Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Piiprava rekombinantniho paralyzaé¢niho proteinu z jedu

parazitoidni vosi¢cky Habrobracon hebetor

Diplomové prace

Bc. Barbora Martinkova

Skolitel: Prof. RNDr. Michal Zurovec, CSc.

Ceské Budgjovice 2017



Martinkova, B., 2017: Pfiprava rekombinantniho paralyza¢niho proteinu z jedu parazitoidni
vosi¢ky Habrobracon hebetor. [Production of a paralysis protein from the venom of
parasitoid wasp Habrobracon hebetor. Mgr. Thesis, in Czech.] 58 p., Faculty of Science,

University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech republic.

Annotation:

A candidate protein from the venom gland of parasitoid wasp, Habrobracon hebetor,
predicted to be responsible for the paralysis of lepidopteran caterpillars, was produced in
baculovirus and bacterial expression systems. The function of both recombinant protein

variants was confirmed by in vivo tests in Galleria mellonella larvae.

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury CR, &islo grantu P305/14-278168S.

Prohlaseni
Prohlasuji, Ze jsem svou diplomovou praci vypracovala samostatné s pouzitim pouze

prament a literatury uvedenych v seznamu pouzité literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své diplomové préace, a to v upravé vzniklé vypusténim vyznacenych cCasti
archivovanych Piirodovédeckou fakultou elektronickou cestou ve vefejné pfistupné casti
databazi STAG provozovanou Jihogeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich
internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu

této autorské prace.

Souhlasim také s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zdkona €. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a oponentli prace 1

zaznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifika¢ni prace.

Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikatni prace s databazi
kvalifikacnich praci These.cz provozovanou Ndarodnim registrem vysokoskolskych

kvalifika¢nich praci a syst¢émem na odhalovani plagiata.

V Ceskych Budgjovicich, 18.4.2017 Barbora Martinkova



Podékovani
Na tomto misté bych chtéla podekovat prof. RNDr. Michalu Zurovcovi, CSc. za

trpélivost a Cas, ktery mi vénoval pfi psani mé diplomové prace a prof. RNDr. Daliboru
Kodrikovi, CSc. za pomoc s purifikaci proteinu. Mé pod€kovani patii i vSem ¢lenim
Laboratofe molekularni genetiky, nejvice Mgr. Vaclavu Brozovi a Bc. Lence Rouhové za
cenné rady a Ing. Michalovi Serému, Ph.D. za pomoc s vyhodnocovanim videozaznami.
V neposledni fadé bych chtéla podékovat svym rodicim za mordlni a finan¢ni podporu

béhem celého studia.



Obsah

1

2

3

UVOD .. ettt bttt h e bttt ae e bt e bt b e e bt et e e st e e be e beeneenre et s 1
1.1 Parazitoidni VOSICKY ......coiiiiiiiiiiieiiei e 1
1.1.1  Endoparazitoidni VOSICKY ......cccocviiiiiiiiiiiii s 1
1.1.2  Ektoparazitoidni VOSICKY ......ccveiiiiiiiiiiieiieie et 2
1.2 Vosicka Habrobracon hebetor ... 3
1.2.1  Druhova specifita jedu druhu Habrobracon hebetor ............c.cccoocvvvevcvervenenne. 3
1.2.2  Utinky jedu druhu Habrobracon hebetor ............ccoevvveevveeeevesseseeseneen, 3
1.3  Charakterizace jedu Habrobracon hebetor............cccoovoiiiiiii e, 4
CILE PRACE ..ot 7
MATERIAL A METODY ....ovvtuitimiiiiimeisesiss st 8
3.1 POUZILE OTZANISIIY ..uviueiieeiiiitesie ettt ettt r ettt nn e nn e 8
3.2  Priprava databazi cDNA druhu Habrobracon hebetor...........cccoccovviveiiiieicinene, 8
3.3 Analyza zhomogenizovanych jedovych Zlaz druhu Habrobracon hebetor............... 8
3.4  Piiprava rekombinantniho proteinu v bakulovirovém expresnim systému ............... 9
341 ReVerzni tranSKITPCE ...ueeivvieiiiiiiiieesiiessieesstieessiaee e sba e s s e s sbe e s sbe e e ssbeeennnee e 9
3.4.2 Navrzeni primert a tprava sekvence pomoci PCR ........c.cccecviiiiiiiiiiiiieniiinenns 9
3.4.3 Klonovani inzertu do vektoru pBluescript SK+ ..., 10
3.4.4  Klonovani inzertu do vektoru pFastBac ..........cccooveiiiiiiiiiiiic e 11
3.45  Priiprava bakulovirového ,,shuttle® vektoru ..........ccoooeviiiiiiiiiiie, 12
3.4.6  Transfekce, ptiprava bakulovirovych P1 a P2 zasobnich roztokil.................... 14
3.4.7 Infikovani ,,High Five* bun¢k P2 virovym zasobnim roztokem...................... 15
3.5 Priiprava rekombinantniho proteinu v bakterialnim expresnim systému ................. 15
3.5.1  Vyber expresniho VEKIOTU ......uieiviiiiiiiiiiie i 15



3.5.2  NavrZeni primert a Gprava sekvence pomoci PCR...........ccccoovviiiiiiiiiiinn, 15

3.5.3  Klonovani inzertu do vektoru pGEM-T EaSY.........ccccvviiiiiiiiiniiiieiicecee 16
3.5.4  Klonovani inzertu do vektoru pRSET ..o 16
3.5.5  Piiprava kompetentnich bun€k ...........ccccoeiiiiiiiiii 17
3.5.6  Transformace pRSETu do kmene BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL.................... 17
3.5.7  Pilotni exprese rekombinantniho proteinu............ccocerieiirieiieneniesiese e 17
3.5.8  Exprese rekombinantniho proteinu za upravenych podminek ..............ccco..... 18
3.5.9  Lyze bakteridlnich bun€K...........ccoivviiiiiiiiiiiii e 18
3.6  Izolace rekombinantniho proteinu pomoci afinitni chromatografie ........................ 19
BT SDS-PAGE ... s 19
3.8 Dialyza izolatu proti 1X PBS ... 20
3.9  Purifikace roztoku proteint kolonou C 18 — SEP PAK ..o 20
3.10 Bradfordova reaKCE ..........ccoiiriiiiiiciic e 21
3.11 Testovani G¢inkli rekombinantniho proteinu na motylich larvach....................... 21
VY SLEDKY ...cooovtueimessssesssesssesss st 23
4.1  Vyber kandidatl tOXINT. ....ccvriiiiieiiiieiiiie st e e 23
4.2  Bakulovirovy eXpresni SYSEEIM ... ....ueiuiiiiieiiieiieesieeeiee et 24
4.2 1 KIONOVANT ..eiiiiiiiieiie et 24

4.2.2 Transfekce, piiprava Pl a P2 virovych zasobnich roztokii a vyroba

rekombinantniio PrOTEINUL......civiiiiiii i 25
4.2.3  Testovani u¢inki média na larvach Galleria mellonella..............ccccooeivinnnns 27
4.3  Bakteridlni eXpresni SYSTEM ....c..uiiviiiiiiiieiie et 28
4.3 1 KIONOVANT ..eiiiiiiiie ittt sb e b et e e san e b ennas 28

4.3.2  VysledKy pllotni @XPIESE .....ccviriverriiiiriieiiieiiiie et 29



4.4  lIzolace rekombinantniho proteinu a dialyza...........cccoiiiiiiiiiiiiici 31

4.5 Izolace rekombinantniho proteinu a purifikace kolonou ¢ 18 - SEP PAK .............. 34
4.6  Testovani ucinkil proteinu na larvéach a statistické vyhodnoceni.............c.cccvrnennne. 36
DISKUZE ...t bbbttt bbbt 39
5.1  Porovnani pouZitych expresnich SyStEMU ..........ccovovviiieriiinieeiieee e 39
5.2 Porovnani purifikace 1ZOIAtU .........cccueiiiiiiiieiiic s 40
5.3  Srovnani 15% a gradientového gelu na SDS-PAGE ..., 40
5.4  Uginnost rekombinantniho Proteinu ...........c.cevevevreiereisieeieseiseessessessesessesesessenens 41
ZAVER ...ttt 43
SEZNAM LITERATURY ..ottt 44
PRILOHY ..ot 50

SEZNAM ZKRATEK ... 58



1 UVOD

1.1 Parazitoidni vosi¢ky

Parazitoidni vosi¢ky jsou malé organismy o velikosti cca 2 mm pattici do fadu
Hymenoptera (Moreau et Asgari, 2015). Tato skupina hmyzu si vyvinula rizné mechanismy,
diky kterym je schopna podrobit si hostitele, a vytvofit tak vhodné podminky pro vyvoj
svého potomstva. U parazitovaného hmyzu dochazi vétSinou ke znehybnéni, zastaveni
vyvoje a nasledné smrti ve chvili, kdy uz neni pro vyvoj parazitoida potiebny. Vosicky jsou
Casto schopné deaktivovat imunitu hostitele a ovlivnit jeho chovani (Beckage et Gelman,
2004). K tomu pouzivaji jedovou zlazu, kterd obsahuje smés proteinovych a dalsich slozek.
Typicky parazituji na motylech (Lepidoptera) a dle mista kladeni se dé¢li se do dvou skupin —
ektoparazitoidni (samice klade vajicka na povrch téla hostitele) a endoparazitoidni (vajicka
jsou nakladena dovniti larvy). Ackoliv byly nalezeny evolu¢né konzervované proteiny u

obou téchto skupin, jed ma pokazdé jiné slozeni a plni jiny ucel (Moreau et Asgari, 2015).

1.1.1 Endoparazitoidni vosi¢ky

Jed endoparazitoidnich druhli vétSinou viibec nezplsobuje paralyzu (pokud ji
zpusobuje, pak se vétSinou jedna jen o kratkodoby jev), ani neblokuje vyvoj hostitele. Tim,
7e endoparazitoidni vosi€ky umoziuji motylim larvdm pokracovat ve vyvoji, potiebu;i
mechanismy na regulaci vyvoje hostitelského druhu. Navic tyto druhy vosi¢ek jsou pfimo
vystaveny imunitnim odpovédim hostitele, konkrétné¢ enkapsulaci, coz je pokryti
nakladenych vaji¢ek nebo larev vrstvami hemocyti. Enkapsulace byva doprovazena
melanizaci, procesem, pii kterém se kaskadou reakci tvoii a ukladaji fenolové intermediaty a

melanin (Moreau et Asgari, 2015; Pennacchio et Strand, 2006).

Z téchto duvodi si endoparazitoidni vosicky vyvinuly rizné mechanismy, kterym se
vyhybaji aktivaci imunitni odpovéedi hostitele, konkrétné se jedna napiiklad o kladeni vajicek
do takovych tkani hostitele, ve kterych uniknou jeho pozornosti, nebo vylucovani
maternalnich faktorti, latek napodobujicich vlastni molekuly hostitele hostele, diky kterym

nevnima nakladena vajicka jako cizi material (Gatti et al., 2012).



Studie analyzujici jed endoparazitoidniho druhu Pimpla turionella odhalila, ze jed
obsahuje prevazné proteiny s molekulovou hmotnosti od 20 do 106 kDa, znichz cast
vykazuje enzymatickou aktivitu. Kromé toho byly v jedu nalezeny i dalsi slozky jako jsou
mellitin a apamin (Ugkan et al., 2004). Mellitin je hemolyticky peptid, ktery se vyskytuje mj.
i vjedu druhu Apis mellifera. Toxin apamin, ktery je taktéz pfitomny i ve vcelim jedu,
inhibuje  iontové kandly hostitele (Messier et al., 1991; Raghuraman et

Chattopadhyay, 2007).

Zajimavosti je, Ze v piipadé endoparazitoidnich vosi¢ek se vjedu navic cCasto
vyskytuji viry nebo virim podobné &astice (VLPs), které dokazi manipulovat fyziologii
hostitele (Moreau et Asgari, 2015).

1.1.2 Ektoparazitoidni vosi¢ky

Jedy ektoparazitoidnich vosic¢ek (ha rozdil od jedi endoparazitoidnich druhii) zpisobi
vétSinou paralyzu a nasledné zastaveni vyvoje hostitele. Naptiklad toxiny pfitomné v jedu
vosi¢ky Philanthus triangulum postihuji centralni i periferni nervovy systém, a to
zablokovanim presynaptickych i postsynaptickych neuromuskularnich spoju (Piek, 1982).
Druh Eupelmus orientalis, jehoz jed vykazuje hyaluronidazovou a fosfolipidazovou aktivitu,
zpusobuje trvalou paralyzu a Uplné zastaveni vyvoje hostitele, ktera se projevuje
zablokovanim proteosyntézy. Zaroven ale absence rozkladu DNA svéd¢i o tom, Ze hostitel je

stale zivy (Periquet et al., 1997).

