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1 Hedvabi

1.1 Objev a vyroba hedvabi

Vyroba hedvéabi istala po stalefinskym tajemstvim a hedvéabi se stal6imé métitkem
bohatstvi aurcitou formou platidla. Podle jedné zlegend doSlobjevu technologie
vyroby hedvabi ndhodou, kdyinska princezna se&kh pod morusi a popijela Salékje,

do kterého ji spadl zdmotekiiBnaze ho vytahnout, zjistila, Ze seé& odmotava jemné
vlakno. Cinané se natili tyto nitky spradat do tkanin a 2ali cilens chovat housenky,
které tato vlakna produkovaly. Postupem doby vygle@Iné domestikovany druh bource
morudového Bombyx mori, Bombycidae). Vyrobni monopol na hedvéabi €ina udrzela
vice jak dva tisice let, pokus o vyvoz technologgetrestal smrti. Technologie se nejprve
rozStila do Koreje a z&atkem naSeho letoptu do Japonska. Do Evropy se hedvabnictvi
Gdajre dostalo diky d¥ma mnictim, kterym se poddo propaSovat vatka bource
morusSového v duté poustevnické holi (Hyde 1984). Ddstoleti n. I. se hedvabnictvi
rozvijelo hlavie v Byzantské tiSi. Diky obchodu s arabskymi narody se hedvabi
rozS8rovalo i na jih. Definitive se jeho vyroba roz$lia béhem KiZovych vyprav, kdy
kiizaci po vyplegni Konstantinopole fivezli do zapadni Evropy i technologii vyroby
hedvabi.

Vyroba hedvabi ovSem nebyeste cinskou zalezitosti. Podle nedavnych vyzkum
se zjistilo, Ze hedvabi uft lidé vyrabst jiz 4000 let . n. I. na Uzemi dnesni Indie.
Hedvéabi bylo vyrobeno podobiako vCing, ale hedvabna vlidkna pochazela od mistnich
druhi noénich motyli martin&a (Anthereae). Jde o prvni ikaz takcasné vyroby hedvabi
mimo Cinu, ktery zpochyhuje tradéni pohled, podle #hoZ je hedvabi vykné ¢inskym
kulturnim cédictvim (Good et al. 2009).

Vyroba hedvabi se od stakbw piiliS neznénila a sestava z&yr casti: gstovani
morusSovniku, jenz jsou potravou monofagnich housemdov bourd@ morusSovych,
namotavani hedvabného vldkna ze zamotku na civikami hedvabnych latek. Larvy
bource se krmi listy morusi fipadré umélou potravou, jejiz saidsti jsou také listy
morusi. Po zagdeni do kokonu se larvy nebo jiz kukly zabijejikyon vzduchem $ 80-
85°C nebo parou, aby nedoslo k vylihnuti motyldna k poSkozeni hedvabného viakna.

Kokony se pak kratce nardov teplé vod, kde dojde k rozpushi bilkovin slepujicich
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zamotek, a uvokné hedvabné vladkno se &olika dalSimi vliakny spoji do niti, ktera se
naviji a déle zpracovava. Z jednoho kokonu boureeZiskat vidkno o délce 300-1200
mett (Zurovec 1998). Pro ipdstavu, na vyrobu jednoho kimona je ipba hedvabi
priblizné z 2100 kokon.

Az do objevu nylonu &em druhé sstové valky bylo hedvabi strategickou
surovinou, nafiklad pro vyrobu padak Od konce valky je hedvaliasto nahrazovano
umeélymi vladkny. Resto se v poslednich 30 letechéteva vyroba hedvabi té&fh
zdvojnésobila. Hlavnimi producentyistavaji stej jako v minulych staletictCina a
Japonsko. Obtyto zeng vyrobily vice jak 50% sitové produkce hedvabi. K vyznamnym
producenim hedvabiadime také Indii (Good et al. 2009).



1.2 Vyskyt hedvabi v p Firodé

Hedvéabi produkujefada ¢lenovai ve specializovanych péarovych exokrinnich
Zlazach (Sehnal a Akai 1990). Tyto Zlazy nazyvam@/aci jsou ektodermalnihaiyodu.
Pro larvy rekolika fadi hmyzu s prordnou dokonalou (Holometabola) je typicka produkce
hedvabi z trubicovitych labialnich Zlaz, které bgtywodns Zlazami slinnymi. Jejich zéma
na snovaci izjmé prokehla nezavisle v &kolika vyvojovych linii Holometabol (Sehnal a
Sutherland 2008). U spdieych gredki chrostiki (Trichoptera) a motyli (Lepidoptera) se
hedvabi #ejmé objevilo gred vice nez 250 miliony let (Yonemura et al. 200@hoho
druhi spdda odolné kokony, v kterych se housenka zakukdidvdbi jim tedy slouZi

pouze jako ochranny mechanismus.

Vyuziti hedvabi je velmitrznorodé. Nafiklad larvy rékterych chrostix si pomoci
hedvabi slepuji pisek, kousky rostlin a jinych maté do ochrannych schranek, zatimco
jiné druhy chrostik si sgadaji z hedvabi it do kterych chytaji potravu. Housenky
n¢kterych skupin motyl predou téndi cely swvij Zivot a Ziji v zamotcich, které je chrani
pied nepizni paasi a nefateli (Yonemura a Sehnal 2006), zatimco u jinychpgk je
produkce hedvabi omezena na tvorbu kokonu, ve rktesé housenka kukli. Tvorba
ochranné schranky nebo kokonteg kuklenim se vyskytuje teéthu vSech chrostik a

motyli. Po vytvdeni kokonu podléhaji snovaci Zlazy apoptoze.

Zmeéna funkce hedvabi¢hem ontogenese je podmiia znénou jeho slozeni, i
kdyz Zlazy jsou jen jedny. Je to um@énn vyvojovymi zngnami exprese dkterych gea,
které kdduji bilkoviny hedvabi agsnou segregaaiahto bilkovin v Zlazach. Je to zasadni
rozdil od pavouk, kteri pro gredeni tizného typu hedvabi vyuzivajiané Zlazy, které jsou
vétSinou aktivni po cely zZivot jedince. Maji az sedwypa zlaz k produkci dznych
hedvabnych vlaken a protéins lepivym @inkem. Kazdy zdchto produki slouzi
k jinému ®&elu a jeho vlastnosti jsoufipptisobeny tomuto pouziti. Rozdilné typy
hedvabnych vlaken slouzi k vystaviovnych siti, k jejich uchyceni k podkladu nebo
k tvorbé ochranného zamotku. Proteiny s lepivymiinky zase slouzi kijchyceni kdisti
na siti (Sponner 2007).

Mezi dalSi zastupce, kiespadaji hedvabiradime také blechyS(phonaptera),

musky, svatojanské musky a moucbytera), pilatky, mravence ac¢ely (Hymenoptera).



1.3 Vlastnosti komer ¢éné produkovaného hedvabi

Komerni hedvabi se ziskava z néénez dvaceti druhhousenek (Peigler 1993).
Zajem o hedvabi trva jiz vice nez 5000 let, a tgemepro jeho vlastnosti vyuzivané
v textilnim pfimyslu, pevnost a barvitelnost, ale také pro jehazjd v kosmetickém
pramyslu i vyrob¢ krémi, koupelovych gipravka, pudifi, make-up a ve farmaceutickém
pramyslu (Brooks 1989).

Hedvabné vlakno bylo zprvu cam predevsim pro syj lesk, ktery je zfisobeny
odrazem s#tla od anizotropnich vrstev. Pagidbylo vyhledavano také pro svou dobrou
absorgni schopnost, afinitu k barveni, dobré izolaviastnosti, antikoagutai, vyZivujici
a zvlRtujici vlastnosti. Je odolné pratadé chemickych latek a &asti vi¢i UV zareni |
patogeim. Hedvabi ma vyjim@eé vlastnosti, viroke naprosto unikatni, které leckdy

prevysuji vlastnosti syntetickych polynieMondal 2007).

Mechanické vlastnosti hedvabi jsou odvozeny od jetmktury. Zakladnimi
vlastnostmi hedvébi jsou pevnost, roztaznost a nmstz Pruznost giiime modulem
pruznosti v tahugimz zjistime, jaké zatizeni vldkno v tahu vydrZziedddbi z bource
morusového ma modul pruznosti 15-17 GPa a taznow$0-690 MPa. Paveéuhedvabi
ma modul pruznosti sice jen 1,75 GPa, ale v tahuigd protahnout az o 26%. Syntetické
polymery maji taznou silu jen 28-50 MPa. Hedvabpreto diky své unikatni tazné sile
vhodné jako materidl, ktery vydrzi vimnt zatizeni v organismu. Kosti a Slachy maji
jednotlivé taznou silu 150 a 160 MPa, coz syntetické polymemydrzi (Gandhi 2006).

