovanou funkci. Kmenové bunky mizeme dale

délit podle jejich vyskytu a schopnosti diferenciace na :
- Embryonalni kmenové bunky (viz dale)

- Tkanové ¢i organové kmenové buiky - vyskytuji se v uritych tkanich a organech
v tzv. nikdch a diferencuji do urcitych bunéénych typl, napt. bunky kostni dfen,

které se pouzivaji pro transplantace a diferencuji do vSech typii krevnich bunék

- Indukované pluripotentni bunky - se ziskavaji z jiz diferencovanych bun¢k, které¢ jsou
docCasn¢ preprogramovany zapnutim transkripénich faktori typickych pro kmenové

bunky, takto byly pouZzity napt. kozni fibroblasty
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2.6.1. Embryonailni kmenové buniky

Embryonalni kmenové bunky (embryonic stem cells-ES buiiky) jsou odvozené
z pluripotentnich buné¢k c¢asného savéiho embrya, které jsou schopné neomezené a
nediferencované proliferace in vitro. Pluripotentni bunky byly poprvé odvozeny z mysiho
teratokarcinomu varlat. Tyto buniky mély schopnost diferencovat do vSech bunécnych typt a
neomezené proliferovat (Stevens 1962), ale pro svlij ptivod v nddorovych bunkach, nebyly
vhodné pro vyzkum zaméfeny na zdroj bunék pro terapeutické vyuziti. Proto byla snaha o
ziskani zdravych pluripotentnich bun€k, coz se o nékolik let pozd¢ji zdafilo a v roce 1981
byly ESC odvozeny z embryoblastu zdravého mysiho embrya (Evans, Kaufman 1981).

Diky svym vlastnostem se staly mysi ES buiniky nenahraditelnym modelovym
systémem pro studium fady aspektii vyvoje mnohobunééného organismu, napt. pro studium
genetickych poruch, raného vyvoje embrya, bunééného cyklu, signélnich drah zodpovédnych
za schopnost sebeobnovy, ale také pro studium mechanismt a aktivace apoptézy (Thomson
et al. 1998, Barta et al. 2010). Nejvice pozornosti se ovSem vénuje studiu diferenciacnich
procest, které jsou i v soucasnosti stale velkou neznamou. Pochopeni téchto procest nam
umozni pouziti ES bun¢k v bunécné terapii. Dalsi vyuziti tyto buiikky nachéazeji ve farmacii
pfi testovani ucinkd 1é¢iv (Evans, Kaufman 1981, Thomson et al. 1998).

ESC lze ziskat pomérné jednoduchym zpiisobem, avSak pfiprava homogenniho
preparatu vyzaduje hodné zkuSenosti a velkou peclivost. Pro ziskani savCich ESC je
vychodiskem blastocysta v dobé nidace. Vypreparovany embryoblast je umistén na misku
s podpirnymi bunikami (mitoticky inaktivované mysi fibroblasty) a ristového faktoru LIF
(leukemicky inhibi¢ni faktor). Po nékolika dnech se mysi ES bunky disociuji a jsou
premistény na novou kultivaéni misku, opét pokrytou vrstvou podpirnych bunck. Po par

dnech ziskdme linii mySich ES bunék (Obr. 3).
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Disociace ES bunék a
jejich pfeneseni na novon - Podpiurna vrsiva
kultivaéni misku o my#ich fibroblast

y ™ Novd podpiirni vrstra
b myFich fibroblasti

Linie ES bun#lk

Obr. 3: Izolace a kultivace mysich ES bunék

(zdroj: http://stemcells.nih.gov/)

2.6.2. Lidské embryonalni kmenové buiiky

Mysi ES bunky jsou sice vybornym modelovym systémem, avSak nejsou zcela
vhodné pro studium obdobnych otazek u clovéka. Dlouhou dobu se nedatilo ziskat ES bunky
ani u jinych zZivoc¢iSnych druha, které by byly vice vyhovujici pro vyzkum vySe zminénych
problematik u lidi. Velky zlom v této oblasti nastal v roce 1998, kdy se skupin¢ Dr. Jamese
Thomasona podafilo pfipravit prvni linii lidskych ES bunék (Thomson et al. 1998). Postup
ptipravy lidskych ES buné¢k byl podobny jako u mysSich linii, jedinym rozdilem byl pouzity
rustovy faktor, naproti ptivodnimu LIF faktoru, zde byl pouzit bazicky fibroblastovy riistovy
faktor (FGF2). Po uvefejnéni této zpravy zapocal po celém svété velky zdjem o studium
vlastnosti t&chto bunék a jejich potencionalniho vyuZiti v medicing. Také Ceska republika
nezustala pozadu a zasluhou badatelt Hampla a Dvotdka ziskala v roce 2003 prvni linie
lidskych ES bunék (Barta et al. 2010).

Lidské ES bunky (dale jen hESC- human embryonic stem cells) jsou odvozeny

z raného lidského embrya, s informovanym souhlasem darcd, kteti podstoupili program
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umélé reprodukce (in vitro fertilization IVF). Lidské embryo je kultivovano do stadia
blastocysty, z které je poté pomoci enzymu, komplementu a protilatek izolovan embryoblast
a ten je prenesen do kultury na vrstvu podptirnych bun¢k, kde roste a tvoii kolonie hESC

(Thomson et al. 1998).

2.6.3. Kultivace hESC

2.6.3.1. Podkladova vrstva, matrice a kultivacni médium

Podkladova vrstva je nejCastéji tvofena mitoticky inaktivovanymi mySimi
embryonalnimi fibroblasty (MEF), které jsou velice dilezité pro produkci ristovych faktort,
mezibunééné hmoty a pomahaji hESC bunkdm adherovat na povrch, ¢imz podporuji
proliferaci hESC (Eiselleova et al. 2008, Greber et al. 2007). Nevyhodou téchto podptirnych
bunék je vSak riziko imunologické reakce a nebezpeci prenosu zvitecich infekci pfi uziti
hESC k 1é¢bé lidi. V dnesni dobé se zacinaji ¢im dal vice nahrazovat mysi fibroblasty
bunénymi typy ziskanymi z prenatadlniho nebo postnatalniho lidského organismu (napf.
fetalni bunky kize, délozni sliznice, plic, jejichz pouziti je vSak Casto kontroverzni, naproti
tomu uziti neonatalnich pifedkozkovych fibroblasti nevyvolava etické problémy) (Richards
et al. 2003, Lee et al. 2004).

Pro dobré ptichyceni bun¢k k podkladu, je nezbytna spravna matrice. Dnes je nejvice
vyuzivan komeréné¢ vyrabény Matrigel (BD Biosciences), coz je smés proteinl
produkovanych mysimi nadorovymi bufikami Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), obsahujici
laminin, kolagen, heparan sulfat proteoglykan a entaktin/nidogen, navic muize obsahovat
TGF-beta (transforming growth factor), kozni rastovy faktor (RF), RF inzulinového typu,
fibroblastovy RF, tkanovy plasminogenovy aktivator a jiné rustové faktory (Sjogren-Jansson
et al. 2005).

Kultivaéni médium ma za tikol zajistit pro proliferujici buniky dostate¢ny obsah iontd,
prekurzorovych sloucenin a ristovych faktor. Kultivaéni médium je v dneSni dobé
piipravovano komercné (Invitrogen). Slozeni se od ptivodniho receptu pftili$ nelisi, zakladem
jsou nasledujici slozky KnockOut DMEM (Dulbecco‘s modified Eagle medium), tepelné
inaktivované fetalni bovinni sérum (FBS), L-Glutamin, neesencialni aminokyseliny, penicilin -
streptomycin, B-2-merkaptoethanol (Thomson et al. 1998). Opét se tu vyskytuje problém s rizikem

prenosu infekei z FBS, a proto je neustala snaha o nalezeni piipravku, ktery by FBS nahradil (napf.

sericiny). Sericiny by mohly byt vhodné také jako dopln¢€k ¢i pfimo nahrada matrice nebo MEF.
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2.6.4. Limitujici faktory pouZziti hESC v bunécné terapii

Mezi potenciondlni moznosti terapie kmenovymi bunkami patii napf. regenerace
tkdn¢ poskozené pii zranéni nebo nemoci, kdy kmenové bunky hraji roli stimulatoru ristu
ostatnich bunék, znovuosidleni poskozené nebo odumfielé tkan¢ bunkami vzniklymi pfimo
z ES bunék, odstranéni zbytkové populace nemocnych bunck tkané implantaci zdravych
kmenovych bunék (Barta et al. 2010). Ale toto potencialni vyuziti ES buné€k k 1é¢b¢ ma fadu

limitujicich faktort:

lidské embryonalni KB jsou kultivovany in vitro pti nevhodnych podminkach
- béhem in vitro kultivace akumuluji zmény ve svém genomu
- pfi transplantaci hrozi odmitnuti §t€pu imunitnim systémem piijemce

- musi byt zaruCena diferencovanost opravdu vSech bungk, které se davaji do

pacientova téla

V této praci jsme se soustiedili na druhy bod, tedy hromadéni zmén v genomu hESC.
Podobné zmény genomu jsou ¢asto nachazeny u nadorovych bunék, proto je nanejvys nutné,
aby buiikky hESC nepodléhaly témto porucham. Jednim ze zdroji genetickych zmén je
chybéni dilezitych slozek signalnich drah, které kontroluji poskozeni DNA (protein p53).
Druhou pfic¢inou je porucha funkce centrozomu, ktery je soucasti déliciho vieténka. Na
sledovani této poruchy jsme se zaméfili (Holubcova et al. 2011, Barta et al. 2010).

Béhem bunééného dé€leni organizuje centrozom d¢lici vieténko, které zajistuje
rovnomérné rozdéleni genetického materidlu mezi deefiné buiiky. Pfi normaln¢ probihajicim
déleni ma bunka dva centrozomy, orientované na opacnych poélech buiiky. Pokud se pfi
déleni v buiice vyskytne vétsi pocet centrozomt, dojde k nerovnomérnému rozdéleni
genetického materialu (aberantni déleni) a nestabilité¢ genomu. V in vitro kultuie hESC byl
zjistén vyssi vyskyt aberantnich déleni, coz miize byt potenciondlni pfi¢inou hromadéni

genetickych poruch v genomu (Holubcova et al. 2011, Barta et al. 2010).
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2.7. Soucasny vyzkum a cile prace

Je tada publikaci prokazujicich vliv sericinovych extraktd a jejich rekombinantnich
derivatii na rist bunék v primarnich i trvalych kulturach. Bohuzel se nevi, kterd slozka
sericinovych extraktli z kokont na rist buné¢k ptiznivé plsobi, proto je hledani tcinného
rekombinantniho derivatu do velké miry véci nahody. Nejvice pozornosti bylo dosud
vénovano ur¢itym usekiim Sericinu 1, protoze jeho aminokyselinova sekvence byla zndma.
Ma préace je zaméfend na Sericin 2, jehoz strukturu se podafilo objasnit v Entomologickém
tistavu Biologického centra AV CR teprve pomémé nedavno (Kludkiewicz et al. 2009).
Soucasné¢ byly prokdzany jeho lepivé vlastnosti, které se mohou uplatnit pii interakcich
s buiikkami. Druhou odliSnosti mé prace od predchozich studii je testovani ziskaného proteinu
na lidské embryondlni kmenové bunky, které ve vyzkumu ucinku sericinit dosud nebyly

pouzity. Moje prace si tedy kladla dva cile:

1. Pfipravit rekombinantni protein z genu Ser2 bource moruSového, najit vhodné
podminky k jeho dostate¢né expresi a precistit jej pro testovani na bunécénych
kulturach

2. Testovat smes komercniho sericinového lyzatu a pfipraveného rekombinatniho

sericinu na lidskych embryonélnich kmenovych buiikdch

19



3. Prakticka ¢ast

3.1. Material a metodika
3.1.1. Exprese proteinu sericin 2

3.1.1.1. Transformace plasmidu do expresnich bunék BL21

Na transformaci do expresnich bun¢k jsem pouzila jiz diive pfipraveny a sekvenci
ovéieny plasmid (vektor pET 160/GW/D-TOPO-Invitrogen se zaklonovanou ¢asti genu
Ser2, viz Piiloha 1 a 3). Plasmid byl transformovéan do bun&k BL21 Star™ (DE3) One shot®
chemicky kompetentnich E. coli bun¢k dle protokolu Champion™ pET Expression System
(Invitrogen). Cely obsah mikrozkumavky po hodinové inkubaci pti 37°C premistit do 25 ml
LB media (25 g/l, LB Broth, Amresco) s 25 ul ampicilinu (100 mg/ml, Amresco), nechat
rust pfes noc pii 37°C na tiepacce. Z narostlé kultury pouzit 500 pl do Pilotniho

experimentu.

