Jihogeska univerzita vCeskych Budjovicich
Prirodovédecka fakulta

Studium rekombinantnich proteinu Sericinu-2 bource
morusSoveho Bombyx mori)

Diplomova prace

Tereza Staskova

Skolitel: doc. RNDr. Michal Zurovec CSc.

Ceské Budjovice 2012



StasSkova,T., 2012 Studium rekombinantnich protéinSericinu-2 bource moruSového
(Bombyx moli [Study of recombinant proteins derived fr@er-2gene ofBombyx mori
Mgr. Thesis, in Czech.] — 75 p., Faculty of Sciendaiversity of South Bohemia,eské
Budgjovice, Czech Republic.

Anotace:

Four different variants of recombinant proteinsivkd fromBombyx moriSer-2gene were
expressed in bacteria. The ability of these prstéancoat hydrofobic surfaces and to support
growth of various types of adherent celisvitro were examined. It was shown that these
proteins support cell adhesion and proliferatiomg @ould be used as coating agents to
realize surfaces suitable for growth of vertebeatd insect cells.

Préce byla financovana z grantu GR P502/10/2382.

ProhlaSuji, Zze svoji diplomovou praci jsem vypracodla samostat& pouze s pouzitim
pramena a literatury uvedenych v seznamu citovane literatry.

Prohlasuji, Ze v souladu s 8§ 47b zakon& 111/1998 Sb. v platném zZmi souhlasim se
zverejnénim své diplomové prace, a to v nezkrdcené podélelektronickou cestou ve

veiejné piistupné &asti databédze STAG provozované Jihkeskou univerzitou v Ceskych

Budéjovicich na jejich internetovych strdnkach, a to sezachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifik&ni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ugstavenim zakona¢. 111/1998 Sb.
zverejnény posudky Skolitele a oponent prace i zaznam o pfibéhu a vysledku obhajoby

kvalifika ¢éni prace. Rovréz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikéni prace s databazi
kvalifika énich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registne vysokoSkolskych

kvalifika ¢nich praci a systémem na odhalovani plagiét

V Ceskych Budjovicich dne 27. dubna 2012

Tereza Staskova



PODEKOVANI

Na tomto mist bych chéla podtkovat zejména svému Skoliteli, doc. Michalu
Zurovcovi, za vedeni prace, odborné radyglivost a wnovanyéas (i konzultacich. Dale
bych chéla podkovat prof. FrantiSku Sehnalovi za financovani praciasti na projektu
AV CR. Dalsi podkovani paiti Mgr. Petru Konikovi nejen za metodickou pomdicamalyze
proteini, ale i za cenné rady aipominky. Také bych chla podkovat ¢lenim vSem
laboratde a kamaratm, ktei mi pii praci pomahali. V neposledniiace bych chéla
podékovat svym roditim a celé roditéiza podporu $ studiu.

V Ceskych Budjovicich dne 5. kétna 2009

Tereza Staskova



Obsah

N U 1Yo Yo SRR Chyba! Zalozka neni definovana.
2 Literarni P Fehled........ccoooiiiieeeee e 2
P2 N =10 o 4 F= 1= = P 2
2.2 Adhezivni povrchy pro tR®VE KUITUY............eeveviiiiiiiiiiiiiieeeeeee s 2
2.3 Sericiny — adhezivNi ProteiNY......cccoeiieeeeeieieeiiiiieeree s e e e e e e e e e e e e eeeseeeeneeeanenee 5
G B O 1 1= o > Vo = USSP 8
N V- 1= - | P SURRRPRRR 9
4.1 POKUSNE OFQANISIMY ...uuiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeereaaeaaaaeaaeassasaaassssssssssssseeeaaesssssnannnnns 9
4.2 BUICNE KUITUIY .o e e e e e e e e s 9
G T o151 (1] 4§/ 10
A © 11 o To T o [¥] 1{[=To 1[0 YT 10
A5 MEIA... ..o e e e e e e e e e e e aae e e e e e e e —————— 11
5 MELOTIKA ...ccoiiiiiii ettt e e ——————————— 14
5.1  KIonovani — prace S DNA ... e 14
5.2  Exprese rekombinantnich Profin.........cccccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 20
5.3  Charakterizace izolovanych rekombiantnich méte.............ccccccvviiviiviiiiennnnn.n. 23
YA V51 (=0 | Y/ 28
6.1 Klonovani — prace s DNAfiprava konstrukt pro expresi rekombinantnich

O] (01T 1o ¥ F PRSPPI 28
6.2  Exprese rekombinantnich profin..............ccoooeeiiiiiiiiiiiiiiei e eeeeeeeee 32
6.3  Charakterizace izolovanych rekombiantnich pm@te................ccccceeeviveiviviininnnnns 37
T DISKUSE. ...ttt e e e e e e e e e e e e e s 49
7.1  Lepivé vlastnosti rekombinantniho proteinu BAGZ2 ............cccccvvveeeeeieiiiiiiinnns 49
7.2  Aplikace rekombinantnich protéigenuSer-2ve tk&ovych kulturach.............. 49
8 AV ittt e e e e e ————— e e aa e e s 54
8.1  FRiprava rekombinantnich prot@in............cccccoovriiiiiieiiiii e 54
8.2  Charakterizace adhezivnich vlastnosti izologhmyrotei ............coeeeeeeiiiiiiinnns 54
9 Seznam POUZILE TIHEIATUIY......cci ittt e e e e e e e e e e e e e e 56

A0 =3 1 1o) 20T OO 60



1 Uvod

Bioadhezivni latky jsou firodni polymerni molekuly s lepivymi schopnostmiife
pievazrg mezi proteiny nebo sacharidy. Adhezivni proteieystaly diky svym vlastnostem
(biokompatibilita a degradovatelnost v organismipdnymi kandidaty pro vyvoj novych
materiati v medicig. Mezi takoveto produkty péti lepivé proteiny hedvabi bource
morusového, sericiny. V této praci jsme se &limna vyzkum adhezivnich vlastnosti
sericimi a perspektivu jejich pouziti pro Gpravu plastovyabvrchi pro rist hmyzich a
sawich burgk. Z genuSer-2jsme vybralictyii kratké sekvence, viloZili je do expresniho
vektoru a pislusné proteiny jsme exprimovali v bakterialnimpeesnim systému.
Adhezivni vlastnostié&hto rekombinantnich protainbyly pak testovany na schopnost
lepit hydrofobni povrchy, schopnost pokryvat povptastu a umaiovat tist hmyzich a
sawich burgénych kulturin vitro. Jiz v gedkéZnych pokusech se ukézalo, Ze vSechny
zkoumané rekombinantni sericiny BmS2-A, BmS2-B, Br@8.1 a BmS2-GL2 vizné
mite ovliviiovaly vSechny testované hismé kultury ve schopnostiistu s pichycenim
k povrchu misky. S hmyzi (CI8+) a sav(NIL-2) buns¢nou linii byly pak provedeny
kvantitativni testy adheze, proliferace a vitaliiyrek (zejména BmS2-GL2 u hmyzich
burgk CI8+ a BmS2-A u say¥ bure¢né linie NIL-2), které tyto vysledky potvrdily. U
proteinu BmS2-GL2 byly navic prokazany lepivé sciugii. Rekombinantni sericiny by
mohly byt v budoucnu vyuzity k dalSimu vyzkumu &njicimu k vyrolkk adhezivnich
biomateriah pro aplikaci ve tkéiovém inZzenyrstvi nebo jinych medicinskych oborech.



2 Literarni gehled

2.1Biomaterialy

Vyvoj adhezivnich latek zaznamenal v uplynulycledét nebyvaly rozmach otevirajici
velmi Siroké moznosti aplikaci v medicinskych olmbrefarmaceutickém pmyslu, nebo
tkdlovém inzZenyrstvi. Wdecka pracovistneustale hledaji nové biomaterialy kompatibilni
nagiklad s lidskym imunitnim systémem, fyziologickymdchody, jez by zaroviebyly po
ur¢ité dol# degradovatelné, anebo si naopak zachovavaly pstznodolnost po dlouhou
dobu. Dilezitou vlastnosti takovychto matefiddude roviz jejich cenova dostupnost. DalSi
VYVOj V této oblasti vyZaduje zcela nokgseni.

Rada aplikaci biologickych adheziv &hije k vyuZiti v medicinskych oborech., a to od
hojeni ran, po tk#ové inZzenyrstvi, kloubni nahrady a zubni implantdg/ pateba aby nové
adhezivni materialy byly ptnhkompatibilni s okolni tkani, podporovaly proliferasteocyi,
chondrocyt a jinych tym burek (Anselme, 1999). Pokud totiZz nedojde u #umavislych na
adhezi k pichyceni podkladu, hika zahdji anoikis, neboli apoptézu zavislou nat&tra
kontaktu buiky s okolim (Stein & Pardee, 2004). DalSi vyzvowblasti adhezivnich
biomaterial je vyroba syntetické arteridlni¢sty, ktera by mohla na implantatu diky
specialg upravenému povrchu iniciovat tvorbu vlastniho @pitHuang X., 2010). VyuZziti
by také mohly uplaiovat adhezivni biomateridly ve foénochrannych naplastitiplécbe
koznich onemoami (Dermatitis bullos, nebo regenetaich procesechippoSkozeni kze
(popéleniny, bércovéiedy, dekubity a jiné chronické rany). A kéne, stadle nedosazenym
cilem je vyroba vhodného materidlu prainpou kultivaci a fizenou diferenciaci
pluripotentnich kmenovych btk (Lutolf at al., 2009), kde je b&tna adheze rowi
klicovym faktorem usfrhu.

2.2 Adhezivni povrchy pro tk@veé kultury

Dosud nejosgdcerejSi, rychlou a jednoduchou metodou k vyteoi adhezivniho
povrchu vhodného proist burgk v podminkachin vitro je ionizace jinak neadhezivniho
polystyrenu plazmou (Ramsey at al., 1984). Plazw&em poskytuje polystyrenovému
povrchu pouze jednotny, negativni naboj a jejikague je materidbhomezena na polymerni
materialy typu polystyrenu. DalSim zetsphi, jak modifikovat inertni povrch na povrch

adhezivni, je os&tni materialu nevhodného prast burgk proteinovym filmem, nebo



ptirodnim polymerem, které by nahradilyirpzené prosedi organismu — extracelularni
matrix (ECM). Jiz v roce 1979 se objevily snahyayir polystyrenovy povrch deny ke
kultivaci burg¢nych kultur pomoci agarézy modifikované kovaléntravazanymi proteiny
(Carlsson at al., 1979). V 80. letech byl také @l&mh vliv poly-L-lysinu na bunou
adhezi. (Yavin et al., 1974). Tento produkt, ktesy kometn¢ vyrabi (Sigma, Katcg.
P4707), poskytuje buiné kultue pozitivni naboj a je gen pro buic¢né linie, které Spatn
adheruji na negati¥nnabitou Petriho misku. DalSintikladem povrchu pro kultivaci beh
zavislych na fichyceni k povrchu jsou Zelatinove gely (Sigma,.KatG1393). Postupem
¢asu se zmly objevovat dalSi navrhy, jak vyrobit vhodny biat@rial pro pichyceni a
proliferaci burk. Slibnym materialem se pro praci sikaymi kulturami stal hydrogel,
polymerni slodenina, ktera je schopna zadrzovat vodu a wetvgakési strukturni ,leseni”
pro tk&ioveé kultury. Zakladem vhodného hydrogeluize byt napiklad polyetylenglykol
(PEG), nebo polyvinylalkohol (PVA) a dalSitigana slozka, ktera podporuje dnou
adhezi (Hern at al., 1997; Nuttelman at al., 200andal et al., 2009). Polymerni staniny
mohou také tviit zaklad pro vyrobu nanovidken vhodnych pestpvani buscnych kultur
(Schindler at al. 2005). &oli jsou hydrogely slibnym biomateridlem, staleSemn nenasly
praktické uplatani a Zistavaji pouhou vyzvou do budoucnosti (Burdick & Miau2011).

Jiz bylo zmigno, Ze vhodné aditivum ve foemkratkého peptidu KiZe vylepSit
adhezivni vlastnosti jinak neadherentniho biomakeriNagiklad S. M. Moreira vyvinul
dextrinovy hydrogel obohaceny o kratkou sekvencDR@loreira et al, 2008). Znama RGD
(Arg — Gly — Asp) sekvence je specifickym vazebnynotivem bugénych integriri
(Ruoslahti, 1996). Integriny, adhezivni receptoryiky, interaguji v organismu $iznymi
proteinovymi komponentami ECM, zejména s kolagetamininy, vitronektinem a
fiboronektinem. Pray fibronektin obsahuje ve své molekule, kiowazebnych sekvenci
k ostatnim slozkam ECM (FN-1 a FN-IlI), integrinowazebny motiv RGD (vazebna
sekvence lll) (Lodish et al, 2008).
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Obrazek 1 — zobrazeni molekuly fibronektinu po vaz® bunééného integrinu na RGD sekvenci
(Johnson et al, 1999).

SlibnymieSenim vyroby adhezivnich biomateligk tedy zdala byt produkce syntetické
RGD sekvence. Nakonec se ukazalo, Ze je pro simabdcacelularni matrix jei¢ba i
dalSich komponent ECM a samotnéitgmnost rekombinantni sekvence RGD n#sta
(Huang at al., 2010).rfhosné se zatim zdaji byt kombinace motivu RG gpiiiovanymi
hydrogely (Moreira at al., 2008; Huang at al., 2010

DalSim cilem vyvoje vhodného kulti#aiho povrchu bylo nahradit extracelularni matrix
proteinovou strukturou, kterd se v ECMirpzere vyskytuje. BzZn¢ se pro Kkultivaci
pluripotentnich kmenovych bgk pouziva jako podkladni material vrstva primarnich
mysSich fibroblast (MEF). Fibroblasty jsou hiky mezodermalnihogwodu a jejich hlavni
funkci je aktivni sekrece komponent extracelularrtrix, neboli kyseliny hyaluronové,
proteoglykari, fibronektinu, kolagenu typu | a Ill a elastinu,terba pojivovée tkaa
Pestovani buik na vrste¢ fibroblasti je oswdéenou metodou, ktera sjpije naroky na
kultivaci kmenovych buk. Je to ale zarowemetoda obtiZzna a z&a neprakticka.

Jednim z materid) ktery umo#uje pestovani butk ve tkdiové kultde je kolagen
(Chevallay & Herbage, 2000). Kolagen dokaze poslkatto buikam i 3-D strukturu a
simulovat tak pirozeny povrch ECM. Tento material je kortyf dostupny dokonce
v rekolika formach (Sigma, C6745, C7624). Kyselina hyahova je dalSi sloZzkou ECM,
kterd byla z hlediska b&tné adheze studovana. V kombinaci s RGD sekvenaciéiiyt
vhodnou matrix pro butnou adhezi (Glass et al., 1995). Na bazi kyselipgldronové
zaloZzena synteticka ECM, ktera se dnes jiz kéngevyrabi (Sigma, Kat¢. HYS020). Tyto



materialy ovSem nejsou univerzalni ke vSem aplikaaiebo je nevyhodou vysoka cena
komekniho produktu. Z&aly se tedy hledat dalSitippdni materidly proteinového
charakteru, které by mohly ECM nahradit. Jejichodtbu by n&la byt materialni i cenova

dostupnost a adhezivni charakter.

2.3 Sericiny — adhezivni proteiny

Organisni, které v péibéhu svého Zivotniho cyklu vyuZivaji adhezivnich pioi jako
ptirodnich lepidel je celdada. Lepivé proteiny hedvabi pavéauidranea@, nebo motyl
(Lepidoptera jsou gikladem suchozemskych adheziv. Ve sladkovodnimtigdisgirodni
lepivé proteiny produkuji chrosticiTf{ichopterg a v podmeéském s¥té¢ se pro své silné
adhezivni vlastnosti stala proslulou slavka jediitilus eduliy (Stewart et al., 2011).
DalSim gikladem je adhezivni protein trypanozomy americkg/ganosoma cruki ktery
pravdépodobré zaji¥uje grichyceni trypomastygatv hostitelském organismu (Chuenkova,
& Pereira, 1995).

Jak uz bylareceno, Skeble slavka jedla vynika vysokailmavosti k povrchu pod vodni
hladinou. Ungla vyroba lepivych produktv podol lepidla pro vodni prosedi, nebo sil&
adhezivniho materialu, které by dosahovaly kvalitgainiho proteinu slavky jedl&gtava
prozatim vyzvou do budoucnosti. Jiz se objevilyhgna komeéni vyuziti adhezivnich
proteini slavky vyrobkem Cell-Tak (BD Biosciences, Kat. 354240), ovSem dinnost
tohoto vyrobku nefesahuje adhezivni vlastnosti syntetickych rekomditimigh proteid,
nebo fiznich proteii s RGD sekvenci (Hwang et al., 2007 a, b, c).

Jinym typem prozerg adhezivnich proteinjsou sericiny bource morusovéHsofmbyx
mori). Sericiny tvdi sloZzku hedvabi, ktera slouzi ke slepovani fibogijch viaken pi
formovani hedvdbného kokonu. Nejen, Ze fZajiSstabilitu kokonu, ale zéroxieslouzi jako
ochrannd vrstvaipd vihkem a infeénim agens (Sinohara, 1979). Sericinové proteing tak
piitahuji pozornost svou dostupnosti, jelikoz jséuvgrobé surového hedvabi odsti@vany
jako odpadni frakce. Proto by jejich vyuZiti znamlenobrovsky ginos pro zer, kde se
hedvabi zpracovavéa (Japonskidna, Jizni Korea, Indie, Turecko, a dalsi).

Z ptirozené funkce sericin jako lepiciho materialu ip spiadani kokonu vyplyva
potencialni vyuZziti sericinovych protéirk vyrobe ptirodniho lepidla. Tyto proteiny aleip
zpracovani suroveho hedvabi, neboli procesu ,degaecei’ (povéeni hedvabného kokonu
v horké alkalické vo& ,deguming“) lepivost ztraci. Dle dostupnych infaaci se

v sowasnosti sericiny jako lepidlo ko nevyuZivaji.