Mezi velmi zajimavé biologické vlastnosti hedvalbitip biokompatibilita a proto
bylo hedvabi dlouhou dobu ideélnim materialem phoucgické nit. Objevilo se vSak
n¢kolik znepokojujicich zprav, podle kterychkay hedvabi vyvolava alergickou od i/
l. typu, kdy dochazi ke komplikacim jako je astmavgSeni imunoglobulinu E. Pogd
bylo zjiS€no, Ze za tuto senzibilitu jsou zodgdné rekteré sericiny, jejichZz odstrani
béhem zpracovani nenitgsré kontrolovano. Po jejich odstrami a nahrazeni vosketh
silikonem se jiz tato senzibilita neobjevila. Z totiivodu je girodni hedvabi potenciain
alergenni, ale po dostatem ,degumovani“, coz je proces odstigci sericiny, je
biokompatibilni (Gandhi 2006).



1.4 Struktura hedvabi bource morusového

Vlakno bource moruSového ma vipxru az 20 um, &sSinou je v3ak tati nez 10
um. Kazdé vladkno obsahujéi tskupiny proteih: proteiny tvdici tzv. jadro vlakna,

obalové proteiny a minoritni (nestrukturalni) pite(Sinohara 1979).

Proteiny tvaici filamenty jsou sekretovany v zadnim oddile swivzlazy a
obsahuji i komponenty: vysokomolekularni¢zaky fibroin (H-fibroin, az 500 kDa),
nizkomolekularni lehky fibroin (L-fibroin, asi 250k&) a glykoprotein P25 (ve dvou
disulfidickymi miastky a P25 je pak k@ma fetzcim pripojen nekovalentnimi
interakcemi (Inoue et al. 2000). Tyth slozky se hromadi v endoplasmatickém retikulu,
vytvoii mikrofibrily v Golgiho vakuolach a poté jsou umshy jako sekréni granula
do lumenu Zlazy, kde jsou shrondai¥any jako vysoce koncentrovany gel (hedvabi-l.,
Sroubovice). Gel je posouvan ddesini casti snovacich Zlaz, kde je obalovan dalSimi
sekre&nimi produkty zvanymi sericiny. Fibroiny i sericimpolymerizuji do vlakna &hem
vypiadani, kdy prochazeji f@dni snovaci Zlazou a snovaci bradavkou. Proces
polymerizace nebyl dosud obja&sn jednou z podminek je derpani vody, protazeni na
podstaté mensi piimér (shearing) a patintaké zn¢na iontovych poréra (hedvabi 11.,3-
skladany list). Filamenty se z fibrdinvytvéeji velice rychle a jejich polymerizace a
vlastnosti zaviseji na repetitivnich motivech vibrdinu. Sericiny polymerizuji se
zpozdnim: vnitni sericiny slepuji filamenty v jedno vidkno agjgi sericiny funguji jako
lepidlo, kterym se vldkno pewruchyti k podkladu a také se jim jednotliva vlalstepu;ji
do stny kokonu (Sehnal 2008).

1.4.1 Proteiny tvo Fici filamenty - fibroiny a P25

Fibroiny jsou proteiny tviici jadro hedvabného vlakna a jsou sekretovanycmglu

v zadnicasti snovacich Zl4z. Skladaji se degpbdjednotek:

Tézky retézec fibroinu
Tézky tetezec fibroinu (H-fibroin) je hlavni protein tviwi jadro hedvabného
vlakna a jeho struktura &uje viastnosti hedvabného vidkna. Gen H-fibroinubjpource

moruSového lokalizovan na 25. chromozomu (Kimuraletl985) a jeho Uplna sekvence
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byla dokortena v nedavné déb(Zhou et al. 2000). Obsahuje dva exony a jedemnnt
Prvni exon je maly 67 nukleofida je nasledovany intronem (Takyia et al. 1997uHyr
exon je velky 15750 nukleotida jeho pevaznacast je tvdena repetitivnimi motivv.
Uspaadani &chto motivi pak udava fyzikalni vlastnosti daného typu hedehlonviakna.
Charakteristickym znakem genu H-fibroinu je vysakgsah GC basi (63%).

Lehky fetézec fibroinu

Gen pro lehkyetézec fibroinu (L-fibroin) byl u bource morusSovéhkédizovan na
14. chromozomu. Je tien sedmi exony, které jsougpuSeny Sesti introny a celkov
obsahuje 13472 nukleofid(Kimura et al. 1985). L-fibroin je spojen s H-fdinem
disulfidickymi mastky (Yamaguchi et al. 1989), tato disulfidicka baze podstatna pro
tvorbu filament, jak bylo dokazano analyzou muttme ,,nahé kukly“ (Takei et al. 1987,
Mori et al. 1995).

P25

P25 je glykoprotein, ktery se v zavislosti na siuglykosylace vyskytuje ve dvou
formach (u bource 27 a 31 kDa). Fvopevnou strukturu diky intramolekularnim
disulfidickym mistkim, ale s L a H fibroinovym komplexem je spojen nelentnimi
interakcemi. U bource je gen P25 v jedné kopiitégext 3500 nt dlouhy a zahrnujetp
exomi o celkové velikosti 1173 nt (Couple et al 1985e@hard 1986b). Sekvence 5

konce vykazuje podobnost genu pro H- fibroin.

1.4.2 Obalové proteiny - sericiny

Sericiny jsou hlavni skupinou protéirprodukovanych ve #dni ¢asti snovacich
Zlaz MSG (MSG je odvozeno od middle silk glandjicheadhezivni vlastnosti umaai
slepovani filamerit v jedno vlakno a slouzi také Kilepovani viaken k podkladu a k sob
navzajem.

Sericiny obsahuji vysoké mnoZzstvi aminokyselinyiree16-42%) a také vyssi
pocet hydrofilnich aminokyselinovych zbyik které zfisobuji jejich rozpustnost v horké
alkalické vo@ (Komatsu 1975, Gamo 1977)fi Tsericinové geny kéduji velkou rodinu
sericinovych proteit. GenSer-1 byl lokalizovan na src lokusu 11. chromozomu (Roir
1983) a jeho struktura byla komplétdokortena Garelem (1997%er-1 je dlouhy 23 kb,



obsahuje deit exoni a kédujectyii mMRNA o velikostech 2,8/2,9 kb, 4,0 kb, 9,0 kb&G5L
kb (Garel et al. 1997, Michaille et al. 1986, ReilP96).Ser-1 je transkribovan nejvice
béhem patého instaru v centralnim a distalnim GseksGMcelkem ve 150 kkach.
Ctyticet dva busk distalniho Gseku produkuje neust&-1 mRNA o velikosti 2,8 kb.
DalSich 108 butk béhem posledniho larvalniho instaru postupnodukuje alternativnim
sestihem mMRNA o velikostech 4,0 kb, 10,5 kb a 9,0 khdhille et al. 1986). VSechny
¢ty transkripty sdili exony 1, 2, 7, 8 a 9, takZze indg¢nticky 5"a 3’konec, zatimco exony
3, 4, 5 a 6 jsou alternativni (Garel 1997). Sesiynge nej¢tsi a sklada sefiplizné z 60
opakovani charakterizovanych motivy o 114 bp (Okianed al. 1982)Ser-1 syntetizuje
sericin o velikosti 150 kDa (sericin P) a 400 kBar{cin M).

GenSer-2 je lokalizovan na lokusu Ser2 11. chromozomu (Ga4®8R). Je vysoce
polymorfni a obsahuje 13 exirkteré maji velikost v rozmezi 28-2574 bp (Micleadt al.
1990a). Usptadani exof genuSer-2 je 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9a, 10a, 9b, 10b a 11
(Kissinger et al. 1990). Traskripgfer-2 je exprimovan fevazmr v proximalni oblasti
strednicasti snovaci zlazy (Couble et al. 198%¥x-2 gen objevila Michaille et al. (1990a)
a byl dikladre zmapovan pomoci restriktaz EcoRI, Hincll, Kpnl,nklii a Xbal. Byl
lokalizovan jeho start transkripce a 3’konec aibtghtifikovan hlavni opakujici se motiv,
ktery je dilezity pro polymerizaci sericina jejich interakci s jinymi proteiny (Huang et al.
2003). Jen uiité oblasti sericifi jsou pravdpodobré zodpowdné za lepivost, ifinavost
k substratu a jejich mechanické vlastnosti (Teramanid Miyazawa 2005). Kazda alela
genu Ser-2 dava vzniknout alternativnim sibem d¥ma variantam mRNA. mRNA o
velikosti 3,1 kb je fitomna u larev kazdého haplotypu. mRNA 5,0, 5,4onéf3t kb je
zavisla na alele (Michaille et al. 1990). Analyz\WA odhalily, Ze mRNA jsou produkty
alternativniho sehu exonu 9aSer-2 produkuje proteiny o velikosti 220 a 130 kDa. Je
exprimovancasrgji nez Ser-1.