Hojné studovanym druhem ektoparazitoidnich vosi¢ek, kterym se zabyvalo mnoho
praci (Danneels et al., 2014; de Graaf et al., 2010; Rivers et al., 2006), je Nasonia
vitripennis. Jeji jed se sklada ptfevazné zamind, peptidd a proteinii se stfedni nebo
vys$§i molekulovou hmotnosti (od 13 do 200 kDa). Mezi nizkomolekularni proteiny pak patti
apamin a histamin. Analyza frakci jedu, ktery byl podroben HPLC, naznalila, Ze za

zastaveni vyvoje hostitele je zodpovédnych vice proteinti najednou (Rivers et al., 2006).

Zvlastnosti ze skupiny ektoparazitoidnich vosicek je druh Ampulex compressa, ktery
disponuje dvéma jedovymi zihadly. Prvni zihadlo slouzi ke znehybnéni piedni casti téla
hostitele pomoci zablokovani postsynaptickych spoji. Intoxikace druhym zihadlem u kofisti

vyvolava dlouhotrvajici netecnost (Libersat, 2003).



1.2 Vosi¢ka Habrobracon hebetor

1.2.1 Druhova specifita jedu druhu Habrobracon hebetor

Mezi nejznaméjsi ektoparazitoidni vosicky patii Habrobracon hebetor (Hymenoptera:
Braconidae) (Quistad, 1994). Tento druh parazituje nejcastéji na motylich druzich Ephestia
kuehniella, Plodia interpunctella, Ectomyelois ceratonieae a Galleria mellonella, na jejichz
larvy klade dospéla samice po paralyze az 20 vajicek, ¢imz zajisti krmeni svych larev, které
se dale vyviji na hostitelské kutikule (Borzoui et al., 2016). Paralyza zminénych
hostitelskych druhti je uplna a nevratna. Zaroven se zjistilo, Ze na jiné motyli druhy nema jed
zadny vliv jako je tomu naptiklad u zavijece kukuticného (Pyrausta nubilalis) nebo u dalsich
druhit hmyzu — japonského brouka (Popilia japonica) ¢i svaba Oncopeltus fasciatus. Taktéz
byly objeveny druhy, u kterych je vliv jedu ¢aste¢ny, napiiklad Archips cerasivorana. Po
napadeni tohoto druhu parazitoidni vosi¢kou se paralyza dostavila pozd¢€ji, nez tomu byva u
typickych hostiteld zminénych vySe, a navic intoxikované larvy po zastaveni pohybové

aktivity stale reagovaly na mechanickou stimulaci (Beard, 1952).

1.2.2  Utinky jedu druhu Habrobracon hebetor

Toxické ucinky jedu vosi¢ky Habrobracon hebetor byly podrobné zkoumany hned
v nékolika pracich (Beard, 1952; Kryukova et al., 2011; Kryukova et al., 2015; Slama,
2012). Okamzita paralyza hostitele, ktera mtze byt docasnd, nebo trvald, ukazuje na vysoky

potencial vosi¢kového jedu (Beard, 1952).

Prace Bearda (1952) ukazala, ze se hostitelska larva zavijeCe voskového (Galleria
mellonella) po bodnuti vosickou H. hebetor hybe necelou minutu na misté¢ az dojde k Gplné
paralyze, po které larva nereaguje ani na hmatové podrazdéni, ani na elektrické stimuly.
Urcity Cas po nastupu celkové paralyzy jsou vSak viditelné nepravidelné a nekoordinované
svalové fibrilace, které ale postupné vymizi. Zajimavosti je, Ze otrava jedem v pocateénich
fazich paralyzy nepostihuje srdce ani stfevo. Ke zpomaleni srde¢ni aktivity dochazi az po
n€kolika dnech a smrt obvykle nastava bud’ v diisledku bakterialni infekce, ktera se vyskytne

V ran¢, nebo jako vysledek vysuseni celého téla.

Soucasné bylo prokazano, ze jed vosicky Habrobracon hebetor méni aktivitu enzymu
fenoloxidazy (PO), a to u kazdého hostitelského druhu jinym smérem. Na larvach organismu
Plodia interpunctella bylo zméfeno, Ze aktivita fenoloxidazy po bodnuti stoupa oproti
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kontrole (Hartzer et al., 2005). Naopak u larev Galleria mellonella injikovanych vosickovym
jedem byl zaznamenan prudky pokles fenoloxidazové aktivity (PO) v hemolymfé a ubytek
hemocytl s fenoloxidazovou aktivitou. Prvni den po napadeni vosickou doslo ke snizeni
fenoloxidazové aktivity v hemolymf¢ Galleria mellonella na polovinu ve srovnani s

kontrolou, druhy den byla pak aktivita PO tietinova oproti kontrole (Kryukova et al., 2011).

Zjistilo se také, ze injikace jedu ovliviiuje melanizaci, konkrétné ze u larev Galleria
mellonella injikovanych jedem dochazi k vyrazné slabsi melanizaci oproti kontrole
(Kryukova et al., 2011). Melanizace, coz je soucast vrozeného imunitniho systému, slouZzi
jako obranny mechanismus pii napadeni patogenem nebo pii poranéni. Pro cely
mechanismus melanizace je klicova pravé funkce enzymu fenoloxidazy, ktera katalyzuje

sled reakci vedoucich ke vzniku melaninu (Cerenius et Soderhéll, 2004).

Vysledky experimentll zkoumajicich ucinek vosickového jedu na larvach Galleria
mellonella tedy naznacuji, Ze po napadeni larev jedem dochazi k potlaceni imunity hostitele
naruSenim fenoloxiddzové kaskady a zménami v morfologii a zivotaschopnosti hemocyt,
které¢ se rovnéz podileji na imunitni odpovédi. Obzvlast’ potlaceni fenoloxiddzové aktivity
ma pravdépodobné pro parazitujici vosi¢ky vyhodu, a to proto, Ze fenoloxidazova kaskada se

ucastni mj. v koagulaci hemolymfy a agregaci hemocytt (Kryukova et al., 2011).

Sjedem vosicky Habrobracon hebetor jsme vnasi laboratofi pracovali jiz dfive -
pouzivali jsme ho zejména jako prostiedek paralyzy larev, u kterych byla analyzovana

srde¢ni aktivita.

1.3 Charakterizace jedu Habrobracon hebetor

Kromé¢ analyz G¢inka jedu jako celku se vyskytly snahy blize charakterizovat strukturu
vosi¢kového jedu druhu Habrobracon hebetor véetné jeho slozeni. Jiz Beard (1952) zjistil,
ze jed je ve vod¢ rozpustny, odolny k vysuSeni a po opétovném rozpusténi ve vodeé znovu
vykazuje biologickou aktivitu. Jeho experimenty také naznacuji, Ze jed je proteinové povahy,

jelikoz je teplotn¢ labilni a po jeho vystaveni teploté 65 °Celsia dochazi k jeho inaktivaci.

Pii hledani konkrétnich insekticidnich slozek jedu se vSak rGzni autofi znaéné
rozchazeji. Spanjer et al. (1977) izolovali zjedu dva proteiny pomoci iontové
chromatografie. Protein A ma udajné¢ molekulovou hmotnost 42 kDa a protein B 57 kDa a
oba toxiny ptsobi na nervosvalovy pienos. Pfi zkoumani ucinkd pouzili druhy Galleria

mellonella a Apis mellifera, pticemz se ukazalo, ze A. mellifera je na rozdil G. mellonella
4



vice citliva na toxin A nez na toxin B. Soucasné upozoriiuji, Ze aktivita proteinu A tvoii jen

cast aktivity surového jedu.

Prace Vissera et al. (1983) indikuje, Ze jed obsahuje dva aktivni proteiny (A-MTX a
B-MTX) s molekulovymi hmotnostmi 43,7 a 56,7 kDa. Tyto proteiny byly charakterizovany
ze surového jedu pomoci technik gelové chromatografie, chromatografie na iontoménicich a
gelové elektroforézy. Také se ukédzalo, ze oba toxiny jsou rozkladany proteolytickymi
enzymy, ackoliv toxin A-MTX se jevi jako stabilngjsi. Uginky obou proteinti stejné jako
jejich slozeni se zdd byt velmi podobné. Quistad et al. (1994) ale uvadi, Zze ucinky obou

téchto toxinli dohromady dosahuji jen zhruba 2 % ptvodni insekticidni aktivity.

Dalsi prace (Slavnova et al., 1987) naznacuje, Ze v jedu byl nalezen aktivni protein
s molekulovou hmotnosti 18 kDa, ktery ma specifické ucinky na neuromuskularni synapse

(Slama, 2012).

Quistad et al. (1994) identifikovali v jedu tfi proteiny s molekulovou hmotnosti okolo 73
kDa, u kterych byla zaroven zjiSténa castecnd sekvence. Tyto tfi proteiny se pii pouZiti
ruznych izola¢nich technik jevily jako labilni, tudiz byla ke kone¢né purifikace pouZzita
chromatografie na iontoménicich, kterd zarovenn umoznila zachovani biologické aktivity.
Velikost toxint byla zjisténa pomoci SDS-PAGE (Quistad et al., 1994). Aktivita vSech tii
proteinil byla testovana na Sesti druzich motylich larev, pti¢emz dva proteiny (Brh-I a Brh-
IT) vykazovaly insekticidni G¢inky. Brh-II navic pusobil biocidné na druh Heliothis

virescens.

Kryukova et al. (2012) popisuje, ze paralytické Gc¢inky jedu vosi¢ky Habrobracon
hebetor jsou zajistovany minimalné tfemi ¢asteéné charakterizovanymi proteiny, které

pusobi na nervovou soustavu a presynapticky blokuji pfenos signalt.

Publikované sekvence toxinti nalezenych v jedu Habrobracon hebetor 1ze najit hned ve
dvou zakladnich patentech (Quistad et Leisy, 1996; Johnson et al., 1999).

Patent US 5554592 A (Quistad and Leisy, 1996), ktery navazuje na praci Quistada et al.
(1994), obsahuje pét riiznych casteéné osekvenovanych polypetidovych sekvenci (Brh-I az
Brh-V). Tedy oproti praci Quistada et al. (1994) odhaluje dalsi dva toxiny — Brh IV a Brh-V.
Vsech pét polypeptidii bylo izolovano ze surového jedu jak pomoci chromatografie na

iontoménicich, tak pomoci HLPC. Dle autorti patentu maji vSechny zminéné poplypeptidy

5



paralytické a toxické ucinky na hmyz (ackoliv v publikaci Quistad et al. (1994) autofti
neuvadéji, Zze by Brh- III vykazoval insekticidni ucinky). Zaroven byly oziejmeny cCastecné
sekvence vSech péti polypeptidi N-termindlnim sekvenovanim a jejich velikosti

demonstrovany pouzitim SDS-PAGE.

Patent US 5874298 A (Johnson et al., 1999) uvadi dalsi sekvence toxinu, které maji
neurotoxicky efekt na hmyz. Obsahuje Sest rtiznych sekvenci, pfi¢emz vSechny tyto toxiny
byly objeveny stejnymi metodami, které popisuje Quistad et al. (1996), tzn. pomoci

separacnich metod, jez byly doplnény o SDS-PAGE a N-terminalni sekvenovani.

Existuji 1 dalsi patenty obsahujici sekvence toxinti (napiiklad Johsnon et al., 2000), které

obsahuji bud’ jen mirn¢ modifikované (aktualizované¢) sekvence, nebo sekvence duplicitni.

Seznam sekvenci zminénych v patentech je uveden v priiloze VIL



CILE PRACE

Piiprava a charakterizace vybraného proteinu z vosickového jedu (Habrobracon

hebetor) v bakulovirovém expresnim systému

Ptiprava stejného proteinu v bakteridlnim expresnim systému

Testovani ucinkti ziskaného proteinu na vybranych motylich larvach Galleria

mellonella

Statistické vyhodnoceni paralytickych ucinkt ziskaného proteinu



3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité organismy

Kmen kompetentnich bunék E. coli DH5a

Kmen kompetentnich bunék E. coli DH10Bac

Bunééna linie Sf9 odvozena z ovarialnich bunék organismu Spodoptera frugiperda
Buné¢na linie ,,High Five* odvozena z ovarialnich bun¢k organismu Trichoplusia ni

V. a VII. instar larev Galleria mellonella

3.2 Priprava databazi cDNA druhu Habrobracon hebetor

Z cca 50 samicich jedovych Zl14z byla v nasi laboratofi vyizolovina mRNA a reverzni
transkripci pfepsana do cDNA, ¢imZ vznikla velkd spousta fragmentli, na které byly
priligovany syntetické linkery. Takto vzniklé fragmenty byly na Ustavu molekularni

genetiky v Praze osekvenovany a z piekryvi byla poskladana cela databaze ,,kontigi‘.

Timto zpisobem byly pfipraveny dvé databaze s pracovnimi nazvy ,,WA*“ a ,,TRINITY".
Databaze ,,WA* byla vytvotfena pyrosekvenovanim (Roche 454) a databaze ,,TRINITY*,

ktera je rozsahlejsi, pomoci Illumina (MiSeq) sekvenovani.