Tsubouchi K. tyto proteiny studoval z hlediska &tmé adheze (Tsubouchi et al., 2005).
Z této publikace vyplyva, Ze povrch oSty sericiny zvySuje adhezi a proliferaci Bkin
DalSim pokrokem ve vyuZiti seriginbyla piprava sericinového gelu, ktery by mohl
potencial@ slouzit k regenetmim elim (Teramoto et al.,, 2008). Efekt seritima
burgcnou proliferaci byl také pozorovan u say&dy roztok sericii, narozdil od BZného
roztoku soli, zajistil rychlejSi zahojeni poruSeméi rohovky Potkana obecnéh&dttus
norvegicu3 (Nagai et al., 2009). Ze sericinového extraktiabgyrobena membrana vhodna
ke kultivaci fibroblasi (Nayak et al., 2012). S Gsghem byly dale syntetizovany prvni
biomaterialy zaloZzené na kombinaci senicen proteinové matrix (kolagenu, nebo Zelatiny)
vytvérejici 3 — D strukturu, nebo 2 — D proteinovy filifyto struktury byly testovany pro
rust a proliferaci bukk zavislych na adhezi. Uk&zalo se, Ze proteinov&imédoplnina o
sericinovou slozku fi¥e slouzit ke kultivaci fibroblagta byt vhodnym vychodiskem pro
vyrobu untlych tkani, nebo imunokompatibilnichépti k transplantaci. DalSim moznym
vyuzitim sericinové matrix by byly ochranné néapladtteré by poskytovaly vhodné
podminky pro hojeni por&né pokozky, popalenin, nebo bércovydedi (Mandal et al.,
2009; Akturk et al., 2011).

Pouzivani sericiinpiipravenych pimou extrakci z hedvabnych kokomuze mit ale fi
studiu adhezivnich vlastnos#chto proteiri znainé nevyhody. Nejen Ze je konief sericin
smesi nekolika proteini produkovanych snovacimi Zlazami, ale mohl by tak&ahovat
nezadouci Pmesi, nagiklad detergenty, které by dty na kultivaci bugk negativni vliv.
Proto jsme se v této praci zafiti na produkci rekombinantnich seridinkteré by nenesly
vySe uvedena rizika a zarav@okryly vlastnosti firodnich sericin (lepivost, hydrofilni
profil, biodegradovatelnost, schopnost zadrZovaliva polymerovat dohromady s ostatnimi
molekulami).

Sericiny byly z hlediska exprese protiia struktury genu u bource morusoveho velice
podrobré prostudovany. Jsou to proteiny produkovan@&@dstim usekem snovacich Zlaz
(MSG) v pfibehu larvalniho vyvoje bource. Sericiny Woskupinu rkolika proteini o
velikosti 65 — 400 kDa, které jsou kddovamgmnii genysericin 1 (Ser-1), sericin 2 (Ser-a)
sericin 3 (Ser-3) Variabilita proteii je dana nejen alternativnim g@s¢m geri, ale i
alelovym polymorfismem. (Takasu et al., 2010).

Pro gipravu rekombinantnich proteéirbyl vybran genSer-2 ktery ve své molekule
obsahuje vysoce repetitivni sekvenci. Zde bylazwla az 30% homologie s adhezivnimi
proteiny slavky jedlé a trypanosomy americké radpoklada se, Ze za lepivy charakter

sericinovych proteitn je zodpo¥dny prae genSer-2 (Kludkiewicz et al, 2009). Sekvence



genu navic obsahuje vysokeé zastoupeni lysinu @,8 byly v ni dokonce objeveny kratkée
adhezivni motivy (RE, RD, NGR a KLEK), které by ntiypbyt rozpoznavany integrinovymi
receptory. Zajimavy je také alternativni g$istexonu 9b, ktery dava vzniku &wa
variantam mRNA a protetrm o molekulové hmotnosti 220 kDa (1758 AK) a 130ak{®00
AK). Protein o velikosti 220 kDa vykazuje vysoky dibnabitych aminokyselin (17,1%
lysinu, 15,1% serinu, 11,7% k. asparagové a 11,1%luamové), ale zaroxieponmerne
vysoké zastoupeni nenabitych aminokyselin. 130 gidéein ma podobné aminokyselinové
slozeni, chybi zde ovSem repetitivni, lysin / sdyohata sekvence kodovana exonem 9a,

ktera je procesem alternativniho st vySepena (Kludkiewicz et al, 2009).

A ATG sToP B ATG STOP

[ T 1 I

Obrazek 2 — schematické znazormi alternativniho ses¥ihu genu Ser-2. Obrazek A predstavuje kratSi
produkt sestfihu, ktery kdduje protein o molekulové hmotnosti 1® kDa. Schéma B zobrazuje delSi
produkt alternativniho sestiihu kédujici 220 kDa protein. Jednotlivé exony jsouoddéleny svislymi
¢arami, exon 9a Fedstavuje nejdelS€erny Usek na obrazku B (Kludkiewicz et al, 2009).

Vybrané kratké sekvence rekombinantnich prdétesdvozenych od gen&er-2 byly
navrzeny tak, aby pokryly vSechny zajimavosti gedlisahuji vysoky podil aminokyseliny
lysinu a adhezivni motivy (RE, RD, NGR a KLEK), idese vé&chto sekvencichakolikrat
opakuji. Déle také kodugast repetitivni sekvence geer-2 nebo jsou produktem jeho
alternativniho seshu. Podstatou této prace je zjistit adhezivni poid uvedenych

rekombinantnich protein



3 Cile prace

» Priprava rekombinantnich variant Sericinu 2 a jeggbrese v E. coli.

» Charakterizace adhezivnich vlastnosti izolovangétombinantnich protein



4 Material

4.1 Pokusné organismy

Bourec moruSovy Bombyx mori, kmen Daizo p50)

Bourec moruSovy byl chovan v laboréita krmenc¢erstvymi listy moruSe biléMorus

alba) a morus&erné Morus nigrg.
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nupG
BL21 Star™(DE3) One E. coli, F- ompT hsdS B (r B- m B -) gal| Invitrogen /
Shot® / BL21 Star dcm rnel31 (DE3) BI21 Star™ (DE3)pLyss%6010_03

is offers less basal level expression of
heterologous genes than BL21 Star ™ (D

4.3 Konstrukty

Nazev Popis Zdroj / Kat.é¢.
pGEM®-T Vector Klonovaci vektor, 3018 bp Promega3AQ
pPET160/GW/D-TOPO® Expresni vektor, 5839 bp Invieead<160-01
pPET15b Expresni vektor, 5708 bp Novagen 696613
SerGenEx DNA, sekvenegsti genu Ser2 GenScript
optimalizované pro expresi v E.coli,
1793 bp
SynGenEx DNA, sekvence odvozena ¢dsti gen| GenScript

Ser2 optimalizovana pro expresi

v E.coli, 767 bp
4.4 Oligonukleotidy
Nazev Sekvence Ta| qol/ul) | Zdroj/ Kat. ¢.
T-fw caccggctcgaagagcggcgtcacag 63 100 Sigma
T -rev tcagtctttatccgatgaccgatc 63 100 Sigma
Oligo(dT)o | 20 - mer 50 | 50 Invitrogen 18418-020
T7-4term_Inv | tatgctagttattgctcag 50 50 Generi Biotech
T7 rev
T7-prom / T| taatacgactcactataggg 5( 50 Generi Biotech
fw
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4.5Média

VSechny média byla sterilizovana, nel¥ippmvana sterilnim postupem.

LB médium
Tryptone
Yeast extract
NaCl

Doplnit H,O
Ph 7,0

LB agar
Tryptone
Yeast extract
NaCl

Agar

Doplnit H,O
pH 7,0

XYT médium
Tryptone
Yeast extract
NaCl

Doplnit H,O
pH 7,0

1049

59
109
dol litru

109
59
10g
10g
dol litru

169
10g

59

dol litru

LB médium - selekni

Tryptone 10g
Yeast extract 5¢g
NacCl 10g

Ampicilin, ¢ = 0,1pg - mI™
Doplnit H,O dol litru
pH 7,0

LB agar - selekni

Tryptone 10 g
Yeast extract 5¢g
NacCl 109

Ampicilin, ¢ = 0,1pg - mI™

Agar 10g
Doplnit H,O dol litru
pH 7,0



CL8+ kompletni médium — CM (Sigma)

Shields and Sang M3
KHCO;3

Extrakt z drozofily

Fetal Bovine Serum (FBS)
Penicilin / streptomycin
Insulin

Doplnit H,O

pH 6,5

9,85

0,125¢

2,5%

2%

1%
125 U I
do 250 ml

CL8+ minimalni médium — MM (US Bio)

Shields and Sang M3
Penicilin / streptomycin
Insulin

Doplnit H,O

pH 6,5

D8 kompletni médium
Schneider’s Insect Medium
NaHCG;

Extrakt z drozofily

Fetal Bovine Serum (FBS)
Penicilin / streptomycin
Insulin

Doplnit H,O

pH 6,5

9,85¢g
1%
125 U It
do 250 ml

6,19
0,125¢g
2,5%
10%
1%
125 1U- I*
do 250 ml
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NIL-2 kompletni médium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 500 ml

Bovine Calf Serum 1%
Fetal Bovine Serum 5%
Penicilin / streptomycin 1%

MEF kompletni médium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 500 ml

Fetal Bovine Serum 10%
L-glutamine 0,292 g
Penicilin / streptomycin 1%

Ostatni material (pufry a roztoky, pracovni kitynzgmy, protilatky, antibiotika,
molekularni markery, chemikalie, ostatni reagengeacovni poricky, pistrojové a

programoveé vybaveni) je vzhledem ke svému rozsabkdan v piloze 1.
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5 Metodika

5.1Klonovani — prace s DNA

5.1.1 Horizontalni elektroforéza

Vzorky DNA byly nandSeny do 0,5 — 1 % agarého gelu s EtBr (Etidium Bromid) o
koncentraci 0,01 %. Elektroforéza byla pm$t v 1 x TAE pufru B napsti 50 V, 70 min.
Jako velikostni marker byl ke kazdé analyze poGgimeRuler™ 1 kb DNA Ladder.

5.1.2 lzolace mRNA

Stredni Usek snovacich zlaz larvy Bource moruSovéhostéliu 5. instaru byl
vypreparovan Vv Ringer@v roztoku, zmrazen tekutym dusikem a homogenizovén v
vymrazenéiteci misce. Izolace mRNA dale probihateg€ podle navodu kitu RNeasy. Pro
izolaci mMRNA bylo pouZzito 20 pg materialu.

5.1.3 Reverzni transkripce

Syntéza prvniho vlakna cDNA byla provedertagst podle protokolu kitu SuperScript
Il. Pro reverzni transkripci bylo pouzito 100 ng M#Ra 400 ng Oligo(dT) primeru.

5.1.4 PCR

5.1.4.1 PCR - amplifikace inzertu

Pracovni sngs:

Slozka objem (ul)

10X Taq Buffer 2,5
25mM MgCh 2
dNTP mix (2,5 mM) 2
Primer T-fw 1
Primer T-rev 1
Templatova DNA (0,01-0,5 pgul™) 1
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H.O 15,5

Taq DNA Polymerase 0,25

Podminky reakce:

Faze ¢as teplota (°C) p&et opakovani
denaturace 2 min. 94 1
denaturace 30 sek. 94 30
nasedani primer 30 sek. 63

polymerace 45 sek. 72

polymerace 10 min. 72 1

konec reakce - 4 -

5.1.4.2 PCR z bakterialnich kolonii

Jednotlivé bakterialni kolonie bylygneseny sterilni Sgiou z agarové plotny do 20 pl
H,O. Snes byla promichana vortexem, inkubovana 5 nfirfp°C a nasledhochlazena na
ledu. Nasledovala centrifugace 1 mini. 0 000 rpm a 10 ul supernatantu bylo pouZzito jako
templat pro RCR (viz protokol 4.1.4.1.).

5.1.4.3 PCR - Syntéza tupych koricDNA
Pri syntéze tupych koricDNA je k amplifikaci DNA vyuzZivan@fx DNA polymeraza.

Tento enzym nefdava na 3 konce amplifikovaného inzertu adenirgtep se netvidi A
piesahy (tzv. lepivé konce DNA). Syntéza tupych KoB&NA byla vyuZita i ligaci inzertu
do expresniho vektoru pET160/GW/D-TOPO®. Reakcebimada podle nasledujiciho
protokolu.

Pracovni snis:

Slozka objem (pl)
10 x Ampli Buffer 2,5
50 mM MgSQ 0,5
dNTP mix (2,5 mM) 3
Primer T-fw 0,75
Primer T-rev 0,75
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Templatova DNA (0,01-0,5 pgul™) 1
H-0 14
enhancer 2,5
Platinum® Pfx DNA Polymerase 0,2

Podminky reakce:

Faze cas teplota (°C) p&et opakovani
denaturace 2 min. 94 1
denaturace 30 sek. 94 30
nasedani primer 30 sek. 62

polymerace 45 sek. 72

polymerace 10 min. 72 1
konec reakce - 4 -

5.1.5 Riprava elektrokompetentnich burgék (BL21 Star)

50 — 100 ul rozmrazenych bakterialnich @umylo sklegtnou hokejkou rozéeno na
LB agar a inkubovanoips noc g 37°C. Z narostlé bakterialni kultury byla selekioa
jedna kolonie, kterou bylo inokulovano 10 ml XYT di& Tekuta bakterialni kultura byla
inkubovana naiepace pges noc, 220 rpmip37°C. Pomoci 5 ml taktotrpravené kultury
bylo inokulovano 500 ml XYT meédia a inkubovano rapgce @i 220 rpm, 37°C do
optické hustoty Oky = 0,6 — 0,9. Kultura byla po 250 ml ra¢eha do centrifugmich
nadob a nasledovala centrifugace 25min., 4000 g#m4°C. Supernatant byl odstran a
sediment rozsuspendovan v 200 mOHvytemperované na 4°C. Nasledovala centrifugace
za stejnych podminek, sediment byl rozsuspendowri 0 ml vychlazené @ a opt
zcentrifugovan za stejnych podminek. Pelet byl uspendovan ve 20 ml vychlazeného 10
% glycerolu a centrifugovan 10 min., 4000 rpri,45C. Pelet byl rozsuspendovan v 0,5 ml
10 % glycerolu a bakterialni suspenze byla rozpysta po 40ul do vychlazenych
Eppendorfek. Biiky byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskl&ay pri -80°C.
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5.1.6 Ligace

5.1.6.1 Ligace inzertu do vektoru pPGEM®-T Easy

Vektor pGEM®-T Easy je tzv. klonovaci vektor, ktesjouzi pro zaklonovani PCR
produktu s pesahem adeninu na 3° konci molekuly DNA po ampdik Tag DNA
polymerazou. Klonovaci systém pGEM®-T Easy je vgsetektivni a nabizi tzv. modro —
bilou selekci pro snadné rozliSeni pozitivnich klon

Liga¢ni reakce byla provedenagsré podle manudlu kitu pGEM®-T Easy Vector
System. V reakci bylo pouzito 50 ng DNA. Liga snes byla do chemicky kompetentnich

burgk TOP10 transformovéana teplotnim Sokem.

5.1.6.2 Ligace inzertu do vektoru peET160/GW/D-TOPO®

Vektor pET160/GW/D-TOPO® je expresni vektor upravgmmo pimou ligaci PCR
produktu stupymi konci pomoci enzymu Topoizomerdka Vektorovy systém
pPET160/GW/D-TOPO® déle disponuje regulovatelnouregp rekombinantniho proteinu
pomoci T7 promotoru, syntézu luminiséan kotvy a hexahistidinové kotvy pro snadnou
detekci a purifikaci rekombinantnich protéin

Liga¢ni reakce byla provedenagsré podle manudlu kitu Champion™ pET Directional
TOPO® Expression Kits with Lumio™ Technology. Pigaki bylo pouzito 5 ng DNA

s tupymi konci.

5.1.6.3 Ligace inzertu do vektoru pET15b
PET15b je expresni vektor vhodny pro klasické kidmd pomoci restriknich

endonukleaz. Vektor obsahuje klonovaci misto s&k8u Skalou restridnich mist,
regulovatelnou expresi rekombinantniho proteinu @@mT7 promotoru a syntézu
hexahistidinové kotvy pro detekci a purifikaci elpovaného proteinu.

Vektorova DNA byla smichana s inzertem v gom3:1. Lig&ni reakce bylaifpravena

podle nasledujiciho protokolu.

Reagencie reakce 1, objem (jlljeakce 2, objem (ul)
Inzert (767 bp, ¢ = 44 nqul™) 1,7 -

Inzert (1793 bp, ¢ = 58 nqul™) - 2,8
Vektorova DNA (5708 bp, ¢ = 76 ngul™) 3,3 2,2

2 x Ligani pufr 5 5

T4 DNA Ligase 1 1
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Ligacni snes byla inkubovana 15 hod.fipl6°C a transformovana do chemicky
kompetentnich DHo burek. Transforamce probihala podle protokolu 4.1.7.1.

5.1.7 Transformace plazmidu

5.1.7.1 Transformace plazmidu do chemicky kompetenfch bakterialnich bunék
teplotnim Sokem

Liga¢ni snes, nebo plazmid byly smichany s rozmraZzenymikiami v pongru 10-50
ng DNA a 100 pl buk. Smes byla inkubovana 30 min. na ledu, poté 45 sekund335C a
optovre pienesena na led. Do zkumavky s transf@gmamnesi byl gidan 1ml LB media
vytemperovaného na 37°C a zkumavka byla inkubovén#éepace 60 min., 220 rpmip
37°C. Nésledovala centrifugace 1 min., 2500 rginR@. Z zkumavky bylo odebrano 800 pl
supernatantu a pelet byl ve zbylém supernatansusmendovan. 100 ul taktdigravenych
burgek bylo pomoci skletné hokejky rozé¢eno na LB agar se specifickou selekci

transformani. Cely proces byl proveden za sterilnich podminek.

5.1.7.2 Transformace plazmidu do elektrokompetentich bunék elektroporaci —
exprese proteini

Liga¢ni snes, nebo plazmid byly smichany s rozmraZzenymikiami v pongru 10-50
ng DNA a 100 pl bukk. Smes byla inkubovana 30 min. na ledu d@empesena do
elektroporéni kyvety. Eletkroporace probihala pod &&m 1700 V. Do zkumavky s
transformani snési byl gidan 1 ml LB media vytemperovaného na 37°C a zkkadyla
inkubovana narépace 60 min., 220 rpmip37°C. Nasledovala centrifugace 1 min., 2500
rom @i RT. Z zkumavky bylo odebrano 800 ul supernataatpelet byl ve zbylém
supernatantu rozsuspendovan. Suspenze byla nagpatodo 20 ml LB media se
specifickou selekci transformantTakto inokulované médium bylo inkubovano reptice
16 hod., 220 rpmip37°C.