Rozdily v expresi a sd#itu sericinovych geinv riznychéastech MSG se promitaji
do typi sekretovanych seriain Dlouhy zadni Usek MSG produkuje zejména protein o
velikosti 150 kDa (sericin P),igtdni Usek protein o 400 kDa (sericin M), oba protgsou
kodovany genenger-1. Protein o velikosti 250 kDa (sericin A) je tem v proximalni
oblasti MSG a je produktem gefar-2 (Takasu et al. 2002).

DalSi protein, ktery tvid vn¢jSi vrstvu kokonu a vyskytuje se jen v prvni fazi
piedeni, je prawpodobre produktem genuSer-3. Ser-3 je exprimovan vifednim a
strednim Useku Btdni ¢asti snovacich Zlaz. Byl jakorgdeslé dva geny lokalizovan na
chromozomu 11. Mezera me&r-1 aSer-3 je okolo 2Mbp (Takasu et al. 2007).
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1.4.3 Minoritni komponenty hedvabi

Jednotlivymi analyzami kokonu se odhalil&tpmnost gkolika dalSich menSich
bilkovin s neznamou funkci (Sasaki a Noda 1973n8ha et al. 1976, Kodrik 1992). Akai
(1997) upozornil na to, Ze hedvabi neni napadarkebémi, pliskmi, ani hmyzem.
Kukly uvnitié kokonl jsou malokdy napadany predatory a netrpi ani nemgcgestoze
vyvoj v kokonu niize trvat i rkolik mésiai. Proto pedpokladal, Ze malé bilkovinné
slozky hedvabi obsahuji antimikrobialni latky az&lp které odpuzuji predatory.ckteré
Z chto proteii byly podrobeny dalSimu zkoumani. Byly objevenyosgy, které jsou
dvou typi. Seroin 1 je protein o molekulové hmotnosti 9,%k® seroin 2 o0 10,5 kDa.
Geny obou seroinjsou exprimovany v MSG a z matésti i PSG (posterior silk gland)
(Zurovec et al. 1998, Nirmala et al. 2001b) Objgvdayly také proteazové inhibitory
Kunitzova a Kazalova typu, které jsodinné na &které houby a bakterialni proteazy
(Nirmala et al. 2001a, Kludkiewicz et al. 2005).

1.5 Vyvoj bource morusového

Hmyz clime na ti skupiny: ametabolni, hemimetabolni a holometabol
ametabolniho hmyzu je prama larev v dosfice postupna, u dvou ostatnich skupin se
vyskytuje metamorféza. U hemimetabolniho hmyzu aspdec vyviji z larvy, ktera se od
dosglce liSi vpodstat jen nevyvinutymi kidly a genitadliemi. Tyto organy dosahnou
funkéni velikosti Bhem nedokonalé praimy (metamorfozy) larvy posledniho instaru
v dosglce. U holometabolniho hmyzu vznikd dége peminou dokonalou, ies
stadium kukly. Larvy se od do&pu casto liSi k nepoznani (naphousenka a motyl),
protoZze imaginalni organy jako jsouridda, genitalie, ale vdkterych gipadech i
korcetiny, sloZzené & aj. jsou u nich zaloZeny uvhitéla ve forng imaginalnich teika.
Stadium kukly umoituje p‘eklenout obrovské morfologické a fummk rozdily mezi larvou
a dosplcem. Kukla, je zdanli& obdobim klidu, uvnit téla vSak ke konci posledniho
larvalniho instaru a dhem kukleni probiha intenzivni morfogenéza (Chapri@69).
Zahrnuje histolyzu jiz neptgbnych larvalnich organ(véetné snovacich zlaz) a dotieéni
organi imaginalnich (naip kridla).

Bourec moruSovy Bombyx mori, Lepidoptera: Bombycoidea) pati mezi
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holometabolni hmyz. Dogfa samtka klade 300-500 vajék a brzy poté umird (Encarta
1998). Vajtka jsou Zluté barvy a pogi tmavnou. Po deseti dnech setimaji lihnout
larvy, které maji nacte malé tmavé chloupky a intenzivtezou. Po nalezeni potragg
krmi a rostou pblizné 6 tydni, piicemz sectyiikrat sviékaji. V poslednim, patém,
larvalnim instaru housenky dosahuji velikosti okdlocm, gestavaji zrat, vyprazdiji
sttevo a hledaji vhodné misto k uchyceni zamotku (kako Larva nejprve vyede
uchyceni kokonu a pak pomalymi pohyby hlavy po érae tvaru osntky kolem sebe
béhem zhrubait dni vytvori vodogsny zamotek. Vykonaiptom statisice krouzivych
pohyhi hlavy. Bourec travi jako kukla, chr&my bezpéim svého kokonu, dva tydny a pak
se lihne jako dosjy motyl (Encarta 1998). Sekretem, zachovanydiedpich ¢asti
snovacich zlaz, motykasti rozpusti $hu kokonu a vzniklym otvorem vyleze ven (Sehnal
1985). Dosplci maji rozgti kridel 3-5 cm, nejsou vSak schopni letu. Ni&é ma santka
Zlazu produkujici feromon, ktery je pro samce digmak vibraci Kidel (.trepetavy
tanec"). Po vyhledani satkiy nastava kopulace. Pomoci feromonu se Sanse saméky

snaze najdou (Pines 1997).

Obr. 1: Vyvoj bource moruSového.Larva posledniho 5. instaru (vlevo), kukla bource v

kokonu (uprogstd) a dos@d saméka kladouci vajika (vpravo). (autor. J. Dvék)

Housenky bource moruSového se Zivi vyhgatisty moruse, & uz bilé Morus
alba) nebocerné Morus nigra). Vyjimecéné lze vypsstovat linie pezivajici i na salatu nebo

listech pampeliSky. V s@asnosti se &Sinou krmi undlou potravou. Potravuifimaji jen
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béhem larvalniho stadia, kdy jejich hmotnost vzroake de¥ttisickrat (Encarta 1998).
Larvy maji dole vyvinuté kousaci Ustni organy, zatimco @tsSpmaji rezidualni sava

Usta, nefijimaji potravu a po ¢kolika dnech hynou (Lepidoptera part 2 1997).

Negativhim dsledkem dlouhodobé specializace bource moruSovahwedvabi, je
jeho aplna zavislost ndoveku. Larvy bource nejsou schopny udrZet se na hstearuse,
proto musi byt krmeny. Dosl bourci nejsou schopniffimat potravu ani létat, Spatn
lezou a Ziji jen kratce. Bez lidské geéby pravdpodobré selhalo vyhledavani safna
samic a tedy reprodukce (Herbinson-Evans 1997, ¥aleh1968).

Bourec moruSovy se postupnstal dilezitym modelovym organismem. Na
proteinech &Zkéhoietzce fibroinu bource byla poprvé pops§hiaktruktura skladaného
listu bilkovin (Pauling and Corey 1953). U bourggabrovréz objevena signalni molekula
vnimanatichem a dostala jméno feromon (Pines 1997). Nyriés®smon bource oziaje

specifickym jménem bombykol.