3.3 Analyza zhomogenizovanych jedovych Zlaz druhu Habrobracon hebetor
Surovy jed byl v Laboratofi fyziologie hmyzu pomoci separacnich metod (HPLC)
rozdélen do nékolika frakci za pouziti dvou raznych kolon (Bio GFC a Bio PolyMA).
Jednotlivé frakce byly testovany na larvach Galleria mellonella, a ty, které zpusobovaly
paralyzu, byly dale analyzovany na Ustavu chemie a biochemie P¥F JU pomoci hmotnosti
spektrometrie (MALDI-TOF), ¢imz bylo nalezeno n¢kolik proteint v kazdé frakci véetné
jejich sekvence. Tyto sekvence byly poté anotovany pomoci homologie se znamymi
sekvencemi v databazi Gen Bank za ucelem vylouceni nékterych kandidatd. Ze zbylych
proteini byl nakonec vybran jeden protein jako pravdépodobny spoustéc paralyzy, na

zaklad¢ identifikace dvéma nezavislymi postupy. Jeho kodujici sekvence identifikovana



vV nasi databazi ,kontigh cDNA byla nasledn¢ ziskdna reverzni transkripci a pouzita pro

vyrobu tohoto proteinu.

3.4 Priiprava rekombinantniho proteinu v bakulovirovém expresnim systému

3.4.1 Reverzni transkripce

RNA, ktera byla vyizolovana z jedovych zlaz Habrobracon hebetor, byla pouzita pro
ptipravu cDNA reverzni transkripci. Smés pro reverzni transkripci byla namichana na 20 pl
pomoci kitu ,,PrimeScript RT Reagent Kit*“ (Perfect Real Time) od firmy TaKaRa: 1 pg
RNA, 4 ul pufru pro reverzni transkripci, 0,5 ul inhibitoru RNaz, 1 ul oligo dT primeru, 0,5
ul reverzni transkriptazy, 1 ul 10mM nukleotidt, 12 ul ,,RNase free H.O®.

3.4.2 NavrZeni primeri a tprava sekvence pomoci PCR

Déle byly na vybranou sekvenci navrzeny primery, které castecné nasedaly na
vybranou sekvenci cDNA a zaroven obsahovaly modifikované ¢asti na 5" koncich (Tab. 1).
,,Forward“ primer mél pfidanou sekvenci pro restrikéni misto Kpnl a sekvenci Kozakové,
,.reverse“ primer pak sekvenci pro EcoRI a kotvi¢ku ,,His-tag”, konkrétn¢ Sest histidint za

v

sebou, které byly potfeba k pozdéjsi izolaci proteinu pomoci afinitni chromatografie.

Primer Sekvence (od 5" ke 3" konci)

Fw GGTACCIEIEEBEATCAAATTCGTAATTTGCTTATCTCTG

Rv CTTAAGEHAIIEEE - GCTGAGCGTCCAAACCTAC

Tab. 1: Sekvence primert pouzitych k modifikaci vybrané sekvence cDNA, zluta ¢ast - restrikéni

.....

kodén, modra ¢ast — His-tag, ¢erna ¢ast — sekvence nasedajici na cDNA.
PCR byla pouzita pro upravu obou konct vybrané sekvence.

Slozeni PCR reakce (50 ul) pro upravu sekvence bylo nasledujici: 25,5 ul ddH20, 10
ul 5x Phusion HF Reaction Buffer (New England BioLabs), 5 ul templatu, 3 + 3 pl
,forward“ a ,,reverse* primera (5uM, Generi Biotech), 1,5 ul DMSO (Thermo Fisher), 1 ul
10mM dNTPs (Thermo Fisher), 0,5 ul polymerazy Phusion (Thermo Fisher). Podminky pro

PCR jsou znazornény v Tab. 2.




1. iniciaéni denaturace | 94 °C | 1 minuta

2. denaturace 94 °C | 30 sekund

3. nasedani primert 57 °C | 30 sekund

4. extenze 72 °C | 45 sekund

5. finalni extenze 72 °C | 5 minut

6. chlazeni 16 °C | Casové neomezeno

Tab. 2: Definované podminky pro PCR, kroky 2.-4. byly opakovany 30krat.

3.4.3 Klonovani inzertu do vektoru pBluescript SK+
Ke klonovani byl pouzit nasi laboratofi ptipraveny vektor pBluescript SK+, ktery byl

rozstépeny restrikénim enzymem ECORV na tupé konce a defosforylovan.

PCR produkt byl pie¢istén pomoci kitu ,,High Pure PCR Product Purification Kit*
(Roche) podle navodu a poté fosforylovan. SloZeni fosforylaéni smési (100 ul) bylo
nasledujici: 88 ul DNA, 10 pl 10x reakéniho pufru A for T4 polynukleotid kinazu (Thermo
Fisher), 1 ul T4 polynukleotid kinazy (Thermo Fisher), 1 pul ATP.

Precistény a fosforylovany PCR produkt byl od zbytku DNA z PCR reakce odd¢len
na gelové elektroforéze na gelu z 1% nizkotajici agardzy, pticemz gel bézel zhruba 90 minut
na 60 V. Prouzek na gelu s inzertem byl vyfiznut, rozpustén v 68 °C na blocku a 4x fedén

ddH20, aby mohl byt ligovan do pBluescriptu SK +.

Ligace probihala v 16 °C pfes noc a sloZeni liga¢ni smési (20 ul) bylo nésledujici: 10
ul ddH20, 5 ul inzertu (ve 4x fedéném nizkotajici agardze), 2 ul T4 DNA ligazy (New
England BioLabs), 2ul 10x pufr pro T4 DNA ligazu (New England BioLabs).

Nasledovala transformace do kompetentnich bunék DHS5a - 10 pl liga¢ni smési bylo
pfidano ke 100 pl rozmrazenych kompetentnich bunék a inkubovano na ledu po dobu 20
minut. Po uplynuti této doby byl proveden teplotni Sok — vzorek byl ponofen do vodni 1azné
o teploté 42 °C na 40 sekund a poté inkubovan jesté jednu minutu na ledu. Cela smés byla
poté ptidana do 550 ul LB média bez antibiotik a tfepana pii 37 °C na 45 minut. Nasledné

byl vzorek o celkovém objemu 660 ul rozdélen na agarové misky s kone¢nou koncentraci
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ampicilinu 150 pg/ml, na které bylo zaroven ptidano 50 pl X-Gal pro modrobilou selekci

kolonii. Ptiprava tekutého i tuhého LB média je popsana Vv ptiloze I.

Druhy den bylo ndhodné& vybrano né€kolik bile zbarvenych kolonii a pfeockovano na
nové misky. Tteti den byla u bile narostlych kolonii ovéfena pfitomnost inzertu pomoci
PCR. Templat pro PCR reakci byl vzdy pfipraven odebranim casti kolonie, smichdnim s 50

ul ddH20 a naslednym zahfivanim na blocku na 95 °C po dobu péti minut.

Smés pro PCR reakci méla nasledujici slozeni: 5 pl ,,PPP Master mix* (Top Bio), 3
ul ddH20, 3 + 3 ul ,forward™ a ,reverse* primeru a 1 ul templatu. PCR produkty byly
vizualizovany pomoci gelové elektroforézy na 1,5% agar6zovém gelu. Jedna kolonie, u které
se potvrdila pfitomnost inzertu, byla nasazena do 20 ml LB média S vySe zminénou
koncentraci ampicilinu a pfes noc kultivovana ve 37 °C. Dalsi den byl rekombinantni
plazmid izolovan ze 3 ml média pomoci kitu ,,High Pure Plasmid Isolation Kit* dle navodu.

Koncentrace vyizolovaného plazmidu byla urcena spektrofotometricky pomoci nanodropu.

3.4.4 Klonovani inzertu do vektoru pFastBac
K dalsimu klonovani byl pouzit vektor pFastBac, ktery byl jiz pfedem V nasi

laboratofi rozstépen restriktdzami Kpnl a ECORI a defosforylovan.

Mezitim byl za pouziti téch samych restrik¢nich endonukleaz vystépen inzert
z pBluescriptu SK+, pti¢emz oba tyto enzymy jsou rychlostépici, tudiz $t€peni bylo mozné
provést najednou, za 30 minut a v jednom pufru. SloZeni S§tépici smési (250 ul) bylo
nasledujici: 22 ug DNA, 25 ul 10x , FastDigest Buffer (Thermo Fisher), 10 + 10 ul
restrik¢nich endonukleaz (Kpnl a EcoRI), 119 ul ddH20.

Stépeny vzorek byl od vektoru opét oddélen na agardze S nizkym bodem tani za
stejnych podminek, jak je popsano v pfedchozi kapitole, a Cast gelu obsahujici inzert byla
vyfiznuta. Tento kousek gelu byl zahiaty na 68 °C a 4x natfedén ddH>O. Nasledovala ligace
inzertu do pFastBac, transformace celého vektoru do kompetentnich bunék DH5a, vysévani
na misky (s koncentraci ampicilinu 150 pg/ml), ovéfeni pfitomnosti inzertu, izolace a
kontrolni sekvenovani, kdy inzert byl osekvenovan z obou stran pomoci primer uvedenych
v Tab. 1. VSechny tyto kroky byly provedeny stejnym zptisobem a za totoznych podminek,
jako je popsano Vv predchozi kapitole. Jediny rozdil spocival v tom, Ze na misky nebyl pouzit

X-Gal, protoZe vektor pFastBac neumozituje modrobilou selekci.
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3.4.5 Priprava bakulovirového ,shuttle* vektoru
V dalSich krocich bylo postupovano podle navodu na expresi rekombinantniho
proteinu v bakulovirovém expresnim systému dle vyrobce (Thermo Fisher). Mechanismus

exprese rekombinantniho proteinu pomoci bakulovirového systému je zndzornén na Obr. 1.
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Obr. 1: Shrnuti mechanismu piipravy rekombinantniho proteinu za pouZiti bakulovirového
expresniho systému (pfevzato z manualu ,,Bac-to-Bac Baculovirus Expression System* od firmy

Thermo Fisher Scientific).

Po ovéfeni spravnosti sekvence inzertu byl vyizolovany plazmid pFastBac
transformovan do kompetentnich bunék E. coli DH10Bac, které obsahuji pomocny plazmid
zajistujici rekombinaci a bakulovirovy ,,shuttle” vektor (neboli ,,bakmid“, coz je vektor,
ktery mize byt amplifikovan nejen v E. coli, ale také v hmyzich bunkach). K transformaci
bylo pouzito 100 pl kompetentnich bunék a 5 pl plazmidu pFastBac s koncentraci 200 pg/
ul, smés byla ponechana 20 minut na ledu a poté byl proveden teplotni Sok ve 42 °C na 45
sekund s naslednym zchlazenim po dobu dvou minut na ledu. Po transformaci byly bunky
tiepany v 1 ml LB média ¢tyfi hodiny ve 37 °C a poté vysety na agarové misky s pfidanym

12



kanamycinem (50 pg/ml), gentamicinem (7 pg/ml) a tetracyklinem (10 pg/ml), barevnym
substratem X-Gal (100 ug/ml) a IPTG (40 pg/ml) a inkubovany pies noc ve 37 °C. Pro
zvyraznéni modrobilé selekce byly misky ponechany 7 dni v chladu a poté byly bilé kolonie
preockovany na nové misky a po kultivaci otestovany pomoci PCR (Tab. 3). Vzhledem
K pouzitym primerum (Tab. 4), které nasedaly na sekvence v ,,bakmidu®, bylo mozné ovéfit,

zda vybrané bilé kolonie nesou ,,bakmidovou* sekvenci s inzertem, nebo bez néj.

1. inicia¢ni denaturace 93 °C 3 minuty

2. denaturace 94 °C 45 sekund

3. nasedani primert 55 °C 45 sekund

4. extenze 72 °C 5 minut

5. findlni extenze 72 °C 7 minut

6. chlazeni 16 °C Casové neomezeno

Tab. 3: Definované podminky pro ovéieni pfitomnosti inzertu v ,,bakmidu“ pomoci PCR, kroky 2.-4.

byly opakovany 35krat.

Primer Sekvence

pUC/M13 Forward | 5'-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’

pUC/M13 Reverse 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’

Tab. 4: primery pouzité k ovéfeni pfitomnosti inzertu v ,,bakmidu‘ (pfevzato z manualu ,,Bac-to-Bac

Baculovirus Expression System* od firmy Thermo Fisher Scientific)

Pomoci kolonie, u které byla ovéfena pfitomnost inzertu v ,bakmidu®“, bylo
inokulovano 100 ml LB média, které bylo tfepano ptes noc ve 37 °C. Druhy den byl cely
objem stocen a ze sedimentu byla provedena izolace ,,bakmidu® za pouziti kitu ,,Plasmid
Midi Kit* od firmy QIAGEN. Inzert ve vyizolovaném ,,bakmidu® byl zaroven osekvenovan

s vyuzitim stejnych primert jako na PCR.
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3.4.6 Transfekce, pfiprava bakulovirovych P1 a P2 zasobnich roztoki

Ovéieny ,,bakmid“, ktery obsahoval spravnou sekvenci konstruktu, byl pomoci
transfekéniho ¢inidla ,, METAFECTENE PRO* (Biontex) transfekovan do bunééné linie Sf9.
3 ng ,,bakmidové“ DNA smichané se 100 pl PBS byly pfidany ke 12 pl transfekéniho ¢inidla
»~METAFECTENE PRO* rozpusténého ve stejném objemu PBS. Takto pfipraveny vzorek
byl inkubovan 20 minut a poté ptidan k 800 tis. Sf9 bun¢k ve 2 ml média TNM-FH (Sigma
Aldrich) s ptidanym 1,5% FBS. Po Sesti hodinach bylo médium odsato a vyménéno za
cerstvé TNM-FH médium s ptidanym 10% FBS a 1% antibiotiky (slozeni veskerych médii
pouzitych ke kultivaci bun€k je uvedeno v ptiloze III). Buiiky byly inkubovany pét dni
Vv inkubatoru v 27 °C a poté byly vzorky centrifugovdny na 10 minut na 1000 x g.
Odebranim supernatantu vznikl P1 roztok, ktery obsahoval virové Castice a byl dale vyuzit

k amplifikaci virového zasobniho roztoku.