3.1.1.2. Pilotni experiment

Ptipravit si v Erlenmeyerové banice 10 ml LB media s 10 ul ampicilinu. Piidat 500 pl
kultury narostlé pies noc a nechat narist do optické denzity (OD)ggo 0,4-0,6. Kulturu poté
rozdelit do dvou Erlenmeyerovych baiiek po 5 ml, z obou odebrat 500 pul do mikrozkumavky
(¢as nula-Ty), do jedné kultury ptidat 0,8 M IPTG (Serva) (indukovana kultura), aby
vysledna koncentrace IPTG byla 1 mM do druhé nic (neindukovana kultura). Kazdou hodinu
(T-T4) odebrat 500 pl z obou kultur, centrifugovat 1 minutu pfi 5000rpm, supernatant slit a
zamrazit pelet v -20°C nebo ihned pouzit na elektroforézu (viz dale).

Pelety rozsuspendovat v 500 pl Lyzovaciho pufru (100 ml Lyzovaciho pufru-0.3 ml
KH,POy4, 4.7 ml K;HPOy4, 2.3 g NaCl, 0.75 g KCI, 10 ml glycerol, 0.5 ml Triton X-100, 68
mg imidazole, pH 7,8, rozpustit v dest. H,O, autoklavovat, chemikalie Amresco). Sonikace
3x 10 cyklii (Ultrasonic Homogenizer, Biologics.INC.), chladit na ledu. Presrdzet vzorky
pomoci 100% TCA (Serva), pies noc ve 4°C nebo 1 hodinu v — 80°C. Centrifugovat 20
minut 13000 rpm, 4°C, supernatant slit. Pfidat 200 pl acetonu (Amresco) a opét
centrifugovat 10 minut, 13000 rpm, 4°C (2x opakovat). Pelet rozsuspendovat v 15 ul 1x PBS
(111x PBS-8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,HPOy,, 0.24 g KH,PO4, pH 7,4, rozpustit v dest.
H,0, autoklavovat, Amresco). Pfidat 5 pl 4x proteinového NanaSeciho pufru, zahiat 10
minut na 90°C (10 ml 4x prot. NanaSeci pufr-4 ml 100% glycerolu, 2.4 ml 1M Tris pH 6.8,
0.8 g SDS, 4 mg bromfenolové modri, 0.5 ml B-mercaptoetanolu, 3.1 ml H,O). Ochladit
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vzorky a nanést 20 pl na 15% polyakrylamidovy gel, ocekdvana molekulova hmotnost

proteinu je 18 kDa.

3.1.1.3. SDS-PAGE

Reagencie Zakladni gel 10 ml Kryci gel 2 ml

H,0 3,1 1,4

30 % Acrylamide — Bis 29:1 (SERVA) 7,5 0,33

1,5 M Tris pufr (Amresco) 3,8 -

1 M Tris pufr (Amresco) - 0,25

10 % SDS (Amresco) 0,15 0,02

10 % APS (Amresco) 0,15 0,02
TEMED (Amresco) 0,006 0,002

Tab. 1: 15% polyakrylamidovy gel

Do jamek nanést 20 pl vzorku s 4x proteinovym NanaSecim pufrem a Marker Page
Ruler Plus Prestained (Fermentas). Polyakrylamidova elektroforéza probiha ve
stejnosmérném  elektrickém poli pii 100-150 V v Elektroforetickém pufru (1 1
Elektroforeticky pufr-14,4 g glycinu, 3,02 g Tris baze, 1 g SDS, rozpustit v dest. H,O,
Amresco). Po dobéhnuti elektroforézy fixovat gel 15 minut ve Fixacnim roztoku (1 1 Fixa¢ni
roztok-450 ml metanolu, 450 ml dest. HO, 100 ml kys. octové) a poté barvit 1 hodinu

Coomasie Brilliant blue (Amresco), odbarvovat ptes noc v dest. H,O.

3.1.1.4. Waestern blot

Polyakrylamidovy gel (ptiprava viz SDS-PAGE) 15 min. promyvat v 1 x Blotovacim
roztoku (1 1 1x Blotovaci pufr-14,4 g glycinu, 3,02 g Tris baze, 100 ml metanolu (Penta),
rozpustit v dest. H,O), poskladat sendvi¢. Membranu oplachnout 10 sekund v metanolu, pak
v dest. HO (Amersham Hybond-P PVDF Membrane, 0,45 um, GE Healthcare). Pustit
Western blot na 100 V 1 hodinu, chladit na ledu. Po dobéhnuti promyt membranu v 1x PBS.
Vlozit membranu do Blokovaciho roztoku (50 ml Blokovaci pufr-5 g Skim milk (Difco
TM), rozpustit v 1x PBS), blokovat pfes noc pfi 4°C. Membranu inkubovat 2 hodiny s
primarni protilatkou (Monoklonal Anti- polyHistidine antibody produced in mouse, SIGMA,
fedéno 1:2000 v Blokovacim pufru). 3x promyt 1x PBS + 0,1% Tween (Amresco).
Membranu inkubovat 1,5 hodiny se sekundarni protildtkou (Stabilized Goat Anti-Mouse
IgG, (H+L), Peroxidase Conjugated, Thermo, fedéno 1:5000 v Blokovacim pufru). 3x
promyt 1x PBS + 0,1% Tween. Namichat reagencie 1 a 2 (Direct Nuclei, GE Healthcare

RPN3000) v poméru 1:1 a nanést na membranu, barvit 3 minuty ve tm¢.
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3.1.2. Izolace RNA z peletu bakterialni kultury

Pouzit pelet z Pilotniho experimentu po 4 hodinové kultivaci od ptidani IPTG (Ty4) a
drzet ho zamrazeny v tekutém dusiku. Postupovat dle kitu Trizol“Reagent (Invitrogen). Pelet
rozpustit v 20 ul RNA free H,O a inkubovat 10 min pti 55 °C. Zméiit koncentraci RNA na
spektrofotometru (WPA LIGHTEAVE 1I), skladovat RNA v -20°C.

3.1.2.1. SuperScript III First Strand Syntesis Systém pro RT-PCR

(Invitrogen)

Dvoukrokovéa syntéza prvniho vldkna

Trikant: 5'- TGAGCAAGTTCAGCCTGGTTA -3’

First Strand Syntesis ul
Celkova RNA (3,2 pg) 2
Trikant (Invitrogen) 1
10mM DTP Mix (Fermentas)
H,0
Celkovy objem 10
Inkubace 5 minut pfi 65°C na cykleru, pak ihned 1 minutu na led

cDNA Syntesis Mix ul
10x RT pufr (Invitrigen) 2
25 mM MgCl, (Fermentas) 4
0,IM DTT (Invitrogen) 2
RNaza OUT (40 U/ ul) (Invitrogen) 1
SuperSkript III RT (200 U/ pl) (Invitrogen) 1

10 pl této cDNA Mix reakce ptidat k 10 pl RNA First Strand Syntesis, jemné promichat a
inkubovat 50 minut pti 50°C v cykleru. Zahtat na 85°C 5 minut a ihned na led. Ptidat 1 pl
RNazy H (Takara) a inkubovat 20 minut pii 37°C. Vzniklou cDNA skladovat v -20°C.

Genové specifické primery:
BM2Ex forward : 5'-GCGTGGCTGTGGTCAACG- 3’
BMSer2 reverse : 5'-CAGAGATCTGAAAGACGAGC- 3’

PCR reakce ul /reakci

10x Loading pufr (Fermentas) 2,5
2,5 mM DTP Mix (Fermentas) 2

10 uM BM2Ex (Generi-biotech) 1

10 uM BMSer?2 (Generi-biotech) 1
cDNA (fedéné 1:10) 1
DreamTaq polymeraza (Fermentas) 0,2
H20 17,3
Celkovy objem 25
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Program na cykleru:

Teplota (°C) | Cas (s) | Pocet cykl
94 120 -
94 15 35
49 300 35
72 20 35
72 600 -

3.1.2.2. Elektroforéza vzorka z PCR

1% agarézovy gel (Amresco), s pfidanou barvou SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen) pouziti 1 ul/10ml gelu. Pouzit 25 pl reakce a 5x proteinovy nanasSeci pufr
(Fermentas). Vzorky (RNA) nanést na gel spolu se srovnavacim markerem 1 Kbp (Gene
Ruler 1kb DNA Ladder, 0,1 pg/ul, Fermentas). Gel vlozit do aparatury s 1x TAE pufrem (1 1
50x TAE-242 g Tris baze, 57,1 ml ledové kys. octové, 100 ml 0,5 M EDTA, rozpustit
v H,0), pustit na 100 V.

3.1.3. Uprava podminek Pilotniho experimentu

Ptidat 1% glukozu (Amresco) do LB média béhem kultivace, 37°C na tiepacce
180rpm, pfes noc.

Snizit teplotu kultivace na 27°C a kultivovat 24-48 hodin na tfepacce 180 rpm.

Ptidat rozdilné mnozstvi IPTG, aby kone¢na koncentrace v LB médiu byla 0,5 mM,

0,8 mM a 1,5 mM, kultivovat pti 37°C, na tiepacce 180 rpm, pies noc.

3.1.4. Exprese Ser2 v Rosetta blue

Expresi provést podle stejného postupu (viz vyse), namisto v Lyzovacim pufru,
rozpouStét bunééné pelety v B-PER (Thermo science). Bunky BL21 nahradit
elektrokompetitivnimi buitkami E.coli Rosetta blue (DE3), které obsahuji plasmid pLysS a

maji rezistenci na tetracyklin (Novagen).