1.5.1 Snovaci Zlazy bource morusového

Snovaci Zlazy jsou parovy organ ektodermalnifieodu. Jsou to modifikované
labialni Zlazy vznikajici &hem embryogeneze invaginaékolika desitek aZz stovek béin
do bazalni oblasti labia. Vchlipenériy se ali a sestavuji dgady. Jiz za 60 hodin po
invaginaci ziskavaji Zlazy kowtey tvar. Prvni proteiny hedvabi se v lumeohto Zlaz
objevi za 132 hodin po invaginaci. Snovaci Zlanyjsvdaeny asi dema tisici bugk, ve
kterych Ehem larvalniho vyvoje probiha replikace DNA, al&ativ bunééné cleni. To
vede ke vzniku vysoce polyploidnich ikn(Akai 1984). S polyploidizaci je spojen i dalSi
rast snovacich Zlaz, coz vede ke a&mamu z¢tSovani busk. Konena ploidie se v
raznychc¢astech organlisi: v zadnim oddile dosahuje zhruba 18 az 1%teeinim 19 az
20 a v pednim jen 13 endomitotickych cyklSekréni polyploidni buiky obsahuji jadra
scetnymi vylEZky a uvnit jader se nachazeji petna jadérka. Vyzkumem snovacich Zlaz
se zjistilo, Ze opakovana syntéza hedvabi a jeHaceyani khem Zzivota larvy, je
provazena cyklickym zmnozenim figlusSnych bu&nych struktur, pedevsim
endoplazmatického retikula a rozvojem Golgiho koempl Soustava mikrotubul a
mikrofibril  slouzi v buikadch Kk vnitrobudénému transportu sekheich granuli
(Prudhomme et al. 1985).¢Bem vyvoje larvy kolisa i produkce hedvabi a s sionvisi

také kolisani exprese derpotebnych ktvorB hedvabi. Koncem patého instaru se
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v buikadch snovacich Zlaz bource vyrazméni sloZeni tRNA. Hromadi se hlavn

specifické tRNA, jejichZ kodony se v sek&néch proteinech vyskytuji s vysokou frekvenci.
V dok& maximalni syntézy protein coZz je nejasgji 8. den posledniho instaru, je
produkce glycinové, alanylové a serinové tRNA vevatich Zlazach naprosto odliSna od

produkce na zstku instaru (Goldsmith a Kafatos 1984).

Odstranéni vody a vipenatych ionti

-

S

Vlakno II. Viakno L.
na vzduck obklopene
molelulami
rody v Zlize
snovaci  zaklopka piednd stiednd zadni
bradavka cast snovaci Zazy

+ Vneéjsi sila a zvysujici se pH *
(nutor: Gandhi 2008)
Obr. 2: Snovaci Zldza bource moruSovehd/ Zlaze je shromafovan koncentrovany gel,
ktery je pak posouvanigs zadni, gedni a pednicast snovaci Zlazy do snovaci bradavky.
Pt posunu je postugnodstraovana voda, vapenaté ionty jsou reabsorbovany laédo&e
zvySovani pH. Bsobenim &chto zngén a pomoci v§si sily, dochazi kigmené vlidkna I.

(a-Sroubovice) na vlakno lIB¢skladany list).
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1.6 Sericiny a jejich vyuziti

Sericiny jsou polypeptidy slepujici a obalujicirbmové filamenty. Jsou rozpustné
v horké mirg alkalické vod. Vlakno uvolréné z kokonu timto postupem sestavévazri
z paru filament obklopenych vrstvou vriich serici. Nékolik vlaken je smotano
v surovou hedvabnou nit, zatimco rozguast sericiny jsou odpadnim produktem (Fabiani
et al. 1996). Vyvoj efektivni sericinové extrakceodpadni vody umaije aplikaci
sericinu v kosmetice a farmaceutickémirpyslu. Sericiny se daji pouzit jako lehce
odbouratelné biomaterialy pro produkci polyfhedepidel, membran a vldken pro
pramyslové vyuZziti (Zhang 2002). UV pohlcujici a mavlh¢ujici vlastnosti, které
oprawiuji jejich pridavani do pléovych krénti a vlasovych produkit (Zhaorigetu et al.
2003). Léky z hedvabi jsou popularni ve vychodnii Asbylo jiz navrzeno i &kolik
lékarskych  aplikaci  sericin  nag.  pouziti  sulfatovych  fipravki  jako
antikoagulanty(Tamada et al. 2004).

Sericiny o malé molekulové hmotnosti 20 kDa) jsou rozpustné ve studené &ad
objevuji se v ptateinich stadiich produkce hedvébi. Pouzivaji séas#ji v kosmetice do
pletovych kréni a vlasovych fipravki, produkfi pro zdravi a |&v. Peptidy sericinu o
velké molekulové hmotnostk(20 kDa) jsou rozpustné jen v horké ¥ajsou ziskavany
v pozajSim stadiu zpracovani hedvabi, tzv. ,degumovar8touzi jako medicinské
biomaterialy, sloZky polyméra hydrogei (Zhang 2002).

Biomedicinské vyuziti fibroinovych i sericinovychokponent hedvabi bylo
podpdeno pokrokem v tkéovém inZenyrstvi a regulovanou kultivaciznych typi
kmenovych buék. Fripravky z hedvabi jsou prokazateiwhodné k pouZziti jako leSeni pro
funkéni opravy tkani. Komeéniho vyuziti sericid se dosahloipjejich uziti jako nadhrady
howziho séra v kultivénich mediich. Ukazalo se, Ze sericiny maji pozitiviiv na
burg¢nou proliferaci mnoha typburgk. Byla nag. sledovana i stimulace lidskych koznich

fibroblasti k lepSi kompatibili se substratem (Reimers nepublikovano).

Sericiny mohou byt také vyuzity jako zdroj protigijpro kosmonauty (Yang 2009).
Obsahuji 18 drulhaminokyselin, z nichz je vic jak 90% delabsorbovano lidskynglem.
17% z nich je tvieno 8 aminokyselinami, které jsou pflovéka esencialni. Tyto hodnoty

jsou vysSi nez vdzném jidle (Zhang et al. 2002).
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2 Cil bakala rské prace

Vlastnosti sericifi zaleZzi zejména nacédh c¢éstech molekuly, které obsahuji
opakované motivy. Repeticeditych motivi jsou pravdpodobré zodpowdné za lepivost,
piilnavost k substratu a mechanické vlastnosti, zaiifmé repetice mohou bytikkZité
pro stimulaci bui&né proliferace. Objagni funkce a mozného praktickeého vyuziti
raiznych sericii a jejich ¢asti je mozné pomoci rekombinantnich prateikteré Ize
pripravit v dostaténém mnoZzstvi a v modifikacich cilenych na verifikaztahi mezi

strukturou a funkci.

Cilem mé bakalgké diplomové prace bylatiprava rekombinantniho peptidu
z ¢asti genuSer-2 v bakterialnim expresnim systéemue®poklada se pok¥avani prace
zantiené na wisteni a funkini zkousky rekombinantniho proteinu. Pro praci\ogbran
Usek koédujici oblast od nukleotidu 35 po nuklecdd7 (Kludkiewicz et al., 2009).
Sekvence nukleotidi odvozena peptidickd sekvence jsou zn&aoyrv prilozec. 3.
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3 Praktickd cast

3.1 Material

Jako material byly pouzity housenky bourorusovych japonského kmene Daizo
p50, které byly po vylihnuti chovany v plastovyahliicich a krmeny listy bilé morusé p
teplot 24°C. Pro nas experiment byly pouzity larvy v pdslim instaru.

3.2 Metodika

3.2.1 lzolace RNA

Pro izolaci celkové RNA byly pouzity snovaci Zlazypreparované z posledniho
larvalniho instaruBombyx mori z japonského druhu Daizo p50, ktery byl anestefimo
ponorem do vody. RNA byla izolovana z MSG 1, 2 (MS&Fedni ¢ast jedné Zlazy
Z parové snovaci zlazy, MSG2-drutist) a PSG (kontrola) pomoci Trizolu (Invitrogen).
Na spektrofotometru byla zfifena koncentrace RNA, pro dalSi postup bylo poul@g-

5 ug celkové RNA.

3.2.2 Syntéza cDNA

Syntéza prvnihorettzce cDNA byla provedena ve dvou krocich pomoci kitu

SuperScript 11l (Invitrogen), 1 reakce (20 pl):

50 pMoligo(dT)....cvvvvnnnnn. 1l
10 MM dNTP MiX.....covvennnnnn. 1ul
Celkové RNA (220 ng/ ul)......... 2 ul

Doplnit H,O do 13 pl
Inkubace 5 min  65°C, pak ihned nejmérl min na led

5x pufr pro syntézu prvnihi@ttzce cDNA ........ 4 ul
O, L MDTT o 1l
SuperScript HRT ... 1ol

Pipetovanim jemfipromichat, inkubace 60 mirifp0°C a 55°C, pak 15 mirrip70°C.
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Polymerasovéettzova reakce k amplifikaci cDNA:

10X PCR pufr ..o, 5 ul

50mMMMQCh ...cvvviiiiiie, 1,5 pl

10 MM DTP MiX v 1l

5pmol BM2eX ..., 0,3 ul, (1mpl exp2001 forward....... 1ul)
5pmol BMSer2.........ccoeiiiiiiiiiin. 0,3 ul, (L@l exp2001 reverse......... 1ul)
Tag DNA polymeraza (5U/ul)........ 0,4 ul

cDNA(ze gedeslé syntézy) ............. 2 ul

Doplnit do 50 pl HO

Na termocykleru byl spu&t program: 94°C 2 min, 94°C 30s, 47°C 30s, 72°C 40s
35 opakovani. Pro expresni primery byl pouZit paogr,touch down®, kdy § 57°C
klesala s kazdym cyklem o 0,5°C az na teplotu 487garky byly poté analyzovany na
1,25% agar6zovém gelu. Elektroforéza byla préwaddi napsti 50V (Obr. 3). Produkty
byly vyiiznuty a purifikovany kitem MinElute Gel Extractidtit Protocol (Qiagen). Takto
ziskana DNA byla dale amplifikovana v PCR s PfxtiRlan DNA polymerazou.