Nejprve byla namichana koncentraéni fada P1 zasobniho bakulovirového roztoku (0,1
pl, 1 ul a 10 pl), ktery byl pridavan k Sf9 bunkam na 6-jamkové desti¢ee, kdy na kazdé
jamce bylo 800 tis. bun¢k ve 2 ml média. Pti amplifikaci virového zasobniho roztoku bylo
pouzivano TNM-FH médium s ptidanym 10% sérem a 1% antibiotiky v kombinaci s ,,EX-
CELL 405 Serum-Free Medium for Insect Cells* (Sigma Aldrich) v poméru 9:1. Buiiky byly
s P1 roztokem inkubovany ve 27 °C a po tfech dnech bylo vyhodnoceno, ktery objem P1
roztoku z koncentracni fady je jiz dostacujici k infikovani vSech bun¢k pfi multiplicité
infekce 0,1, tedy pii kterém dochazi ke zvétSeni vSech bunék. Zjistény objem byl poté

dosazen do vzorce uvedeného na Obr. 2, ze kterého byl vypocitan titr virového roztoku.

MOI(pfu/cell) x number of cells

Inoculumrequired (mL)=(— _
titer of viral stock (pfu/mL]

Obr. 2: Vzorec pro vypocet titru virového zasobniho roztoku (pfevzato z manualu ,,Bac-to-

Bac Baculovirus Expression System®).

Pozdéji byl tentyz vzorec pouzit pro vypocet objemu inokula P1 roztoku potiebného
pro infikaci vétsiho objemu (100 ml) bunék Sf9. Buinky byly inkubovany za stejnych
podminek jako u ptipravy P1 roztoku, pouze byla zkracena doba inkubace na tii dny.

Médium bylo odebrano a stoeno stejnym zplisobem. Supernatant, ktery byl odebran, slouzil
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jako P2 virovy zasobni roztok, ktery ma vyssi titr nez roztok P1, a je potebny pro infikovani

hmyzi bunééné linie ,,High Five*.

3.4.7 Infikovani ,,High Five* bunék P2 virovym zasobnim roztokem

K samotné expresi rekombinantniho proteinu dochazelo v bunikach ,,High Five*, Které
byly infikovany P2 virovym zasobnim roztokem pii multiplicité¢ infekce 1 podle navodu
dodavatele. Pti expresi proteinu bylo pouZzito pouze bezsérové médium (EX-CELL 405
Serum-Free Medium for Insect Cells). Po tfech dnech inkubace v 27 °C bylo médium

Z bun¢k sklizeno a stoceno na 1 000 x g, supernatant byl odebran a pozd¢ji pouzit k injikaci.

3.5 Priprava rekombinantniho proteinu v bakteridlnim expresnim systému

3.5.1 Vybér expresniho vektoru

Jako nejvhodnéjsi bakterialni expresni systém byl zvolen kmen E. coli BL21
CodonPlus(DE3)-RIPL (Agilent Technologies) v kombinaci s vektorem p-RSET. Tento
vektor ma T7 promotor pro expresi vybraného genu. Zminény bakterialni kmen koduje T7
RNA polymeréazu, kterd je reprimovana, nicméné indukci lze provést jednoduse piidanim
IPTG. Po pfidani induktoru dochazi k expresi T7 RNA polymerazy, ktera nasledné¢ naseda
na T7 promotor, ¢imz je umoznéna exprese vybrané¢ho genu

(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/prset_man.pdf).

Zminény bakterialni kmen nese chloramfeniklovou rezistenci a oproti béznému kmeni BL21
ma tu vyhodu, Ze obsahuje navic kopie genti pro tRNA, které jsou jinak v oby¢ejném kmeni
BL21 vzacné, a tudiz Casto limituji translaci. Konkrétné se jedna o geny pro tRNA
rozpoznavajici arginin, izoleucin, prolin a leucin

(http://www.genomics.agilent.com/article.jsp?pageld=4384).

3.5.2 NavrZeni primeri a uprava sekvence pomoci PCR

Byl navrzen novy ,.forward* primer, ktery obsahoval sekvenci pro restrikéni misto
Ndel a ktery nasedal tésn¢ za signalni sekvenci. Ta byla uréena pomoci webové aplikace
SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Pouzity reverzni primer byl
stejny jako ten, ktery byl vyuzit pii vyrobé proteinu pomoci bakulovirového systému, tedy
s ptidanou Sekvenci restrikéniho mista EcoRI a Sesti histidiny. Sekvence pouzitych primerti

jsou uvedeny v Tab. 5.
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Primer Sekvence (od 5" ke 3" konci)

Fw BIECATATGGAGCGAACTCCAGATGGAACG

Rv CTTAAGHATIE . GCTGAGCGTCCAAACCTAC

Tab. 5: Sekvence primert pouzitych k modifikaci vybrané sekvence cDNA, Zluta ¢ast - restrikéni
mista, fialova ¢ast — dva pfidané nukleotidy pro zvyseni efektivity restrikéni endonukleazy, cervena

¢ast — stop kodon, modra ¢ast — His-tag, Cerna ¢ast — sekvence nasedajici na CDNA.

Po ovéteni funkcnosti primerd byl jako templat vybran pBluescript a s pouZzitim
primerit a Taq polymerdzy byla provedena PCR reakce. PCR produkt byl purifikovan
pomoci kitu ,,High Pure PCR Product Purification Kit* a fosforylovan.

3.5.3 Klonovani inzertu do vektoru pGEM-T Easy

Vzhledem Kk pouziti Taq polymerazy, ktera tvoii ,,A pfevisy“ na 3" koncich
fragmentd DNA, byl vybran AT vektor pGEM T-Easy, ktery nese ampicilinovou rezistenci a
stejné¢ jako pBluescript umoziiuje modrobilou selekci transformantii. Do zakoupeného
linearizovaného vektoru byl vlozen inzert, ligovan ptes noc pii 4 °C a poté transformovan do
bun¢k DHS5a. Pozitivni kolonie byla vyizolovana a spravnost inzertu byla ovéiena
sekvenovanim S pouzitim primeru T7, ktery nasedd na sekvenci lemujici MCS a jehoz

sekvence je uvedena v Tab. 6.

Primer Sekvence (od 5" ke 3" konci)

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC

Tab. 6: Sekvence primeru T7, ktery byl pouzity na sekvenovani inzertu v pGem-T Easy.

3.5.4 Klonovani inzertu do vektoru pRSET
Nejprve byl prazdny vektor pRSET namnozen v kompetentnich buitkach (DHSa).

Vyizolovany vektor byl rozStépen restriktaizami Ndel a EcoRI.

Inzert vlozeny v pGem-T Easy byl vystépen pomoci resktriCknich enzymt Ndel a
EcoRI, pomoci gelové elektroforézy oddélen na nizkotajici agardze (1%) a nasledné byl
ligovan do prazdného a rozstépeného vektoru pRSET. Po transformaci, vyseti na plotny a
izolaci vektoru bylo opét provedeno kontrolni sekvenovani s primerem T7, jehoz sekvence je

uvedena vyse.
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3.5.5 Priprava kompetentnich bunék

Buriky E. coli kmene BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL, které jsou uchovavany v minus
80 °C, byly inokulovany na misku a agarem s piidanym chloramfenikolem (35 pg/ml) a ptes
noc kultivovan v termostatu ve 37 °C. Druhy den byla pouzita jedna kolonie k inokulaci 3 ml
SOB média (slozeni je uvedeno v pfiloze I) spiimési chloramfenikolu opét o stejné
koncentraci a nasledna kultivace probihala ve 37 °C osm hodin. Poté byl odebran 1 ml média
S bakteriemi a pfidan do 200 ml rastového SOB média s ptislusnou davkou chloramfenikolu.
Tato kultura byla tfepana v 18 °C do doby, nez bylo naméfeno ODggo 0,6. Poté byla kultura
rozdélena do konickych zkumavek po 40 ml, kde byla ponechdna 10 minut na ledu a vzapéti
stoena pii 2500 x g po dobu 15 minut pii 4 °C. Zkazdé zkumavky byl odstranén
supernatant a sediment byl rozsuspendovan v 13,3 ml transforma¢niho pufru (viz pfiloha II).
Nasledovala druhd, desetiminutovd inkubace na ledu a poté stofeni vzorkli za stejnych
podminek jako pfi prvni centrifugaci. Supernatanty byly odstranény a sedimenty
rozsuspendovany v transformacnim pufru, tentokrat bylo pouzito 3,3 ml na zkumavku. Do
kazdé zkumavky bylo ptidano jesté 250 pul DMSO kvili naslednému zamrazovani. Takto
piipravené vzorky byly opét inkubovany 10 minut na ledu a poté byly ptipraveny 200ul
alikvoty, které byly okamzité zamrazeny v tekutém dusiku a nésledné ulozeny do minus

80 °C.

3.5.6 Transformace pRSETu do kmene BL21 CodonPlus(DE3)-RIPL

Transformace pRSET do tohoto bakterialniho kmene probihala stejné jako piedeslé
transformace, pouze s tim rozdilem, Ze do média byl piidan jesté chloramfenikol (35 pg/ml),
na ktery lze pouzity kmen selektovat. Bakterie s transformovanym vektorem byly opét 45
minut tfepany ve 37 °C. Poté byl cely objem (650 ul) rozdélen na agarové misky s ptidanym
ampicilinem (150 pg/ml) a chloramfenikolem (35 pg/ml) a vzorky byly kultivovany ve
37 °C pies noc. Druhy den byly vybrané kolonie pfeoCkovany a tieti den byla piitomnost

inzertl v koloniich ovéfena pomoci PCR a gelové elektroforézy.

3.5.7 Pilotni exprese rekombinantniho proteinu
Pilotni exprese proteinu Vv bakteriich se provadi v mensim méfitku a doporucuje se
zejména pro identifikovani optimélnich podminek pro pozdéjsi exprese ve veétsim méfitku.
Rozhodujicimi faktory pro GspéSnou expresi jsou teplota, koncentrace induktoru (v tomto
piipad¢ IPTG) a doba, po kterou je exprese indukovéana. PiedevSim teplota hraje roli pfi
vzniku tzv. inkluznich télisek, tedy nerozpustnych agregatt tvofenych cizorodymi proteiny.
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Pravé vznik téchto télisek obvykle znesnadiiuje naslednou manipulaci s rekombinantnim

proteinem (Rosano et Ceccarelli, 2014).

Pii pilotni expresi byly vSechny kroky provedeny dle navodu vyrobce (pRSET
manual). Jedna kolonie, kterd obsahovala inzert, byla vybrdna a nasazena do LB média (tzv.
»startovaci kultura) se stejnou koncentraci antibiotik jako tomu bylo u agarovych misek.
Kultura byla kultivovana pfes noc a druhy den zni bylo odebrano 10 ml na vytvoieni
glycerolovych zasobnich roztoki (ty byly pfipraveny smichanim 500 pl média a 500 pl 50%
glycerolu). Zbytek média byl pouzit na inokulaci nového média, ¢imz bylo dosazeno optické
hustoty (ODeoo) 0,1. Tato nova kultura byla ttepana pii 200 otackach pii 37 °C, az ODeoo
dosahla 0,6.

Pied pfidanim IPTG, induktoru exprese, byl odebran tzv. vzorek v ¢ase to, tedy
vzorek pfed indukci exprese rekombinantniho proteinu. Nasledné bylo ptidano IPTG o
findlni koncentraci 0,3 mM a kultura byla nadale kultivovana za stejnych podminek dalsi
Ctyfi hodiny jako dosud, pficemz kazdou hodinu byly odebrany alikvoty (1 az t4). U vzorku
ts tedy exprese trvala ¢tyfi hodiny. Sedimenty ze vzorku to az t4 byly uchovavany v - 20 °C,
poté byly zlyzovany pomoci lyza¢niho roztoku B-PER (Thermo Fisher) a analyzovany na
SDS-PAGE.

3.5.8 Exprese rekombinantniho proteinu za upravenych podminek

Exprese byla provedena stejnym zptisobem jako pilotni exprese, ale byly upraveny
nasledujici podminky: koncentrace IPTG byla zvySena na dvojndsobek, tedy na 0,6 mM.
Cas, po ktery dochazelo k expresi, byl prodlouZen, exprese tedy celkové trvala pét hodin, a
teplota pro rust kultury ptivodné nastavena na 30 °C a teplota po pfidani IPTG snizena na
25 °C. Po uplynuti péti hodin od zac¢atku indukce exprese byly sedimenty stoceny na 5 000 x

g na 10 minut a zamrazeny na — 20 °C.