3.1.5. Optimalizace kodonové sekvence Ser2

Pro zvySeni exprese jsem si nechala upravit kodonovou sekvenci Casti genu Ser?2
s pfidanym His-tagem na C-konci. Tim se zménila velikost na 407 pb oproti piivodnim 362
pb, molekulova hmotnost proteinu je 14,4 kDa, ptivodni protein byl 18 kDa. Optimalizaci
provedla firma GenScript. Upravenou sekvenci jsem obdrzela zaklonovanou do vektoru
pUCS57. Ztohoto vektoru bylo potieba vysStipnout usek Ser2 restrikénimi enzymy a
zaklonovat jej do expresniho vektoru pET-15b (Novagen).
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4 ng vektoru pUCS57 rozpustit ve 40 ul DEPC vody, tim ziskame koncentraci 100
ng/ul. Takto pfipraveny zéasobni roztok vektoru uchovavat v -20°C. Zn¢j si pripravit

pracovni koncentraci vektoru o 10 ng/ul.

3.1.5.1. Priprava plasmidu s optimalizovanou ,,codon-usage* Ser2

Transformace vektoru pUCS57 a pET-15b do elektrokompetentnich bun¢k XL1 a sure
(Stratagene). Vytemperovat na ledu elektrokyvety a na pokojovou teplotu vytemperovat
S.0.C. medium (Invitrogen). K buikdm napipetovat plasmid 5-10 ng, Spickou lehce
promichat, pfenést buiiky do kyvety a provést elektroporaci pfi 1700 V. Buiiky opatrné
pretahnout do nové mikrozkumavky, ihned ptidat 960 ul S.O.C. media. Inkubovat 1 hod. pii
37°C na tfepacce 180 rpm. Po inkubaci rozockovat 100 ul bunck na plotnu (Agar 15 g/l,
rozpustit v H,O, autoklavovat, Invitrogen) s ampicilinem a nechat rast pies noc pii 37°C.
Narostl¢ kolonie pomnozit v LB mediu, provést pieciSténi plasmidu kitem MidiPrep
PureLink HiPure Plasmid DNA Purification Kit (Invitrogen). Zméfit koncentraci plasmidi.

Inzert je komercné zaklonovan ve vektoru pUCS57, z néj je potfeba ho vyStipnout a
vlozit do expresniho vektoru pET-15b (Novagen). Restrikéni reakce byla provedena
restrikénimi enzymy Ncol a BamHI.

Restrikéni reakce

Reagencie ul ul
10x pufr NEB 4 5 5
Vektor pET-15b 268 pg/ml 8 -
Vektor pUCS57 160 pg/ml - 20
Ncol 20 U/ ul 0,5 0,5
BamHI 20 U/ pl 0,5 0,5
H,0O 36 24
Celkovy objem 50 50

Restrikéni reakci nechat bézet 2 hodiny pii 37°C. Vzorky poté nanést na 1%
agardzovy gel, po probéhlé elektroforéze vytiznout prouzky o velikosti 407 pb u vektoru

pUCS57 a 6000 bp u vektoru pET-15b. Precistit kitem Gel Extraction (Qiagen).

3.1.5.2. Ligacni reakce

Podle této rovnice vypocitat optimalni mnozstvi Ser2 (PCR produkt) do liga¢ni reakce.

. 50 ng vektoru pET — 15b x 04 kb inzertu 3
20 ng inzertu = H -
2,7 kb vektor pUC57 1

Namichat ligacni smés podle tabulky, promichat a inkubovat pii 4°C, pfes noc
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Ligacni reakce

Reagencie ul
Ser2 (PCR produkt) 1
pET-15b 1
2x Ligac¢ni puftr (Invitrogen) 2
T4 ligdza (Invitrogen) 0,5
H,0 15,5
Celkovy objem 20

3.1.5.3. Transformace do bunék TOP10

pET-15b byl transformovan do chemicky kompetentnich buné¢k TOP10 E. coli dle
protokolu Champion™ pET Expression System (Invitrogen). Pozdéji byly buiikky TOP10
nahrazeny chemicky kompetentnimi buitkami SURE (STRATAGENE).

3.1.54. PCR a sekvenace pro ovéreni spravné orientace inzertu
v plasmidu v bakterialnich koloniich
Na ovéfeni, zda byl insert zaligovan do plasmidu, a je-1i ve spravné orientaci, byly

pouzity primery T7 forward a reverse, jejichz sekvence je soucasti vektoru pET-15b.

Primery:
T7 forward 5° TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3¢
T7 reverse 5° TAG TTA TTG CTC AGC GGT GG 3¢

PCR reakce

Reagencie pl
10x dream Taq pufr (Fermentas) 2,5
2,5 mM dNTP Mix (Fermentas) 2
Plasmid (pET-15b+Ser2 120 ng/pl) 1
10 uM T7 forward (Invitrogen) 1
10 uM T7 reverse (Invitrogen) 1
Dream Taq DNA polymerdza (Fermentas) 0,4
H,0O 8
Celkovy objem 25

Program na cykleru:

Teplota (°C) Cas (s) | Pocet cykli
94 120 -

94 15 35

55 300 35

72 20 35

72 600 -
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Po dob¢hnuti PCR reakce provést elektroforézu na 1% agardzovém gelu, gel vyfotit a
vyhodnotit. Vybrané kolonie byly pomnozeny v LB mediu s ampicilinem do optimalni
optické denzity (ODggo 1-2) a pteciStény kitem MiniPrep (Invitrogen).

Sekvenace plasmidu byla provedena na pracovisti UMBR AV CR sekvenatorem

Applied Biosystems 3130x1 za pouziti primerti T7 forward a reverse.

3.1.5.5. Analyza exprese rekombinantnich proteini s optimalizovanou

»codon-usage*“ v BL21 a Rosetta blue

Na transformaci byly pouzity buniky BL21 (Invitrogen) a Rosetta blue (Novagen).
Podminky transformace stejné (viz vyse). Proveden Pilotni experiment a detekce proteinu
pomoci Western blotové analyzy.

Ziskany protein byl preciStén dle kitu Ni-NTA Purification System (Invitrogen) za
nativnich podminek. Z odebranych frakci (Lyzat, Protekla frakce, Promyvaci frakce 1-4,
Eluc¢ni frakce 1-4) bylo pouzito 15 pl vzorku na SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém
gelu. Protein byl déle piecistén pomoci kitu Mini Dialysis Kit, 8 kDa cut-off (GE
Healthcare) proti 1x PBS, pies noc, pii 4°C. Koncentrace ziskan¢ho proteinu byla zjisténa
kitem BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Science). Pfe¢istény a dialyzovany protein byl
lyofilizovan na pfistroji ALPHA 1-2 LD plus CHRIST. Vzorky skladovat v -20°C.

3.1.6. Priprava elektrokompetentnich bunék

Témito bunikami jsme nahradili buitkky TOP10. Elektrokompetentni buniky maji
efektivnéjsi transformaci a daji se snadno a levné pfipravit. Zasobni roztok SURE bunck
(STRATAGENE) inokulovat na Petriho misku s ampicilinem a kolonie nechat rast pii 37°C
pies noc. Dalsi den kli¢kou odebrat 1 kolonii a naockovat startovaci kulturu do 10 ml 2XYT
média ( 1 12XYT média-16 g Bacto Tryptonu, 10 g Bacto-yeast extraktu, 5 g NaCl, rozpustit
v H,O, Serva, autoklavovat) na 37°C pies noc na tiepacku. Réno Startovaci kulturu
naockovat do 112 XYT média (ptedehiaté na LT) a kulturu dat tfepat pii 37 °C. Pozadovana
OD je v rozmezi 0,4-0,6 (log faze rastu). Po dosazeni optimalni OD bunky ulozit ihned na
led a rozlit do 2x 250 ml centrifuga¢nich nadob (vychlazenych na 4 °C). Centrifugovat 3500
rpm 25 minut na 4 °C. Bunky ulozit na led a odstranit supernatant (nutno pracovat velice
rychle, buiiky ihned vzlinaji). Buiiky rozpustit v 200 ml vychlazené sterilni dest. H,O.
Centrifugovat 3500 rpm 25 min. na 4 °C. Supernatant odlit a bunikky rozmichat ve 100 ml
vychlazené sterilni dest. H,O. Centrifugovat 3500 rpm 25 min. na 4 °C. Supernatant odlit a
bunky rozmichat v20 ml vychlazeného 10% glycerolu a pielit do 50 ml flakonek.
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Centrifugovat 3500 rpm 10 min na 4 °C. Supernatant odlit a buiikky rozmichat v 0,5 ml
vychlazeného 10% glycerolu. Bunky umistit na led a rozpipetovat po 45 ul do 1,5 ml

mikrozkumavek a ithned zamrazit v tekutém dusiku, skladovat v -80°C.
3.2. Testovani ucinku sericini na hESC

3.2.1. Biologicky material

Prace shESC byla provedena na Oddéleni molekuldrni embryologie Ustavu
experimentalni mediciny AV CR v Brné pod vedenim pana doc.MVDr. Alese Hampla, CSc.
a za pomoci jeho tymu. Podle standardnich protokolt pouzivanych na tomto pracovisti byly
nejprve pasazovanim piipraveny mysi fibroblasty jako podplrné buniky pro kultivaci a poté

byly kolagenovou pasazi ptipraveny hESC bunky.

K testovani byly pouzity hESC linie v nizké pasazi CCTL 10 P53, CCTL 12 P59,
CCTL 12 P52, CCTL 14 P35 a CCTL 14 P47. (CCTL - Centre of Cell Therapy Line, P —
pocet pasazi). Tyto linie byly izolovany v roce 2003, podrobnosti o jejich izolaci viz web a

Hampl A. (2006).

(http://www.iscr-admin.com/Default.aspx? Action=viewsc&StemCellLine=509&StemCelName=CCTL%2014)
(http://www.mendeley.com/research/derivation-characterization-new-human-embryonicstem-cell-lines-czech-
republic/)

Jako podptirna vrstva bunék pro kultivaci hESC byly pouzity mySi embryonalni
fibroblasty (MEF, mys$i kmen CF-1, mitoticky inaktivované), které se pfipravuji pribézné

v laboratofi z 12,5 dne starého mySiho embrya.

3.2.2. Priprava sericini a kultivace hESC

Do komiirek Lab-Tek™ II, Chamber Slide™ Systém (Thermo Scientific) (Obr.4)
nanést nafedény komercni sericin (PureSericin, Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Japan)
v koncetracich 0,05%, 0,1% a 0,5% a standartné pouzivanou 0,1% sterilni Zelatinu (Sigma-
Aldrich). Nechat inkubovat v 37°C, 5% CO,, ptes noc. Druhy den sterilizovat komurky
s proteiny gama zafenim 20 Grey, 10 minut. Odsat tekutinu, nanést zpasaZzované a spravné
nafedéné MEF (pfedtim nutné spocitat burniky v Biirkrové komirce a nafedit na pozadovanou
koncetraci 23000 bunék/cmz). Inkubovat v 37°C, 5% CO,, pfes noc, po tiech hodinach
zkontrolovat, zda MEF nasedaji na povrch a pokud ano, vyménit médium. Druhy den odsat
médium, proplachnout 1x sterilnim PBS. Nanést lidské ES bunky. Tyto bunky se 14 dni pred
pouzitim musi pasadzovat (Kolagenova pasaz). Nechat rist hESC do optimalniho narustu
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bunék, 2-3 dny, kontrolovat narist bunék pod mikroskopem. Buniky nesmi zacit tvofit
embrynoidni téliska (kulovitd uskupeni buné¢k, ktera se pozdéji diferencuji v buniky ento-,
mezo- a ektodermu). K obarveni a dobrému odecitani centrozom je idedlni jen jedna vrstva

bunék.