5.1.8 Purifikace DNA z gelu

DNA byla z 1 % agar6zového gelu purifikovan&geg® podle manualu kitu MinElute
Gel Extraction Kit. Vzorek DNA byl eluovan v 50 HbO.
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5.1.9 Purifikace plazmidu

Izolace plazmidu z bakterialni kultury probihateg® podle navodu kitu QIAprep Spin
Miniprep Kit. Bylo pouZzito 5 ml bakterialni kultuipkubované 16 hod.fp37°C a 190 rpm.
Plazmid byl eluovan v 50 ulJ@.

5.1.10 Restrikce

Restrikni reakce bylaipravena podle nasledujiciho protokolu.

Reagencie Objem (ul)

Plazmid (50 — 2000 pg) 2-14
10 x Pufr 2 2

10 x BSA 2

Xho | 1

Nco | 1

H,0 doplnit do 20 pl

Reakni snes byla inkubovdna 2 hodiny, nebaep noc v termostatuiip 37°C.
S produktem restrikce byla spéi$a elektroforéza na agar6zovém gelu. Specifickh DNA

byla vyfiznuta z gelu a extrahovana pomoci kitu MinEluté E3eraction Kit (viz 4.1.8.)

5.1.11 Sekvenace

Sekvenani analyza byla provedena na specializovaném pisicofLaboratd
genomiky, UMBR, BC AVCR). Vzorky DNA byly sekvenowg na gistroji ABI PRISM
3130xl. Sekvenace PCR produktu byla provedenansepyi T — fw a T — rev, k sekvenaci
plazmidi byly pouzity primery T7 — fw a T7 — rev. Koncerdteaa mnoZstvi vzorku bylo

upraveno podle pozada¥vlro sekvenéni analyzu.
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5.2 Exprese rekombinantnich protein

5.2.1 Expresni kinetika

Expresni vektor sifslusnym inzertem byl transformovan do elektrokotaptich
BL21 burek podle protokolu 4.1.7.2. Sigs noc narostlou bakterialni kulturou o objemu 1
ml bylo inokulovano 21 ml LB media s ampicilinemfindlni koncentraci 0,1 mg ml™.

V log fazi (ODsp0 = 0,4 — 0,8) bakterialni kultury byl odebran 1vmbrku €as 0 h) a kultura
byla rozatlena do 2 batk po 10 ml kultury. V jedné li@me byla pomoci IPTG o finalni
koncentraci 0,8 mM aktivovana exprese proteinu.létfiwvala 4 hod. inkubace npace
220 rpm pi 37°C. Z obou ba¥k byly v jednohodinovych intervalech odebirany 1vnbrky
(¢as 1 — 4 h), které byly skladovanyi pA°C. Na konci experimentu byly vzorky
centrifugovany 1 min., 10000 rpmitip4°C. Supernatant byl odstan a pelet
rozsuspendovan v 250 ul lyadho pufru B-PER. Z lyzatu bylyiipraveny vzorky pro dalSi

analyzu.

5.2.2 Exprese proteifi v bakterialnim systému

Expresni vektor sifslusnym inzertem byl transformovan do elektrokotaptich
BL21 burek podle protokolu 4.1.7.2. Stgs noc narostlou bakterialni kulturou o objemu 6
ml bylo inokulovano 250 ml LB media s ampiciline.log fazi (ODso0 = 0,4 — 0,8)
bakterialni kultury byla pomoci IPTG o finalni kamtraci 0,8 mM aktivovdna exprese
proteinu. Nasledovala 4 hod. inkubace fep&ce 220 rpm p 37°C. Bakterialni kultura
byla centrifugovana 10 min., 3000 x g p°C. Supernatant byl odstrana pelet zamrazen

pii -80°C, nebo ihned vyuZzit praipravu bakterialniho lyzatu
5.2.3 Purifikace rekombinantniho proteinu z cytozal

5.2.3.1 Riprava bakterialniho lyzatu

Bakterialni pelet byl rozsuspendovan v 40 ml &ygho pufru NLB a inkubovan 30 min.
na ledu. Lyzat byl sonikovan intenzitou 6 x10 bl20% vykonu sonikatoru. Nasledovala
centrifugace 15 min., 3000 x g, 4°C. Ze supernatéyto odebrano 20 ul vzorku a zbyly
supernatant byl zamrazerti p20°C, nebo ihned vyuZzit pro purifikaci rekombitaiho

proteinu afinitni chromatografii.
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5.2.3.2 Afinitni chromatografie
Kolonka s 2 ml Ni-NTA agarézy bylafipravena pesré podle protokolu kitu Ni-NTA

Purification System. Do kolonky bylofidano 20 ml supernatanturipraveného v bo#
4.2.3.1. a nasledovala inkubace na rotatoru 1 piod°C. Pufr s nenavazanymi proteiny byl
odebran gravitnim spademies filtr kolony. Do kolonky byl idan zbytek supernatantu a
opét nasledovala inkubace a adbvzorku. Kolonka byla poté postupnpromyta
promyvacimi pufry NWB 1, 2, 3 a 4 o zvysujici senkentraci imidazolu. Nasledovalo
uvolréni navdzaného proteinu 4 ml &hiho pufru NEB a offovna eluce 2 ml etiniho
pufru. VSechny frakce byly uschovany pro dalSi ynal

5.2.4 Purifikace rekombinantniho proteinu z inkluzich télisek

5.2.4.1 Riprava bakterialniho lyzatu

Bakterialni pelet byl rozsuspendovan v 40 ml puB8 1. a inkubovan 45 min. na
ledu. Lyzéat byl sonikovan intenzitou 6 x10 pul20% vykonu sonikatoru.

5.2.4.2 Extracke inkluznich €lisek
Bakterialni lyzat byl centrifugovan 15 min., 3000gx4°C. Supernatant byl odebran a

pelet rozsuspendovan ve 4 ml pufru IBB 2., cengofean @i maximalnich otékach a cely
proces s pufrem IBB 2. byl opakovan 2 x. Supernaighodebran a pelet rozsuspendovan
v 50 ml pufru IBB 3., centrifugovanipmaximalnich otékéch a cely proces s pufrem IBB 3.
byl opakovan 4 x. Supernatant byl odstérara pelet rozpudh v 10 ml 8 M mgoviny.

VSechny frakce byly uschovany pro dalSi analyzu.

5.2.5 Dialyza

Vzorky byly napipetovany do dialygzai membrany a dialyzovany proti 1,5 litru
dialyzaniho roztoku. Dialyzéni roztok byl vyménén kazdych 12 hod. celkem 3 x. Proteiny
purifikované z bu&ného cytozolu byly dialyzovany proti 1 x PBS, pmyepurifikované
z inkluznich &lisek byly dialyzovany proti 10 mM NAHCOs.

5.2.6 Stanovni koncentrace rekombinantnich protei

S purifikovanymi  proteiny  byla provedena vertikdlnielektroforéza na
polyakrylamidovém gelu. Po obarveni gelu proteimovarvivem ,commassie blue“ byla

parizena fotografie. Koncentrace rekombinantnich pmétdyla z fotografie stanovena v
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programu Image Quant, pomoci kterého byla kvamfdna velikost specifického pruhu
charakterizujici pozorovany protein. Jako standayt pouZzit bovinni sérovy albunmin
(BSA) o znamé koncentraci.

5.2.7 Lyofilizace a finalni tprava rekombinantnihoproteinu

Dialyzované vzorky byly zmrazenyip80°C, lyofilizovany a skladovanyipteplog -
20°C. Red vlastnim pouzitim byly proteiny purifikované arbéného cytozolu rozpu&te
v H,O, proteiny purifikované z inkluznicklisek byly rozpu&né v koncentrované kyseéin

mraverki. MnoZstvi kyselit mraveri bylo zavislé na poZzadované koncentraci vzorku.
5.2.8 Detekce proteinu

5.2.8.1 Vertikalni elektroforéza (SDS-PAGE)

Vzorky DNA byly nanaSeny do 10 % polyakrylamidovégelu. Elektroforéza byla
puStna v RB pufru g napsti 70 V, 2 hod. Gel byl inkubovan 60 min. v roztokarvy
~,commassie blue* a nasletindbarvovan v kD pres noc.

5.2.8.2 Western blot
Proteiny byly rozdleny metodou SDS-PAGE (viz protokol 4.3.1.). Proyei

z neobarveného gelu bylyegmeseny technikou tzv. mokrého transferu na PVDmionénu

v TB pufru @i napeti 100 V, 1 hod. Membrana byla inkubovana 2 hodblokovacim
roztoku a dale v roztoku primarni protilatky pojster dobu. Nasledovalo promyti 3 x 15
min. v roztoku PBS — tween, inkubace se sekundgautilatkou po dobu 1 hod. a promyti 3
x 15 min. v1 x PBS. Membrana byla inkubovana 2 .nsinroztokem substratu podle
protokolu kitu Pierce ECL Plus Western BlottingoSwate a chemiluminisceni signal byl
detekovan naifjstroji Luminescent Image Analyzer LAS 3000.

5.2.8.3 Sekven&i analyza

Sekvenace proteinbyla provedena ve specializované labaigitirodowdecké fakulty
Jihateské univerzity a biologického centra &R. ldentifikace protei byla provedena
z polyakrylamidového gelu. Vzorky byly analyzovamy hmotnostnim spektrometru Q-Tof
Premier (Waters) ffpojeném na Nano Acquity UPLC (Waters). Data byfazovana
softwarem PLGS 2,3 (Waters)iRpracovani byly pouzity specifické databaze prite B.
mori dostupné na serverech Uniprot a NCBI.
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5.3 Charakterizace izolovanych rekombiantnich pméte

5.3.1 Test lepivosti

Rekombinantni protein BmS2-GL2 o objemu 10 pl ademrtraci 2, nebo 10 mgmi™
byl nanesen na plastikovou plochuifmuté viko od Eppendorfky) o obsahu 0,44°@n
piiklopen uzavenou PCR zkumavkou, jejimZz dnem byla proglea nit dlouha ifblizng 2
m. Vzorek proteinu se nechal zaschnout po dobudl Yitko s filepenou PCR zkumavkou
bylo nasazeno na zavazi (gumovy kuzel) o hmoti3disg. Cela aparatura byléagmesena na
analytické vahy a nit byla prowlena hékem a uchycena na peristaltické pwnptera
v aparatiie slouzila jako navijak. Po vynulovaniselniku vah byla spusta peristalticka
pumpa rychlosti gitoku 0,11 ml- min* a byl sledovan Gbytek hmotnosti ’&elniku.
V moment odtrhnuti zkumavky od zavazi byla zaznamenanarnaapuodnota naiselniku,
kterd edstavovala nosnost proteinu.

Kontrolou pro nifeni gedstavoval CS o stejném objemu a koncentraci 2 ad.0
ml™, BSA o koncentraci 2 a 10 mgml™, kostni klih o koncentraci 2 a 10 mgnl™, a
skrobovy klih (gipraveny podle navodu) o koncentraci 75 mmgl™. Ostatni rekombinantni

proteiny nebyly pro test pouzity Ziebdu nizké koncentrace. Schéma pokusu je zakraslen

obrazku 4.
vzorek
A /
50 ecm
1m
|
peristalticka pumpa (navijak) analytické vahy

Obrézek 4 - schéma réfeni nosnosti vzorku lepidla.

23



5.3.2 Burgééné testy

5.3.2.1 Kultivace burék

CI8+ a D8
Bunky byly péstovany v CM v termostatutip25°C a pasazovany kazdyeti den.
K pasazovani nebyl pouzivan trypsiiikp byly z kultivatniho povrchu uvoléeny proudem

média ze Sgky. Buiky byly fedény v pongru 1 : 5.

NIL-2 a MEF

Bunky byly kultivovany v kompletnim DMEM médiu v terratatu i 37°C a 5 % CQ
atmosfée. Buiky byly pasdZovany kazdyketi den. B pasdzovani byly proplachnuty
roztokem 1xPBS a trypsinizovany po dobu 2 — 5 mingedény v pongru 1 : 3.

5.3.2.2 Testovani adheze bk CI8+, D8, NIL-2, MEF k polystyrenové Petriho mise

oSefené sericinovym filmem

Na dno polystyrenové Petriho misky oap®ru 55 mm bylo naneseno 5 pul
rekombinantniho proteinu BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GRinS2-GL2 o koncentraci 0,5 mg
- mI't. Jako kontrola &inku sericinu byl pouZit CS koncentraci 0,5 mygl™. Dalsi kontrolou
byl BSA o koncentraci 0,5 mgml™. Roztok proteinu byl roz&n na plochu 1cfra nechal
se ve sterilnim boxu zaschnout. Pozitivni konttghiily bunky kultivované na standardnim
povrchu a negativni kontrolou byla prazdna Petmfiska bez proteinu. Na ¥$i stranu
misky byly fixou zakresleny sdadnice pro fotografovani bak

Buiiky CL8+ a D8 byly v CM nedtny na koncentraci 510° - ml™, buiky NIL-2 a
MEF byly nadedény v pongru 1 : 3. 3 ml takto fipravené bu&iné kultury byly geneseny
do testovaci misky. Nasledovala inkubace 3 dnytaadardnich podminek. Pgetim dni

kultivace byly pod sgtelnym mikroskopem ve fazovém kontrastuipeny fotografie.

5.3.2.3 Meéreni zivotaschopnosti bugk CI8+ a NIL-2 (MTS test)

MTS test byl proveden pouze nankéch CI8+ a NIL-2 z nésledujicichiebda: CI8+
buiiky rostou jednotli¥ a Ize na kultée rozliSit gesnou morfologii biiky. NIL-2 je buré¢né
linie fyziologicky velice blizka primarnim fibrobétim. Vyhodou je moZnost nekofreeho

pasazovani butk, MEF se na rozdil od NIL-2 mohou pasazovat p&e
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MTS test bunék CI8+

Celé dno Petriho misky o {méru 55 mm bylo kompleth pokryto 120 pl
rekombinantniho preteinu BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GIBmMS2-GL2, CS a BSA o
koncentraci 0,5 mg ml*. Pozitivni kontrolu tveily bunky kultivované na standardnim
povrchu a negativni kontrolou byla prazdna Petnfiska bez proteinu. Kontrolu apoptozy
piedstavovaly v fipadt burgéné linie CI8+ buky kultivované za standardnich podminek
oz&ené 3,5 hod.ied vlastnim testem UV &ttem o intenzi¢ 180 mJ cnt.

Buiiky CI8+ byly v MM naedsny na koncentraci 1210° - ml™*a 2,5 ml takto fipravené
burg¢né kultury bylo peneseno do testovaci misky. Nasledovala inkubad®@4za
standardnich podminek. Z kazdé misky bylo odebfghanl média. Ke zbylému 1 ml
meédia bylo pidano 200 ul CellTiter 96 Aqueous One Solution szd@ nasledovala
inkubace 3 hod. za standardnich podminek. Absoeblayla zn¢iena naMicroplate Reader

pii vinové délce 490 nm.

MTS test bunék NIL-2

Pokusny materiéal byl fjpraven stejs jako pi MTS testu s biikami CI8+. OdIiSg
piipravend byla pouze UV kontrola, protoZze je &und linie NIL-2 vici UV zéeni
odolnsj$i. Buiky byly oz&eny intenzitou UV sitla 180 mJ- cnt ihned po pisednuti

k povrchu misky a dale kultivovany s ostatnimi kiegtmi.

Bunky NIL-2 byly naredny v pongru 1 : 3 a kultivovany standaréln kompletnim
meédiu po dobu 24 hodi&d vlastnim testem bylo kompletni médium odebrabai&y byly
proplachnuty v 1 x PBS. Do kazdé misky byt@dano 1 ml minimalmiho média (MM pro
CI8+) a 200ul CellTiter 96 Aqueous One Solution reagent a rdslala inkubace 1 hod. za
standardnich podminek. Absorbance byl&iema naMicroplate Readepii vinové délce
490 nm.

5.3.2.4 Meéreni proliferace burék CI8+ a NIL-2
Pro n&feni proliferace byly pouzity pouze iy CI8+ a NIL-2 ze stejnychivodi jako
v piipadt meieni proliferace butk v bock 4.3.2.3.
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Proliferace a morfologie CI8+

Pokusny material byl ffpraven stej jako @i testovani adheze v b&éd.3.2.2. a
kultivace burk probihala rov&Z za stejnych podminek. Bky byly fotografovany pod
swtelnym mikroskopem ve fazovém kontrastu 1. a 3.ndetu. Fotografie byly pdzeny ve
stejném, pesreé vyznaeném bod kultivaéni misky. P@et burgk na fotografii byl manuakh
spaitan a zaznamenan do grafu. U &krbyla rozliSena morfologie a kazdaria byla
zarazena skupiny standardni nebo kulatéikdyu Bunséné shluky nebyly do vysledk

zap@itavany.

Proliferace NIL-2

Celé dno Petriho misky o{méru 55 mm bylo komplethpokryto 120 pl
rekombinantniho preteinu BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GBmhS2-GL2, CS a BSA 0
koncentraci 0,5 mgml™. Pozitivni kontrolu tveily buriky kultivované na standardnim
povrchu a negativni kontrolou byla prazdné Petnitiska bez proteinu. Biky byly
narecény v pongru 1 : 3 a kultivovany po dobu 24 hod. v kompletmirédiu. Médium bylo
odstrargno a buiky promyty v 1 x PBS. K htkam byl gidan 1 ml krystalové violeti a
nasledovala kultivace 10 miniipokojové teplat. Misky byly proplachovany v kadi
s vodou, dokud je8todtékala nenavdzana barvéelBytena voda byla z misky odklepnuta a
k nabarvenym hikam byly gidany 2 ml metanolu. Zabarveny roztok byl pipetopén
20Qul do 96 jamkového panelu. Absorbance vidoila méfena na zéena naMicroplate

Reademii vinové délce 595 nm.