3.5.9 Lyze bakterialnich bunék

Ziskané sedimenty bakterii byly zvaZzeny a poté zlyzovany pomoci lyza¢niho roztoku
B-PER. Na 1 gram sedimentu byla pfidana smés 5 ml B-PER, 10 pl DNazy a 10 pl
lysozymu. Sedimenty byly dikladné rozsuspendovany a 15 minut inkubovany pti pokojové
teploté. Nasledovala centrifugace na 15 000 x g, po které doslo k oddé€leni rozpustnych
proteini od téch nerozpustnych, agregovanych do inkluznich télisek. Supernatant tvotfeny

rozpustnymi proteiny byl odebran za ucelem izolace rekombinantniho proteinu.
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3.6 Izolace rekombinantniho proteinu pomoci afinitni chromatografie

Protein byl izolovan metodou IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography).
Kolonka slouZici pro izolaci byla ekvilibrovana podle navodu vyrobce. 20 ml lyzatu bylo
inkubovano s 30 ml vazebnym pufrem a agar6zou dobu po dobu dvou hodin. Poté byl lyzat
pienesen na kolonku, aby postupné cely vzorek protekl pres sedimentujici agarézu. Nasledné
byla kolonka promyvana a jednotlivé frakce byly méfeny na spektrofotometru pii vinové
délce 280 nm, dokud nebyla absorbance mensi nez 0,05, pficemz hodnoty byly méteny
oproti referenénimu vzorku (promyvaci pufr). Po odmyti nespecificky navazanych proteini
byl rekombinantni protein za soucasného meéteni absorbance eluovan do pfipravenych
zkumavek po jednotlivych frakcich, kdy kazda frakce obsahovala pét kapek. Z frakci byly
odebrany vzorky na SDS-PAGE, zbytek byl rozdélen do alikvét a zamrazen v - 80 °C.

Slozeni izola¢nich puftt je k dohledani v ptiloze V.

3.7 SDS-PAGE

Vyizolované frakce byly jednotlivé analyzovany na polyakrylamidovém gelu (PAGE).
Vzhledem Kk velikosti proteinu, ktery byl ocekavan, byl nakonec pouzit bud’ zaostiovaci gel
v kombinaci s 15% separa¢nim gelem, nebo zakoupeny gradientovy gel (4-20%) od firmy
BIO-RAD.

Ptiprava separa¢niho gelu (15%): v kadince bylo smichano 3,75 ml dH20, 3,75 ml
separacniho pufru a 7,5 ml pfedem namichaného roztoku akrylamidu a bis akryladmidu
v poméru 29:1. Vzorek byl pfivedenim k varu zbaven vzduchovych bublin a po zchlazeni
bylo pfidano 11,25 pl Temedu a 112 pul 10% APS. Vzorek byl ptenesen do formy na SDS-
PAGE a ptekryt isopropanolem, ktery byl zhruba po 15 minutach odstranén.

Priprava zaostfovaciho gelu: do kadinky bylo ptidano 4,5 ml dH.O, 1,88 ml
separa¢niho pufru a 1,05 ml pfedem namichaného roztoku akrylamidu a bis akryladmidu
v poméru 29:1. Namichany roztok byl opét ptiveden k varu, aby byl zbaven vzduchu, a
ihned zchlazen na ledu. Poté bylo do roztoku ptidano 10 pl Temedu a 30 pl 10% APS, ¢imz
doslo k polymeraci a vzorek byl ihned pfenesen do formy na SDS-PAGE.

Vzorky, které byly nanaseny na gel, byly nejprve smichany s nanasecim pufrem (6x) a

zahiivany na bloc¢ku na 95 °C po dobu péti minut, ¢imz se docililo jejich denaturace. Do
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jamek bylo, pokud neni uvedeno jinak, nandSeno 20 ul vzorku. Pro zjiSténi orientacni
velikosti prouzku bylo na kazdy gel pouzito 5 pl 10-250 kDa standardu molekulovych
hmotnosti (Thermo Fisher).

15% gel byl pustén v 1x separac¢nim pufru na 60 minut na 60 V a poté na 150 minut na
100 V, zatimco gradientovy gel na cca 40 minut na 90 V a poté na 50 minut na 150 V.
Polyakrylamidové gely byly obarveny v ,,Coomassie blue“ na tfepaéce pfes noc a druhy den

odbarvovany po dobu zhruba tfi hodin v odbarvovacim roztoku opét za stalého tfepani.

Slozeni zaostfovaciho, separa¢niho, nanaSeciho pufru a pufru, ve kterém byl gel

umistén, stejné jako slozeni barviciho a odbarvovaciho roztoku je uvedeno v ptiloze VL

3.8 Dialyza izolatu proti 1x PBS

Vybrané frakce sabsorbanci nad 0,1 byly smichany a zdialyzovany oproti 1x
koncentrovanému PBS (slozeni je uvedeno v pfiloze 1V) za ucelem odstranéni soli,
predevsim imidazolu, jenz se nachazi v elu¢nim pufru, a tudiz by interferoval s testovanim
rekombinantniho proteinu na Zivych organismech (Megaw et al., 2015). Dialyza byla
provadéna pii 4° C v dialyzaéni membrané (SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 3.5K MWCO)

dle navodu. Dialyza¢ni roztok byl mezitim n¢kolikrat vyménovan.

Soucasné byl dialyzovan i samotny elucni pufr, ktery m¢l v nasledujicich krocich
slouzit jako kontrola toho, ze se vSechen imidazol zdialyzoval a Ze injikace Samotnym

elucnim pufrem nema vliv na testované organismy.

3.9 Purifikace roztoku proteini kolonou C 18 — SEP PAK

Vybrané vyizolované frakce, ve kterych byla potvrzena ptitomnost proteinu s velikosti
vétsi nez 10 kDa, byly purifikovany na koloné C 18 — SEP PAK. Kolona byla pouzita dle
navodu — nejprve byla aktivovana 10 ml roztokem B (tj. 60% CHsCH a 0,1% trifluoroctova
kyselina) a poté promyvana 10 ml roztokem A (tj. 0,11% trifluoroctova). Smichané frakce
byly dvakrat promyty kolonou a poté byla kolona 10 ml roztoku A za Géelem odmyti vSech
nespecificky navazanych latek. Nakonec néasledovalo jesté jedno promyti kolony, pii kterém
byl vzorek jiman a slouzil jako negativni kontrola. Zachycené proteiny na koloné byly
nasledn¢ eluovany roztokem B a na konci eluce bylo pouzito jest¢ 5 ml samotného

acetonitrilu (CHsCH). Eluovany vzorek byl spole¢né s negativni kontrolou odpafen na
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»opeed-vac a poté byly oba vzorky rozpustény v PBS. Pfitomnost ptecisténého proteinu

byla otestovana na SDS-PAGE a koncentrace zméfena pomoci Bradfordovy reakce.

3.10 Bradfordova reakce

Koncentrace vyizolovaného proteinu byla méfena pomoci Bradfordovy reakce podle

navodu firmy B1O RAD.

Me¢éteni bylo provadéno na 96-jamkové desticce a jako proteinovy pufr byl pouzity 10x
fedény roztok PBS. Vzorek 10x fedéného proteinu o objemu 150 pl byl porovnavan se
stejnymi objemy fedici fady standardu, tj. BSA. Pocate¢ni koncentrace standardu byla
zvolena 0,1 mg/ml a poté v kazdém kroku dvakrit fedéna az na posledni koncentraci
0,000782 mg/ml. Tato fedici fada byla provedena ve tfech opakovanich. Do vSech jamek
bylo pfidano 150 ul Bradfordova ¢inidla (BIO-RAD) a nasledné byla pti vinové délce 595

nm zmeéfena absorbance v$ech vzorka na desticcee.

Pozdéji byly vypocitany priméry naméienych absorbanci ze vSech opakovani fedici
fady BSA a zaneseny do grafu. Diky ziskanym bodim vznikla standardni kiivka fedéni.
Krivkou byla prolozena pifimka, ktera vyjadiuje zavislost absorbance na koncentraci
proteinu. Ze ziskané rovnice ptimky byla vypo¢itana koncentrace rekombinantniho proteinu

odectem z jeho namétené absorbance.

we

3.11 Testovani u¢inkii rekombinantniho proteinu na motylich larvach

Utinky rekombinantniho proteinu byly testovany dvéma zptisoby: nejdiive bylo
testovano médium z kultivace bunék ,,High Five®, které byly pouzity k bakulovirové expresi,
a poté byl testovan i samotny purifikovany rekombinantni protein ziskany z bakteridlniho

expresniho systému.

Z chovu druhu Galleria mellonella byly vybrany ty larvy, které se nachazely v V.,
resp. VIL instaru a nevykazovaly zadné znamky snizené aktivity nebo zménéné melanizace.
Larvy byly potieny 70% ethanolem, aby se minimalizovalo riziko infekce, a vzapéti jim byl

jednorazovou inzulinovou stiika¢kou vpraven piislusny roztok.

Nejprve bylo otestovano médium z buné¢k ,,High Five* pouzitych k expresi proteinu.
Jako negativni kontrola bylo pouzito médium z bunék ,,High Five®, které byly kultivovany
za stejnych podminek, ale nebyly nakazeny P2 virovym zisobnim roztokem, tudiz

nedochazelo k expresi rekombinantniho proteinu. Aby mohl byt G¢inek rekombinantniho
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proteinu srovnan s ptirodnim jedem, byl jako pozitivni kontrola pouzit pravé 10x fedény

surovy jed vosi¢ky Habrobracon hebetor.

Surovy jed byl vnasi laboratofi pfipraven z 10 vypitvanych Zlaz, které byly
zhomogenizovany, rozpustény v Ringerové roztoku a poté stoceny na 10 minut na 2 tis. X g.
Supernatant byl odebran a doplnén na Ringerovym roztokem na objem 500 pl. K samotné
injikaci byl pouzit takto pfipraveny pftirodni jed, ktery byl 10x natedén pomoci Ringerova

roztoku.

Na otestovani bylo celkové pouzito 21 larev v VII. instaru: sedm larev pro otestovani
média s exprimovanym proteinem, sedm pro ovéfeni negativni kontroly a sedm pro
otestovani surového jedu. Do kazdé larvy bylo injikovano 20 pl a pohyblivost larev byla po

injikaci vyhodnocena.

Vyizolovany a purifikovany protein z bakterialniho expresniho systému byl testovan na
larvach V. instaru larev Galleria mellonella. Vzhledem k velikosti larev bylo pouzito jen 15
ul prislusného roztoku. Celkové bylo na otestovani a statistické vyhodnoceni pouZito 60
larev, které byly rozdéleny do &tyf skupin. Prvni skupiné byl injikovan 10x fedény
vosickovy jed, druhé rekombinantni protein, tfeti BSA a ¢tvrté negativni kontrola ziskana
z promyvani béhem purifikace proteinu. Injikace BSA slouzila jako kontrola, ze jiny protein

nema na larvy zadny efekt a Ze neovliviiuje jejich pohyblivost.

Pohyblivost injikovanych larev byla zdokumentovana po 20-40 minutach od injikace
pomoci video analyzy. Larvy byly umistény na 12-jamkové misky (vzdy jedna larva do
jedné jamky) a byla natocena 2-minutova videa. Poté bylo provedeno vyhodnoceni
videozaznamli pomoci softwaru , Activity detector (copyright: Ing. Michal Sery, Ph.D.),
ktery na zaklad¢€ obrazu zaznamenava zménu pixeld za sekundu, z ¢ehoz lze ziskat udaje o

aktivité testovanych larev.

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit Kruskal-Wallis test (neparametricka verze
analyzy variance (ANOVA)).
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4 VYSLEDKY
4.1 Vybér kandidati toxina

Béhem HPLC provedené v Laboratoii fyziologie hmyzu byly v surovém jedu s
pouzitim prvni kolony, Bio GFC, nalezeny dv¢ aktivni frakce (Cislo 1 a 2), které ptsobily na
injikovany hmyz paralyticky. Pomoci druhé kolony Bio PolyMA byly nalezeny také dvé
aktivni frakce (&islo 9 a 10). B&hem nasledujici analyzy frakci na Ustavu chemie a
biochemie PiF JU pomoci hmotnostni spektrometrie a nasledného hledani fragmenti
v transkriptomu bylo nalezeno v kazdé frakci n€kolik proteinii a zaroven byla urcena

sekvence aminokyselin.

Z téchto proteinti jsme pak vybirali kandidaty pro dalsi vyzkum. Sekvence byly
nejprve na zakladé podobnosti se znamymi proteiny anotovany v databazi Gen Bank za
ucelem predbézné charakterizace, pificemz homologické sekvence pro vétSinu proteint byly
v databazi nalezeny. Ocekavalo se, ze hledany toxin, poptipad¢ toxiny, nebudou databazi
rozpoznavany, jelikoZz se jednd zfejmé o velmi specifické sekvence, které doposud nebyly
do Gen Banku zaneseny. Dale se piedpokladalo, ze se bude jednat o proteiny se signalni

sekvenci, jelikoz by toxiny mély byt sekretovany ven z bunék do jedové Zlazy.