3.2.3 Primery

BM2Ex forward : 5-GCGTGGCTGTGGTCAACG- 3’

BMSer2 reverse : 5"-CAGAGATCTGAAAGACGAGC- 3
Exp2001 forward : 5-CACCGGCGTGGCTGTGGTCAACG- 3’
Exp2001 reverse : 5-TCACTCGTCTTTCAGATCTTC- 3

T7 Promoter Primes” -TAATACGACTCACTATAGGG-3’

3.2.4 Polymerazova retézova reakce

Pro zaklonovani do expresniho vektoru pET160/GW@MRD musi mit nas PCR
produkt tupé konce. ¢€h dosdhneme pouzitim Pfx Platinum DNA polymerasy
(Invitrogen), kterd vytvii poZzadované tupé konce.

2 reakce:
10 x Pfx Amplifikatni pufr ....................... 5 ul
2,5 MM ANTP MiX ..oovvnieeieiiec e, 3ul
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50mMMgSQ ....ccvviiiiiee e 1l

Templat DNA (10 pg—200NnQ@) ...ocovvvvnennnnne. 1l
10 uM Primer 1 expBMSer2 rev .............. 1,5ul
10 uM Primer 2 expBM2Ex fw ................ 1, 5 ul
Platinum Pfx DNA polymeraza ............... 0,6 ul
H,O doplnit do objemu ....................... 50 pl

Na termocykleru (T300, Biometra) byl sptr$tprogram pro PCR ,touch down® :
94°C 5 min, 94°C 15 s, 55°C 30 s, 68°C 45 s, 68)@nin, 4°C pause.Jbyla snizovana
0 0,5°C az na teplotu 47°C. PCR produkt byl pot@ymovan na 1, 25% agar6zovy gel a
elektroforéza &ela @i napsti 50V. ProuZzky v oblasti 362 bp (Obr. 4) bylyiianuty a
purifikovany MinElute Gel Extraction Kit ProtocoDfagen).

Byla zmefena koncentrace DNA ve vzorku na spektrofotomettat@a DNA byla
pouzita k zaklonovani do expresniho vektoru pETGEW/D-TOPO. Je pdeba 1-5 ng 1
kb PCR produktu.

3.2.5 Klonovani do expresniho vektoru

The Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kftavitrogen) fidi
spravné zaklonovani PCR produktu do expresniho omekipomoci tupych koric
vytvoienych Pfx DNA polymerasou. Reakce je provedenapmgiti ligazy, post-PCR
procedurach nebo vyZadovani restnich enzyni. Reakce probih& diky topoisomerase |.,
ktera vaze DNA ve specifickych mistech a rép&fosfodiesterické vazby na 5°-CCCTT
jednohorezezce (Shuman, 1991). Vznikne kovalentni vazba &&xsfatem roz&peného
fetézce a tyrosinového zbytku topoisomerasy I. (Tyr74)2 Tato vazba je postupn
atakovana 5 hydroxylu twodniho roz&penéhoiettzce a topoisomerdsa je uvéha
(Shuman 1994). V tomto systému je PCR produkt zeklan gidanim 4 basi CACC
k prednimu primeru, coZ bylo provedeno pomoci PCR sHRfiinum DNA polymerasou.
Vysledny produkt je odten sekvenovanim a zaklonovan do expresniho vektoru
PET160/GW/D-TOPO a pot&gnesen do bwk TOP10E. coli kmen DH%: (uchovany v
-80°C).

Klonovani do expresniho vektoru (1 reakce):
Cerstvy PCR produkt ........................... 1l (1-5ng 1 kBR produktu)
ROZtoK SOl ..o 1l
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Vektor pET160/GW/D-TOPO ................ 1l

Doplnit do 6 pl HO

Reakce byla promichana, inkubovana 15 minlgboratorni teplat a poté byla reakce
dana na led. Z TOPO klonovaci reakce bytgneseny 3 ul k TOP10 tkam (slouzi k
pomnoZeni a udrzeni plasmidu) a byly inkubovanyrif na ledu. Tepelny Sok: 30 & p
42°C, okamzi dat na led. Bylo fidano 250 pl S.O.C. medidaipab. teplot a pak byla
reakce inkubovana 1 hod n&epace @i 37°C. Po inkubaci byly hiky rozlity na dv
plotny s agarem (15 g Bacto agaru, Sigma na 1 Imdlia, po sterilizaci a nasledném
vychladnuti byl pidan AMP) a inkubovany do druhého dn& B7°C. Druhy den byly
narostlé biiky rozatkovany na nové plotny a dalSi den byla z kloedné kolonie

provedena PCR.

3.2.6 Polymerazova retézova reakce z bakterialnich kolonii

Tato PCR se provadi k rozliSeni kolonii se spgawaklonovanym plasmidem, 1

reakce:

LOX VYVIECT PUIT ©oe e e e, 2,5ul
2,5 MM ANTP MiX ..oviviieee e 2 1
10 UM Primer 1 eXpBMSEr2 reV ......cvvviiiiiiicie i e e e 1p
10 UM Primer 2 eXpBM2EX fW ...viviieiie e 1l
Templat (jednotlivé kolonie rozsuspendované ve PEHIO) ........... 10 pl

rTag polymerdza (TaKaRa) .............cooevveviieiineiie i 0,226

H.O doplnime do 25 pl

Vzorky byly vlozeny do termocykleru (T300, Biométra byl spuiin program:
94°C 2 min, 94°C 30 s, 47°C 30 s, 72°C 40 s, 3%oyp@ni, 72°C 10 min. PCR produkt
byl nanesen na 1, 25% agarozovy gel (Obr. 5). Kelamnkterych bylo prokazano vliozeni
plasmidu ve spravném snu, byly dale natkovany do tekutého LB media (20 g Difco LB
Broth Lennox, Sigma na 1 I8, pH 7, po sterilizaci a ochlazenigat 100 pg AMP/1 mi
LB media), z kterého byl poté plasmid izolovan mtalSi praci kitem QIA prep Spin
Miniprep Kit (Qiagen). Po pomnozeni v LB mediu Ipfasmid pouzit do PCR reakce k
ovéreni, zda obsahuje insert. Jako primery byly pouB®2Ex fw a BMSer2 rev. Byl
pouzit nasledujici program: 94°C 5 min, 94°C 3@%&C 30 s, 68°C 30 s, 29 opakovani,
72°C 10 min a primer T7 s expresnim reversnim memev programu 94°C 5 min, 94°C
30 s, 48°C 30 s, 72°C 40 s, 14 opakovani, 94°C, 30C 30 s, 72°C 40 s, 28 opakovani,
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72°C 10 min. Elektroforéza probihala na 1,25% agarém gelu i 50V (Obr. 6).
Produkty v @dekavané velikosti 546 bp s primery T7 a expresmwnenrsnim byly viiznuty
a po purifikaci byl PCR produkt pouzit k sekvenci.

3.2.7 Sekvenovani

Bylo provedano kitem BigDye Terminator 1.1 Cycle&encing Kit, 1lreakce:

Templat ..o, 10 pl
5x pufr ..o 1,5l
Smes oligonukleotid............... 2 ul
5pM Primer T7 forward ......... 1l

sH,O doplnit do 20 pl

Na termocykleru (T300, Biometra) byl zapnut progré&d6°C 1 min, 96°C 10 s,
50°C 15 s, 60°C 4 min, 35 opakovani. Vzorky bylyed#pracovany dle manuéalu DyeEx
2.0 Spin Kit (Qiagen). Vlastni sekvari reakce byla provedena nigtroji 3130xI Genetic
Analyza (Applied Biosystems), (Obr. 7).