5.3.2.5 Riprava bunééného preparéatu a barveni aktinovych vlaken NIL-2 bunék
¢inidlem Texas Red-X Phalloidin

Na dno polystyrenové Petriho misky oap®ru 55 mm bylo naneseno 5 ul
rekombinantniho proteinu BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GRinS2-GL2 o koncentraci 0,5 mg
- mI™t. Jako kontrola &inku sericinu byl pouZit CS koncentraci 0,5 mygl™. Dalsi kontrolou
byl BSA o koncentraci 0,5 mgml™. Roztok proteinu byl roz&n na plochu 1cfra nechal
se ve sterilnim boxu zaschnout. Pozitivni konttebfily bunky kultivované na standardnim
povrchu a negativni kontrolou byla prazdna Petrifiska bez proteinu. Na ¥$i stranu
misky bylo fixou ozn&eno misto naneseni proteinu pro lepSi orientapreparatu.

Burky NIL-2 byly natedény v pongru 1 : 3. 4 ml takto fdpravené bu&né kultury byly

pieneseny do testovaci misky. Nasledovala inkubac&éd2¥ za standardnich podminek.
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Z kultivaéni misky bylo odstratno médium a fichycené biiky byly promyty 1 ml 1 x
PBS. Nasledovala fixace 1 ml 3 % paraformaldehydudpbu 20 min. Biky byly 3 x
promyty 1 ml 1 x PBS po dobu 5 min. Misto o plosertf, kde byl nanesen vzorek
proteinu, resp. kontroly, bylo ohr&eno nesmé&vou kosmetickou tuzkou a okraje
kultivacni misky byly odstratny kleS€mi pro jednodusSSi manipulaci preparatii p
mikroskopii. Buiky byly dale inkubovany 40 xed:nym Texas Red-X konjugovanym
phaloidinem (45ul na plochu 1 cr), ve tn¥ a fi pokojové teplat po dobu 60min. Biky
byly 3 x promyty 1 x PBS (100 pl na plochu 1%pp dobu 5min. a nasledinkubovany
10 min. s fluorescemi barvou DAPI o koncentraci 0,2 pgnl?, ve tmé a pi pokojové
teplog. Bung¢ny preparat byl zamontovan do montovaciho médigagbeeld. Preparéat byl
pozorovan a dokumentovan na konfokalnim mikroskogad z\&tSenim 20 x.

5.3.3 Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni vysledlk bylo provedeno v programu STATISTICA
jednosnérnou analyzou variance (ANOVA). Data byla pro dsttkou analyzu

transformovana.
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6 Vysledky

6.1Klonovani — prace s DNAfiprava konstrukt pro expresi

rekombinantnich protein

6.1.1 Charakteristika koddujicich sekvenci rekombinatnich proteina

K pokusim byl vybrdn genSer-2 Bource moruSoveého, jelikoZz vynika vysokym
zastoupenim lysinu (16,9 %), dale obsahuje zajinrapétitivni sekvence a alternativni
sestih genu. Pro fipravu rekombinantnich prot€irmdvozenych od genBer-2byly zvoleny
dva Useky firodni sekvence a pojmenovany pod pracovnimi n&ma$2-A a BmS2-B.

Prvni Usek kodujictast genuSer-2(BmS2-A) je sekvence 299 aminokyselin, ve které
pievazuji polarni aminokyseliny (lysin 20,7 %, selii,7 %, k. asparagova 10,7 %, k.
glutamova 10 %). Tato sekvence koédujici proteinebkesti 33,5 kDa obsahuje zarave
nékolik nenabitych aminokyselin (alanin 3 %, valirB2p, prolin 1,3 %), ale ma hydrofilni
profil. Sekvence proteinu BmS2-A daa na konci Sestého exonu (E6), pokryva cely exon
E7 a E8 a ko¥i na z&atku exonu E9a. Rekombinantni protein BmS2-A obgativa kratké
motivy RE a RD, oba motivy se v proteinu vyskytgictyiech opakovanich.

Skvence kédujici rekombinantni protein BmS2-B mé asinokyselin a kdéduje protein
o velikosti 30,2 kDa. Protein BmS2-B je stejako BmS2-A odvozen od gerger-2a ma
rovrez ¢isté prirodni charakter. Je to produkt alternativnihoigastexonu E9a gensericin
2. Sekvence Useku kodujiciho rekombinantni protenSB-B je Zasti identicka se sekvenci
proteinu BmS2-A (prvniast sekvence od konce exonu E6 deakas exonu E9a), liSi se
v druhém oddilu sekvence kddovanou exonem Ed&stne exonem E9b. Rekombinantni
protein BmS2-B ma také hydrofilni charakterfey@hou aminokyseliny serinu (18,8 %),
lysinu (15 %), k. glutamové (13,9 %) a k. aspara&g(®,4 %). Z nenabitych aminokyselin
v sekvenci BmS2-B igvazuje alanin (3 %), valin (2,3 %) a fenylalanin5(%). BmS2-B
obsahuj&tyii RE actyti RD motivy, k tomu dalSi adhezivni motiv NGR.

Kédujici sekvence proteinBmS2-A a BmS2-B jsou schematicky znazom na
obrdzku 5. Resné sekvence obou protieia vyzng@eni v map genuSer-2 jsou uvedeny

v priloze 2.
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E1+2 E3+4+5 E6 E7+8 E9a El0a E9b E10b+11

T | I

Obrazek 5 — schématické znazormi pozice sekvenci rekombinantnich proteiha BmS2-A a BmS2-B

Vv genusericin 2.

Kromé uvedenych firodnich sekvenci (BmS2-A a BmS2-B) byly navrzerny dmglé
sekvence BmS2-GL1 a BmS2-GL2 s optimalizovanym ¢xgim kodord, které koduji
jednoduché syntetické proteiny.

Sekvence BmS2-GL1 ma celkem 589 aminokyselin a jeodtotein o velikosti 67,6
kDa. Protein se sklada ze dvou Uselenusericin 2 Prvni Usek tvii sekvence exonu E3,
E4, E5 acasténé E6. Tento Usek charakterizujgidéni nepolarnich aminokyselin (leucin
6,3 %, valin 3,8 %, izoleucin 2,8 % a fenylalanif8%) s aminokyselinami nabitymi (k.
glutamova 19,9 % a lysin 17 %). Druhoasti proteinu BmS2-GL1 je 317 aminokyselin
dlouha repetitivni oblast exonu E9a, bohata nanly$B,7 %), k. asparagovou (15,8 %) a
serin (15 %). Pogrné vysoké zastoupeni v druliésti proteinu BmS2-GL1 maji nepolarni
aminokyseliny prolin (11,8 %) a alanin (4,4 %). B2aGL1 obsahuje adhezivni motivy
KLEK, NGR, RE (2 x), RD (4 x). Akoli jsou u proteinu BmS2-GL1 pozmené kodony,
sekvence aminokyselin, ktera je od genu Ser-2 ashzastala identicka. Schéma
porovnani sekvence rekombinantniho proteinu BmS2-Glgenu Ser-2 je znazéno na

obrazku 6. Resnou sekvenci proteinu a jeji vyZeai v map genu Ser-2 obsahujéiloha 2.

E1+2  E3+445 E6 E7+8 E9a El10a E9b E10b+11
Ill l | l | l | l | l | l | l |
' e | ] b ! !

Obrazek 6 — schématické znazorni sekvence rekombinantniho proteinu BmS2-GL1 v gansericin 2.

Rekombinantni protein BmS2-GL2 je plsynteticky. Jeho chimerickd sekvence byla
vytvoiena na zaklad homologie mezi sekvenci genu SerBoihbyx moli, adhezivniho
proteinu Slavky jedlé Mytilus eduli3 a adhezivniho proteinu Trypanosomy americké
(Trypanosoma cruki Sekvence proteinu BmS2-GL2 je plnepetitivni a tvé ji motiv
DYEKANYRSPSHR, ktery se v molekule opakuje celkesmaactkrat. Rekombinantni
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protein BmS2-GL2 o velikosti 30,2 kDa koduje 246iaokyselin s dominantnim zastoupeni
serinu (15,8 %), argininu (15 %) a tyrozinu (14,6. %zhledem Kk repetitivni sekvenci
obsahuje tento protein ve své molekule 16 x adhézwotiv RD. Ukazka homologie
adhezivnich proteil) od kterych byla syntetickd sekvence proteinu Bi&%2 odvozena, je
znazorkna na obrazku 7 . Uplna sekvence rekombinantnibi@imu BmS2-GL2 je uvedena

v priloze 2.

EXONSA PRO PELRY < PINDREIP S VI8 TIa K A\ K PN Dt PEIDINPURaKta < PIeRts P S Piade T < A K PREDINE PEEEe T3
MUSSEL PRO 298 )FPTYKL 5 NS S YR P TY K AR S YR PTYEA Pre TH K AK Pilges SENY
TRYPANOS PRO 157 2D Pl AFISK PAE PlAgR REA PR AR P VHEK PAE Pllgn — SEND PlASEY
EXONSA PRO 345 JAVIFNERS ————-| |z8288 T13 K A K PINEDIsts EUNE] P RSES KDTEKASFNGRS
MUSSEL PRO 358 AL SY|APTYKA PIS Th{F A K P Y b ESY)RPTYKAIME SYRPTYKE
TRYPANOS PRO 216 E R ANEK AR PINSAFISK PAR Pllg — 0 Cls ) HSK P AL Plag "KEA | PrEND PENS

Obrazek 7 — ukazka homologie sekvenci adhezivnicligieint Bource moruSového Bombyx mori),
Slavky jedlé Mitilus edulis) a Trypanozomy americké {Trypanosoma cruz).

6.1.2 BmS2-A

Ze stedniho Useku snovacich Zlaz (MSG) larvy Bource Smrého v 5. instaru byla
izolovana mRNA. Tato mRNAfgdstavovala templéat pro reverzni transkripci a pwékno
cDNA bylo pouzito k amplifikactasti genu Ser2 o velikosti 897 bp (rekombinantotgin
BmS2-A). PCR produkt o velikosti 897 bp purifikoWan agar6zového gelu byl zaligovan
do klonovaciho vektoru pGEM-T Easy a transformodéanchemicky kompetentnich btk
TOP10. Ritomnost inzertu byla @¥ena pomoci PCR z bakterialnich kolonii. Z pozitdmi
bakterialnich kolonii byl izolovan plazmid &ifmmnost inzertu v plazmidu byla &ena
sekvenani reakci. Owieny plazmid byl pouZzit pro amplifikaci tupych kandnzertu
enzymemPlatinum® Pfx DNA Polymeras®CR produkt o velikosti 897 bp byl purifikovan
z gelu a zaligovan do expresniho vektpiiT 160/GW/D-TOPQille kitu Champiof* pET
Directional TOPO® Expression Kits with Lumio™ Teology, ktery rekombinantni protein
exprimuje spoléné s hexahistidinovou kotvou (His — Tag) a luminisa@m markerem
(Lumio — Tag). Fitomnost inzertu ve vektoru byla detekovana PCRktdrialnich kolonii.
Identita inzertu v plazmidu byla &tena sekverimi reakci. Sekvencéasti genu Ser-2
kodujiciho rekombinantni protein BmS2-A je uveden@iloze 2. Dokumentai obrazky

k pripraw expresniho konstruktu jsou uvedenyiilqze 3.
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6.1.3 BmS2-B

DNA konstrukt pro expresi rekombinantniho proteBmnS2-B byl gipraven v ramci
mé bakal#ské prace (Staskova, 2009). Sekvetdasti genu Ser-2 kddujiciho rekombinantni
protein BmS2-B je uvedena Yijpze 2.

6.1.4 BmS2-GL1, BmS2-GL2

Rekombinantni DNA sekvence o velikosti 1793 bp @tarktu SerGenEx pro
rekombinantni protein BmS2-GL1) a 767 bp (konstr@inGenEx pro rekombinantni
protein BmS2-GL2) byla syntetizovana ve speciala@a¥firmé GenScript z vodu unikatni
sekvence a Upravy kodbnpro expresi protein v E. coli. Kobima konstrukim byla
nasyntetizovana hexahistidinova kotva, déle ,Stat“,Stop“ kodon. Expresni vektor
PET15b a oba konstrukty (SynGenEx a SerGenEx) s nasyotethymi inzerty byly
nastpeny restriknimi endonukleazami a izolovany z agar6zového gefu. takto
piipravenych Usek DNA byly liga¢ni reakci a naslednou transformaci do chemicky
kompetentnichDH5 alpha burgk pripraveny konstrukty pro expresi protéinFritomnost
inzertu v expresnim vektoru byla &ena restrikni reakci a dale sekvenaci plazmidu.
Sekvencecasti genu Ser-2 koédujiciho rekombinantni protein BaGL1 a syntetické

sekvence kddujici rekombinantni protein BmS2-Glaijavedeny v filoze 2.
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6.2 Exprese rekombinantnich protiein

6.2.1 Expresni kinetika

S plazmidy pipravenymi v bodech 6.1.2. — 6.1.4. byla v expresriiuikdch BL21
provedena expresni kinetika, nebolétani exprese rekombinantnich protemncase 1 — 4
hodiny po indukci exprese. Vzorky bakterialniho digz s exprimovanymi proteiny byly
analyzovany metodou SDS — PAGE. Vzorky byly nangSerdy v pdadi: proteinovy
marker (draha M), bakterialni lyzattase 0 hod., tj. #fed vlastni indukci exprese protéin
(draha 1), bakterialni lyzat s indukovanou exppeeteini v ¢ase 1 — 4 hod. (drahy 2, 4, 6 a
8) a bakterialni lyzat bez indukce exprese (drah$,37 a 9). Vysledky expresni kinetiky
jsou znazorény na dokumentaich obrazcich 8 - 11.

Obrazek 8 — expresni kinetika rekombinantniho
proteinu BmS2-A (33,5 kDa) na SDS-PAGE

Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1811)
Draha 1: Bakterialni lyzat &ase 0 h.

Draha 2, 4, 6, 8: Bakterialni lyzatcase 1 — 4 h.,,
indukovnda exprese rekombinantniho proteinu.
Draha 3, 5, 7, 9: Bakterialni lyzatéase 1 — 4 h.,
neindukovna exprese rekombinantniho proteinu.

Pozn.: Exprese proteinu BmS2-A ozena Sipkou a
oramovana bile.

Obrazek 9 — expresni kinetika rekombinantniho
proteinu BmS2-B (30,2 kDa) na SDS-PAGE

Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1811)
Draha 1: Bakterialni lyzat ase 0 h.

Draha 2, 4, 6, 8: Bakterialni lyzatase 1 — 4 h.,
indukovna exprese rekombinantniho proteinu.
Draha 3, 5, 7, 9: Bakterialni lyzatase 1 — 4 h.,
neindukovna exprese rekombinantniho proteinu.

Pozn.: Exprese proteinu BmS2-B oZeaa Sipkou a
oramovanaerrs.
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kba M 1 2 3 45 6 7 8 9
250 - w= e - !_ ! Obré_zek 10 — expresni kinetika rekombinantniho
w-=-= = BEBR proteinu BmS2-GL1 (67,6 kDa) ha SDS-PAGE
9752_ : 41 ;-; g == &= Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1811)
== == Draha 1: Bakterialni lyzat &ase 0 h.
SrEm=ETEe Dréha 2, 4, 6, 8: Bakteridlni lyzatase 1 — 4 h.,
+ fod Sud indukovnd exprese rekombinantniho proteinu.
B- WWMTOTS Dréha 3, 5, 7, 9: BakteridIni lyzatase 1 — 4 h.,
28 . W = o1 neindukovna exprese rekombinantniho proteinu.

= Pozn.: Exprese proteinu BmS2-GL1 ozmaa Sipkou a

; oramovana bile.
1 S L

kba M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

250 - - Obrazek 11 — expresni kinetika rekombinantniho
130 - - | proteinu BmS2-GL2 (30,2 kDa) na SDS-PAGE
3‘2 = | Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1811)
55 - . Draha 1: Bakterialni lyzat sase 0 h.
Draha 2, 4, 6, 8: Bakterialni lyzatase 1 — 4 h.,
36 indukovna exprese rekombinantniho proteinu.
Dréha 3, 5, 7, 9: Bakteridlni lyzatase 1 — 4 h.,
28 - neindukovné exprese rekombinantniho proteinu.
Pozn.: Exprese proteinu BmS2-GL2 ogmaa Sipkou a
~ oramovanaerre.
17 - :
T

Z vyslediki expresni kinetiky vyplyva, Ze exprese rekombingaftn proteiri
v indukovanych vzorcich ve vSeckpadech sniZila expresi vlastnich bakterialnictiging.
Nejvétsi mnozstvi rekombinantnich protéirse v bakterialnim lyzatu vyskytuje 3. a 4.
hodinu po indukci exprese, coz je pro expresi pmdter klasické Erlenmayer@vbaice
optimalni doba. Proteiny BmS2-B a BmS2-GL2 jsoutbaélnimi buikami produkovany ve
velké mfe. Protein BmS2-A je exrpimovan v mensim mnozstpicein BmS2-GL1 je jiZ
velice €zké odliSit od ostatnich bakterialnich proteitoz mize byt zgisobeno vysokou
molekulovou hmotnosti proteinu (67,6 kDa).
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6.2.2 Exprese rekombinantnich proteid

Proteiny BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 byly dale purifilany afinitni chromatografii
pomoci hexahistidinové kotvy, protein BmS2-GL2 pyrifikovan z inkluznichdisek. Ol
metody purifikace byly u vSech protéirvizualizovany vertikalni elektroforézou. €eni
piitomnosti proteinu BmS2-A a BmS2-B p#dtbo pomoci specifickych protilatek proti
hexahistidinové kotv metodou western blot.ffomnost vSech rekombinantnich protein
byla dale owtena sekvernmi analyzou na hmotnostnim spektrofotometru (vysted

sekvencace nejsou v praci znazoy).

kba M 1 2 3 4 5 kba M 1 2

250- — 250 -

150 - == 130 -

100 - - e - 95 -

70- 72 -

50 - w» 55 -

it = -
36 -

30- -
28 - —

20- ==

10 - 17 -

5- 1—“ 10 -

Obrazek 12 (vlevo) — purifikace rekombinantniho praeinu BmS2-A (33,5 kDa) afinitni chromatografii
Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1881)

Draha 1: Bakterialni lyzatipd pra&isténim.

Draha 2: Frakce nenavazana na chromatografickankol

Draha 3: Promyvaci frakce 1.

Draha 4: Promyvaci frakce 4.

Draha 5: Eldni frakce 1.