Celkovée bylo nalezeno né€kolik proteind, které nebyly rozpoznany databazi Gen Bank,
Z nichz jeden byl nalezen v aktivnich frakcich vickrat (na koloné¢ GFC ve frakci ¢islo 1 a na
kolon¢ Bio PolyMA ve frakci ¢islo 9) a mél signalni sekvenci. Tento protein byl zaroven
diive nalezen Quistadem et al. (1994) jako mozny kandidat toxického peptidu a jeho
casteéna sekvence N-konce byla uvedena v patentu. Byl tedy povazovan za nejsilngjsiho

kandidata a ocekavali jsme, Ze pravé on je zodpoveédny za paralyzu hmyzu.

Uplna sekvence tohoto proteinu s velikosti 11,1 kDa (Obr. 3), ktera byla poté nalezena

v nasem transkriptomu, mohla byt pouZita pro vyrobu rekombinantniho proteinu.

Sekvence je obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Pif JCU.

Obr. 3: Sekvence aminokyselin v nalezeném proteinu.
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4.2 Bakulovirovy expresni systém

4.2.1 Klonovani

Reverzni transkripci s vyuzitim oligo(dT) primeru vznikla cDNA, ktera byla pouZita
jako templat pro PCR reakci, diky které vznikl PCR produkt v podob¢ inzertu ohrani¢eného
resktricnimi misty Kpnl a EcoRI. Piecistény a fosforylovany PCR produkt byl ligovan do
pfedem rozst€peného a defosforylovaného vektoru pBluescript. Liga¢ni smés byla
transformovana do kompetentnich bunék DHS5o a nasledné bylo médium s bunkami
rozetfeno na agarové misky s ampicilinem a barevnym substratem X-Gal. Bilé kolonie byly
otestovany na pfitomnost inzertu pomoci PCR a jedna pozitivni kolonie byla pouZita na
izolaci rekombinantniho plazmidu. Celkové bylo vyizolovano 22,8 ng DNA, z ¢ehoz cast

byla poté pouzita na Kontrolni $tépeni plazmidu (Obr. 4).

Obr. 4: Ovéfeni spravnosti vyStépeni inzertu z vektoru rekombinantniho plazmidu pomoci
restrikénich enzymi Kpnl a EcoRI. M — marker, 1 — rekombinantni plazmid, 2 — Stépeny

rekombinantni plazmid pBluescript pomoci Kpnl a EcoRL

Zkusebni §té€peni se ukazalo jako efektivni, tudiz byla provedena $tépici reakce do 250
ul a produkty byly oddéleny na nizkotajici agaréze pomoci gelové elektroforézy. Inzert byl
vyfiznut, zahiat na blo¢ku a 4x ziedén, aby mohla byt provedena ligace do vektoru pFastBac
roz§tépeného Kpnl a EcoRI. Po transformaci a klonovani inzertu ve vektoru pFastBac byl
vektor izolovan z jedné verifikované kolonie. Sekvenovani ovéfilo bezchybnost ziskaného

inzertu.
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Uspésnost rekombinace v kompetentnich buiikach DHI10Bac byla ovéfena PCR reakci
S pouzitim primerd pUC/M13 ,forward“ a pUC/M13 ,reverse* (Obr. 5). Amplifikované
sekvence byly odd€leny na gelové elektroforéze. Samotna bakulovirova sekvence bez
rekombinace je dlouha piiblizn¢ 300 bp, zato sekvence po rekombinaci je 2 300 bp,
navysena jesté o velikost inzertu. Velikost PCR produktu by tedy méla byt o néco vétsi nez

2 600 bp.

3000

300

Obr. 5: Ovéfeni uspésnosti rekombinace v kompetentnich buiikaich DH10Bac. M — marker, 1-
5 — testované kolonie, 6 - negativni kontrola (vyizolovany ,bakmid“ z kompetentnich bun¢k

DH10Bac, do kterych nebyl transformovan pFastBac s inzertem). Pozitivni jsou kolonie 3 a 5.

Pozitivni kolonie byla vyizolovana a sekvenovani potvrdilo bezchybnost sekvence

inzertu.

4.2.2 Transfekce, priprava P1 a P2 virovych zasobnich roztoki a vyroba
rekombinantniho proteinu
P1 virovy zasobni roztok byl ziskdn oddélenim supernatantu od bun¢k pét dni po
provedené transfekci. Protoze se infekce projevuje zvétSenim bunék, které se navic

pfestavaji mnozit, tak kvili vyhodnoceni t¢innosti transfekce byly soucasné jako kontrola
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kultivovany 1 Sf9 bunky, které nebyly transfekovany, tudiz by nemélo dochazet k jejich

zvétSovani (Obr. 6).

Obr. 6: Cervenou Sipkou oznadené zvétiené infikované buiky vyfotografované 5. den po

transfekci (vlevo), netransfekované buriky slouZzici jako negativni kontrola (vpravo). Zvétseno 200x.

Pro zvysSeni titru virovych c¢astic byl vytvofen jesté P2 virovy zasobni roztok. Sf9
buriky byly infikovany koncentra¢ni fadou P1 zasobniho roztoku za téelem titrace. K 800
tis. bun¢k bylo pfidano 0,1 pl, 1 pl a 10 pl P1 roztoku. Buiiky byly kazdy den sledovany a
fotografovany a tfeti den od transfekce byla dle jejich velikosti odhadnuta minimalni
koncentrace P1 roztoku, pii které jesté dochazi k infekci (Obr. 7). Bylo zjisténo, ze nejnizsi
koncentrace P1 roztoku vyvolavajici infekci pii multiplicité infekce 0,1 je 0,1 ul. Tento
objem byl dosazen do vzorce pro vypocet titru virového zasobniho roztoku, ktery je uveden

v metodice, a bylo spogitano, Ze titr P1 roztoku ¢ini 8x108 virovych &astic/ml.
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Obr. 7: Porovnani jednotlivych koncentraci P1 virového zasobniho roztoku pouzitych pfi
vyrobé P2 zasobniho roztoku. CTR oznaGuje negativni kontrolu, ke které nebyl pfidan P1 roztok.
Cisla (0,1, 1 a 10) oznaluji objemy P1 roztoku v mikrolitrech, ktery byl ptidan k SF9 buiikam.
Zvétseno 200x.

K expresi rekombinantniho proteinu byla pouzita hmyzi bunééna linie ,,High Five®,
ktera byla infikovana P2 roztokem pii multiplicité infekce 1. Exprese probihala v 10 ml

média.

4.2.3 Testovani u¢inkd média na larvach Galleria mellonella

Pro funk¢ni analyzu izolovaného proteinu bylo celkové vybrano 21 larev VIL instaru,
které byly rozdéleny do tfi skupin po sedmi jedincich. Prvni skupiné bylo injikovano
médium z ,,High Five®, ve kterych nedochazelo k expresi rekombinantniho proteinu. Druhé
skupiné bylo injikovano médium sklizené z bunék, ve kterych k expresi dochazelo, a teti
skupiné byl injikovan 10x fedény vosickovy jed druhu Habrobracon hebetor. Vsech sedm

larev, do kterych bylo injikovano médium bez exprimovaného proteinu, se po injikaci
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hybalo. Naproti tomu vSech sedm larev injikovanych jedem vosicky Habrobracon hebetor,
bylo paralyzovano. Vyrazné snizena hybnost byla také prokdzana u &tyf ze sedmi larev
injikovanych médiem s exprimovanym proteinem, u¢innost byla tedy vice nez 50%. Tim
jsme dokazali, ze kandidatsky protein je schopen zptisobovat paralyzu larev. Protoze vytézky
proteinu z bakulovirového expresniho systému jsou nizké, rozhodli jsme se vyrobit protein

V bakteriich.

4.3 Bakteridlni expresni systém

4.3.1 Klonovani

Piecistény a fosforylovany PCR produkt bez signalniho peptidu byl ligovan do
linearizovaného vektoru pGEM-T Easy. Po transformaci vektoru do DH5a byla
transformacéni smés rozetiena na agarové misky s ampicilinem a narostlé bilé¢ kolonie byly

otestovany pomoci PCR kvuli ovéfeni piitomnosti inzertu (Obr. 8).

Obr. 8: Ovéfeni piitomnosti inzertu v rekombinantnim plazmidu pGEM-T Easy. M —
marker, 1 - negativni kontrola (PCR reakce bez templatu), 2- pozitivni kontrola (amplifikace inzertu

v pBluescriptu), 3-4 — testované kolonie. Ob¢ testované kolonie se ukazaly jako pozitivni.

Rekombinantni plazmidy z obou kolonii byly vyizolovany pomoci kitu ,,High Pure
Plasmid Isolation Kit“ a poslany na osekvenovani za pouziti primeru T7. Vzhledem k tomu,
ze ob¢ sekvence byly v potadku, izolaty byly smichdny, tudiz celkovy vytézek byl 14,2 pg
DNA. 8,6 pg vektoru bylo rozstépeno restrikénimi enzymy Ndel a EcoRI a fragmenty byly

oddéleny na nizkotajici agaroze. Cast gelu s inzertem byla vyfiznuta, zahfata na blo¢ku na

28



68 °C, 4x nafedéna a ligovana do expresniho vektoru pRSETu s$tépného stejnymi

restriktazami. Po transformaci a vyseti bakterialnich bun¢k na ampicilinové misky bylo

otestovano 9 kolonii (Obr. 9).

Obr. 9: Ovéfeni pfitomnosti inzertu v rekombinantnim plazmidu pPRSET V jednotlivych
koloniich. M — marker, 1 — negativni kontrola (PCR reakce bez templatu), 2 - pozitivni kontrola

(amplifikace inzertu v pBluescriptu), 3-11 — testované kolonie. Kolonie 4.-9. a 11. jsou pozitivni.

Pozitivni kolonie €. 1 byla vybrana pro izolaci vektoru a celkové bylo vyizolovano 10,8 ng
DNA. Cast vzorku byla odebrana a poslana na osekvenovani pomoci primeru T7. Vysledky
potvrdily, Ze sekvence amplifikovaného inzertu je spravna, tudiz byla provedena
transformace vektoru do predem pripravenych kompetentnich bunék E. coli BL21
CodonPlus(DE3)-RIPL. Médium s témito kompetentnimi buiikami bylo vyseto na agarové
misky s pfidanym ampicilinem a chloramfenikolem a druhy den byla pfitomnost inzertu
v rekombinantnim plazmidu prokazana pomoci PCR a gelové elektroforézy. Jedna pozitivni
kolonie byla vybrana k expresi a také z ni byly po nasazeni do LB média ptipraveny 50%

glycerolové zasobni roztoky pro dalsi exprese.

4.3.2 Vysledky pilotni exprese

Pilotni exprese rekombinantniho proteinu byla provedena za nasledujicich podminek:
indukce pomoci 0,3mM IPTG, teplota pii expresi 37 °C a trvani exprese jedna az Ctyfi
hodiny, 1ml alikvoty média s bakteriemi byly tedy odebirany po jedné az ¢tyfech hodinach,
stoCeny, a sedimenty uchovavany v -20 °C. Zaroven byla odebrana i alikvota pied zapocetim
indukce, vzorek byl oznacen jako to. VSechny sedimenty vzorku to az ts byly zlyzovany

pomoci lyza¢niho pufru B-PER. Po nésledné inkubaci a centrifugaci doslo k oddéleni
29



rozpustnych proteini nachazejicich se v supernatantu a nerozpustnych proteint v sedimentu
inkluznich télisek, pfi¢emz pomér supernatantu a télisek byl zhruba 1:1 (kromé vzorku to —
zde se inkluzni téliska nenachéazela). K ovéfeni pfitomnosti rekombinantniho proteinu

V supernatantu vzorki to az ts byl pouzity 15% SDS-PAGE (Obr. 10).

M to t1 t2 t3 t4

Obr. 10: 15% SDS-PAGE, ovéteni piitomnosti rekombinantniho proteinu po jednotlivych
hodinach od indukce exprese (t1 az t4). M — marker, to - negativni kontrola, u které nebyla indukovana
exprese, t; az t4 — supernatanty vzorku, ve kterych byla indukovana exprese po dobu jedné az Ctyt
hodin. Ve vzorcich t1 az t4 jsou vidét velmi vyrazné prouzky, jejichz velikost odpovida 10kDa az

15kDa pruhtim markeru. Naopak v negativni kontrole se zadny takovy prouzek nevyskytuje.

Zaroven bylo na SDS-PAGE porovnavano mnozstvi vyrobeného proteinu v inkluznich
téliskach a v supernatantu vzorku t4 (Obr. 11). Inkluzni téliska byla nejdiive zdenaturovana
Vv roztoku 8M mocoviné, 10mM Trisu a 100mM NaH2POs4. Na gel bylo pteneseno 5, 10,
respektive 20 pl vzorku na jamku. Supernatantu bylo pouzito 10, respektive 20 pl na jamKku.
Jako negativni kontrola byl pouzit zlyzovany sediment ze vzorku to, tedy ze vzorku, ve

kterém nebyla spusténa exprese, tudiz nedochazelo k tvorbé rekombinantniho proteinu.
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Obr. 11: Gradientovy gel (4-20%) testujici pfitomnost rekombinantniho proteinu
V supernatantu a inkluznich téliskdch ve vzorku s To - negativni kontrola, ve které nebyla
indukovana exprese, M — marker, S — supernatant ze vzorku ts, 1B — inkluzni téliska ze vzorku ts,
¢isla znaci poéty mikrolitrid. Ve vzorcich t4 S 10 ul a 20 pl supernatantu a 20 pl inkluznich télisek lze
zpozorovat pomérné vyrazné prouzky, které naopak nejsou viditelné v negativni kontrole, tedy ve

vzorku to bez indukce exprese.