Obr. 4: Lab-Tek™ II, Chamber Slide™ Systém (Thermo Scientific)

3.2.3. Znaceni centrozomu

Odsat médium, proplachnout 1x PBS 5 minut. Odsat PBS a ptidat 0,5 ml Fixa¢niho roztoku
(95% etanol, 1% kys. octovd, 4% H,O) vychlazeného na 4°C. Inkubace 30 minut na ledu.
Odsat Fixacni roztok a promyt sestupnou alkoholovou fadou 0,5 ml, 10 minut (90%, 70% a
50% etanol), neustale chladit. Rychly oplach vychlazenou dest. HO a pak 0,5ml 1x PBS,
odsat. Pridat 0,2 ml Blocking roztoku 1 (1% BSA, 0,1% Triton v PBS, Amresco), inkubovat
15 min. na ledu, odsat. 3x oplach 0,5 ml 1x PBS, 5 min, odsat. Pfidat 0,2 ml Blocking
roztoku 2 (1% BSA, 0,03% Tween, 0,01% azid v PBS), inkubovat 1 hodinu na ledu, odsat.
Oplach 1x PBS+0,05% Tweenem. Pfidat 0,2 ml Primarni protilitky PERICENTRIN
(ab4448, Abcam, 1:5000 v I1x PBS+0,05% Tween), inkubovat do druhého dne pii 4°C.
Odsat a 3x proplachnout v 0,5 ml 1x PBS+0,05% Tweenem, 5 min, odsat. Pfidat Sekundérni
protilatku (F9887, Sigma-Aldrich, 1:500 v 1x PBS+0,05% Tween), inkubovat 1 hodinu
v temnu. Oplach v 1x PBS+0,05% Tween, odsat. Ptridat 0,2 ml DAPI (Sigma-Aldrich,
lul/ml v 1x PBS), 5 min v temnu. 5x oplach v 0,5ml 1x PBS+0,05% Tweenem, 10 min,
odsat. Pomoci specidlniho drzaku odstranit komirky ze sklicka. Na podlozni sklicko
s buitkami kapnout Moviol (Sigma-Aldrich), odstranit bubliny a pfilozit kryci sklicko.
Nechat tuhnout v temnu pii 4°C do druhého dne. Pozorovat v konfokalnim mikroskopu IX51

(C&S Ltd., Olympus).
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4. Vysledky

4.1. Priprava proteini

4.1.1. Analyza rekombinantnich proteini

Z kultury bun¢k BL21 kultivovanych pfes noc jsem odebrala inokulum (500ul) do 2
Erlenmeyerovych banck s LB médiem a ampicilinem. Kultivovala jsem burniky na tiepacce
pii 37°C. Po dosazeni optimalni OD (0,4-0,6) jsem k jedné kultufe bun¢k ptidala IPTG tak,
aby finalni koncentrace byla ImM (indukovand kultura). K druhé kultufe jsem nepiidavala
nic (neindukovana kultura). Kazdou hodinu od ptidani IPTG jsem odebrala 500ul kultury do
mikrozkumavky a oznacila jako ¢as 1-4 (T.4). Z téchto vzorkl jsem provedla SDS-PAGE na
15% polyakrylamidovém gelu a naslednou Western blotovou analyzu. Protein byl detekovan

protilatkami proti His-tagu. (Obr. 5)

2350 - Obr. 5: Western blot

130 -

80 - 1- Marker Page Ruler Plus Prestained (Fermentas)
77 -

55 - 2-Pozitivni kontrola-pfipravena a ovéiena u nas v

36 -
' laboratofi
28 -

3-6- Vzorky po indukci IPTG odebirané v hodinovych
1772 intervalech (Ty-T4)
7- Vzorek bez ptidani IPTG ze 4. hodiny

Sipkou naznacena o¢ekavana velikost proteinu

Western blotova analyza ukézala silny signal pozitivni kontroly, zbylé¢ vzorky
zustaly bez detekovatelného signalu. Mohla jsem tedy vyloucit chybu pii SDS-PAGE a
nasledném ptenosu proteinii na membranu. Negativni vysledky v indukovanych drahach lze
vysvétlit bud’ netispéSnou expresi (4.1.2.), nebo chybou v postupu, kdy jsem zprvu vzorky

nestrazela pomoci TCA.

4.1.2. Izolace RNA a syntéza cDNA z peletu bakterialni kultury

ProtoZe jsem si nebyla jista, zda neni exprese nizka jiz na urovni RNA, rozhodla jsem
se overit expresi pomoci izolace RNA z bakteridlnich kolonii Trizolem (Invitrogen) a

naslednou syntézou cDNA pomoci soupravy SuperScript III First Strand Syntesis Systém
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(Invitrogen), za pouziti genové specifickych primerii. Provedla jsem izolaci RNA ze
dvou bakteridlnich peleti po 4 hodinové kultivaci, jeden po indukci IPTG (indukovana
kultura) a druhy bez indukce (neindukovana kultura). Jako pozitivni kontrola mi poslouzila

plasmidova DNA, rovnéz zpracovana s genove specifickymi primery. (Obr. 6)

1 2 3 4 5 6 7

Obr. 6: Izolace RNA a syntéza cDNA genove
specifickymi primery z peletu bakt. kultury
1-Marker Gene Ruler 1kb DNA Ladder, 0,1 pg/ul,
(Fermentas)

2-cDNA z neindukované kultury

3-cDNA z indukované kultury

4-Pozitivni kontrola-plasmidova DNA

6-RNA z neindukované kultury

7-RNA z indukované kultury

Timto pokusem jsem si ovéfila, ze bakterialni bunky transkribuji maj inzert Ser2.
Presnéjsi zjisténi o skutecné tvorbé mRNA by bylo pomoci RT-PCR, z které bych ziskala

kvantitativni vysledky, tu jsem ale neprovad¢la.

4.1.3. Uprava podminek pro zvyseni exprese

Dale jsem meénila podminky kultivace a indukce, abych dosdhla vysSich vytézki
proteinu pfi expresi. Nejprve jsem upravila teplotu béhem kultivace z 37°C na 27°C, poté
jsem do LB média ptidavala 1% glukézu a nakonec jsem zkousela pouzit rlizné koncentrace
IPTG (0,5 mM, 0,8 mM a 1,5 mM) (Obr. 7).

1 2 3 4 s
AT Obr. 7: Rizné koncentraci IPTG
1- Marker Page Ruler Plus Prestained (Fermentas)
2-pelet z T4 bez indukce
3-pelet z T4 indukovano 0,5mM IPTG
4-pelet z T4 indukovano 0,8mM IPTG

5-pelet z T4 indukovano 1,5mM IPTG
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Vsechny uvedené upravy kultivace, ani rozdilné koncentrace IPTG vyrazné nezvysily

hladinu exprese proteinu.

4.1.4. Exprese v buiikach Rosetta blue

Pro dalsi testovani jsem pouzila E.coli Rosetta Blue™ DE3 pLysS elektro
kompetentni bunky (Novagen). Tento kmen E. coli obsahuje plasmid pLysS, ktery je
schopny produkovat T7 lysozym. T7 lysozym se vdze na T7 RNA polymerdzu a inhibuje
transkripci. Tim se snizi zakladni hladina T7 polymerdzy, coz vede ke sniZzené expresi
heterogennich geni fizenych T7, ¢imz se posili exprese naseho inzertu.

Elektroporaci jsem transformovala plasmid pET160/GW/D-TOPO s inzertem Ser2
do Rosetta blue DE3 pLysS. Buiiky jsem kultivovala pii 37°C v LB médiu s ampicilinem ve
2 Erlenmeyerovych bankéach do optimalni OD (0,4-0,6). Do jedné kultury jsem ptidala IPTG
do konec¢né koncentrace 1mM (indukovana kultura) a druha kultura byla bez indukce
(neidukovana kultura). Z obou kultur jsem po dobu ¢tyt hodin kazdou hodinu odebirala 1 ml,
ktery jsem ndsledn¢ centrifugovala a ziskany pelet jsem rozpustila v B-PER (Thermo
science). Takto ziskany vzorek jsem rozdélila na polovinu do dvou mikrozkumavek. Jeden
vzorek jsem sonikovala a druhy vzorek jsem nejdifive centrifugovala, tim jsem ziskala
supernatant a pelet jsem znovu rozpustila v B-PER. Nakonec jsem vSechny tii vzorky
presrazela TCA. Provedla jsem SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu a ptenesla
proteiny na membranu Western blotem. Detekci proteinti jsem udé€lala pomoci protilatek

proti His-tagu. (Obr. 8)

1 2 34 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15
TR | CPES Obr. 8: Western blot R.blue
1, 15-Tz a T4 bez indukce IPTG,
sonikace
o 2, 6, 9, 12-T1-T4, indukce 1mM
130 - IPTG, sonikace
ol 3, 7, 10, 13-T-T4, indukce 1mM
55 IPTG, pelet
36 - 4, 8, 11, 14-T;-T4, indukce 1mM
IPTG, supernatant
% - 5- Marker Page Ruler Plus
. Prestained (Fermentas)
1772 Prap— B T-¢as odbéru, kazdou hodinu od

pfidani IPTG, po dobu 4. hodin
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Z vysledkti vyplyva, Zze exprese probihd, a Ze vysledna bilkovina ukladana ve
srovnatelném mnozstvi jak do inkluznich télisek, tak do cytosolu. Na tomto obrazku lze také
vidét nartist exprese v Case, kdy se po druhé hodiné mnozstvi jiz vyrazné neméni. Vzorky po
sonikaci maji silnéjSi signdl nez vzorky bez sonikace. Neidukované vzorky po cCtyfech

hodinach vykazuji, stejnou hladinu exprese jako indukované vzorky po dvou hodinach.

4.1.5. Priprava expresniho plasmidu s optimalizovanou ,,codon-usage*“ Ser2

I ptes uspésnou expresi v Rosetta blue, bylo mnozstvi ziskané¢ho proteinu velmi malé,
proto jsem si nechala komer¢éné optimalizovat ,,codon-usage* ¢asti genu Ser? s His-tagem
pfidanym na C-konec proteinu. Optimalizaci provedla firma GenScript. Upravenou sekvenci
jsem obdrzela zaklonovanou do vektoru pUCS57. Z tohoto vektoru bylo potieba vystipnout
usek Ser2 restrikénimi enzymy a zaklonovat jej do expresniho vektoru pET-15b.

Vektor pUCS57 s optimalizovanou sekvenci Ser2 a vektor pET-15b jsem Stépila
enzymy Ncol a BamHI. Tim jsem ziskala optimalizovany Ser2 z pUC57 a zéaroven si
nastépila pET-15b, abych do néj mohla inzert Ser2 zaligovat. Resktrikéni reakce jsem

nanesla na 1 % agar6zovy gel se SybrGreen (Obr. 9).

1 2 3 4

Obr. 9: Restrikéni reakce
1- Marker Gene Ruler 1kb DNA Ladder, 0,1

ug/ul, (Fermentas)
= 2-3-vektor pUCS57, Sipkou naznacen vystipnuty
1000 fragment Ser2, ktery byl vytiznut
%E'g 4-vektor pET-15b, Sipkou oznafen prouzek na

= vyfiznuti a precisténi

Prouzky o velikosti 284 pb v 2. a 3. jamce a 6000 pb ve 4. jamce jsem vyfizla a
precistila kitem Gel Extraction (Qiagen). Po zméfeni koncentrace vektoru pET-15b a inzertu
Ser2 jsem si vypocetla idedlni mnozstvi obou téchto slozek a provedla ligaci pfes noc pfii
4 °C. Druhy den jsem ligacni reakci transformovala do bunék TOP10 (Invitrogen), vysela
tyto buiiky na plotnu s ampicilinem a kultivovala do dal$iho dne v termostatu pti 37°C.