3.2.8 Exprese rekombinantniho proteinu

Bunky BL21 Star (DE) kmené&. coli jsou specificky navrzené pro expresi genu
regulovanych promotorem T7. Plasmid byl udrzovarOP10 bukéach a pro expresi byl
pienesen do BL21 bgk. Buiky BL21 jsou uloZzeny v -70°C,ipd pouzitim je nutné je
Setrré rozmrazit. Ridat 1 pl 10 ng DNA plasmidu do jedné zkumavky #kami BL21,
velice jemr promichat. Inkubace na ledu 30 min. Tepelny S&CA30 s, ihned na led.
Pak bylo pidano 250 pl S.O.C. media a utrena zkumavka byla inkubovana 1 had p
37°C na ttepace. 200 pl této reakce bylo poté rozlito na ploshagarem a AMP a
kultivovano min. 24 hod ip 37°C. 50 ul reakce bylo zamraZzeno ve 100 pul tartbB
media s 30% glycerolemiip-70°C. Plotny byly uchovanyip4-8°C, vzorky s TOP10 a
BL21 buikami v LB mediu s glycerolem byly uloZzeny v -80&C/Sechny ostatni vzorky
byly standard& uchovany g -20°C.
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3.2.9 Pilotni experiment a nasledna detekce protein  u

Bylo postupovano dle ndvodu (Invitrogen). Opticlénzita OD budk BL21v LB
mediu s AMP byla rf¥ena na spektrofotometru (BioPhotometer, Eppen@®fnm) a po
dosazeni pozadované @p 0,5-0,8 bylo pdano 0,8M 20% IPTG k indukci exprese
proteinu (0,5-1mM konma koncentrace IPTG v kufel burgk BL21). Po 4 hodinoveé
inkubaci v 37°C byla provedena detekce proteinuzjgon Lumio Green Detection Kit
(Invitrogen).Vyuziva biarsenikalnéinidlo, které se vaze na Lumio tag (Cys-Cys-Pro-Gly
Cys-Cys) pitomny v expresnim vektorua a jeho pomaoci je detékqgrotein. Po navazani
¢inidla na Usek s tetracysteinovym motivem vykazipedlo silnou fluorescenci a diky ni
detekujeme protein na gelu. Elektroforézaézdla na komeénim 4-20%
polyakrylamidovém gelu (BioRad¥ipl50V, 50W, po dobu 90 minut (Obr. 8).

3.2.10,Dot-Blot *

Na nitrocelulézovou membranu (cca 4 x 4 cm) byl esmm bakterialni pelet
z pilotniho experimentu. Reakce byla provedenavwau dhitrocelul6zovych membranach,
na jedné za pouZziti blokovaciho pufru PBS a naéita reakce blokovana v pufru TBS,
stejrg tak i kontroly. Dale bylo postupovano dle navoduriunoblotting (Sigma-Aldrich).
Jako primarni protilatka byla pouzita mySi monoliom protilatka Anti-polyHistidin
(Sigma-Aldrich, Clone HIS-1) ¥edni 1:3000, sekundarni protilatka byla pouzita m kit
SuperSignal West Dura Extended Duration Substiidiermo scientific) wedini 1:10000
(Obr. 9).
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4  Vysledky

Pomoci obrazk dokumentuji sciidnost zvolenych postiipKomentd je omezen
na popisy obrazk coz v této fazi vyzkumu povaZzuji za dostate.

3000

Obr. 3: Amplifikace hledané sekvence v cDNA ¥ipravené z miznych ¢asti snovacich
Zl4z. V draze A je standard (Gene Ruler, 1 kb DNA ladder, Ferngnta ostatnich
drahéach jsou amplifikované produkty. DrdByE a H-J ukazuji amplifikaci cDNA ze
stredni ¢asti snovacich zlaz (MSG). Drally a K demonstruji absencitiglusné cDNA
v preparatu z koncov&asti snovacich zlaz (PSG). Specifikace jednotlivydtah,
amplifikace i 55°C: B cDNA z MSG1, amplifikace s gen®wspecifickymi primery,C:

MSG1 s expresnimi primeryD: MSG2 s geno¥ specifickymi primery, E: MSG2
s expresnimi primeryF: PSG (kontrola) s gendvspecifickymi primery. DrahyG-K

odpovidaji stejnému usfidani jako drah-F, ale reakce probihal&ifb0°C.
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3000 —

50 —

Obr. 4: Amplifikace produktu pomoci PCR s Pfx Plathum DNA polymerazou a
expresnimi primery. V drazeA je standard (Gene Ruler, 1 kb DNA ladder, Fermégntas
V drahachB aC je amplifikace cDNA z MSG 1 a MSG 2.

Obr. 5: PCR z bakterialnich kolonii. V drazeA byl pouzit standard (Gene Ruler, 1 kb
DNA ladder, Fermentas). V drahaBhE jsou kolonie bakterialnich bak TOP10. DNA

kolonii B, C aD obsahuje insertéekavané velikosti 362 bp.
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Obr. 6: PCR k owéreni spravné orientace plasmidu v biikach TOP10. Draze A

velikostni DNA standarty (Gene Ruler, 1 kb DNA laddFermentasp: plasmid z 1.
kolonie burgk TOP10, PCR pomoci T7 forward primeru (odpowééti plastidové DNA)
a expresniho reversniho primeru prokazuje sprawr@entaci (po purifikaci byl PCR
produkt pouzit na adteni sekvence nukleofifl D: tentyZz plasmid s genéwspecifickymi

primery (prokazuje fitomnost zaklonované sekvence, nikoliv jeji orientaC: plasmid
z 2. kolonie butk TOP10, PCR pomoci T7 forward primeru (odpowtdati plasmidové
DNA) a expresniho reversniho primeru-absence pitodukazuje, Ze hiky této kolonie
neobsahuji insert ve spravné orientd€i. PCR plasmidové DNA z bgk 2. kolonie,
pouzity byly genov specifické primery. ftomnost produktu dokazuje, Ze iy této

kolonie obsahuji plasmid se studovanym insertem, ugak neni spra¥norientovan

(absence produktu v draze C).
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N T VT T N R BV N U D
60 70 80 90 100

TACATATGCA TCATCACCAT CACATGGAGS TGEKGGCTGT TGTCCTGGECT

N T VT P N U RV I U D
110 120 130 140 150
GTTGOGGTGG CGGOGAAAAC CTGTATTTTC AGGGAATTAT CACAAGITTG

N T VT T N R BV N U D
160 170 180 190 200

TACAAAAAAG CAGGCTCCGC GGECCGCCCCC TTCACC

.élo.... ...220... ..230.... ...240.... ...250

N U VT P R U BV N U D
260 270 280 290 300

N T VT T N R BV N U D
310 320 330 340 350

.360.... ...370.... ..380.... ...égo.... ...AOO

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

N T VT T N R BV N U D
460 470 480 490 500

N T P R R RV N U D
510 520 530 540 550
CGAAGATCTG AAAGACGAGT
N T VY T N U BV N U D
560 570 580 590 600
GAAAGGGTGG GCGCGCCGAC CCAGCTTTCT TGTACAAAGT GGTGATAATT

Obr. 7: Sekvence plasmidu z kolonie butk TOP10 obsahujiciho insert. Vektor
pPET160 (mode) s His tag (6x His, zel€¢)) Lumio tag (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys,
cervere), primer T7 fw neni na sekvenci viditelny, primexp2001 rev (fialo¥), insert
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(Zlute). Tato analyza prokazuje, Ze studovana sekventzel®ze zran zaklonovana do
plasmidu a byla ifjpravena k expresi rekombinantniho proteinu, ktbgjde moZno
detekovat &istit pomoci hexahistidinové kotvy.

Obr. 6: Detekce proteinu pomoci Lumio Green Deteabtin kitu. Drahy A-D ukazuji
piitomnost exprimovaného proteinu o velikosti asikEZ& v bakterialnim peletuc¢kolika
nezavislych kultivaci bakterialnich btk V drazeE byly pouzity proteinové standardy o
uvedenych velikostech (Page Ruler Plus, Prestgiraein ladder).
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Obr. 7: Dot-Blot. Byl analyzovan bakteridlni pelet z pilotniho expantu na
nitrocelul6zovych membranacl je negativni kontrola v blokujicim pufru PBS, je
negativni kontrola v blokujicim pufru TB& jsou vzorky bakterialniho peletu v PBS,
vzorky v TBS. Jako primarni protilatka byla pouzitgSi monoklonalni protilatka tedni
1:3000 (Sigma-Aldrich) a jako sekundarni protildthgla pouZita kaska anti-mySi
protilatka viedni 1:10000 (Thermo scientific). U mebrd&h a D je zZetelny pozitivni
signal nasSeho peptidu, ktery obsahuje v sekvensi tAg, na ktery se vaze primarni

protilatka.
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5 Zaver

PredloZzené vysledky prokazuji, Ze byla vybra&aat kodujici sekvence geisar-2
ve spravné orientaci zaklonovana do plasmidu vestgm bakterialnim vektoru. Insert byl
exprimovan spolu sipojenou histidinovou kotvou, jejiZ fjpomnost umoznila ikaz
produkce pozadovaného peptidu. V dalSi pracigba optimalizovat podminky exprese
proteinu a gpravit ho dostat&né mnozstvi pro studium jeho fyzikalnich vlastnosti

fyziologické funkce a fipadného praktického vyuziti.
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7 Prilohy