Obrazek 13 (vpravo) — detekce rekombinantniho protBmS2-A (33,5 kDa) metodou western blot
Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1811)

Draha 1: Elani frakce 1.

Dréha 2: Eldani frakce 2.

Pozn.: Protein BmS2-A oramovéarrs.
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Obrazek 14 (vlevo) — purifikace rekombinantniho praeinu BmS2-B (30,2 kDa) afinitni chromatografii
Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1881)

Draha 1: Bakterialni lyzatipd pr@&istenim.

Draha 2: Frakce nenavazana na chromatografickankol

Draha 3: Promyvaci frakce 1.

Draha 4: Promyvaci frakce 4.

Draha 5: Eldni frakce 1.

Pozn.: Protein BmS2-B ordmovéerrs.

Obréazek 15 (vpravo) — detekce rekombinantniho protBmS2-B (30,2 kDa) metodou western blot
Draha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1811)

Draha 1: Eldgni frakce 1.

Draha 2: Eldani frakce 2.

Pozn.: Protein BmS2-A oramovéarrg.

kDa M 1 2 3 4 5
250 - -% Obrazek 16 - purifikace rekombinantniho proteinu BnB2-
150- = GL1 (67,6 kDa) afinitni chromatografii
100- e o - Dréha M: Proteinovy marker (Fermentas, SM1881)
70 - w- === - Draha 1: Bakterialni lyzatipd pra&istnim.
50 -~ dad Draha 2: Frakce nenavazana na chromatografickankol
40 I — Draha 3: Promyvaci frakce 1.
3 Dréha 4: Promyvaci frakce 4.
Draha 5: Eldni frakce 1.
30 - Pozn.: Protein BmS2-GL1 oramovéerrs.
20 - -
10 -
5 -
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kDa Obrazek 17 - purifikace rekombinantniho

proteinu BmS2-GL2 z inkluznich tlisek

250 -
Draha M: Proteinovy marker (Thermo, 26619)
130 - . . .
100 - Draha 1 — 8: Promyvaci frakce.
Draha 9: Inkluznidiska.
70- Pozn.: Protein BmS2-GL2 oramovéerrs.
55 -
35-
25- =
15 -

Rekombinantni proteiny byly z bakteridlniho lyzafgpmsre purifikovany a jejich
identita byla o¥fena metodou western blot (BmS2-A, BmS2-B) a hmatmiagpektrometrii
(BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL2). Proteiny BIwS a BmS2-B byly na
polyakrylamidovém gelu identifikovany €t$i molekulovou hmotnosti, jelikoZ jsou
exprimovany je& s hexahistidinovou kotvou a luminiséam markerem (Lumio-tag),
jejichz sekvence nejsou zahrnuty v molekulové hmstinproteimi. Oba proteiny jsou
purifikovany s pomarné vysokym vynosem a v alnich frakcich je fitomno malo
bakterialnich kontaminaiit Protein BmS2-GL1 ma na gelu zhruba o 10 kD#Siv
molekulovou hmotnost, nez byla vyptana. Jelikoz mo ve své sekvenci obsahuje
pocatek translace (Met) a histidinovou kotvu, nening@spr@ protein vykazuje &si
molekulovou hmotnost. Tento rekombinantni protean yramci purifikace zarove
nejproblematitéjSi. Na gelu si mizeme vSimnout, z&ast exprimovaného proteinu je odmyta
jiz pted pouzitim promyvacich roztokdalSi¢ast gi samotném promyvani. i frekce
tedy obsahuje poZadovany rekombinantni proteiny glemeérné nizké koncentraci afadou
bakteridlnich fimési. ReSenim nizkého v§tku by byla optimalizace exprese a purifikace
tohoto proteinu. Rekombinantni proteinBmS2-GL2 kybrimovan do inkluznichélisek
v porerné vysokém mnozstvi. Molekulova hmotnost proteinugelu odpovidala @ekavané
hmotnosti 30,2 kDa. Metoda purifikace byla protgenelevna, ale i vysoce ¢iinna.
Purifikovany protein byl siceipizolaci denaturovan, nakonec se ale ukazaloemaiirace
proteinu nema na fughi testy vliv a po rozpu&ti v kyselit mraveri miZe tento protein

slouzit k pozadovanymcéahim.
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6.3 Charakterizace izolovanych rekombiantnich pméte

6.3.1 Meéreni lepivosti proteini

Lepivost rekombinantniho proteinu BmS2-GL2 bylaema na mechanickém izzeni
popsaném v kapitole 5.3.1. Dikyeglchozimu pozorovanitijnavosti sericinovych protein
k hydrofébnimu povrchu byl pro test jako lepeny endl pouZzit polypropylen, zéhoZz jsou
beZzre vyrakeny Eppendorfovy a PCR zkumavky. Adhezivita rekorabimiho proteinu byla
porovnana s kome&nim sericinem (CS), BSA (protein bez zndmych legivylastnosti),
kostnim klihem (proteinové lepidlo) a Skrobovymhidim girodniho givodu (bramborovy
Skrob). Kostni klih a Skrobové lepidlo jsou matgriyuzivané pro lepeniiznych povrcli

v bézné praxi. Vysledek gteni je zndzorn v grafu 1.
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Graf 1 — m&Feni lepivosti proteini

Rekombinantnim proteinem BmS2-GL2 (GL2), kotmém sericinem (CS), bovinnim sérovym albuminem
(BSA) a kostnim klihem o koncentraci 2 a 10 mal™ a objemu 1Qul byly slepeny dva polypropylenové
povrchy o pimeru 0,44 cri. Lepivost proteif byla charakterizovana jako nosnost vyt v gramech na
plochu 1 crf.

Z vysledki znazorgnych v grafu 1 vyplyva, Ze rekombinantni protein 8nGL2 o
koncentraci 10 mgml* ma v porovnani s ostatnimi vzorky nejvyssi lepiv@ento protein
se liSi od ostatnichiftomnosti repetitivni sekvence a je schopny adtrerkvhydrofobnimu

polypropylenovému povrchu.
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6.3.2 Burééné testy

6.3.2.1 Testovani bu&né adheze

Pro testovani fichyceni busk k povrchu oSéeném sericiny a jejichipzivani byly
vybrany dva typy hmyzich bgh (CI8+ a D8) a dva typy bk sawich (NIL-2 a MEF),
vSechny jsou strikéhzavislé na adhezi. Bty nanesené na misku ofsiou proteinovym
filmem byly sledovany vectyiech fGznych aspektech, a to zda adheruji k povrchu,
proliferuji, vykazuji standardni morfologii, a dakgyla métena zivotaschopnost bl

Vysledky pozorovani jsou znazemy na nasledujicich fotografiich a grafech.

Komer¢ni sericin BSA Negativni kontrola  Pozitivni kontrola

Obrazek 18 — Adheze buik k povrchu, bunééna linie CI8+

Obrazky BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GLZegstavuji bitkky CIL.8+ kultivované na
rekombinantnich proteinech na standardni Petritszenpro bakteriologii. Podobrkomegni sericin a bovinni
sérovy albumin (BSA). Negativni kontroldeastavuji biiky kultivované na bakteriologické Petriho misce
s neupravenym povrchem, pozitivni kontroluiky na standardnim povrchu pro tik&é kultury. Fotografie
byly patizeny 3. den kultivace v kompletnim médiu.

Buriky CI.8+ rostou za standardnich podminaikchpycené k povrchu a jednotéiv
Morfologicky jsou to protahlé hiky, které koncovymi vyézky komunikuji s okolim (viz
pozitivni kontrola). Pokud se bka zakulati, je to signal pré&wprobihajiciho bu&ného
déleni, nebo nefirozené ztraty kontaktu s povrchem vedouci k ammt&hluky bugk se
vytvori, kdyz nepichycené biky voln¢ plovouci v médiu adheruji samy na sebe a cela

skupina se pak zachyti za zdravdiclpycenou biiku.
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Vysledek testu adheze CI8+ kma izné typy proteinovych filrin vykazuje znénou
variabilitu. V gipad vzorku BmS2-A se vyskytuji spiSe itky s normalni morfologii,
kulatych je menSi podil. Biky maji tendenci drzet seipsols, shluky ovSem netia Na
proteinovém filmu BmS2-Bieziva maly pdet burgk. Nekolik burgk vypada morfologicky
standardnich, ale nelgpe se snazi o kontakt s okolimieRazuji buiky kulaté a shluky. Na
rekombinantnim sericinu BmS2-GL1 rostouiky standardni morfologie i kulaté, shluky se
netvai. Na proteinu BmS2-GL2 liky proliferuji a vykazuji standardni morfologiii¢kolik
burgk je kulatych. Biiky netvdi shluky a jsou rovnogmné rozrostlé po ploSe.

Komegni sericin je kontrolnim podkladem, na kterémnlyu CI8+opEt rostou se
standardni morfologii a kulaté. Na BSA se kéostandardnich a kulatych btknvyskytuji
shluky burk, buiky jsoutidké a neproliferuji. V negativni kontrolégvaZzuji shluky buk,
buiky kterym se poddo adherovat k povrchu maji Buprilis dlouhé vyksZky, nebo jsou
kulaté (obrazek 18).

|

Komeréni sericin BSA Negativni kontrola  Pozitivni kontrola

Obrazek 19 — Adheze buik k povrchu, bunéénd linie NIL-2

Obrazky BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL2 aanarekombinantni proteiny, na kterych byly
kultivovany buiky NIL-2. Podob® komegni sericin a bovinni sérovy albumin (BSA). Negatikontrolu
predstavuji biiky kultivované na bakteriologické Petriho misce hmmpteini, pozitivni kontrolu biiky na
standardnim povrchu pro tkavé kultury. Fotografie byly gizeny 3. den kultivace v kompletnim médiu.

Buriky NIL-2 jsou protahlé, dlouhé fibroblasty, které& podkladu vytvd souvislou
burgénou vrstvu, kde Ize morfologii stelnou mikroskopii SpatnrozliSit. Buiky vSak

39



rostou zpravidla jednim strem (viz pozitivni kontrola)Casté&ns adheruji i na nefinavém
povrchu buiky, ale vyuZivaji pedevSim intercelularnich adhezivnich molekul a &itv
jakési zachranné si(viz negativni kontrola). Pokud bkia ztrati kontakt s okolim, zakulati

se a odumira.

Na vSech sericinechégtre komeeniho buiky NIL-2 rostly steji dolre a standardn
V piipact BSA je vidit nesoulad ve sénu nistu, buiky ovSem na BSA proteinovém filmu

adheruji a proliferuji (obrazek 19).

b ] " | | ViR, I.f 40 T
Komeréni sericin BSA Negativni kontrola  Pozitivni kontrola

Obrazek 20 — Adheze buik k povrchu, bunééna linie D8

Obrazky BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL&dgstavuji rekombinantnich proteiny nanesené na
Petriho misky pro kultivaci butk D8 kultivované na. PodoBrkomekni sericin a bovinni sérovy albumin
(BSA). Negativni kontrolu fedstavuji biiky kultivované na bakteriologické Petriho misce memesenych
proteini, pozitivni kontrolu biiky na standardnim povrchu pro tik&é kultury. Fotografie byly pgézeny 3.
den kultivace v kompletnim médiu.

Bunky D8 jsou fyziologicky i morfologicky podobné b&imé linii CI8+. D8 buiky
piilezitostrE tvori prostorové s a vyristaji do klasti (viz pozitivni kontrola). B testovani
burééné adheze sefiphytily a proliferovaly na vSech typech sericinatayrekombinantnich
proteini. Na kontrolnim komenim sericinu proliferovaly mén na BSA se htky nectlily
a neprosperovaly. Vifpad negativni kontroly byly fitomné pouze shluky btk beze

znamky Zivota (obrazek 20).
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Komer¢ni sericin BSA Negativni kontrola  Pozitivni kontrola

Obrazek 21 — Adheze buik k povrchu, primarni bun &na kultura MEF

Obrazky BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GLZegstavuji biiky MEF kultivované na
rekombinantnich proteinech giglusSnymi nazvy. PodolBrkomekni sericin a bovinni sérovy albumin (BSA).
Negativni kontrolu fedstavuji biiky kultivované na bakteriologické Petriho misce lrekombinantnich
proteini, pozitivni kontrolu biiky na standardnim povrchu pro tik&é kultury. Fotografie byly pizeny 3.
den kultivace v kompletnim médiu.

MEF jsou mysi primarni fibroblasty, fyziologicky mnorfologicky velice podobné
s burg¢nou linii NIL-2. Jsou to velké, dlouhé, viaknitériiy zavislé na mezibwiném
kontaktu a adhezi. Kultivai povrch potistaji souvislou vrstvou, kde nelze jednotlivéiky
snadno rozlisit (viz pozitivni kontrola). K neadhedmu povrchu (negativni kontrola) se
buiky prichycuji Spats, neproliferuji a snazi se navazat kontakt se zigivai buikami.
Pokud MEF nemohou kontakt navazat, zakulati se @ptegiji, pog. se uvolni do
kultivaéniho média.

Testy buiené adheze na proteinovy film ukazaly, Zenlou se d& kultivovat na
rekombinantnim proteinu BmS2-A, BmS2-GL1 a BmS2-GBaiky péstované na proteinu
BmS2-B jsou morfologicky srovnatelné s negativnintkolou. MEF na kome&nim sericinu
a BSA neporostly cely povrch, ale morfologicky eeijv pdadku (obrazek 21)..

Testovani burééné adheze — shrnuti:

Test schopnosti bék CI8+, D8, NIL-2 a MEF ukazal, Ze jsou vSechny ytypurek
schopné do jisté miry na proteinovych filmech adhat. Pro dalSi testy kvantitativhiho
charakteru byly vybrany béutné linie CI8+ (zastupce hmyzi btémé linie) a NIL-2
(zastupce sadich burgk).
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6.3.2.2 Mereni zivotaschopnosti bugk CI8+ a NIL-2 (MTS test)

MTS test je kolorimetrickd metoda, ktera kvantitadi meii  Zivotaschopnost
testovanych busk. Principem metody je redukce tetrazoliovych siéhydrogenazami
metabolicky aktivnich bufk nacerveny formazan, tkery je rozpustny v kultimém médiu.
Intenzita zabarveni je pakimo Unérnd aktivié sledované busgné populace.

MTS test bunék CI8+

Zivotaschopnost CI8+ bun &k na proteinovém filmu
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Graf 2 — Méfeni zivotaschopnosti buk CI8+

Graf prezentuje zivotaschopnost BkrCI8+ po 24 hod. kultivace na proteinovém filmwiiRy CI8+ byly

v minimalnim médiu naneseny na testované povralfigle kultivovany za standardnich podminek. Podtéte
s burgénymi kulturami proveden MTS test. Vzorek A, B, GB1GL2 symbolizuje rekombinantni protein
BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL2. Korter sericin je v grafu znaza¥n pod zkratkou CS, bovinni
sérovy albumin jako BSA. Negativni kontrola zndizge buiky kultivované na bakteriologické Petriho misce,
vzorek UV predstavuje biiky oz&ené ultrafialovym zéenim pro indukci apoptézy. Pozitivni kontrola iy

pestované na povrchu standardnim praitkée kultury) gredstavuje 100 % metabolickou aktivitu Blra neni
v grafu znazoréna.

Z grafu 2 vyplyva, Ze hiky péstované na rekombinantnich proteinech BmS2-A, BmS2-
GL1 a BmS2-GL2 dosahuijitiplizné 80 % aktivity bugk kultivovanych za standardnich
podminek. Metabolick& aktivita bék kultivovanych na rekombinantnim proteinu BmS2-B
¢inila necelych 60 % a je srovnatelna s aktivitondkunegativni kontroly. Nejiie se
bunkdm dailo na komeénim sericinu, jejichz aktivita nedosahovala ani %40 Naopak,

Zivotaschopnost bwk kultivovanych na BSA filmu dosahuje tém70 %. Buiky oz&ené
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UV swétlem jsou apoptické a dokazuji, Ze metabolickavaktipti apoptoze klesa. Statisticka
analyza potvrdila pozitivni efekt rekombinantniarisini BmS2-A, BmS2-GL1 a BmS2-
GL2, na kterych biiky oproti negativni kontrole prosperuji. ZarazZejeeifakt, se biikdm
kultivovanym na komeinim sericinu délo ménrg, nez v negativni, nebo UV kontrole. Tento
jev mize byt vys¥tlen kultivaci bugk v minimalnim médiu bez obsahu fetalniho bovinniho
séra (FBS), které by za standardnich podminek (koeém médiu) poskytlo hikam
jakousi ochranu igd moznym v§Sim agens obsazenym v korr vyrakEném sericinu
(graf 2).

MTS test bunék NIL-2

Zivotascopnost NIL-2 bun &k na proteinovém fimu
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Graf 3 — Méfeni zivotaschopnosti buik NIL-2

Graf prezentuje Zivotaschopnost BkrNIL-2 po 24 hod. kultivace na proteinovém filmBuriky NIL-2 byly

v kompletnim médiu naneseny na testované povra8lekultivovany za standardnich podminek. Postéte
s burgénymi kulturami proveden MTS test. Vzorek A, B, GB1GL2 symbolizuje rekombinantni protein
BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL2. Kornter sericin je v grafu znazao¥n pod zkratkou CS, bovinni
sérovy albumin jako BSA. Negativni kontrola zndizge buiky kultivované na bakteriologické Petriho misce,
vzorek UV predstavuje biiky oz&ené ultrafialovym zéenim pro indukci apoptézy. Pozitivni kontrola iilay
pestované na povrchu standardnim praitkée kultury) gredstavuje 100 % metabolickou aktivitu Blra neni

v grafu znazoréna.

U burns¢né linie NIL-2 jsou narrené hodnoty metabolické aktivity velice vysoké u
vSech sledovanych vzairk vyjma negativni a UV kontroly. NejvySSi nafanou hodnotu

dokonce pedstavuje samotny kontrolni vzorek, kotmérsericin, ktery se ovSem svymi 96
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% vyrovna s rekombinantnim proteinem BmS2-A (95,8 Wysledky statistické analyzy
potvrzuji signifikantni rozdily mezi proteinovymilry a negativni kontrolou, resp. UV
kontrolou (graf 3).