Abych ovéfila Gspésnost ligace a transformace plasmidu do bunék TOP10 ud¢lala
jsem PCR reakci s primery specifickymi pro vektor pET-15b, tedy T7 forward a reverse.

PCR produkt jsem nanesla na 1% agar6zovy gel se SybrGreen.
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Obr.10: PCR z bakteridlnich kolonii pro ovéfeni
spravné orientace inzertu

1- Marker Gene Ruler 1kb DNA Ladder, 0,1 pg/ul,
(Fermentas)

2, 3, 5 - Bakt. kolonie neobsahuji spravné
zaklonovany inzert Ser2

4 - Bakt. kolonie obsahuje inzert Ser2 ve spravné

orientaci

Vysledek ukazuje, ze je inzert Ser2 Gspésné zaklonovan do expresniho vektoru pET-
15b ve spravné orientaci. Abych vyloucila pfitomnost bodové mutace, byla spravnost inzertu

oveérena také sekvenaci.

4.1.6. Analyza exprese rekombinantnich proteina s optimalizovanou ,,codon-

usage*“ v BL21 a Rosetta blue

Vektor pET-15b se zaklonovanym inzertem Ser2 jsem transformovala do bunck
Rosetta blue pLysS (Novagen) a BL21 (Invitrogen). Kultivovala jsem buniky po pfidani
IPTG do findlni koncentrace 1 mM po 4 hodiny pii 37 °C. Odebrany 1 ml vzorku z obou
kultur po ctvrté hodiné jsem centrifugovala a pelet rozpustila v B-PER. Tento roztok jsem
rozdélila do dvou mikrozkumavek. V jedné jsem vzorek pouze sonikovala (vzorek-
Sonikace). V druhé jsem vzorek znovu centrifugovala, supernatant (vzorek-Supernatant)
jsem odsala a pelet rozpustila v B-PER (vzorek-Pelet). VSechny tfi vzorky jsem nanesla na
15% polyakrylamidovy gel. Po dobéhnuti SDS-PAGE jsem udélala Western blotovou

analyzu a naslednou detekci proteinu s protilatkami proti His-tagu.

P33
250 Obr.11: Western blot R. blue
;g'}: 1- Marker Page Ruler Plus Prestained (Fermentas)
;i ] 2-T4 supernatant
36 3-T4 sonikace

4-T4 pelet

17 —
11 —
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Obr.12: Western blot BL21

1- Marker Page Ruler Plus Prestained (Fermentas)
2-T4 supernatant

3-T4 sonikace

4-T4 pelet

Z ptedlozenych vysledkl vyplyva, ze exprese proteinu probiha u obou typu bunék. U
bunck Rosetta blue je exprese do cytosolu a inkluznich télisek srovnatelna, oproti tomu

v bunikach BL21 je exprese celkové vyrazngjsi a probihd vice do inkluzi nez do cytosolu.

M Wew

4.1.7. Precisténi proteinu pres afinitni chromatografii

Postupovala jsem podle kitu Ni-NTA Purification Systém (Invitrogen) za nativnich
podminek. Z kultury inkubované 4 hodiny pii 37°C a po indukci IPTG jsem centrifugaci
ziskala pelet, ktery byl dale rozsuspendovéan v Nativnim pufru (vzorek-Pelet bez sonikace).
Poté jsem provedla opakovanou sonikaci proteinu a znovu centrifugovala (vzorek-Lyzat po
sonikaci). Supernatant jsem nanesla na ptipravenou kolonku z Ni-NTA agardzy a nechala
prokapat (vzorek-Protekld frakce). Poté jsem kolonku promyla Promyvacim roztokem
(Promyvaci frakce) a nakonec Elu¢nim roztokem (Elu¢ni frakce). Ze sesbiranych frakci jsem
odebrala ¢ast vzorku na SDS-PAGE (Obr. 13). Marker Page Ruler Plus Prestained (11-
250kDa) (Fermentas). Sipkou naznadena oekavana velikost proteinu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| !

., e Obr.13:  SDS-PAGE na  15%

;g | : e polyakrylamidovém gelu po precisténi

36 - ['™ proteinu pres afinitni chromatografii

28 - - 1, 2, 3-Promyvaci frakce 3,2 a 1
4-Marker

17 - .-

5-Pelet-bez sonikace

— ”- 6-Lyzat-po sonikaci
7-Protekla frakce

8,9, 10-Elucni frakce 1,2 a3

11 -
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Vysledky shrnuté na Obr. 13 ukdzaly pfitomnost velkého mnozstvi bilkoviny ve
frakci Lyzatu a Proteklé frakci, ktera velikostné (14,4 kDa) odpovidd rekombinantnimu

proteinu. Vzhledem k tomu, Ze z bioinformatické analyzy (www.expasy.org) vychazi, ze C-

konec proteinu ziejm¢e tvofi alfa-helix, domnivala jsem se, ze His-tag je pro Ni-NTA
nepfistupny. Z toho diivodu jsem prouzek Proteklé frakce z gelu vytezala a poslala na
analyzu pomoci hmotnostniho spektrofotometru. Jedinym identifikovanym proteinem byl
vSak lysozym, jez je soucasti Nativniho pufru a mé molekulovou hmotnost 14,4 kDa.

V dalsim kroku jsem tedy zahustila elu¢ni frakci (obr. 14). Po zahusténi jsem na gelu
detekovala prouzek o pfiblizné velikosti 13kDa, ktery jsem opét analyzovala hmotnosti

spektrofotometrii. Z této analyzy jiz vyslo, Ze prouzek je mnou exprimovany Ser2 (obr.15).
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Obr.14: SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu po pteciSténi proteinu pies afinitni”
1-BSA (0,1mg/ml)

2-ColorPlus Prestained Protein Marker, Broad range (7-175kDa) (BioLabs)
3-Lyzat-vzorek rozpustény v Nativnim pufru po sonikaci

4-Protekla frakce-Frakce nenavdzana na chromatografickou kolonu

5,6, 7, 8-Promyvaci frakce 1, 2,3 a4

9-Elu¢ni frakce bez zakoncentrovani

10-Elu¢ni frakce 10x zkoncentrovana

Sipkou naznacena oc¢ekavana velikost proteinu
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Obr. 15: Proteinova analyza vzorku z Elu¢ni frakce na hmotnostnim spektrofotometru

(modie vyznaceny tUseky na proteinové sekvenci Ser2, které byly ziskdny z proteinoveé

analyzy)

Podafilo se tedy exprimovat protein Ser2, ale pro jeho ziskani je nutné velké

zakoncentrovani. Vzorek v Elu¢ni frakci na gelu ma nizsi molekulovou hmotnost, coz je

zpusobeno velkym zahusSténim vzorku, a tim tedy nelze odecist presnou molekulovou

hmotnost. Podle vysledkl proteinové analyzy by nemélo dochéazet ke Stépeni proteinu Ser2

béhem precisténi pres kolonku. Zarovenl vSak z téchto vysledkli vyplynulo, ze protein Ser2

tvoii pouze pétinu vSech proteini ve vzorku a zbyvajici ¢ast jsou bakterialni proteiny z E.

coli.

Procentualni zastoupeni aminokyselin v exprimované ¢asti proteinu Ser2

Aminokyselina %
Lysin 19,8
Kyselina glutamova 17,3
Asparagin 10,7
Leucin 10,7
Valin 9,9
Glycin 9,0
Kyselina asparagova 5,7
Alanin 4.9
Fenylalanin 4,9
Isoleucin 2,4
Prolin 1,6
Serin 1,6
Glutamin 0,8
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4.2. Kmenové buniky

Kultivace hESC (human embryonic stem cells) byla provedena na Oddéleni
molekularni embryologie Ustavu experimentéalni mediciny AV CR v Brné pod vedenim pana
doc.MVDr. Alese Hampla, CSc. a za pomoci jeho tymu. Podle standardnich protokoli
pouzivanych na tomto pracovisti byly nejprve pasazovanim piipraveny mysi fibroblasty jako
podptirné buniky pro kultivaci a poté byly kolagenovou pasdzi ptipraveny hES bunky. Do
komirek byl v riizném fedéni nanesen komeréné ptipraveny sericin (PureSericin, Wako Pure
Chemical Industries, Ltd. Japan), ktery se nechal adherovat do druhého dne. Na tuto vrstvu
byly naneseny mysi fibroblasty a po né¢kolika hodinach hES bunky.

Po dvou a ptl denni kultivaci jsem narostlé hESC fixovala a obarvila centrozomy
pomoci protilatky PERICENTRIN. Je tfeba uvést, ze se pii kultivaci hESC casto vyskytuje
zmnozeni centrozomu, které je mozna hlavni ptekazkou jejich mozného terapeutického
pouziti. Pfedbézné pokusy se sericinovymi extrakty pfipravenymi na Prirodovédecké fakulté
MU Mgr. J. BeneSovou naznacovaly, Ze extrakty zmnozeni centrozoml ve srovnani se
standardn¢ pouzivanou zelatinou snizuji. Hodnoceni hESC jsem provadéla na mikroskopu
IX51 (C&S Ltd., Olympus, zvétseni 20x a 40x). Spocitala jsem vyskyt poskozenych mitdz
vzhledem ke zdravé probihajicim mitézdm (Obr. 14, 15). Vysledky jsem statisticky
vyhodnotila v programu Statistica v. 6.0. Hodnotila jsem pocet poskozenych mitoz

(zmnozenych centrozoml) vzhledem ke zdravé probihajicim mit6zdm v kazdém z 5

nezavislych pokusi.

Obr. 14: Ukézka zdravé probihajici mitdézy bunék hESC
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Obr. 15: Ukéazka mitdzy se zmnozenymi centrozomy

Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci programu: Jednocestnd analyza

variance (ANOVA), pocitano v programu Statistica v. 6.0. Zjistila jsem, Ze u tfech kultivaci

nebyl v Cetnosti defekti prokazatelny rozdil mezi hESC na sericinovém a na zelatinovém

podkladu:
CCTL 10 P53 (F=2.28, df=3, 8, p=0.1568)
CCTL 14 P47 (F=1.07, df=3, 8, p=0.4135)
CCTL 12 P52 (F=0.70, df= 3, 8, p=0.5753)

U dvou dalSich kultivaci byla cetnost defektli bun¢k na sericinu prokazatelné¢ mensi

(Obr. 16 a 17):

CCTL 12 P59

(F=4.21, df= 3, 14, p=0.0255)

CCTL 14 P35

(F=4.42, df=3, 8, p=0.0411)
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CCTL12 CP59 (%) F(3, 14)=4,2142, p=0,0255"
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Obr. 16 (nahote) Buniky hESC CCTL 12 P59. Obr. 17 (dole) Buitkky hESC CCTL 14 P35.
Jednocestna analyza variace, program Statistica v 6.0. Chybové Usecky piredstavuji 0.95%
konfiden¢ni interval.