Analyza vzorka z pilotni exprese pomoci SDS-PAGE tedy ukazala, ze opravdu
dochazi k produkci proteinu s velikosti o néco malo vétsi nez 10 kDa. Zaroven nejvyrazngjsi
prouzek byl nalezen u vzorku, ve kterém probihala exprese nejdéle, tj. Ctyfi hodiny.
Viditelné prouzky se vyskytuji i ve vzorku s inkluznimi télisky. Vzhledem k tomu, Ze jsou
ale inkluzni téliska obtizné zpracovatelna pfi izolaci rekombinantniho proteinu, byla u dalsi
exprese snizena teplota, jak bylo navrzeno v navodu vyrobce. Teplota byla upravena na
30 °C pred indukei a na 25 °C po indukci. V rdmci jesté vyssich vytézka proteinu bylo déle
ptidavano 0,6mM IPTG misto 0,3mM a doba exprese byla prodlouzena na pét hodin.

4.4 lzolace rekombinantniho proteinu a dialyza
Pii prvni purifikaci bylo vyizolovano 57 frakci o péti kapkéach, pfi¢emz hodnoty
absorbance namétené pii vinové délce 280 nm se pohybovaly od -0,17 do 0,88. Zaporné
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hodnoty byly naméfeny u pocatecnich frakci, jelikoz pti na zac¢atku eluce standardné dochézi
k vymyvani promyvaciho pufru z kolonky, a ten ma niz$i absorbanci neZ pufr elu¢ni, oproti
kterému je absorbance vzorki méfena. Z vybranych frakci byly odebrany vzorky na SDS-

PAGE.

V ramci otestovani frakci vzniklych po purifikaci proteinu byly vyhotoveny dvé 15%
SDS-PAGE (Obr. 12 a 13). Jako standard bylo pouzito BSA o absorbanci 0,6, 0,3 a 0,1.

Ocekavana velikost rekombinantniho proteinu by méla byt 11,1 kDa.

BSA BSA BSA 7 8§ M 9 10 11 12 13 14
06 03 01 0,07 0,12 0.12 ' 0:13 ‘013 0,13 0:13 012

Obr. 12: Prvni 15% SDS-PAGE z frakci ziskanych izolaci rekombinantniho proteinu. BSA —
standard (pozitivni kontrola), M — marker, 7-14 — ¢isla testovanych frakci. Spodni fada ¢isel znaci
nameétené absorbance. Ukdazalo se, Zze vSechny testované frakce vytvofily velmi vyrazné prouzky
s velikosti o néco vétsi nez 10 kDa. Naopak ve vzorku standardu (BSA) Zadné takové prouzky

viditelné nejsou.
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BSA M 15 16 2l. 26 30 35 4l 45 48 51
0.1 0,12 0,11 0,35 0,52 021 031 064 070 025 0,19

Obr. 13: Druha 15% SDS-PAGE z frakci ziskanych izolaci rekombinantniho proteinu. BSA —
standard (pozitivni kontrola), M — marker, 15-51 — ¢isla testovanych frakci. Spodni fada ¢isel znaci
naméfené absorbance. Ukazalo se, Ze vSechny testované frakce vytvofily velmi vyrazné prouzky
s velikosti o néco vétsi nez 10 kDa. Naopak ve vzorku standardu (BSA) zadné takové prouzky

viditelné nejsou.

Vzhledem k tomu, ze polyakrylamidovy gel prokazal pfitomnost proteinti o velikosti
néco malo ptes 10 kDa, vSechny frakce, jejichz celkovy objem ¢inil 20 ml, byly spojeny a
zdialyzovany v dialyza¢ni membrané dle doporuceni vyrobce. Soucasné byly dialyzovany 2

ml samotného eluéniho pufru jako kontrola, Ze se opravdu vSechen imidazol odstranil.

Absorbance rekombinantniho proteinu pti vinové délce 280 nm byla po prvni izolaci a
dialyze zmétena na 0,027, pfitom pied dialyzou €inila 0,3. Z toho lze usuzovat, Ze béhem
dialyzy doslo k velkym ztratdm proteinu, na coz poukazuje i SDS-PAGE srovnavajici
mnozstvi proteinu ve vzorku pied a po dialyze (Obr. 14). Nizka koncentrace proteinu po
dialyze byla prokazana i pomoci Bradfordovy reakce, kdy byla koncentrace stanovena na
0,017 mg/ml.
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Obr. 14: Gradientovy SDS-PAGE porovnavajici vzorek pfed dialyzou a po dialyze. BSA —
standard (pozitivni kontrola), E - negativni kontrola (eluéni pufr po dialyze, ktery neobsahuje zadné
proteiny), M — marker, 1 — vzorek pied dialyzou, 2 — vzorek po dialyze. Gel prokazal ptitomnost
proteinu s velikosti nad 10 kDa ve vzorku pied dialyzou. Naproti tomu ve vzorku po dialyze tento
pruh neni. Pozn.: Do jamky, kam byl nanasen eluéni pufr, pravdépodobné pieteklo i ¢ast pozitivni

kontroly, coz vysvétluje prouzek v negativni kontrole.

4.5 lzolace rekombinantniho proteinu a purifikace kolonou C 18 - SEP PAK

Vzhledem ke ztratam proteinu pii dialyze byla provedena dalsi izolace, tentokrat z 1,5
gramu sedimentu. Bylo ziskano celkem 9 frakci, kazda obsahovala cca 500 ul. Tyto frakce
byly otestovany na SDS-PAGE (Obr. 15).
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Obr. 15: Ovéfeni pfitomnosti rekombinantniho proteinu po druhé izolaci. BSA — standard
(pozitivni kontrola), M — marker, 12 a 30 - negativni kontrola (frakce vzniklé béhem promyvani
nespecificky navazanych proteini na kolonce), 1-9 — eluované frakce. U vSech testovanych

eluovanych frakei se potvrdila pfitomnost proteinu s velikosti pres 10 kDa.

Vybrané smichané frakce z izolace byly spojeny a purifikovany na kolon¢ 18 C — SEP
PAK. Po klasickém promyti nasledovalo jesté¢ jedno proplachnuti kolony, pficemz vzorek
byl jiman a slouzil jako negativni kontrola, tedy ovéteni, ze byl pfi promyvani odstranén

vSechen imidazol. Tato negativni kontrola by zaroven neméla obsahovat zadny protein.

Zachycené proteiny byly z kolony nasledné eluovany a eluovany vzorek byl spolecné
S negativni kontrolou odpaten na ,,Speed-vac* a poté byly oba vzorky rozpustény ve 300 pl
sterilntho PBS. Koncentrace proteinu byla pomoci Bradfordovy reakce stanovena na
2,5 mg/ml a vzorek byl zaroven otestovan na SDS-PAGE (Obr. 16).
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Obr. 16: Gradientovy SDS-PAGE testujici pfitomnost rekombinantniho proteinu po purifikaci

na koloné C 18 — SEP PAK. BSA - standard (pozitivni kontrola) o koncentraci 2,5 ug/ul, NK -
negativni kontrola (vzorek jimany béhem promyvani), M — marker, RB — rekombinantni protein o
koncentraci 2,5 pg/ul. Cisla znadi poéty nanasenych mikrolitrii (pfedtim byly vsechny vzorky
nafedény nanasecim pufrem v poméru 1:1). Velikost proteinu ve vzorcich RB odpovida oéekavané

velikosti rekombinantniho proteinu.

Vzhledem k tomu, ze SDS-PAGE potvrdila pfitomnost piecistovaného proteinu, mohl

byt tento protein nasledn¢ injikovan do larev Galleria mellonella.

4.6 Testovani ucinkl proteinu na larvach a statistické vyhodnoceni

K otestovani ¢inkti rekombinantniho proteinu byl pouzit V. instar larev Galleria
mellonella. Celkové bylo vybrano 60 larev a rozdéleno do ¢étyf skupin po 15 jedincich.
Kazdé larvé bylo nasledné injikovano 15 pl rekombinantniho proteinu (0 koncentraci 1,25
ug/ul), BSA o stejné koncentraci, 10x tfedéného vosickového jedu (1,5 ug/ul), nebo
negativni kontroly, ktera byla ziskdna pfi promyvani kolony béhem purifikace proteinu.
Celkové bylo tedy injikovano 18,75 pg rekombinantniho proteinu, respektive BSA na jednu
larvu, nebo 22,5 ug ptirodniho jedu vosicky Habrobracon hebetor.
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Po injikaci byly larvy umistény do 12-jamkovych misek a byla nato¢ena 2-minutova

videa, ktera byla pozdé¢ji vyhodnocena v programu ,,Activity detector®.

Tento program analyzuje pohyb larev, a to tak, Ze zaznamenava pocet zménénych pixell
za sekundu pro kazdou larvu, z ¢ehoz lze ziskat udaje o aktivit€¢ testovanych larev. Po
analyze byly vypocitdny priméry zménénych pixelti pro kazdou larvu a nésledné byly
spoCitany i praiméry a standardni chyby priiméru pro kazdou skupinu, které jsou vyneseny
v Obr.17.

Protoze ANOV A nemohla byt pouzita kvili naruseni jejich pfedpokladii, zejména kvili
tomu, Ze variance mezi skupinami nebyly homogenni, byl ke statistickému vyhodnoceni
ucinnosti proteinu nakonec pouzit Kruskal-Wallisuv test, ktery se ukazal jako signifikantni
(p<0,01).

U larev, kterym bylo injikovano BSA, nebo negativni kontrola, nebylo zpozorovano
zadné viditelné snizeni pohybové aktivity (mirné rozdilnd pohyblivost téchto dvou skupin,
ktera v8ak neni statisticky prikazna, byva bézné pozorovana u jakychkoliv dvou nahodné

vybranych skupin larev, které nejsou ni¢im injikovany).

Pohyblivost vSech larev, do kterych byl vpraven rekombinantni protein, byla naopak
rapidné snizena oproti t€ém, do kterych byla vpravena negativni kontrola ¢i BSA (p<0,05).
Stejné tak pohyblivost larev injikovanych 10x fedénym vosickovym jedem byla oproti t€m,

do kterych byla vpravena negativni kontrola ¢i BSA, minimalni (p<0,01).

Tyto vysledky potvrdily, ze je tento rekombinantni protein vyrobeny v bakteriich
funk¢ndi.
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Pohybova aktivita injikovanych larev Galleria mellonella
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Obr. 17: Primérny pocet zménénych pixeld za sekundu, ktery koresponduje s aktivitou injikovanych
larev Galleria mellonella. Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit Kruskal-Wallisiv test, ktery
prokazal signifikantni rozdil mezi pohyblivosti larev injikovanych rekombinantnim proteinem a
larev, do kterych byla vpravena negativni kontrola ¢i BSA (,,b* - p<0,05). Pfi porovnani larev
injikovanych 10x fedénym vosickovym jedem oproti kontrolam (BSA ¢i negativni kontrola)

byl test také signifikantni (,,c* - p<0,01).

Injikace larev rekombinantnim proteinem také ukazala, ze paralyza larev je doCasnd a
odezniva zhruba po 20-30 minutdch. Naproti tomu pfirodni jed vosicky Habrobracon

hebetor zptisobuje trvalou paralyzu.
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5 DISKUZE

5.1 Porovnani pouZitych expresnich systému

Nejprve byl rekombinantni protein exprimovan v menSim mnozstvi v bakulovirovém
expresnim systému a médium pouzité ke kultivaci bun¢k ,,High Five® uréenych k expresi
bylo vyuzito k injikaci larev. Ziskané mnozstvi stacilo k ovéfeni, ze ndmi studovany protein
je zodpovédny za paralyzu larev. K samotné izolaci proteinu a nasledném ovéteni na SDS-
PAGE bylo vyhodnéjsi produkovat rekombinantni protein ve vétsim mnozstvi jednodussi

metodou, k ¢emuz byl vybran bakterialni expresni systém.

Obecnou vyhodou bakulovirového systému je fakt, ze vném lze vyrobit protein
libovolné velikosti. Dale je pouziti tohoto systému vhodné v pfipadé, Ze protein vyzaduje
posttransla¢ni modifikace jako je fosforylace, acetylace nebo glykosylace. Ziskané proteiny
navic byvaji rozpustné a nebyva problém s jejich funkénosti (viz piirucka vyrobce).

Nevyhodou bakulovirového expresniho systému je pracnost a vyssi provozni naklady.