M éreni Zivotaschopnosti buk — shrnuti

MTS test prokazal u obou typbursénych linii (CI8+ a NIL-2) pozitivni vliv
rekombinantnich sericinna Zivotaschopnost béin Ke komplikaci doslo azip nameieni
extremm nizkych hodnot metabolické aktivity bikn CI8+ po kultivaci na koménim
sericinu, kde prawbodobr doslo k ovlivreéni testu kultivaci bugk v minimalnim médiu. U
burgcné linie NIL-2 naopak nebyly fetelné rozdily mezi testovanymi vzorky (vyjma

negativni a UV kontroly). Proto byly s tkemi provedeny dalSi testy (viz dale).

6.3.2.3 Kvantitativni stanoveni adheze a proliferazbunék CI8+

Proliferace bun ék CI8+
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Graf 4 — Stanoveni pétu bunék CI8+ prvni a tfeti den kultivace

Graf znazoaiuje nafist CI8+ burk prvni den (prvni sloupec) #eti den (druhy sloupec) kultivace na ploSe 0,36
mn?. Absolutni nansten& hodnota je vyjddna jako pdet procent vztaZzenych na negativni kontrolu. Data b
transformovana na logaritmus hodnotiiBy CI8+ byly v kompletnim médiu naneseny na test@vpovrchy a
kultivovany za standardnich podminek po dabald.. Vzorek A, B, GL1 a GL2 symbolizuje rekombinaintn
protein BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL2. Kotmérsericin je v grafu zndzo¥n pod zkratkou CS,
bovinni sérovy albumin jako BSA. Negativni kontrataazoiiuje buiky kultivované na bakteriologické
Petriho misce a pozitivni kontrolou jsourtby péstované na povrchu standardnim praitkéé kultury.
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Z vysledku niizeme pozorovat profil proliferace biknna testovanych vzorcich. Prvni
den kultivace jsou pity burgk témet vyrovnané, nizkych hodnot dosahuje vzorek BmS2-B,
kontrolni protein BSA, které se shoduji s negatkaritrolou. Péet burgk kultivovanych na
proteinu BmS2-GL1 a BmS2-GL2 se t&mvyrovna pdétu burék v pozitivni kontrole.
V piipact proteinu BmS2-A, BmS2-GL1 a BmS2-GL2 sei@oburgk oproti prvnimu dni
kultivace do tetiho dne vyrazhzvysil, v gipact proteinu BmS2-B a BSA byl zaznamenan
slabSi naist patu burek. Vysledky statistického vyhodnoceni potvrzuji, Z=
rekombinantni proteiny BmS2-A, BmS2-GL1 a BmS2-Gignifikantre neliSi od kontroly
pozitivni a maji zarove prikazreé lepSi &inek na buicnou proliferaci, nez negativni
kontrola, BSA a protein BmS2-B. Mirny pokles¢po burek je zaznamenan u kongeiho
sericinu a pozitivni kontroly (graf 4).

6.3.2.4 Morfologie CI8+ burgk (%)
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Graf 5 — RozliSeni morfologie CI8+ buik

Graf znazoiuje morfologii CI8+ buik, které jsou rozéleny do kategorie a) standardni morfologie (spodni
sloupec) a b) kulaté kiky (horni sloupec). Morfologie byla sledovana prarifeti den kultivace na ploSe 0,36
mn? a hodnoty v grafu ti® pramér téchto hodnot. Absolutni naffena hodnota je vyj&dna jako poet
procent z celkového gtu burék. Buiky CI8+ byly v kompletnim médiu naneseny na testév@ovrchy a
kultivovany za standardnich podminek po datbami. Vzorek A, B, GL1 a GL2 symbolizuje rekombinantni
protein BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL2. Kotmérsericin je v grafu znazo#n pod zkratkou CS,
bovinni sérovy albumin jako BSA. Negativni kontratadzonuje buiky kultivované na bakteriologické
Petriho misce a pozitivni kontrolou jsouithy péstované na povrchu standardnim praitké kultury.
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U proteinu BmS2-A je post burek se standardni morfologii a biknkulatych ténsi
vyrovnany s mirnou fevahou kulatych butk. U rekombinantnich proteinBmS2-B a
BmS2-GL1 pevazuji kulaté btky a u proteinu BmS2-GL2 je mirn&gvaha bugk se
standardni morfologii. U kom@&riho sericinu se vyskytujirpvazre buiky kulaté. Buiky
péstované na BSA jsouigvazre kulaté a graf ma stejny profil jako negativni k.
Muzeme si vSimnout, Ze pozitivni kontrola ieyahou buék se standardni morfologii je
pravym opakem kontroly negativni, kdiiepazuji buky kulaté (graf 5).

6.3.2.5 Kvantitativni stanoveni adheze bufk NIL-2

Mnozstvi NIL-2 burk adherovanych k testovanému povrchu bylo stanoyejioch
obarvenim krystalovou violeti. Krystalova viélg modrofialové barvivo, které pronika do
burgk a pevis se k nim vaze. Violese z budk neda odmyt vodou, ale uvolje se az po
rozpuséni v ¢istém metanolu. Intenzita zabarveni metanolu je gfako Une€rna mnoZzstvi
adherovanych buk (Cell Adhesion Protocol Manual, BD Biosciences

Kvantitativni stanoveni adheze bun ék k povrchu
(1. den kultivace)
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Graf 6 — Kvantitativni stanoveni adheze NIL-2 buik k testovanému povrchu

Graf prezentuje mnozstvi bélaNIL-2 adherovanych k proteinovému filmu po 24 hkdltivace. Buiky NIL-2
byly v kompletnim médiu naneseny na testované pyveckultivovany za standardnich podminek. Vzorek A
B, GL1 a GL2 symbolizuje rekombinantni protein B2nS, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-GL2. Kontef
sericin je v grafu znazokn pod zkratkou CS, bovinni sérovy albumin jako BS¥egativni kontrola
znazonuje buiky kultivované na bakteriologické Petriho misce.zioni kontrola (butky péstované na
povrchu standardnim pro tk@dvé kultury) gedstavuje 100 % a neni v grafu znazom
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Vysledky ukazuji, Ze hiky kultivované na jakémkoli proteinovém filmucetre
komekniho sericinu a BSA, adheruji k povrchu a jejich abstvi ¢ini vice jak 80 %
pozitivni kontroly. Nej¢tSi nafist burgk vykazuje rekombinantni protein BmS2-GL1.
Negativni kontrola, kterd dosahuje pouze 34 %, dojea fakt, Ze na pouhém
polystyrenovém povrchu Ikly NIL-2 neprosperuji. VSechny proteinové povrchy

signifikantre zlepSuji podminky pro bétnou adhezi a proliferaci (graf 6).

6.3.2.6 Morfologie burék NIL-2

Vizualizace bui&ného cytoskeletu pomoci fluoreséatho barveni je velice citliva
metoda, kterd dok&ze v kombinaci s konfokalni nskopii zobrazit detailni rozdily
v morfologii burgk. Principem metody je specificka vazba fluoresoénznaeného
phaloidinu na aktinova vladkna tiky (F — aktin). Jaderna DNA je ztena fluoresceimi
latkou DAPI, ktera se vaze specificky na DNA a eneitmodrou fluorescenci.

BmS2-A BmS2-B BmS2-GL1 BmS2-GL2

Komer¢ni sericin Negativni kontrola  Pozitivni kontrola

Obrazek 22 — Vizualizace cytoskeletu bufk NIL-2 po adhezi na testované povrchy.

Fotografie budk znazoiuji zformovani aktinovych vlidken a jaderného chrimaburék NIL-2 po 24 hod.
kultivaci na proteinovych filmech vyt¥enych z rekombinantnich seriGéiBmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a
BmS2-GL2, komemiho sericinu a BSA, za standardnich podminek. tkagakontrolu gredstavovaly biiky
kultivované na polystyrenové bakteriologické misae pozitivni kontrolu biiky rostouci na povrchu
standardnim pro tkévé kultury. Aktinova vldkna bwk byla vizualizovana fluorescémé znaenym
phaloidinem (Texas Red®-X phalloiditgrverg, burgéna jadra pomoci fluoresc&mho barviva DAPI moik.
Uvedené snimky byly gézeny na konfokalnim mikroskopu.
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Vysledek vizualizace bwiného cytoskeletu linie NIL-2 vypovidd o kondici
testovanych butk. Builky NIL-2 vytvari za standardnich podminek’ siktinovych vidken
v buice rovnongrné rozprostenych. Jadra bwk jsou relaxovana a velkd (viz pozitivni
kontrola, obr. 22). # nedostateném gichyceni buky k povrchu dochazi ke smggi a
nahromadni aktinovych vlaken, vytieni fibroidniho tvaru btky, nebo jejiho zakulaceni
(Caron, 2003) a jadra bek jsou kondenzovand, coz je charakteristické pmrabiajici
apoptézu (viz negativni kontrola, obr. 22).

NIL-2 kultivované na proteinovém filmu BmS2-A jsaalaxované a aktinova vldkna
jsou v buikach rovnonarné rozprostena. Buiky vytvéri souvislou vrstvu s intercelularnimi
kontakty a jen olas se vyskytuje nahrom&ad aktinu. Na rekombinantnim proteinu BmS2-
a buiky se scvrklymi jadry, kterych je asi 30 %. Na phwr BmS2-GL1 maji hiky
vétSinou relaxovana jadra i aktinova vldkna. Morfoby se od pozitivni kontroly liSi
protdhlym tvarem. Stefn jako u proteinu BmS2-B se zde objevuji kulaténkyu
s kondenzovanymi jadry a nahroniagim aktinem. Na proteinovém filmu BmS2-GL2
buiky netvai piiliS ucelenou strukturu. Pam kulatych bugk s kondenzovanym
chromatinem a butk se standardni morfologii je asi 1 : 2. Morfologiek kultivovanych
na kome&nim sericinu je srovnatelna se vzorkem BmS2-GL2.pNarchu tvédeném BSA
bunky témei neobsahuji nahroméwa aktinova vlakna a kondenzovany chromatin, n&iitv
ovSem uceleny buiny celek a neproliferuji (biky tvori na BSA povrchu jakési batné
mapy); (obrazek 22).
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7 Diskuse

7.1 Lepivé vlastnosti rekombinantniho proteinu BRGE2

Dosud se nepotito uméle pripravit péirodni adhezivniho proteiny typuripodniho
lepidla slavky jedlé, nebo bource morusoveho, agiheztratily ¥tSinu svych vlastnosti.
Proto jsme se v této praci syntézou takového bieridt zabyvali.

Srovnanim sekvenci kodujicich lepivy protein serigi bource morusového s dosud
znamymi sekvencemi protéirbyla nalezena napadna shoda s adhezivnimi proséanigy
jedlé a trypanosomy americké (az 30 % identita akyiselin) (Kludkiewicz et al., 2009).
Na zaklad konsensu uvedenych protéityla gipravena synteticka sekvence koédujici
rekombinantni protein nazvany BmS2-GL2. Tento protg/l v ramci této prace usgre
exprimovan v bakterialnim expresnim systému a figokian z inkluznich dlisek.

V testech adhezivity (mira lepivosti, kterd byl@rema jako nosnost proteinoveho lepidla
na plochu 1 cr polypropylenu) se prokazalo, e roztok proteinuSRGL2 (protein
rozpusény v kyselirt mraverti) ma lepivy potencial a v naSich pokusech dokaqrieekil
lepivé vlastnosti kostniho Klihu. #fiPsrovnani vysledk s podobnym testem lepivosti
sericinovych protein (Kludkiewicz et al, 2009) je v naSich pokusech iNép sila
kontrolniho kostniho klihu poemé nizka. Givodem niize byt volba jiného lepeného
materialu (hydrofobni polypropylen oprotiedyu) a pordrné nizka pouzita koncentrace
klihu amerné s koncentraci rekombinantniho proteinu BmS2-GL2ysledk testu roviz
vyplyva, Ze se zvysujici se koncentraci roste nsistestovaného lepidla. Zajimavé by
proto bylo napiklad jeS¢ o fad zvySit koncentraci proteinu BmS2-GL2 a porovmdtu
lepivosti se sotasnymi vysledky. Izolace rekombinantnich proleine WtSim mnoZstvi je
ale @i expresi proteid v Erlenmayerovych kikach pondrné narana. Pro zvysSeni

vytéZzku proteiri by bylo zapatebi pouzit fermentor.

7.2 Aplikace rekombinantnich protéigenuSer-2ve tkaovych

kulturach

Rada aplikaci biologickych adheziv stuje do mediciny od hojeni ran, po tik&é

inZenyrstvi, kloubni nahrady a zubni implantaty. zmpotebi, aby nové adhezivni

49



materialy byly pl& kompatibilni s okolni tkani, podporovaly proliferaosteocyt,
chondrocwyt a jinych typm burek (Anselme, 1999).

V této praci se zabyvdme moZznym pouzitim sedicve tk&ovych kulturdch
podrobrji. Pro funkéni testy byly pipravenyctyii kratSi rekombinantni proteiny odvozené
od genu Ser-2 (BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 a BmS2-Gk2)kterych se vizné mie
nachazi potencialni adhezivni motivy integrinovyateptoé (Ruoslahti, 1996). Pro
testovani byly pouzity 4 typy hmyzich a &ah burgk striktné zavislych na fichyceni
k povrchu (CI8+, D8, NIL-2 a MEF). Vysledky tésadhezivity ukazaly, Ze po porovnani
s pozitivni kontrolou jsou vSechny typy kikn schopné adherovat k rekombinantnim
proteimlim BmS2-A, BmS2-GL1, BmS2-GL2 a kontafmu sericinu (CS). Na proteinovy
film BmS2-B adheruji pouze bainé linie NIL-2 a D8. Adheze bgk CI8+ a MEF
k proteinu BmS2-B a BSA je srovnatelna s negatikomtrolou.

Vysledky kvantitativnich tegt které byly provedeny na hmyzich kiné linii CI8+
dokazuji, Ze rekombinantni sericiny BmS2-A, BmS2iG. BmS2-GL2 maji dobry vliv
jak na proliferaci, tak na Zivotaschopnost 8uriNejlepsi vysledky jsou ale zaznamenany u
proteinu BmS2-GL2, na kterém rostournky CI8+ prevazri se standardni morfologii.
V publikacich, ve kterych se atitozabyvaji bugc¢nou adhezi, nejsou ovSsem hmyzi
burg¢né linie pouzivany jako modelové. Proto byly expemty dale provedeny se
sawi burg¢nou linii NIL-2, jejiz fyziologické vlastnosti jsowelice podobné fibroblasm.

Kvantitativni stanoveni dinku rekombinantnich proteinna adhezi bugtné linie
NIL-2 potvrdilo, Ze jsou biky velmi odolné, a adheruji a prosperuji na vSegiedh
proteini, wetnt kontrol. Pouze negativni kontrola vykazovala nizkyipé adheze,
proliferace a metabolické aktivity. Mohlo by se zd&e malé rozdily mezi testovanymi
vzorky mohou byt zfisobeny miitenim v prvnim dni kultivace, ovSem fotodokumentace
adheze burk NIL-2 dokazuje, Ze se kikam na proteinovém filmu dido i tieti den.
JelikoZ se pesna morfologie NIL-2 butk dala pod sételnym mikroskopem ve fazovém
kontrastu odhadnout jegZce, byla provedena vizualizace bémych jader a cytoskeletu
konfokalni mikroskopii. Z morfologického hlediska gda byt nejvhodisim povrchem
pro adhezi NIL-2 bu¥k rekombinantni protein BmS2-A, na kterém rostouikyuse
standardni morfologii. U ostatnich vzérkse zainaji objevovat kulaté hbiky s
kondenzovanymi jadry, coz signalizuje apoptozull (& al., 1997). DalSim napadnym
znakem je festavba aktinovych vldken, které jsouc@liou sodasti cytoskeletu. Biky
jsou bul’ Uzké a protahlé, nebo maji nahroreragd aktin Zejme v mistech fokalni adheze.

Tento fenotypovy projev morfologicky napadmripomina fibroblasty (NIH 3T3)
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kultivované dive v laboraté Dr. Schindlery na syntetickéidimenzionalni nanofibrilarni
martix, ktera byla vyrobena kélim kultivace tkéovych kultur (Schindler et al., 2005).
Po vizualizaci aktinovych viaken fluores¢ed znaenym phaloidinem se jevi ztraé
rozdily mezi bukami kultivovanymi na standardnim povrchu (sklopR-a buikami
kultivovanymi na nanofibrilarni 3-D matrix. Morfolee burgk kultivovanych na skle je
prakticky identick& s pozitivni kontrolou uvedenwuéto praci a vpack 3-D matrix
piipominaji morfologii butk NIL-2 péstovanych na rekombinantnich proteinech BmS2-B,
BmS2-GL2 a komenim sericinu (nahrom&di aktinu v mistech fokalni adheze). Autor
v zawru prace uvadi, Ze morfologické Zny jsou zfisobené 3-D strukturou kultivaiho
podkladu a simulujiifirozenou morfologii buék organismu adherovanych k extracelularni
matrix. Zde je na mi&tlvaha, zda by nemohly rekombinantni proteiny 3tiksuru
piipominat. Bohuzel ale nebyla provedena charaktegizdyzikalnich vlastnosti
proteinovych filmi. Nas vysledek vizualizace aktinovych vlaken je n&dv podobny
vysledikam v dalSi publikaci (Kamal et al., 2005), kde jerganizace cytoskeletu NIH 3T3
fibroblasti spojovdna do souvislosti s aktivaci Rac damé signalizace, kterd vede
k depolymeraci F-aktinu aistu filopodii, resp. lamelipodii. Pozorovana rewigace
aktinu naznéuje migraci butk, coz by mohlo znamenat snahu o hledatinivéjSiho
prostedi k istu. V publikacich bohuZel nejsou uvedena dataakiy charakterizovala
bung¢nou vitalitu (nap. kondenzace jader u apoptickych tkin

Je Zejmé, Ze zkoumané rekombinantni proteinyizné mife podporuji bu&nou
adhezi, &koli se nevyrovnaji kultivaci butk na standardnim povrchu (pozitivni kontrola).
OvSem naSe vysledky dosahuji kvalit vyskedkublikovanych. Nafiklad K. Tsubouchi
uvadi, Ze film pipraveny ze sericinu M (proteinova frakce prgwodobré odvozena od
genuSer-]) zvysuje proliferaci lidskych fibroblas@az o 250% (Tsubouchi, 2005). Sericiny
jsou ale v tomto fipadt aplikovany na Petriho misku upravenou prontk#& kultury a
praw souwinnost se standardnim povrchem by mohla pozitignlivnit vysledek testu.
V této praci jsme se roen pokusili oSeit standardni povrch rekombinantnimi sericiny,
pii nasledné kultivaci butk NIL-2, nebyly ovSem pozorovany zadné vyraznéemyn
v jejich proliferaci (data nejsou znazéna). Proto byl k pokusn vybran povrch strikgh
nevhodny pro kultivaci butk (polystyrenova bakteriologickd miska), po jehgraw
rekombinantnimi sericiny byl pozorovatidek samotného proteinu.