V téchto pokusech byl pouzit komeréné pfipraveny sericinovy lyzat. Signifikantni
vliv sericint byl pozorovan u buné¢k CCTL 12 P59 a CCTL 14 P35, u ostatnich bunéénych
typll nebyl zaznamenéan pozitivni vliv sericinii oproti kontrole (0,1% Zzelatina). U bunék
CCTL 12 P59 mély vyrazny vliv sericiny o koncentraci 0,5%, zatimco u bun¢k CCTL 14

P35 piisobily vice sericiny o koncentraci 0,1%.
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5. Diskuze

V ptedchozi bakaldiské praci se mi podafilo zaklonovat tUsek genu Ser2 do
expresniho vektoru pET-160. Cilem této prace bylo zvySeni exprese, aby bylo ziskano
dostatecné mnozstvi rekombinantniho proteinu pro testovani jeho mozného uc€inku na
bunécné kultury. Pozitivni vlastnosti sericinovych proteinli jsou znamé z mnoha praci (viz
napf. Sehnal 2008). V soucasnosti se vyuzivaji sericinové smési, zejména v kosmetickém
prumyslu, jako ptidavky do krémt a ptipravki pro péci o vlasy (Voegeli et al. 1993, Yamada
et al. 1998). Nas jejich unikatni vlastnosti zajimaji z biomedicinského hlediska. Zejména
nalezeni nahrady séra v médiich pro kultivaci bun€k pro terapeutické pouziti je v dneSni
dob¢ aktualnim tématem. Z diivéjSich studii je zjevny pozitivni vliv sericinti na proliferaci
bunck (Terada et al. 2002). Zatim se ale vzdy pouzivaly k testovani smési sericinti, takze se
presné nevi, ktera jejich slozka ma vliv na buiiky. Proto byla moje prace zaméfena na ziskéani
rekombinatniho proteinu odvozeného ze sekvence Ser2. Tento sericin byl vybran kvili
vysokému obsahu nabitych kyselin, které proptijcuji proteinu dobré adhezni vlastnosti a také
proto, Ze jeho uplna struktura byla objasnéna teprve nedéavno a to v Ceskych Budg&jovicich
(Kludkiewicz et al. 2009).

Exprese vybrané¢ho useku cDNA se ukdzala velmi obtiznou. Pfi¢inu obtizi se mi
bohuzel nepodatilo objasnit. Béhem pfipravy proteinu jsem narazila na fadu uskali, které
jsem se snazila vytesit. Prvnim z nich byla optimalizace Western blotové analyzy, jelikoZ mi
nevychazely pozitivni kontroly. Dalsi chybou v postupu bylo, Ze jsem nesrazela vzorky
pomoci TCA. Bez ptesrazeni nebylo mozné zachytit pozitivni signal na membrané
protilatkami proti His-tagu. Po téchto neuspéSnych pokusech jsem nabyla dojmu, Ze bunky
E. coli nejsou schopné exprese mého proteinu, proto jsem provedla izolaci RNA
z bakterialniho peletu po indukci. Timto jsem si ovéfila, ze bakterie mohou transkribovat
muj inzert. Dale jsem se zabyvala zlepSenim podminek kultivace, abych dosahla vyssi
exprese proteinu, ale ani tady jsem nebyla pfili§ uspéSna a na Western blotové analyze jsem
zaznamenavala jen slabé signaly exprimovaného proteinu. Jako dalsi krok jsem zvolila jiny
kmen bunék E. coli, resp. Rosetta blue (DE3) pLysS, které jsou navrzené pro vysoce uc¢innou
expresi (Dong et al. 1996). ZlepSeni exprese bylo ihned viditelné, ale piesto ne dostacujici, a
proto jsem si zaroven nechala upravit kodonovou sekvenci, abych snizila vyskyt vzacnych
kodont pro E. coli (Kane 1995). Po uspésném zaklonovani upravené “codon usage” jsem
pokracovala v expresi proteinu Ser2. Vysledny protein jsem purifikovala chelatacni

chromatografii vyuzivajici afinity His-tagu k Ni*" iontiim. Na SDS-PAGE jsem zaznamenala
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silny prouzek v Proteklé frakci a usoudila jsem, e se His-tag nevaze na Ni*" ionty. To by
odpovidalo ptredpokladu, ze konce Ser2 tvoii a-helix. Tato hypotéza se vSak nepotvrdila a
mou velkou chybou byla zaména rekombinantniho proteinu s lysozymem, ktery byl
pritomen v pufru pouzitym pro extrakci proteinti. Naprosta shoda molekulové hmotnosti
lysozymu a exprimovaného rekombinantniho proteinu byla neocekévana a podafilo se ji
prokézat az pomoci sekvenovani proteinu. Tato zkuSenost je pro mne obrovskym poucenim
pro dalsi praci. Nakonec jsem zakoncentrovala vzorek z Elu¢ni frakce a sekvenovanim
proteinu v ném byla prokazana ptitomnost proteinu Ser2, ktery byl ale znacné zneciStén
bakterialnimi proteiny. V tomto ohledu jsem splnila 1. cil mé diplomové prace, ackoli ne na
takové rovni, jak jsem si pfedstavovala.

ProtoZze se mi nepodatilo pfipravit dostatecné mnozstvi Cistého rekombinantniho
proteinu, omezilo se moje smétrovani k dosazeni 2. cile mé prace na testovani komercniho
preparatu smési sericind, kterd méla byt plivodné pouzita jen pro porovndni s i€inkem
rekombinantniho proteinu. Pfes toto zizeni plivodniho planu byla prace na lidskych
embryonalnich kmenovych buiikach prikopnicka a bylo by vhodné v ni pokradovat. U¢inek
sericinii na hESC nebyl dosud viibec studovan a rovnéz pouziti zvySeného poctu centrozomu
jako ukazatele poruch v proliferaci hESC je unikétni. Mnou ziskané vysledky davaji urc¢itou
nad¢ji na vyuziti sericinu v kultivaci hESC: jejich u¢inek byl bud’ obdobny jako u standardné
pouzivané zelatiny, nebo byl lepsi. Tim se potvrdily vysledky difivéjSich pokust s extrakty
sericinl, které rovnéz puisobily pozitivné (Hampl, BeneSova, Sehnal, osobni sdéleni), a byl
do urcité miry splnén 2. cil mé prace.

Pouziti lidskych embryondlnich kmenovych bunék (hESC) je velmi Siroké, napft.
regenerace tkan¢ poskozené pii zranéni nebo nemoci, ale toto potencidlni vyuziti bunék
k 1écbé ma tadu limitujicich faktort (Barta et al. 2010). Na piekazku je zejména jejich
slozita a pfitom neuspokojiva kultivace in vitro, pti které mize dochéazet k poskozeni jejich
genetické informace. Pfi transplantaci pak v disledku vadné exprese nékterych genti hrozi
odmitnuti $tépu imunitnim systémem piijemce. Zmény v genomu rovnéz omezi ¢i Spatné
nasméruji zadouci diferenciaci vSech bunc¢k, které se davaji do pacientova téla. Zmény
v genomu béhem in vitro kultivace kumuluji podobné jako je tomu u nadorovych bunck
(Pihan et al. 2003; Fukasawa 2005). Vzhledem k nebezpeci nekontrolované proliferace je
nezbytné tyto procesy v kultivovanych hESC spravné pochopit a ptedejit jim. Jednou
z nezadoucich genetickych zmén je absence diilezitych slozek signalnich drah, naptiklad
protein p53, ktery je zodpovédny za kontrolu poskozené DNA a plisobi jako supresor

aktivace protoonkogenii. Dalsim defektem v kultivovanych hESC je porucha funkce
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centrozomu, kterou jsem se zabyvala v této praci. Béhem kultivace hESC in vitro byl zjistén
vy$$i vyskyt aberantnich dé¢leni, vedouci k akumulaci genetickych poruch v genomu.
V téchto ptipadech dochéazelo k nerovnomérnému rozlozeni genetického materialu, coz bylo
zpusobeno vyS§im poctem centrozomil béhem déleni buiiky (Holubcova et al. 2011, Barta et
al. 2010).

Je neustala snaha o zlepseni kultiva¢nich podminek pro hES buiiky, aby se docililo
jejich nejlepsi kvality a minimalizovaly se abnormality v jejich genomu. V nékolika
predeslych pracich byly pokusy pasazovat hES buiikky na komeréné vyrabénych a chemicky
pfesn¢ definovanych médiich bez pouziti podkladové vrstvy mySich fibroblasti a
s pfidanymi rustovymi faktory (Amit et al. 2004; Stover, Schwartz 2011). Byl také zjistén
znacny rozdil mezi kvalitou bun¢k kultivovanych na sklenéném nebo polyetylovém povrchu
oSetfeném bud’ Zelatinou nebo kombinaci laminu a fibronektinu. Z téchto ¢ty moznych
kombinaci byl nejvyssi vyskyt nadpocetnych centrozomi pozorovan u sklenéného povrchu
pokrytého Zelatinou, naopak nejnizsi vyskyt poskozenych centrozomii byl u polyetylového
povrchu osetfeného fibronektinem s laminem (Holubcova et al. 2011).

V této praci jsem se pokusila snizit vyskyt nadpocetnych centrozoml pouzitim
sericinii béhem kultivace. Motivaci byla moznost, Ze sericiny by mohly byt potencionalni
nahradou fetalniho bovinniho séra, ¢imz by se snizilo riziko pfenosu infekci. Z publikaci a
z prace kolegyné Terezy Staskové vim, ze derivaty sericinli podporuji adhezi bunck
k podkladu. Ztrata schopnosti adherovat k podkladu je dobfe znamou vlastnosti
kancerogennich bun¢k a mize byt jednou z pficin defektniho déleni hESC. ZvySeni adheze
by mohlo zkvalitnit rist bun€k, véetné snizeni vyskytu nadpocetnych centrozomi. Podle
drivéjsich studii maji sericinové lyzaty pozitivni vliv na mitogenetickou aktivitu u vybranych
typt bunék. Napft. jejich pfidani do média bez sérovych komponent zlepsSuje proliferaci
mysich hybridomti 2E3-O (Terada et al. 2005). Také pfi testovani na buiikach lidského
hepatoblastomu HepG2, lidskych epitelidlnich bunkach HeLa a lidskych ledvinnych
embryonalnich builkdch 293 byla pozorovana lepsi proliferace bunék, zejména pfi
koncentraci sericinil 0,1% (Terada et al. 2002).

Z nasich vysledki je patrny pozitivni efekt na sniZzeni nadpocetnych centrozomt, ale
pouze u dvou bunéénych typit CCTL 12 P59 a CCTL 14 p35. Pouzité hES bunky CCTL 10,
12 a 14 byly vybrany proto, Ze se u nich castéji vyskytuji zmény genomu a lze tedy dobie
pozorovat efekt pfidanych sericini. Pro experimenty byl pouzit komeréné vyrabény
sericinovy lyzat v koncentraci navrzenych ve spolupraci s tymem docenta Hampla v Brné. 1
v nasem piipadé se potvrdilo, Ze sericiny jsou ucinné v nizsich koncentracich, stejné jak
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vSech) kultivovanych bun¢k (Terada et al. 2002). Experimenty byly zdmérné provadény na
sklenéném povrchu, aby byl patrny vliv sericinti. Jako kontrola nam slouzila zelatina, ktera
se standardné pouziva jako podkladova vrstva pro adhezi hES bunék. Tyto pokusy je vSak
nutné jesté dale zopakovat a pfipadné pouZzit rekombinantni sericiny, abychom mohli u¢init

konkrétni zavery.
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6. Zaveér

Podarilo se mi exprimovat protein Ser2, ale ne v dostatecném mnozstvi, aby mohl byt
testovan na bunéénych kulturdch. V pribéhu prace jsem se snazila pfipravit také dalsi
proteiny z genu Ser2 a to z exonu 9a, 10a, 9b, 10b a 11, ale nedospéla jsem k expresi téchto
proteini pred ukoncenim této prace.