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

TOPO
I»mm ISIeH 6xHis Lumio™tag TEV attB1 m attB2 T7 term I

pET160/GW/
D-TOPO®
5839 bp

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

T7 promoter/priming site lac operator

I
I T
1l AGATCTCGAT CCCGCGAAAT TAATACGACT CACTA T_i“xGGGI GAATTGTGAG CGGATAACAR

_ RES
_| 1 |
61 TTCCCCTCTA GAAATAATTT TGTTTAACTT TAAGAAGGAG ATATACAT ATG CAT CAT
TAC GTA GTA

Met His His

GxHis tag Lumio™ tag

1 [ 1
118 CAC CAT CAC CAT GGT GCT GGT GGC TGT TGT CCT GGC TGT TGO GGT GGEC
GTGE GTA GTG GTA CCA CGA CCA CCG ACA ACA CGGA CCG ACA ACG CCA CCG
His His His His Gly Ala Gly Gly Cys Cys Pro Gly Cys Cys Gly Gly

TEV recognition site aliB1 site

1 —

le6 GGEC GAA AARC CTG TAT TTT CAG GGA ATT ATC ACA AGT TTGE TAC AAA ARR
CCG CTT TTG GAC ATA AAA GTC CCT TAA TAG TGT TCA AAC ATG TTT TTT
zZly Glu Asn Leu Tyr FPhe Gln‘Gly Ile Ile Thr Ser Leu Tyr Lys Lys

TEV cleavage site
PCR product

—
AAGGGTGGGC GCGCCGACCC
TTCCCACCCG CGUGGCTGGE

e ————

214 GCA GGC TCC GCG GCC GCC CCC T
CGT CCG AGG CGC CGG CGG GGG AAG TG
Rla Gly Ser Ala Ala Ala Pro Phe Thr

aiB2 site

1 —
261 |AGCTTTCTTG TACARAGTGEG TGATAATTAA TTAAGATCAG ATCCGGCTGC TAACAAAGCC
TCGARAGAAC ATGITTCACC ACTATTARATT

T7 reverse priming site
I |

] |
321 CGARAGGARAG CTCGAGTTGEEC TCGCTGECCACC GCTGAGCAAT AACTAGCATA ACCCCTTGGE

T7 transcription termination region
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Priloha 2: Sekvence plasmidu po zaklonovani do expréEso vektoru

] T 20 90 100 110 120
ACATATGOGCATCATCACCATCA CATGCGAGETGOGOGEGGCTGTTIGTCCTOGOCTGTTGCGGTOOCGOC0 AALAATC

ol ol Lok, L0 M MJ A

130 140 150 160 170 120 190
TOTATTTTCAGOG AAT TAT CACAAGT TTO TACAAAAAAGCAGGCTCCOGCGOGCCGCCCCCTTCACCGGCG T

W

L TV IE I T
200 210 220 230 240 250 260
GOCTOTOGOTCAACGCAT TGO COAATCCAC TTTTCOGGGGC T TAGT TAAATC GO TTAGCAAAALLAMLCAS

Lm il [}""‘-\.I A £, = »V\WRAM

270 280 250 300 310 320 330
ATTTTTCGAGGACAAATTT GAAAATCTCAAAGACGAATOTOGOOTCAAAAATTT CAAAATC TCAAAGAMAATC

Mnﬂ Fi3 LM - | A ral
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340 350 360 370 380 390 400
TG GTOAAAAAGT T GAAAATCTCAAAGAGAATGT TGGT GAAAAATTAGAAAATATCALAAGAGAAGGCTGG

; _Jmng cmatbaahld L UL M\ e o o Lmhmm

410 420 430 440 450 460 470 430
AAAAATTT GAAAATCTCAAAGACAATOTTOGAGAAAAATMT GAAAATCTCAAAGACAATOTTOGAGACAAAT TAGAAG

P L P e o nA/W alla ok el el W\J {WW\/\

490 500 510 520 330 540
CAGCTAAAGAAAAAGU TOOACGAAATCAAAAAGAAACTAGT OOATOTCOGCGAAGATCT CAAAGACGA GT GAAAGGGTG

i A ‘ 2 b , bog b ~ J L %W
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Priloha 3: Sekvence genwer-2 Bombyx mori (Zlut jsou ozn&eny genow specifické

primery, které vymezugast genu, jenz byla v této praci klonovana a exqpviina).

at gaagat cccat acgt ctt gct gt t cct t gt gggegt ggcet gt ggt caacgcat t gcce

M K1 PY VL L FLV GVAVVNALP
aat ccacttttcgggggctt agttaaat cgctt agcaaaaaaaaacaaatttttgaggac
NP L F GGL VK SL S KK KIKOQI F E D