V praci O. Akturka je analyzovano vyuziti membrdgfipravené ze sisi kolagenu a
komekniho sericinu fi regeneraci tkani. # studiich in vitro nevykazuje kolagen

obohaceny sericinem lepSi hodnoty, nez kolagen sgmoebo standardni povrch pro
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tkaiové kultury (podobé jako vysledek tefitprovedenych v této praci). Adicse ale dale
zantfili na sledovani regenafai schopnosti testovaného materiawivo. Z pozorovani
rychlosti regenerace tk&nvyplyva, Zze by mohl byt kolagen obohaceny o seaeou
slozku vhodnym materidlem k oBehi poragné tkar, nebo popalenin (Akturk et al.,
2011).

DalSim reprezentativnim vysledkem je vyuziti sexicv kombinaci s Zelatinouip
vyrobé 3-D struktur a 2-D filnd k aplikaci ve tkhovém inzenyrstvi (Mandal et al., 2009).
Tato prace prezentuje vitalitu, morfologie a schagirproliferace fibroblagt(AH927) na
biomateridlech obohacenych sericinovou slozkou.ladksy morfologie budk zobrazené
konfokalni mikroskopii se do velké miry shodujiysikedky uvedenymi v této praci. Auto
dale testovali imunitni odped’ burgk pii ptitomnosti sericii a data potvrzuji, Ze
v porovnani s bakterialnim lipopolysacharidem (LPS&Jriciny nevyvolavaly sik)si
imunitni reakci makrofag Tento vysledek poukazuje na kompatibilitu seficin
S Zivaiisnou tkani.

Z uvedenych praci tedy vyplyva, Ze vyuziti serickivyrobs riznych adhezivnich
materiali pro tkaové inzenyrstvi ma sy vyznam. Publikace o biomaterialech
obohacenych sericiny jsourikladem vhodného vyuzitiethto adhezivnich protein
Z hlediska aplikace samotnych rekombinantnich Bseric které byly v této praci
piipraveny, neni jejich vyuZiti vzhledem kimému povrchu pouZivanému pro itkaé
kultury signifikantni. Ale napiklad v kombinaci s hydrogelem by mohly byt tytot@iny
vyuzity k vyrok® adhezivniho biomaterialu. N&glad v publikaci (Nuttelman et al., 2001)
jsou prezentovany pozitivni ¢iinky polyvinylalkoholového hydrogelu obohaceného
fibronektinem na buftnou adhezi, proliferaci a migraci btkn Vysledky vykazuji dobry
stav a morfologii bugk (NIH 3T3 fibroblast) kultivovanych na testovaném povrchu a
pocet burgk lehce pevazuje nad standardnim povrchem praidk@ kultury. Pokud by se
poddilo do hydrogelu inkomporovatidba rekombinantni protein BmS2-A, kteryglm
dobry vliv na proliferaci a bugnou morfologii, vedl by mozna tento krok k vylepgen
takového materialu. Inspiraci pro vyuZziti rekomioitmach sericif se také stala publikace,
ktera se zabyva syntézou biomaterialu vyrobenéhmbkamaci kyseliny polyglykolove
(PGA, organicka slatenina vyuzivana k vyrab vstebatelného Siciho materialu) a
kratkého proteinového adhezivniho motivu RGD (Huah2010). PGA / RGD material
podporuje adhezi a proliferaci endotelialnich &dua je pl& kompatibilni s okolni tkani.

Vyhledem do budoucna by mohly byt pro vybrané reimantni sericiny podobné
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aplikace v podob proteinovych membran, hydrogelvlaken, nebo 3-D struktur, které by
nasly uplatani nejen v tkhovém inZenyrstvi, ale i v poddbegeneranich biomateriai.
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8 Zawr

8.1 Riprava rekombinantnich protdin

Vramci této prace byly fpraveny plazmidové vektory pro expresi
rekombinantnich protein BmS2-A, BmS2-GL1 a BmS2-GL2, konstrukt pro
expresi proteinu BmS2-B byfipraven v ramci moji bakaigké prace (Staskova,
2009).

Rekombinantni proteiny BmS2-A, BmS2-B, BmS2-GL1 an®-GL2 byly
exprimovany v bakterialnim expresnim systému.

Proteiny BmS2-A, BmS2-B a BmS2-GL1 byly purifikowarza nativnich
podminek pomoci afinitni chromatografie.

Protein BmS2-GL2 byl purifikovan z inkluznictlisek bakterii za denatuf@ich
podminek.

Purifikované rekombinantni proteiny byly dialyzoyéa lyofilizovany.

8.2 Charakterizace adhezivnich vlastnosti izolgehrproteiri

8.2.1

8.2.2

Méreni lepivosti proteini

U rekombinantniho proteinu BmS2-GL2L byl&imna mira adheze (tj. lepivost)
k hydrofobnimu povrchu (polypropylenu). Lepivosbiinu byla vyjaéena jako
nosnost lepidla na plochu 1 &mPriimérna nosnost rekombinantniho proteinu
BmS2-GL2 byla 24,2 gcnt.

Burgééné testy

VSechny rekombinantni proteiny byly pouzity k @éai povrchu nevhodného pro
pestovani busénych kultur, polystyrenové bakteriologické miskyofginovym
filmem.

Vliv proteinového filmu na buttnou adhezi byl testovan pomoci Blrstriktne
zavislych na fichyceni k povrchu (CI8+, D8, NIL-2 a MEF). Vysledkestu
ukazaly, Ze vSechny typy bk jsou schopné adherovat k rekombinantnim
proteimlim BmS2-A, BmS2-GL1, BmS2-GL2. Na proteinovy film B2+B
adheruji pouze bwiné linie NIL-2 a D8.
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U vybranych bu&inych linii (CI8+ a NIL-2) byla kvantitativh stanovena
Zivotaschopnost buk, proliferace a buftna morfologie.

Kvantitativni testy potvrdily, Ze hiky CI8+ prosperuji na proteinech BmS2-A,
BmS2-GL1 a BmS2-GL2, protein BmS2-B neni vhodnymarpbem pro kultivaci
bunsk.

Vysledky kvantitativnich tesét provedenych s bétinou linii NIL-2, dosahuji
vysokych hodnot u vSech rekombinantnich prateit morfologického hlediska
ma nejlepsSi vliv na adhezi b&imé linie NIL-2 rekombinantni protein BmS2-A,
dale pak BmS2-GL1.#kultivaci burek na proteinovém filmu BmS2-B a BmS2-

GL2 se jiz morfologie butk od morfologie standardni p@mme liSi.
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10 Rilohy

10.1 Riloha 1 — dodatek k materialu

10.1.1 Pufry a roztoky

VSechny roztoky byly sterilizovany, nebéigravany sterilnim postupem.

10.1.1.1Fyziologické roztoky

Ringerav roztok 10 x PBS, zasobni roztok

NacCl 10,93 g NacCl 80¢g

KCI 1,579 KCI 29

CaCb - 2H,0 0,83 ¢ NapgHP Oy 14,49

MgCl; - 6H,0O 0,83 ¢ KH2POy 2449

Doplnit H,O do 1 litru Doplnit H,O do 1 litru
pH 7,4

1 x PBS, pracovni roztok
10 x PBS 100ml
Doplnit H,O do 1 litru

10.1.1.2 Elektroforéza

50 x TAE pufr, zasobni roztok 1x TAE pufr, pracovni roztok
Tris 242 g 50 x TAE 20 ml
Ledova kyselina octova 57,1 DoplInit H,O do 1 litru
0,5 M EDTA 100ml

Doplnit H,O do 1

litru

pH 8,0
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RB pufr (Running Buffer)

Tris 3,029
Glicine 18,89
20 % SDS 5ml
Doplnit H,O do 1 litru

10.1.1.3Polyakrylamidovy gel (10%)

TB pufr (Transfer Buffer)

Tris 3,029
Glicine 14,41 g
100% metanol 200 ml
Doplnit H,O do 1 litru

Chemikalie Separani gel (10 ml) Zaostovaci gel (2 ml)
destil. H20 sterilni 4 mli 1,4 ml

30 % akrylamide mix_Bis 3,3ml 330ul

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5ml -

1 M Tris (pH 6,8) - 250 pl

10 % SDS 100 pl 20 pl

10 % APS 150 pl 40 pl

TEMED 6 pl 2 ul

10.1.1.4Western blot
Roztok primérni protilatky
Primérni protilatka 1@l

Blokovaci roztok 10 ml

Blokovaci roztok
Skim Milk Powder12,5 g
Doplnit 1 x PBS do 250 ml
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Roztok primérni protilatky
Sekundarni protilatka 2l

Blokovaci roztok 10 ml

PBS — tween
Tween — 20 10Ql
Doplnit 1 x PBS do 1 litru




10.1.1.5Purifikace rekombinantnich proteini z cytozolu
IBB 1. pufr (Inclussion Bodies Buffer 1.)

100 mM Tris / HCI

100mM NacCl

1 mMEDTA

0,1% Lysozym

0,2mM PMSF

pH 7,0

IBB 2. purf (Inclussion Bodies Buffer 2.)
60 mM EDTA

2 % Triton X — 100

1,5 M NacCl

pH 7,0

IBB 3. pufr (Inclussion Bodies Buffer 3.)
100 mM Tris / HCI

100 mM NacCl

20 mM EDTA

pH 7,0
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NLB pufr (Native Lysis Buffer)
25 mM NaHPO,

0,25 M NacCl

0,1% Lysozym

0,2mM PMSF

pH 8.0

NWB 1. pufr (Native Wash Buffer 1.)
25 mM NaHPO,

0,25 M NaCl

20mM imidazol

pH 8.0

NWB 3. pufr (Native Wash Buffer 3.)
25 mM NaHPO,

0,25 M NacCl

40mM imidazol

pH 8.0

NEB pufr (Native Elution Buffer)
25 mM NaHPO,

0,25 M NaCl

250mM imidazol

pH 8.0
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NBB pufr (Native Binding buffer)
25 mM NaHPQO,

0,25 M NacCl

pH 8.0

NWB 2. pufr (Native Wash Buffer 2.)
25 mM NaHPO,

0,25 M NaCl

30mM imidazol

pH 8.0

NWB 4. pufr (Native Wash Buffer 4.)
25 mM NaHPO,

0,25 M NacCl

50mM imidazol

pH 8.0



10.1.2 Pracovni kity

Lumio™ Technology

Nazev Vyuziti Zdroj / Kat. ¢.
RNeasy® Extrakce RNA Qiagen 74106
SuperScript™ Il Reverse Reverzni transkripce Invitrogen
Transcriptase 18064-022
pGEM®-T Easy Vector System Klonovani PCR produktu| ronfega A1360
Champion™ pET Directional Exprese rekombinantnich | Invitrogen
TOPO® Expression Kits with proteini K160-01

MinElute® Purifikace DNA z gelu Qiagen 28006

QIAprep Spin Miniprep Kit Purifikace plazmidu Qiag27106

Ni-NTA Purification System Purifikace rekombinarthi | Invitrogen
proteini K950-01

Pierce ECL Plus Western Blotting

Substrate

Western blot

Pierce 32132

CellTiter 96® AQueous Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay

MTS test

Promega G3581

10.1.3 Enzymy

Nazev Vyuziti Zdroj / Kat. ¢.
Tag DNA Polymerase PCR Fermentas
EP0402
Platinum® Pfx DNA Polymerase Syntéza tupych KoRER | Invitrogen
produktu 11708-013

T4 DNA Ligase Lig&ni reakce Promega M1801

Xho | Restrikce BioLabs R01465

Nco | Restrikce BioLabs R01935
10.1.4 Protilatky

Nazev Vlastnosti Zdroj / Kat. €.

Monoclonal Anti-

polyHistidine antibody

Primarni protilatkajedeni 1 : 1000

Sigma H1029
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produced in mouse

Anti-Mouse IgG (whole Sekundarni protilatkaedeni 1 : Sigma A4416
molecule)—-Peroxidase 5000
antibody produced in goat

10.1.5 Antibiotika
Nazev Vlastnosti Zdroj / Kat. ¢€.
Ampicilin H,0 roztok, ¢ = 100 mgml™ Sigma A9518-5G

Penicillin-Streptomycin - Sigma P4333

10.1.6 Molekularni markery

Nazev Vlastnosti Zdroj / Kat. €.
GeneRuler™ 1 kb DNA 1 kb DNA marker Fermentas
Ladder #SM0313
PageRuler™ Unstained Proteinovy marker, 250 — 5 kDa Fermentas
Broad Range Protein Ladder #SM1881
PageRuler™ Plus PrestainedProteinovy marker, 250 — 10 kDa Fermentas
Protein Ladder #SM1811
PageRuler Plus Prestained | Proteinovy marker, 10 — 250 kDa Thermo #2661
Protein Ladder

10.1.7 Chemikalie

Nazev Sumarni vzorec / Vlastnosti Zdroj / Kat.
Chlorid sodny NaCl Sigma S3014
Hydrogenuhkitan draselny KHC®@ Sigma 60339
Chlorid vapenaty Cagt 2H,0 Serva 15587
Chlorid haesnaty MgCh - 6H,0 Sigma M8054
Chlorid draselny KCI Fluka 60130
Hydrogenuhkitan draselny NEHCO; Fluka 09830
Hydrogenfosfor&nan sodny NadPO, Sigma S0876
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Dihydrogenfosforénan KH,POy Penta 60220 1
draselny

Hydrogenuhkitan sodny NaHC® Penta 71628 1
Hydrogenuhkitan draselny KHC® Penta 60338 1
Skim Milk Powder - Fluka 70166
EDTA - Gerbu D69251
Glicine - Serva 23390
Glycerin - Penta 49770 1
Metanol - Penta 65550 1
Kyselina chlorovodikova HCI Penta 844256 1
Ledova kyselina octova - Penta 45732 1
Kyselina mravedi - Sigma 94318
Mocovina 8 M roztok Sigma U1250
Imidazol 3 M roztok Amresco 052f
Triton X — 100 - Serva 37240
Tween — 20 PBS — tween Sigma P7949
Tris / - Serva 37180
Tris(hydroxymethyl)aminomet

hane

SDS / Dodecylsulfat sodny - Serva 20765

10.1.8 Ostatni reagencie

FAQ

Nazev Vlastnosti / VyuZziti Zdroj / Kat. ¢.
dNTP mix 10 mM Biogen R0192
NEBuffer Set (1, 2, 3, 4 & BSA) Restrikce BioLabs B70004

U

Shields and Sang M3 Insect

Medium

CI8+ kompletni médium (CM)

Sigma S8398
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Shields and Sang M3 Insect | CI8+ minimalni médium (MM) | US Biological
Medium w/ L-Glutamine, w/o S1013-01
Lysine, Arginine, Yeast Extract

(Powder)

Schneider’s Insect Medium D8 Sigma S9895
Dulbecco’s Modified Eagle’s | NIL2 / MEFs Sigma 5546
Medium - low glucose

Fetal Bovine Serum CI8+ (CM) / NIL2 /| MEFs SigméalB5
Bovine Calf Serum NIL2 Sigma 12133C
Extrakt z drozofily CI8+ médium (CM) -

Tryptone LB médium / agar Sigma T9410
Yeast Extract LB médium / agar Sigma 92144
Agar Agar SERVA Kobe | LB agar Serva 1139503

Pure Sericin

1 x PBS roztok, ¢ = 10 myl™

Wako 163-22683

Albumin bovine Fraction V

1 x PBS roztok, ¢ = 10 mgl™

Serva 11926

B-PER Lyz&ni pufr Thermo 78248
Lysozym 100 mg ml™* Sigma 62971-
10G-F

PMSF / Phenylmethanesulfony

fluoride

10 mM roztok v izopropanolu /
NLB pufr

Thermo 36978

IPTG / Isopropylp-D-

thiogalactopyranoside

0,8M / Exprese protein

Serva 26600.04

MALBENKA $krobovy Skrobové lepidlo, kD roztok, ¢ | Skrobarny
malitsky klih =75 mg ml* Pelttimov, a.s.
Kostni klih Proteinoveé lepidlo, 4 roztok, | Kittfort DGO01

c=2al0 mgmlt

Texas Red®-X Phalloidin

Barveni aktinovych vidken

vitrbgen T7471

DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride)

Barveni bug¢nych jader

Invitrogen
D1306

VECTASHIELD Mounting

Medium

Montovaci médium

Vector H-1000

Paraformaldehyde

Fixace bikn

Sigma P6148
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10.1.9 Pracovni ponicky

Nazev

Vyuziti

Zdroj / Kat. ¢.