Zabyvala jsem se testovanim komer¢niho sericinového lyzatu na kulturach lidskych
embryondlnich kmenovych bunék. Z dosavadnich vysledka se zdaji byt sericinové proteiny
jako vhodni kandidati na zlepSeni kultivace hES bun¢k. Toto byl ovSem jen prvni krok
k optimalizovani metod a postupli a je potieba dalsi prace, aby vysledky byly nalezité

ovéteny.
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8. Prilohy

Prilohal: Mapa a charakteristika vektoru pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen)

TopO
|¢mm LAcl 6xHis| Lumio™ tag TEV atfB1 m attB2 T term |

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

61

118

les6

214

261

321

GCA GGC TCL BC6 GCC HCC CCC 7
CGT CCG AGG CGC CGG CGG GGG AAG

lac operator

T7 promoter/priming site

T I
AGATCTCGAT CCCGUCGAART TAATACGACT CACTA'I‘AGGGI GAATTGTGAG CGGATRACAR

= RES
_| | o
TTCCCCTCTA GAAATAATTT TGTTTAACTT TAAGRAGGAG ATATACAT ATG CAT CAT
TAC GTA GTA

Met His His

GxHis tag _ Lumio™ tag

1 I 1
CAC CAT CAC CAT GGT GCT GGT GGC TGT TGT CCT GGC TGT TGC GGT GGC
GTG GTA GTG GTA CCA CGA CCA CCG ACA ACA GGA CCG ACA ACG CCA CCG
His His His His Gly Ala Gly Gly Cys Cys Pro Gly Cys Cys Gly Gly

TEV recognition site atiB1 site

I — -
GGC GAAR AAC CTG TAT TTT CAG GGA ATT ATC ACA AGT TTG TAC ARA ARA
CCG CTT TTG GAC ATA AAA GTC CCT TAA TAG TGT TCA AAC ATG TTT [ETT
Zly lu Asn Leu Tyr Fhe Glanly Ile Ile Thr Ser Leu Tyr Lys Lys

TEV cleavage site

PCR product

AAGGGTGGEC GCECCGACCC
G 'TTCCCACCCE CGCGGCTEGE
Ala Zly Ser Ala Ala Alaz Pro Phe Thr

attB2 site
AGCTTTCTTCG TACAAAGTGG TGATAATTAA TTAAGATCAG ATCCGGCTGC TAACABRAGCC
TCGAAAGAAC ATGTTTCACC ACTATTAATT

T7 reverse priming site
[ |

] |
CGAARAGGAAG CTGAGTTGGC TGUTGCCACC GUTGAGCAAT AACTAGCATA ACCCCTTGGE

T7 transcription termination region
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Piiloha 2: Mapa a charakteristika vektoru pET-15b (Novagen)

pET-15b sequence landmark Bpu1102 l;za7)
TT promoter 453-160 EcoR lis7o8) BamH lj313)
T7 transcription start 452 Aat llseas) [ \Cla l24) Xho lg324)
: q | Hind 1120 Nde ljaz1)
HissTag coding sequence 362-380 Ssp lis517) | |'
Multiple cloning sites Sca lis13) e
(Nde1 - BamH 1} 318335 Pvu Is0e3)
T7 terminator 213-259 T
lacl coding sequence {RG6-1945) ( ! EcoN ot
pBR322 origin 1882 et
bla coding sequence 4643-5500 Aﬁ;?{l??;:]
— \ Miu l(1218)
@
o Bel Ii123n)
% |BstE lli1397)
AN [i4238 ET-15b 2
[ } p{ﬁ?ﬂshp} E Apa li1427)
& |
% BssH llj1s27)
f% Hpa lj1722)
=5
2o
BspLU11 li2a20) =
Sap izt
Bst1107 lgasan) PshA 2081y
Acc liasso)
BsaA li3s7z) Eag li2284)
Tth111 |(2585) N lza1ey
S — BspM l{23m0)
BputOlaesy | | Bsmlery
Msc lizran
T7 prometer primer £88348-3
Bolll T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCEOEAAAT TAATACCACTCACTATAGCEEAATTETCAGCGEAT AACAATTCCCCTC TAGAAATAATTTIGTTTAACTT TAAGAAGEAGA
Neol His=Tag

T [ Nee| Xhol BamH |
TATACEATGEGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCABCGGECTEETGCCECGCGELABCCATATEETCGAGGATCCGECTEL TAAC AAAGCCLEA
Metl|lySerSerbisHisHisH sHisHisSerSerGlyleuVo | ProArglh | ySerH sMetleuGludspProd lald | aksnlysh | obrg

—_— .
Bpui102 | thrombin T7 terminator

AAGEAAGCTEAGTTGECTEC TELCACCGL TEAGCAATAACTAGLATAACCCCTTEEGELLTC TARMACGEGTCTTRAGGGETTTTTTG
LysGlub lal lubeulloblchlaThrd laBlubinEnd

T7 terminator primer #59337-3

PET-15b cloning/expression region
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Piiloha 3: Sekvence genu Ser-2 Bombyx mori (zluté jsou oznaeny genove specifické

primery).