aaat tt gaaaat ct caaagagaat gt gggt gaaaaat t t gaaaat ct caaagaaaacgt g
K FENULIKIENVGEI KU FENLIKENWYV
ggt gaaaaagt t gaaaat ct caaagagaat gt t ggt gaaaaat t agaaaat at caaagag
G E KV ENLIKENVGEIKLENI K E
aaggct ggagaaaaat t t gaaaat ct caaagacaat gt t ggagaaaaat t t gaaaat ct ¢
K A GE KFENLIKDNWVGEIKFENIL
aaagacaat gt t ggagacaaat t agaagcagct aaagaaaaagct ggagaaat caaaaag
K DNV GDJIKULEAAIKEIKAGTEII KK
aaact agt ggat gt cggcgaagat ct gaaagacgagct cacggaagacaaaaaaat aaag
K L vDVGET DULI KD EULTEDI KK I K
at at ccat ct cgaaagacgaaggat t gact t t agaaaaagaaggat acaagt ct gatt ac
I S 1 S K DE GLTULEIKEGY K S DY
gat cgt aat gaat at gaagaacgcagat ct gaacaccaggaggat aacgacagcgacggc
DRNEYEEWRRSIEHU QETDNDSD G
t cat acagcaaaggt t ccgaat acgaaaaat acggt gaagaggaaaagt at gaagaacgt
S Y S K GS EY EKY GEEZEIKY E E R
aggacccacgacaagtt ct ccat t ggcaagaacggt at t agt gccgagcgaacgaaat ca
R T HDI KU F SI GKNUGI S AEIRTK S
aagagaggt gaaagaaaagaagt cgaaggcgaat at gagaaagact acgaaaggaaagag
K R GE RKEV E GEY EI KDY E R K E
aacaacggcggat cct ccgaat at t cagagagagaaagagagagt t t ggaaaaat caaaa
N NG GS S EY SEWRERESLEK S K
gaaaggt acggcgagcagt cgt ct aagt cct t ct cgt t gggt aaat ccggct t gaagaag
E RY GE QS S K SF SL GK S G L KK
caggat aat t caaaat cgt at t ccgacaaggaagagt cgaaact ggaaaaggaaaagaaa
Q DNSK SY SDIKUEZES KL E K E K K
t at gaaaagaaaacaaaaat caacaat gaaaggcagt t agat gaagat gagaacgaaagg
Y EK KT K 1T NNEWRIOQL DEDENER
agaact gt t gt aggccgagat gagcaaaggcaagat gaccaaagccgagacgaccaaagc
RTVVGRUDEG QRO QQDUDTG QS SR RDTUDOQ S
cgagat gaccaaagccaagat gaggaaact ggcagcgacgat agt gacaaaaat agagga
R DDQS QDU EETGSUDUDSDKNRG
aaggat act gacgat aaat at t ccgagacaggaaccaat aaat cat cagaaacgaagaca
K DT DUDIKY S ETGTNIKSSETKT
ggcaagcgt gat ggct cgaagagcggegt cacagt cgaaagggaaaaat ccgaat ccaac
G K RDGSKS GV TVEWREIKSE SN
aagaaaagt cgt gaat t t gaaaat aaagaagct gaat ct t cgacct at agggat aagaat
K K S R EVFENIKIEAIESSTYRDK N
cggt cagt gaacagt ggct cggaacgcaagagt t ccggt aaagacgaggagt acagt gaa
R SV NS GSEWRIKSS GIKDETEY S E
cagaact ccagt aat aaat ccttt aacgacggcgat gcat cggct gact accaaaccaaa
Q NS S NKSFNWDUGUDASADYOQT K
t ct aagaaggt t gaaaagaat t ct gccagagat aaaaaggaaaaggaaaaaact gacaca
S K KV EI KNS SARUDK KK KEIKEIKTDT
agaaatt ct gacggaacgt acaaaact t ct gagcgcgaaaaagaacaat ctt ct agagt g
R NS D GTY KT S EIREIKEQS S RV
aat caaagt aagggcagcaact ct cgggat t cct cggagt cagacaaat ct ggccgaaaa
N Q S K GS NS RDSSESDIKS GRK
gt gaat aaagaaacagaaacgt act ct gacaaagacgcgcagact t cagaaagt gaacgt
V NK ETETY S DI KDAQT S E S E R
act caaagt aaagaaaaaaaaaat acagcgcccaagaat aagggcaaaaagggaacct ct
T Q S K E K K NTAPKNIKGI KK GT S
acagaaacagat ggagt cact aagaat gct agt aagcagaaggagaaggt gcct aaagat
T E T D GV T K NAS K QK E KV P K D
ggaagt aaaagct ccacgaat gat agcgaaggcaaacaaaaaaacaaagaccaat caaag
G S KSSTNDSTEGIE K QKNIEKTDO QS K
ggacagaaaaat aat caagacggacaagact ct t cgacgaacgaaaat t ccaaaaagaca
G QKNNOQODG QDS SSTNENSTKTKT
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gat gat aat gt t gcaaagaaagaagaacccaat aat caaaagagagaacaaaaaggaaag
D DNV AIKIKEIEWPNNIOQIKRE QK GK
acaagat gt ggct ct aggaaaact gagagt t ccaaagcgaaagaagat agaagcaagaaa
T R CGSRIKTESSKAIKEUDR RS KK
agcact accgat aaagaccagcgcgacgacaaaaaagat t cct ccagcaaaaacat agac
S T T D KD QRDUDI KK KD S S S KNI D
aagcct aaagat gggt cat cat cggat aaagact cagagaaggct aagcct aacgacaga
K P K DGSSSDI KD SEIKAKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaa
S P S HKDTEIKAIKWPNDRSUP S DK
gacacagagaaggct aagcct aacgacagt t caccat cgcat aaagacacagagaaggct
D TEIKAIKWPNUDSSWPSHIKDTE K A
aagcat aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K HNDR RSP SDIKDTEI KA AIKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S HKDTEI KV KPNUDRSUP S HK
gacacagagaaggt aaaacct aacgacagat caccat cgcat aaagacacagagaaggct
D TEIKVI KWPNUDIRSWPSHIKDTEK A
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NDRSP SDIKWDTEI KA AIKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgt at aaa
S P S HKDTEI KV KPNDRSUZP S Y K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct
D T EIKAIKWPNUDWRSWPSDIKDTEK A
aagcct aacggcagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NGRSP SDIKWDTEI KA AIKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S HKDTEI KV KPNUDR RSP S HK
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat agagacacagagaaggct
D T EIKAIKWPNUDWRSWPSIDIRDTEK A
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct aagcct aacggcaga
K P NDRSP SDIKUDTEI KA AIKWPNGR
t caccat cggat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S DIKDTEI KV KPNDRSUP S HK
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct
D TEKAIKWPNDIRSUWPSDIKDTE K A
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NDRSUPSDIKUDTEI KA AIKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgt at aaa
S P SHIKDTEI KV KWPNUDIRSUP S Y K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct
D TEKAIKWPNDIRSUWPSDI KDTE KA
aagcct aacggcagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NGRSUPSDIKUDTEI KA AIKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P SHIKDTEI KV KWPNDI RSP S H K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat agagacacagagaaggct
D TEKAIKWPNDIRSUWPSDRDTE K A
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct aagcct aacggcaga
K P NDRSUPSDIKUDTEIKAIKUPNGHR
t caccat cggat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S DIKDTE KV KWPNUDI RSP S H K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct
D TEKAIKWPNDIRSUWPSDIKDTE KA
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NDRSUPSDIKUDTEIKAIKWPNUDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgt at aaa
S P SHIKDTEI KV KWPNUDWI RSP S Y K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct
D TEKAIKWPNDIRSUWPSDIKDTE K A
aagcct aacggcagat caccat cggat aaagacacagagaaggct aagcct aacgacaga
K P NGRSP SDIKWDTEI KA AIKWPNDR
t caccat cgcat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S HKDTEI KV KPNUDR RSP S HK
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat agagacacagagaaggct
D T EIKAIKWPNUDWRSWPSIDIRDTEK A
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaagct aagcct aacggcaga
K P NDRSP SDIKWDTEI KA AIKWPNGR
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t caccat cggat aaagacacagagaaggt aaagcct aacgacagat caccat cgcat aaa
S P S DIKDTEI KV KWPNUDI RSP S H K
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagagaaggct
D TEKAIKWPNDIRSUWPSDIKDTE KA
aagcct aacgacagat caccat cggat aaagacacagat aagacat t cgacaaaaacat a
K P NDRSUP S DI KDTDI KT F D K NI
gacaat aaaaggcccaaggacggt t cat cat cggat aagaacgt agagcaggaaagggag
D NKRWPIKDGSSSDIKNVEQERE
aact acaaat ccgaat ct agccgaaat gaat t t gaaaaccaaaaat ct gcacat t cgaga
NY KSESSIRNIEFIENQOIKS AHSR
t at gaggat aacggt ggt t t gaaagaaaaaagct cgcaat ct aagaat t acggaagagac
Y E DN GG GLKEI K S S QS KNY G RD
gagaagt acagt gaagagaaggagaggagt t ccact gggaagt t t ggat cgaat gact cc
E K'Y S EEIKIEWRSSTGIKF GSND S
cgagcacgtt ct acaaaagccgaagaggaacat gt caggaagt cacaagaagaaacacat
R ARSTIKAEUEIEMHVRIKS QEETH
t cagagcaacgagaaaaaacaagat ct gacggagt gact aaat acaacgat ggt gat gag
S EQREIKTRSDGVTIKY NDGD E
catttcgattcagacgat acagagaagact aagcct aat ggcagat caccat cgcat aaa
HF DS DUDTEIKTKWPNGRSUP S HK
gacacagagaaggct aagcct aacgacagat cat cct cggat aaagacacagagaagcca
DT EIKAIKWPNUDIRSSSDIKDTEKP
ttt gacaaaaacat agccaat aaaaggcccaaggacggt t cat cat cggat aagaacgt a
F DK NI A NIKWRWPIKWDUGS S S DK KNV
gagcaggaaagggagaact acaaat ccgaat ct agccgaaat gaat t t gaaaaccaaaaa
E Q E RENYIKSESSRNETFENAOQK
t ct gcacat t cgagat at gaggat aacggt ggt t t gaaagaaaaaagct cgcaat ct aag
S AHS RY EDN NG GG GLKEIKS S Q S K
aat t acggaagagacgagaagt acagt gaagagaaggagaggagt t ccact gggaagt ct
NY GRDUEIKY S EEIKEWRS ST G K S
ggat cgaat gact cccgagcacgt t ct acaaaagccgaagaggaacat gt caggaagt ca
G S ND SRARSTIKAEEEWHVYVR K S
caagaagaaacacat t cagagcaacgaggaagaacaagat ct gacggagcaact acgt cc
Q E ETHSE QR GRTIRSDGATT S
aacgat aat gat aagcaat acgat t cagacgacaagaacaacagt agcaccaaacat aag
N D NDIKQYDSDUDI KNNSSTK HK
aaaacggt cat gagat ct gagcaat cagat t cgt ct caaaat gaaaat t ct acct ccgaa
K TVMRG SETG QSD ST SO QQNTENTSTSE
t ccaaaaagt t cgcaaaaact gat ggct ccaacaaat at gaagcggaat caagt t cgcat
S K K F A KTD GSNIKYEAES S S H
aaacaacaagaagcgcgcaaacagagcaat agagt agt agagaagagcact gat ggggac
K QQEARIKU QSNRVYVYVEZKTSTTUDTGD
aat gaggaat cct acaggagcgaaagcagcagcagcagcagcagcagt t ct agt agt agt
NEESYRSESSSSSSS S S S S S
cgaagcagtt cct caagcacct acaccggct cccat gat gat agct ccgaggaat gacga
R S S SSSTYTGSHUDUDS S E E -
at gggaacat caact tt aacaaaccttgcattaccttatggctttgtgtagttttaagtt

t gt gaat gcat t t aaaaat t gt gat ggccgttcctcgtttggttgactcatttttaacag
tttgtagct agtt aaaat aagt cgccgegt gt at cat t ggct at cacacaaaaaat at aa

ctttttaaat aaaaacct aagcat ac
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