Chromatografické slougky

afinitni chromatografie

Pierce 89898

mm

SERVAPOR(R) dialyzéni dialyza Serva 4414601
membrana

Miska Petriho, plastova — sterilniTestovani bugné adheze Merci

postup vyroby, 55 mm 331 999 000 060
Tissue Culture Petri Dishes, 60| Testovani bugné adheze TPP TPP9306(

Eppendorfova zkumavka

M¢éteni lepivosti proteit

TreffLab E49630

(Eppendorfka)

PCR zkumavka NFeni lepivosti proteit TreffLab E49640

Elektropor&ni kyvety Elektroporace Invitrogen /
P450-50

Nitrocellulose Membrane, 45um  western blot BioR&d-1
0115

10.1.10 Ristrojové vybaveni

Nazev Vyuziti Zdroj

Thermocycler 3000 PCR Biometra

Centrifuge 5804R Centrifugace Eppendorf

Bio Photometer / AG 22331 Spektrofotometrie Eppehdo

Orion 3 STAR pH Benchtop pH metr Thermo

Mupid 21

Horizontalni elektroforéza

Cosmo Bio Co.
Ltd

High voltage power pack PP | Vertikélni elektroforéza Biometra
2000

Ultrasonis homogenizer 4710 Sonikace Cole palmer
Freeze dryer ALPHA 1-2 / LD g Lyofilizace Christ

lus

SpectraMax 340PC384 MTS test FAST PORT

Absorbance Microplate Reader
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DM IL Inverted Microscope Mikroskopie Leica

Luminescent Image Analyzer | Detekce chemiluminiscence Fujifilm

LAS 3000

UVC 500 UV Crosslinker Indukce apoptozy Amersharie Li
Science

Camedia C-3030 ZOOM Fotografovani bkn Olympus

Minipuls 3 Peristaltic Pump Bteni lepivosti proteit Gilson

Fluoview FV 1000 Konfokalni mikroskopie Olympus

Q-Tof Premier Hmotnostni spektrometr Waters

Nano Acquity UPLC Kapalinova chromatografie Waters

10.1.11 Programoveé vybaveni

Nazev Vyuziti Zdroj
Microsoft Windows Operani systém Microsoft
BioEdit Prace s DNA a proteinovou Tom Hall
sekvenci
GENtle Planovani ligmi reakce GPL
ImageQuant™ TL Kvantifikace protdin GE Healthcare
Statistica Statistické vyhodnoceni dat StatSoft
PLGS 2,3 Sekverai alanyza protein Waters
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10.2 Riloha 2 — sekvence

10.2.1 Sekvence genu Sericin 2

Sekvence genu Sericin 2 obsahuje 1757 aminokyseja usptadana daasti podle
jednotlivych exod E1 — E11.

E1+E2 MKI PYVLLFLV GVAVVNALP E1/ 12 residues; and E2/9

E3 NPLFGG.VKSLSKKKQ FED
KFENL KENVGEKFENL KENVGEKVENL KENVGEKL ENI KEKAGEKFENL KDNVGEKFENL KDNVGDKL EAAKEKAGE

| KKKLVDVGEDLKDELTEDKKI Kl SI SKDEGLTL EKEGYKSDYDRNEYEERRSEHQ E3/ 153
E4 EDNDSDGSYSKGSEYEKYGEEEKYEERRTHDKFSI GKNG SAERTKSKRGERKEVEGEYEKDYERK E4/ 66
ES ENNGGSSEYSERERESLEKSKERYGEQSSKSFSL GKSGLKKQDNSKSYSDKEESKL EKEKKY E5/ 62

E6 EKKTKI NNERQLDEDENERRTVVGRDEQRQDDQSRDDQSRDDQSQDEET GSDDSDKNRGKDTDDKYSETGKTGKRDG
TNKSSETSKSGVTVEREKSESNKKSREFENKEAESSTYR ( E6/ 116)

E7 DKNRSVNSGSERKSSGKDEEYSEQNSSNKSFNDGDASADY QT KSKKVEKNSARDKKEKEKTDT E7/ 63
E8 RNSDGTYKTSEREKEQSSRVNQSKGSNSRDSSESDKSGRKVNKETETYSDKDAQT SESERTQSK E8/ 64

E9a EKKNTAPKNKGKKGTSTETDGVTKNASKQKEKVPKDGSKSSTNDSEGKQKNKDQSKGQKNNQDGQ
DSSTNENSKKTDDNVAKKEEPNNQKREQKGKTRCGSRKTESSKAKEDRSKKSTTDKDQRDDKKDSSSKNI DKPKD
GSSSDKDSEKAKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDSSPSHKDT EKAKHNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDRSPSHKDTEKVKPND
RSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSHKDTEKAKPND
RSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDRDT EKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKVKPND
RSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSYKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDRDT EKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSDKDTDKTFDKN
| DNKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENQKSAHSRYE — ( E9a/ 858)

10a DNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSSTGKFGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR El0a/ 62
9b EKTRSDGVTKYNDCGDEHFDSDDTEKTKPNGRSPSHKDT EKAKPNDRSSSDKDTEKPFDKN

I ANKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENQKSAHSRYE E9b/ 103

E10b DNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSSTCGKSGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR E10b/ 62
Ell GRTRSDGAT T SNDNDKQYDSDDKNNSSTKHKKTVVRSEQSDSSQNENSTSESKKFAKTD

GSNKYEAESSSHKQQEARKQSNRVVEKSTDGDNEESYRSESSSSSSSSSSSSRSSSSSTYTGSHDDSSE E11/ 232
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10.2.2 Sekvencéasti genu Sericin 2 kodujiciho rekombinantni
protein BmS2-A

Sekvence rekombinantniho proteinu BmS2-A obsah@@ aminokyselin a koduje
protein o velikosti 33,5 kDa. Sekvence BmS2-A jengtena v sekvenci genu Ser-2 Zlut

EREKSESNKK SREFENKEAE SSTYRDKNRS VNSGSERKSS GKDEEYSEQN SSNKSFNDGD
ASADYQTKSK KVEKNSARDK KEKEKTDTRN SDGTYKTSER EKEQSSRVNQ SKGSNSRDSS
ESDKSGRKVN KETETYSDKD AQTSESERTQ SKEKKNTAPK NKGKKGTSTE TDGVTKNASK
QKEKVPKDGS KSSTNDSEGK QKNKDQSKGQ KNNQDGQDSS TNENSKKTDD NVAKKEEPNN
QKREQKGKTR CGSRKTESSK AKEDRSKKST TDKDQRDDKK DSSSKNI DKP KDGSSSDKD

E1+E2 MKI PYVLLFLV GVAVVNALP E1/ 12 residues; andE2/9

E3 NPLFGGELVKSLSKKKQ FED
KFENL KENVGEKFENL KENVGEKVENL KENVGEKL ENI KEKAGEKFENL KDNVGEKFENL KDNVGDKL EAAKEKAGE

| KKKLVDVGEDLKDELTEDKKI Kl SI SKDEGLTL EKEGYKSDYDRNEYEERRSEHQ E3/ 153
E4 EDNDSDGSYSKGSEYEKYGEEEKYEERRTHDKFSI GKNG SAERTKSKRGERKEVEGEYEKDYERK E4/ 66
ES ENNGGSSEYSERERESLEKSKERYGEQSSKSFSL GKSGLKKQDNSKSYSDKEESKL EKEKKY E5/ 62

E6 KKTKI NNERQLDEDENERRTVVGRDEQRQDDQSRDDQSRDDQSQDEET GSDDSDKNRGKDTDDKY SETGKTGKRDG

TNKSSETSKSGVTVEREKSESNKKSREFENKEAESSTYR (E6/ 116)
E7 DKNRSVNSGSERKSSGKDEEYSEQNSSNKSFNDGDASADYQTKSKKVEKNSARDKKEKEKTDT E7/ 63
E8 RNSDGTYKTSEREKEQSSRVNQSKGSNSRDSSESDKSGRKVNKETETYSDKDAQT SESERTQSK E8/ 64

E9a EKKNTAPKNKGKKGTSTETDGVTKNASKQKEKVPKDGSKSSTNDSEGKQKNKDQSKGQKNNQDGQ
DSSTNENSKKTDDNVAKKEEPNNQKREQKGKTRCGSRKTESSKAKEDRSKKSTTDKDQRDDKKDSSSKNI DKPKD
GSSSDKDSEKAKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDSSPSHKDT EKAKHNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDRSPSHKDTEKVKPND
RSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSHKDTEKAKPND
RSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKVKPND
RSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSYKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDRDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDT EKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSDKDT DKTFDKN
| DNKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENQKSAHSRYE  ( E9a/ 858)

10a DNGGLKEKSSQSKNYGRDEKY SEEKERSSTGKFGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR El0a/ 62
9b EKTRSDGVTKYNDGDEHFDSDDTEKTKPNGRSPSHKDT EKAKPNDRSSSDKDTEKPFDKN

I ANKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENQKSAHSRYE E9b/ 103
E10b DNGGL KEKSSQSKNYGRDEKY SEEKERSSTGKSGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR E10b/ 62
Ell GRTRSDGAT T SNDNDKQYDSDDKNNSSTKHKKTVVRSEQSDSSQNENSTSESKKFAKTD

GSNKYEAESSSHKQQEARKQSNRVVEKSTDGDNEESYRSESSSSSSSSSSSSRSSSSSTYTGSHDDSSE E11/ 232

71



10.2.3 Sekvencéasti genu Sericin 2 kodujiciho rekombinantni

protein BmS2-B

Sekvence rekombinantniho proteinu BmS2-B obsah@j@ @minokyselin a kdoduje
protein o velikosti 30,2 kDa. Sekvence BmS2-B jenatena v sekvenci genu Ser-2 ze&len

EREKSESNKK SREFENKEAE SSTYRDKNRS VNSGSERKSS GKDEEYSEQN SSNKSFNDGD
ASADYQTKSK KVEKNSARDK KEKEKTDTRN SDGTYKTSER EKEQSSRVNQ SKGSNSRDSS
ESDKSGRKVN KETETYSDKD AQTSESERTQ SKDNGGLKEK SSQSKNYCGRD EKYSEEKERS
STCKFGSNDS RARSTKAEEE HVRKSQEETH SEQREKTRSD GVTKYNDGDE HFDSDDTEKT
KPNGRSPSHK DTEKAKPNDR SSSDKD

E1+E2 MKI PYVLLFLV GVAVVNALP E1l/ 12 residues; and E2/9

E3 NPLFGGLVKSLSKKKQ FED
KFENL KENVGEKFENL KENVGEKVENL KENVGEKL ENI KEKAGEKFENL KDNVGEKFENL KDNVGDKL EAAKEKAGE

| KKKLVDVGEDLKDELTEDKKI Kl SI SKDEG.TL EKEGYKSDYDRNEYEERRSEHQ E3/ 153
E4 EDNDSDGSYSKGSEYEKYGEEEKYEERRTHDKFSI GKNG SAERTKSKRGERKEVEGEYEKDYERK E4/ 66
ES ENNGGSSEYSERERESLEKSKERYGEQSSKSFSL GKSGLKKQDNSKSYSDKEESKL EKEKKY E5/ 62

E6 EKKTKI NNERQLDEDENERRTVVGRDEQRQDDQSRDDQSRDDQSQDEET GSDDSDKNRGKDTDDKYSETGKTGKRDG
TNKSSETSKSGVTVEREKSESNKKSREEENKEAESSTYR ( E6/ 116)

E7 DKNRSVNSGSERKSSGKDEEYSEQNSSNKSFNDGDASADY QT KSKKVEKNSARDKKEKEKTDT E7/ 63
ES8 RNSDGTYKTSEREKEQSSRVNQSKGSNSRDSSESDKSGRKVNKETETYSDKDAQT SESERTQSK E8/ 64

E9a EKKNTAPKNKGKKGT STETDGVTKNASKOQKEKVPKDGSKSSTNDSECGKQKNKDQSKGOKNNQDGQ
DSSTNENSKKTDDNVAKKEEPNNQKREQKGKTRCGSRKTESSKAKEDRSKKST TDKDQRDDKKDSSSKNI DKPKD
GSSSDKDSEKAKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDSSPSHKDT EKAKHNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPND
RSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPND
RSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNGRSPSDKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPND
RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPND
RSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSYKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDT EKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDRDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDT EKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSDKDTDKTFDKN
| DNKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENCQKSAHSRYE  ( E9a/ 858)

10a DNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSSTGKFGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR ElOa/ 62

9b EKTRSDGVTKYNDGDEHFDSDDTEKTKPNGRSPSHKDT EKAKPNDRSSSDKDT EKPFDKN
I ANKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENCQKSAHSRYE E9b/ 103

E10b DNGGE.KEKSSQSKNYCGRDEKYSEEKERSSTGKSGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR E10b/ 62

Ell GRTRSDGAT TSNDNDKQYDSDDKNNSSTKHKKTVIVRSEQSDSSQNENST SESKKFAKTD
GSNKYEAESSSHKQREARKQSNRVVEKSTDGDNEESYRSESSSSSSSSSSSSRSSSSSTYTGSHDDSSE  E11/ 232
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10.2.4 Sekvenceéasti genu Sericin 2 kodujiciho rekombinantni
protein BmS2-GL1

Sekvence rekombinantniho proteinu BmS2-GL1 obsab8fe aminokyselin a kdduje

protein o velikosti 67,6 kDa. Sekvence BmS2-GL1vygnaena v sekvenci genu Ser-2

rzow.

MEFLFGGLVK
EKAGEKFENL
Kl SI SKDEGL

SLSKKKQ FE
KDNVCGEKFEN
TLEKEGYKSD

RRTHDKFSI G KNG SAERTK

ERYCGEQSSKS
VVGRDEQRQD
AKPNDRSPSD
KPNDRSPSHK
KPNDRSPSYK

KPNDRSPSHK

FSLGKSGLKK
DQSRDGSMEF
KDTEKAKPND
DTEKVKPNDR
DTEKAKPNDR

DTEKAKPNDR

DKFENLKENV
LKDNVGDKLE
YDRNEYEERR

SKRGERKEVE
QDNSYSDKEE
DDKKDSSSKN
SSPSHKDTEK
SPSHKDTEKA
SPSDKDTEKA

SPSDRDTEKA

GEKFENLKEN
AAKEKAGE! K
SEHQEDNDSD

GEYEKDYERK
SKLEKEKKYE
| DKPKDGSSD
AKHNDRSPSD
KPNDRSPSDK
KPNGRSPSDK

KPNDRSPSGS

VGEKVENLKE
KKLVDVGEDL
GSYSKGSEYE

ENNGGSEYSE
KKTKI NNERQ
KDSEKAKPND
KDTEKAKPND
DTEKAKPNDR
DTEKAKPNDR

RGSHHHHHH

NVGEKLENI K
KDEL TEDKK
KYGEEEKYEE

RERESLEKSK
L DEDENERRT
RSPSHKDTEK
RSPSHDTEKV
SPSHKDTEKV
SPSHKDTEKV

E1+E2 MKI PYVLLFLV GVAVVNALP

E1l/ 12 residues; and E2/9

E3

I KKKLVDVGEDLKDEL TEDKK! KI SI SKDEGLTLEKEGYKSDYDRNEYEERRSEHQ E3/ 153
F4  EDNDSDGSYSKGSEYEKYGEEEKYEERRTHDKFS! GKNG! SAERTKSKRGERKEVEGEYEKDYERK 4 66
F5  ENNGGSSEYSERERESLEKSKERYGEQSSKSFSLGKSGL KKQDNSKSYSDKEESKL EKEKKY E5/ 62

Eo  ERKTKINNERONDEDENERRTVERDEQRPDOSRBDRSRE0CS QDEET GSDDSDKNRGKDT DDKY SETGKTGKRDG

TNKSSETSKSGVTVEREKSESNKKSREFENKEAESSTYR ( E6/ 116)

E7 DKNRSVNSGSERKSSGKDEEYSEQNSSNKSFNDGDASADYQTKSKKVEKNSARDKKEKEKTDT E7/ 63

E8 RNSDGTYKTSEREKEQSSRVNQSKGSNSRDSSESDKSGRKVNKETETYSDKDAQT SESERTQSK E8/ 64

E9a EKKNTAPKNKGKKGT STETDGVTKNASKQKEKVPKDGSKSSTNDSEGKQKNKDQSKGQKNNQDGQ
DSSTNENSKKTDDNVAKKEEPNNQKREQKGKTRCGSRKT ESSKAKEDRSKKST TDKDQRDDKKDSSSKNIDRERD

RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDT EKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPND
RSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDT EKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPND
RSESDRBIERARBNDRSES DK DT EKAKPNGRSPSDKDT EKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPND

RSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSYKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPND

RSPSHKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDRDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPND
RSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDTEKVKPNDRSPSYKDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKAKPNDRSPSHKDT EKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDRDTEKAKPND
RSPSDKDTEKAKPNGRSPSDKDTEKVKPNDRSPSHKDTEKAKPNDRSPSDKDT EKAKPNDRSPSDKDTDKTFDKN
| DNKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENCQKSAHSRYE  ( E9a/ 858)

10a DNGGLKEKSSQSKNYGRDEKYSEEKERSSTGKFGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSECQR

El0a/ 62

9b EKTRSDGVTKYNDCGDEHFDSDDTEKTKPNGRSPSHKDTEKAKPNDRSSSDKDTEKPFDKN
I ANKRPKDGSSSDKNVEQERENYKSESSRNEFENCKSAHSRYE E9b/ 103
E10b DNGGE.KEKSSQSKNYCGRDEKYSEEKERSSTGKSGSNDSRARSTKAEEEHVRKSQEETHSEQR E10b/ 62

Ell

GSNKYEAESSSHKQQEARKQSNRVVEKSTDGDNEESYRSESSSSSSSSSSSSRSSSSSTYTGSHDDSSE E11/ 232
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10.2.5 Synteticka sekvence kodujici rekombinantnirptein BmS2-
GL2

Sekvence rekombinantniho proteinu BmS2-GL2 obsaBdf aminokyselin a koduje

protein o velikosti 30,2 kDa.

VEFDYEKANY RSPSHRDYEK ANYRSPSHRD YEKANYRSSH RGSEFDYEKA NYRSPSHRDY
EKANYRSPSH RDYEANYRSP SHRDYEKANY RSPSHRDYEK ANYRSPSHRD YEANYRSPSH
RDYEKANYRS PSHRDYEKAN YRSPSHRDYE ANYRSPSHRD YEKANYRSPS HRDYEKANYR
SPSHRDYEAN YRSPSHRDYE KANYRSPSHR DYEKANYRSP SHRDYEANYR SPSHRGSRGS

HHHHHH
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10.3 Riloha 3 — seznam zkratek

BSA / howzi sérovy albumin

CM / kompletni médium

CS/ komeeni sericin

ECM [ extracellular matrix/ extracelularni matrix
EtBr / etidium bromid

FBS/ fetalni bovinni sérum

His-Tag / hexahistidinova kotva

H20 / deionizovana sterilizovana voda

IPTG / izopropylp-D-1-thiogalactopyranosid

LPS/ lipopolysacharid

Lumio-Tag / luminiscerni marker

MM / minimalni médium

MSG / sttedni Usek snovacich zlaz

PAA / polyakrylamid

PCR/ polymerazové&etézcova reakce

PGA / kyselina polyglykolova

RGD / sekvence aminokyselin agrinin — glycin — k. aspmva
RT / pokojova teplota

SDS — PAGE/ vertikélni elektroforéza na PAA gelu

Ser-2 / gen Sericin 2 bource morusoveBobyx moli
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