atgaagatcccatacgtcttgcectgttccttgtgggecgtggectgtggtcaacgcattgecce
M K I P Y V L L F L V G V A V V N A L P
aatccacttttcgggggcttagttaaatcgcttagcaaaaaaaaacaaatttttgaggac
N P L F G G L VvV K s L 8 K K K O I F E D
aaatttgaaaatctcaaagagaatgtgggtgaaaaatttgaaaatctcaaagaaaacgtg
K ¥ E N L K E N V G E K F E N L K E N V
ggtgaaaaagttgaaaatctcaaagagaatgttggtgaaaaattagaaaatatcaaagag
G E K v E N L K E N V G E K L E N I K E
aaggctggagaaaaatttgaaaatctcaaagacaatgttggagaaaaatttgaaaatctc
K A G E K F E N L K D N V G E K F E N L
aaagacaatgttggagacaaattagaagcagctaaagaaaaagctggagaaatcaaaaag
K b N V G DK L E A A K E K A G E I K K
aaactagtggatgtcggcgaagatctgaaagacgagctcacggaagacaaaaaaataaag
K L.v D V G E D L K D E L T E D K K I K
atatccatctcgaaagacgaaggattgactttagaaaaagaaggatacaagtctgattac
I s 1T s K b E G L T L E K E G Y K S D Y
gatcgtaatgaatatgaagaacgcagatctgaacaccaggaggataacgacagcgacggce
b R N E Y E E R R S E H QQ E D N D S D G
tcatacagcaaaggttccgaatacgaaaaatacggtgaagaggaaaagtatgaagaacgt
s 'Yy s K G S E Y E K Y G E E E K Y E E R
aggacccacgacaagttctccattggcaagaacggtattagtgccgagcgaacgaaatca
R T H D K F S I G K N G I S A E R T K S
aagagaggtgaaagaaaagaagtcgaaggcgaatatgagaaagactacgaaaggaaagag
K R G E R K E V E G E Y E K D Y E R K E
aacaacggcggatcctccgaatattcagagagagaaagagagagtttggaaaaatcaaaa
N N G G S S E Y S E R E R E S L E K S K
gaaaggtacggcgagcagtcgtctaagtccttctegttgggtaaatccggecttgaagaag
E R Y G E 0 S s K s F s L G K s G L K K
caggataattcaaaatcgtattccgacaaggaagagtcgaaactggaaaaggaaaagaaa
o b NS K S Y s D K E E S K L E K E K K
tatgaaaagaaaacaaaaatcaacaatgaaaggcagttagatgaagatgagaacgaaagg
Yy E K K T K I N N E R Q L D E D E N E R
agaactgttgtaggccgagatgagcaaaggcaagatgaccaaagccgagacgaccaaagce
R T vv G R D E OO R O D D O S R D D Q S
cgagatgaccaaagccaagatgaggaaactggcagcgacgatagtgacaaaaatagagga
R b b o S o b E E T G s D D S D K N R G
aaggatactgacgataaatattccgagacaggaaccaataaatcatcagaaacgaagaca
Kk b T b bD K Y s E T GG T N K S s E T K T
ggcaagcgtgatggctcgaagagcggcgtcacagtcgaaagggaaaaatccgaatccaac
G K R D G S K s G v T v E R E K S E S N
aagaaaagtcgtgaatttgaaaataaagaagctgaatcttcgacctatagggataagaat
K K S R E F E N K E A E S s T Y R D K N
cggtcagtgaacagtggctcggaacgcaagagttccggtaaagacgaggagtacagtgaa
R s vN S G S E R K S s G K D E E Y S E
cagaactccagtaataaatcctttaacgacggcgatgcatcggctgactaccaaaccaaa
N s S N K S F N D G D A S A D Y O T K
tctaagaaggttgaaaagaattctgccagagataaaaaggaaaaggaaaaaactgacaca
s K K v E K N S A R D K K E K E K T D T
agaaattctgacggaacgtacaaaacttctgagcgcgaaaaagaacaatcttctagagtyg
R N S D GG T Y K T s E R E K E QO S S R V
aatcaaagtaagggcagcaactctcgggattcctcggagtcagacaaatctggccgaaaa
N o0 S K G S N S R D S S E S D K S G R K
gtgaataaagaaacagaaacgtactctgacaaagacgcgcagacttcagaaagtgaacgt
v N K E T E T Y S b K D A o T s E S E R
actcaaagtaaagaaaaaaaaaatacagcgcccaagaataagggcaaaaagggaacctct
T ¢ s K E K K N T A P K N K G K K G T S
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acagaaacagatggagtcactaagaatgctagtaagcagaaggagaaggtgcctaaagat
T B T D G VvV T K N A S K Q K E K V P K D
ggaagtaaaagctccacgaatgatagcgaaggcaaacaaaaaaacaaagaccaatcaaag
G s K s s T N D S E G K Q K N K D O S K
ggacagaaaaataatcaagacggacaagactcttcgacgaacgaaaattccaaaaagaca
G 9 K N N O D G O D S S T N E N S K K T
gatgataatgttgcaaagaaagaagaacccaataatcaaaagagagaacaaaaaggaaag
b b NV A K K E E P N N QO K R E QO K G K
acaagatgtggctctaggaaaactgagagttccaaagcgaaagaagatagaagcaagaaa
T R ¢C G s R K T E S S K A K E D R S K K
agcactaccgataaagaccagcgcgacgacaaaaaagattcctccagcaaaaacatagac
s T T bD K D ¢ R D D K K D S S S K N I D
aagcctaaagatgggtcatcatcggataaagactcagagaaggctaagcctaacgacaga
K p K b G s s s bD K D S E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggataaa
s P S H K D T E K A K P N D R S P S D K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagttcaccatcgcataaagacacagagaaggct
p T E K A K P N D S S P S H K D T E K A
aagcataacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaggctaagcctaacgacaga
K H N DR S P s D K D T E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgcataaa
s P S H K D T E K v K P N D R S P S H K
gacacagagaaggtaaaacctaacgacagatcaccatcgcataaagacacagagaaggct
p T E K v K P N D R S P S H K D T E K A
aagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaggctaagcctaacgacaga
K p N D R S P S D K D T E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgtataaa
s P S H K D T E K Vv K P N D R S P S Y K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaagct
b T E K A K P N D R S P S D K D T E K A
aagcctaacggcagatcaccatcggataaagacacagagaaggctaagcctaacgacaga
K Pp N G R S P s D K D T E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgcataaa
s p S H K D T E K v K P N D R S P S H K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggatagagacacagagaaggct
p T E K A K P N D R S P S D R D T E K A
aagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaagctaagcctaacggcaga
K p N D R S P s D K D T E K A K P N G R
tcaccatcggataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgcataaa
s p S D K D T E K v K P N D R S P S H K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaggct
p T E K A K P N D R S P S D K D T E K A
aagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaggctaagcctaacgacaga
K p N D R S P s D K D T E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgtataaa
s P S H K D T E K v K P N D R S P S Y K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaagct
b T E K A K P N D R S P S D K D T E K A
aagcctaacggcagatcaccatcggataaagacacagagaaggctaagcctaacgacaga
K p N G R s P s D K D T E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgcataaa
s P S H K D T E K v K P N D R S P S H K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggatagagacacagagaaggct
b T E K A K P N D R S P S D R D T E K A
aagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaagctaagcctaacggcaga
K p N D R S P S D K D T E K A K P N G R
tcaccatcggataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgcataaa
s p S D K D T E K v K P N D R S P S H K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaggct
b T E K A K P N D R S P S D K D T E K A
aagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaggctaagcctaacgacaga
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K p N D R S P S D K D T E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgtataaa
s P S H K D T E K Vv K P N D R S P S Y K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaagct
b T E K A K P N D R S P S D K D T E K A
aagcctaacggcagatcaccatcggataaagacacagagaaggctaagcctaacgacaga
K Pp NG R S P S D K D T E K A K P N D R
tcaccatcgcataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgcataaa
s P S H K D T E K Vv K P N D R S P S H K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggatagagacacagagaaggct
p T E K A K P N D R S P S D R D T E K A
aagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaagctaagcctaacggcaga
K p N D R S P s D K D T E K A K P N G R
tcaccatcggataaagacacagagaaggtaaagcctaacgacagatcaccatcgcataaa
s p S D K D T E K v K P N D R S P S H K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagagaaggct
p T E K A K P N D R S P S D K D T E K A
aagcctaacgacagatcaccatcggataaagacacagataagacattcgacaaaaacata
K p ND R S P s D K D T D K T F D K N I
gacaataaaaggcccaaggacggttcatcatcggataagaacgtagagcaggaaagggag
b N K R P K D G S S S D K N V E Q E R E
aactacaaatccgaatctagccgaaatgaatttgaaaaccaaaaatctgcacattcgaga
N Y K S E s S R N E F E N Q K S A H S R
tatgaggataacggtggtttgaaagaaaaaagctcgcaatctaagaattacggaagagac
Yy E b N G G L K E K sS s 0 s K N Y G R D
gagaagtacagtgaagagaaggagaggagttccactgggaagtttggatcgaatgactcc
E K ¥y s E E K E R § S T G K F G S N D S
cgagcacgttctacaaaagccgaagaggaacatgtcaggaagtcacaagaagaaacacat
R A R S T K A E E E H V R K S Q E E T H
tcagagcaacgagaaaaaacaagatctgacggagtgactaaatacaacgatggtgatgag
s E 0 R E K T R S D G v T K Y N D G D E
catttcgattcagacgatacagagaagactaagcctaatggcagatcaccatcgcataaa
H P D S D D T E K T K P N G R S P S H K
gacacagagaaggctaagcctaacgacagatcatcctcggataaagacacagagaagcca
bp T E K A K P N D R S S S D K D T E K P
tttgacaaaaacatagccaataaaaggcccaaggacggttcatcatcggataagaacgta
¥ D K N I A N K R P K D G S S S D K N V
gagcaggaaagggagaactacaaatccgaatctagccgaaatgaatttgaaaaccaaaaa
E 0 E R E N Y K S E 8$S S R N E F E N QO K
tctgcacattcgagatatgaggataacggtggtttgaaagaaaaaagctcgcaatctaag
s A H S R Y E D N G G L K E K S S Q S K
aattacggaagagacgagaagtacagtgaagagaaggagaggagttccactgggaagtct
N Y G R D E K Y S E E K E R S S T G K S
ggatcgaatgactcccgagcacgttctacaaaagccgaagaggaacatgtcaggaagtca
G s N D S R A R S T K A E E E H V R K S
caagaagaaacacattcagagcaacgaggaagaacaagatctgacggagcaactacgtcc
B E T H S E 9 R G R T R S D G A T T S
aacgataatgataagcaatacgattcagacgacaagaacaacagtagcaccaaacataag
N D N D K QY D s D D K N N S s T K H K
aaaacggtcatgagatctgagcaatcagattcgtctcaaaatgaaaattctacctccgaa
kK T vM™M R S E Q0 S D S S Q N E N S T S E
tccaaaaagttcgcaaaaactgatggctccaacaaatatgaagcggaatcaagttcgeat
s K K F A K T D G S N K Y E A E S S S H
aaacaacaagaagcgcgcaaacagagcaatagagtagtagagaagagcactgatggggac
K ¢ o E AR K QS N R V V E K S T D G D
aatgaggaatcctacaggagcgaaagcagcagcagcagcagcagcagttctagtagtagt
N E E S ¥y R S E S s s s s s s s S S S S
cgaagcagttcctcaagcacctacaccggctcccatgatgatagctccgaggaatgacga

R s s s s s T Yy T G s H D D S S E E -
Atgggaacatcaactttaacaaaccttgcattaccttatggctttgtgtagttttaagtt
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Priloha 4: Aminokyselinova sekvence Sericinu 2
Cervené-zaklonovany a exprimovany usek Ser2

Modrte-usek Ser2, ktery jsem také klonovala

E1+E2 MKIPYVLLFLV GVAVVNALP E1/12 residues; and E2/9
E3 NPLEGGLVKSLSKKKQIFED
KFENLKENVGEKFENLKENVGEKVENLKENVGEKLENIKEKAGEKFENLKDNVGEKFENLKDNVGDKLEAAKEKAGE

IKKKLVDVGEDLKDELTEDKKIKISISKDEGLTLEKEGYKSDYDRNEYEERRSEHQ E3/153
E4 EDNDSDGSYSKGSEYEKYGEEEKYEERRTHDKFSIGKNGISAERTKSKRGERKEVEGEYEKDYERK E4/66
E5 ENNGGSSEYSERERESLEKSKERYGEQSSKSEFSLGKSGLKKQDNSKSYSDKEESKLEKEKKY E5/62

E6 EKKTKINNERQLDEDENERRTVVGRDEQRQDDQSRDDQSRDDQSQDEETGSDDSDKNRGKDTDDKYSETGKTGKRDG
TNKSSETSKSGVTVEREKSESNKKSREFENKEAESSTYR (E6/116)
E7 DKNRSVNSGSERKSSGKDEEYSEQNSSNKSFNDGDASADYQTKSKKVEKNSARDKKEKEKTIDT E7/63
E8 RNSDGTYKTSEREKEQSSRVNQSKGSNSRDSSESDKSGRKVNKETETYSDKDAQTSESERTQSK E8/64
E9a EKKNTAPKNKGKKGTSTETDGVTKNASKQKEKVPKDGSKSSTNDSEGKQKNKDQSKGQKNNQDGQ
DSSTNENSKKTDDNVAKKEEPNNQKREQKGKTRCGSRKTESSKAKEDRSKKSTTDKDQRDDKKDS SSKNIDKPKD
GSSSDKDSEKAKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDSSPSHKDTEKAKHNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPND
RSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPND
RSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPND
RSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSYKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDRDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSDKDTDKTEDKN
IDNKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENQKSAHSRYE  (E9a/858)
10a DNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSSTGKFGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR E10a/62
9b EKTRSDGVTKYNDGDEHEDSDDTEKTKPNGRSPSHKDTEKAKPNDRS SSDKDTEKPEDKN
IANKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENQKSAHSRYE
E9b/103
E10b DNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSSTGKSGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR E10b/62
E11l GRTRSDGATTSNDNDKQYDSDDKNNSSTKHKKTVMRSEQSDSSQNENSTSESKKFAKTD
GSNKYEAESSSHKQQEARKQSNRVVEKSTDGDNEESYRSESSSSSSSSSSSSRSSSSSTYTGSHDDSSE E11/232
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Piiloha 5: Optimalizovand sekvence Ser2 (Cerven¢ vyznaleny zmény kodonil oproti

originalni sekvenci)

opcimized

original

Optimized

Driginal

optimized

original

Optimized

Original

optimized

Driginal

opcimized
original

Optimized
original

12
12

T2

312
312

372
372

e TIGC T T e T e AA T G O CCRAACCCEC TATTICATEET CTEETEARATOGCTE

GECETEECTETEETCARCGCAT GO OCAATCCACTTTTOGEAGEEC TTAGTTARATOGCTT

TOERARRARARRCAOA T TTTEARGACARRTT TEARAR I TEARRIAA AR TETTEECEAR
RAGCAARARAARACARATTTT TGAGEACARAATT ICARAATCTCARAGAGAATETGEGETEAA

AR TTCEARAR T TEAARGRAARCGTGEETGAAARARCTCEARAAT CTECAARGARARTETS
AARATTTGARARTCTCARRGAAARR G TEEETEAAARAGT TEARAAT CTCAARGAGARTETT

EECEARARACTEEAAA AT ATCARAGAARAASCAGETERARRAATTCGARAR CCTEGAARGAT
SETEARRARTTAGARRATAT CARARGAGRAGECTGEACARRART TTGAARRTUTCARRGAT

ARG TOGECEGAAARA TTTGRAARATC TEAARGATARTOTEEETEACARATTG 3ECC
AR TETTEERGAAAAA T TTEARART C TCRARGACAR TG T TEGERGACARATTRAGARGCAGTT

AARGAARRR G CEECGARAN TCARARAR AN T TTEADE TTGECEARCACCTGARRGAC
ARRGARRRMGCTEEREARANTCARARAGARACTAGTEEATETCOEECAAAGATCTERAAMERT

EARCATCATCATCATCATCATTAR
GRECATCATCACCATCACCRTTER

1. Codon usage bias adjustment

Codon Adaptation Index (CAl)

0 50 100 150 200 250 300 350 o 50 100 150 200 250 300 350
Relative Position of codons Relative Position of codons
0.92 Al 0.72

Figure 1a. The distribution of codon usage frequency along the length of the gene sequence. A CAl of 1.0 is considered to be
\\ perfect in the desired expression organism, and a CAl of > 0.9 is regarded as very good, in terms of high gene expression level. /

2. GC Content Adjustment

\\ removed.

100 150 200 250 300 350 400 o 80 100 150 200 250 300 3so 400
Relative Position of codons Relative Position of codons

Figure 2. The ideal percentage range of GG content is between 30-70 9%. Peaks of %GC content in a 60 bp window have been
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