V porovnani s BEVS (Baculovirus expression vectors system) je produkce proteinu
Vv bakteriich o dost jednodussi, levnéj$i a méné Casové naro¢nd. V porovnani s ostatnimi
expresnimi systémy poskytuje obvykle vysoké vytézky (Neubauer et Winter, 2001). Limitaci
je ale velikost proteinu a posttransla¢ni modifikace. Bakterialni expresni systém navic nékdy
poskytuje nespravné sbalené nebo nerozpustné proteiny agregované v tzv. inkluznich
téliskach (viz ptirucka vyrobce), ktera jsou casto obtizné zpracovatelna (Strandberg et
Enfors, 1991). Nicmén¢, problém s témito télisky lze nékdy fesit Gipravou teploty (Bishai et
al., 1987; Chalmers et al., 1990), popiipadé pH (Strandberg et Enfors, 1991).

Jesté vysSich vytézkti pfi produkci rekombinantniho proteinu lze také dosahnout
optimalizaci slozeni média nebo aplikovanim riznych kultivacnich technik jako je napf.
vyuziti fermentoru. Tyto postupy umoznuji vytézky az 190 g/l suché vahy bakterialnich
bun€k (Shiloach et Fass, 2005). Fermentory jsou doporucovany zejména pii produkci
proteini ve velkém méfitku (Bernard et Payton, 2001). Oproti béznym tiepackam dovoluji
kultivaci ve vétsim objemu a jSOU navic uzpusobeny i ke kontrole kultiva¢nich parametrt
jako jsou provzdusnéni a pH, které v tiepacce obvykle nemohou byt sledovany (Abrahdo-
Neto et al., 1997). Obzvlast uprava pH mize byt vyhodna pravé pii feSeni problému s

inkluznimi télisky.
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5.2 Porovnani purifikace izolatu

Vyizolovany protein byl nejprve purifikovan pomoci dialyzy s pouzitim dialyzaéni
membrany SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 3.5K MWCO. Vzhledem k obrovskym ztratam
proteinu byla tato metoda pozdéji nahrazena purifikaci roztoku s proteiny pomoci kolony C

18 — SEP PAK, kde k takovym ztratam jiz nedochazelo, navic je tato metoda rychlejsi.

Ptesny diivod ztraty proteinu ze vzorku béhem dialyzy neni znam. Na viné muze byt
lidsky faktor, protoze béhem dialyzy v membrané byly vyuZivany klasické dialyzacni
svorky, které i pres dodrzovani pokyni zminénych v ndvodu a soustavné kontrolovani
zvySuji pravdépodobnost ztraty proteinu. Alternativou snizujici toto riziko jsou tzv.

dialyza¢ni kazety, které nevyzaduji pouziti svorek ani klipsi a prace s nimi je obecné

v v

Dalsimi davody, kvili kterym mohlo dochazet ke ztratdm proteinu, je ulpivani
proteinu na vnitini strané membrany nebo jeho precipitace béhem dialyzy (Pesarrodona et
al., 2015). Je rovnéz mozné, ze izolovany protein ma zvlastni strukturu, kterda mu zajist'uje

snadné pronikani — zejména do nervové soustavy hostitele.

5.3 Srovnani 15% a gradientového gelu na SDS-PAGE

Kovéfeni pfitomnosti rekombinantniho proteinu byly pouzity dva typy
polyakrylamidovych geli — 15% ru¢né ptipraveny gel a zakoupeny gradientovy gel, u
kterého ve sméru migrace molekul stoupa koncentrace akrylamidu od 4 % do 20 % (BIO-
RAD). Obecn¢ totiz plati, ze pii praci s menSimi proteiny se doporucuje gel s vyssi

koncentraci akrylamidu (viz ptirucka vyrobce).

Ukazalo se, ze protein t€¢ samé velikosti vytvaii na téchto dvou pouzitych gelech rtizné
vyrazné prouzky. Na 15% gelu se vzdy vyskytovaly velmi Siroké prouzky, u kterych Ize jen

obtizn¢ urcit presnou velikost. Naproti tomu na gradientovém gelu jsou prouzky uzsi.

Tento jev pravdépodobné souvisi s tim, ze délici schopnost 15% a gradientového gelu,
jehoz koncentrace dosahuje az 20 %, se li$i v disledku rozdilné velikosti pori. Se stoupajici
koncentraci akrylamidu klesa velikost port, kterymi proteiny prochazeji. Proteiny tedy putuji
gelem, dokud jim snizujici se velikost pori neznemozni dalsi pohyb. Tim padem piedni ¢ast
prouzku je zpomalovana vice nez zadni strana, jelikoZ putuje o néco mensimi péry. Tento

fakt vede k vyslednému zostieni prouzku (Campbell et al., 1983, Walker, 1987).
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5.4 U¢innost rekombinantniho proteinu

Pti testovani ucinki média ziskaného z hmyzich bunék, ve kterych probihala exprese,
se ukazalo, ze médium po injikaci zplsobovalo znehybnéni vice jak 50 % injikovanych
larev. Lze predpokladat, ze ucinnost samotného média ziskaného zhmyzich bun¢k, ve
kterych probihala exprese, nebude 100%, protoZe exprimovany protein V médiu neni

vyizolovany ani nijak zakoncentrovany.

Tuto domnénku potvrzuje i vysledek =ziskany z testovani vyizolovaného a
purifikovaného proteinu z bakterialniho expresniho systému. Pfi injikovani rekombinantniho
proteinu o koncentraci 1,25 mg/ml se totiz zjistilo, Ze paralyza nastala u 100 % injikovanych

larev (do kazdé larvy bylo injikovano 15 pl, tedy 18,75 pg rekombinantniho proteinu).

Soucasné se ukazalo, Ze paralyza neni permanentni jako V pfipad¢€ injikace surového
vosi¢kového jedu (15 pl, tedy 22,5 pg na larvu). Larvy po odeznéni paralyzy zplisobené

rekombinantnim proteinem nevykazuji Zadné znamky intoxikace.

Je mozné, Ze funkce rekombinantniho peptidu je snizena v dasledku pfipojeni

histidinové kotvy k proteinu.

Alternativni vysvétleni tohoto jevu by mohlo byt takove, Zze ptirodni vosi¢kovy jed
miZe obsahovat vice biologicky aktivnich sloZek, které se podili na intoxikaci. Casto se
jednd o soubor proteinil, peptidi, enzymil, amind a dalSich latek, které se nalézaji
Vv zivociSnych jedech a které jsou schopné rozvratit imunitu hostitele, zplisobit paralyzu ¢i
zastavit jeho vyvoj (Perkin et al., 2015). Vyznamnou roli hraji neurotoxiny, coz jsou
nejcastéji peptidy nebo proteiny, které ovliviluji nervovy a muskularni systém hostitele, a
tim zplisobuji paralyzu. V jedu jednoho druhu se ¢asto vyskytuje vicero neurotoxint, které
mifi na rizné molekularni cile a vétsinou plisobi na pienos a Sifeni akéniho potencialu nebo

brani uvolnéni neurotransmiteru (Libersat, 2003).

Viceslozkové jedy ostatné najdeme u dalSich vosicek a piibuznych organismu jako
jsou ¢melaci, vcely a sr$né (Argiolas et Pisano, 1984). Piikladem je ektoparazitoidni vosicka
Nasonia vitripennis (Rivers et al., 2006), endoparazitoidni druh vosicky Pimpla turionella
(Ugkan et al., 2004), druhu vcely Apis mellifera (Ziai et al., 1990) nebo druh ¢melaka

Megabombus pennsylvanicus (Argiolas et Pisano, 1984).
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To, ze by jed vosicky Habrobracon hebetor mohl byt viceslozkovy, pfipousti i diive
provedené studie analyzujici tento jed. Spanjer et al. (1977) izolovali z jedu dva proteiny
(protein A s molekulovou hmotnosti 42 kDa a protein B, ktery ma 57 kDa), pficemz oba
toxiny dle autort pisobi na nervosvalovy pfenos. Prace Vissera et al. (1983) také uvadi, ze

jed obsahuje dva proteiny vykazujici biologickou aktivitu (A-MTX a B-MTX).

Patent US 5554592 A (Quistad et Leisy, 1996) obsahuje pét riznych sekvenci
polypetida (Brh-1 az Brh-V), které jsou bilogicky aktivni. Quick (2015) naznacuje, Ze v jedu
se nachdzi minimalné ti1 toxiny, které presynapticky blokuji neurotransmise na

neuromuskularnich spojich, a to znemoznénim vyliti presynaptickych vackia (Quick 2015).

Ziskany protein o velikosti 11 kDa bude v nasi laboratofi podrobné studovan v dalSich
pokusech a bude vyuzit pro testovani detoxifikace organismu, vlivu na neuromuskularni

synapse, neurosekrece atd.
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6 ZAVER

Z jedu vosicky Habrobracon hebetor byl vybran jeden protein, u kterého se
predpokladalo, ze by mohl zplsobovat paralyzu hostitele, a tento kandidat byl
nasledné¢ vyroben v bakulovirovém expresnim systému a v piedbéznych pokusech

bylo zjiSténo, Ze po injikaci dokdze vyvolat paralyzu larev.

Z davodi ziskani vétsiho vytézku byl tento rekombinantni protein pfipraven pozdéji
I v bakterialnim expresnim systému. Vyrobeny rekombinantni protein byl vyizolovan
pomoci afinitni chromatografie a purifikovan na koloné 18 C - SEP PAK. Dale byl
tento protein, jehoz o¢ekavana velikost byla 11,1 kDa, analyzovan na SDS-PAGE.

V naslednych testech bylo injikaci rekombinantniho proteinu do larev Galleria
mellonella prokazano, ze tento protein zpisobuje paralyzu larev, ktera trva cca 20-30
minut. Naopak larvy, do kterych bylo injikovano BSA 0 stejné koncentraci ¢i
negativni kontrola, jez byla ziskana pii purifikaci proteinu (a tedy protein

neobsahovala), paralyzovany nebyly.
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8 PRILOHY

I. Média pro péstovani bakterii

tekuté LB médium (1 litr):

e Kvasnicovy extrakt.......5 g

tuhé LB médium (1 litr):

SOB médium (1 litr):

® Pepton......c.evuiiniiiiiiiinnn. 2049
e kvasnicovy extrakt 50
o NaCl....coooveiiiiiiiiiii o, 059
o IMMQSO4.....ccee vvvnnnen. 20 ml
e IMNaOH.......................20 ml

pH bylo upraveno pomoci 10 ml NaOH na 7 a celkovy objem doplnén na 1 litr. Po
zklavovani média bylo pfidano jest€¢ 20 ml 1M MgSQOg4, ¢imz bylo docileno koncentrace
20mM.
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I1. Transfromace

Transformacéni pufr (100 ml):

e 10mM PIPES............ 0,3024 g
e 1I5SmMCaCl2............ 0,2205 g
o 250mMKCl............... 1,865 g

pH bylo upraveno na 6,7 pomoci KOH. Po zklavovani bylo do pufru pfidano 5,5 ml 1M
MnCl..

I1l. Meédia pro péstovani bunék

TNM-FH médium (500 ml) pro transfekei, vyrobu P1 a P2 virového zasobniho roztoku

e TNM-FH médium (Sigma Aldrich)......... 253 ¢

Upraveni pH pomoci 45% roztoku KCI na 6,2. Do média pouzitého na transfekci bylo
ptidano 1,5% FBS, do média na vyrobu P1 a P2 roztoku bylo ptfidano 10% FBS a 1% smés

penicilinu a streptomycinu. Pfipravené médium bylo zfiltrovano.

EX-CELL médium (500 ml) pro vyrobu P2 virového zasobniho roztoku a expresi

rekombinantniho proteinu

e EX-CELL® 405 Serum-Free Medium (Sigma Aldrich).....15,4 g

® NaHCO:. .., 0,179
® NaCl. .o 0,95¢g
e Penicilin a streptomycin............c.coeviiiiiiiiiiiiiaie, 5ml

Upraveni pH pomoci 45% roztoku KClI na 6.,4. Pfipravené médium bylo zfiltrovano.

51



V.

Dialyza

PBS 10x (1 litr):

V.

NaCl.....oooovviiiiiin.. 80¢g
KCloooiii 2g
NaH2P0O4.2H20............ 7.8 ¢
Na;HPO4.2H0............ 10g

Izolacni pufry

Vazebny pufr (1 litr):

50mM NaHzPOs4 ............. 6,90 g
250mM NaCl.................. 14,6 g
10mM imidazol............... 0,68 g

pH upraveno pomoci NaOH na 8,0

Promyvaci pufr (1 litr):

50mM NaHzPOs4 ............. 6,90 g
250mM NaCl.................. 14,6 g
20mM imidazol............... 1,36 g

pH upraveno pomoci NaOH na 8,0

Eluéni pufr (1 litr):

50mM NaH2POs4 ............. 6,90 g

250mM NaCl.................. 146 g
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e 250mM imidazol............... 17,0 g

e pH upraveno pomoci NaOH na 8,0

VI. PAGE

Zaostiovaci pufr (1 litr)

o Trisbase.......c.oovvviiiiiiiiiiinnnn, 60,5 ¢
® SDS.. 2g
o dHO............... objem doplnén na 1 litr

e pH upraveno pomoci 5M HCl na 6,8

Separacni pufr (1 litr)

o Trisbase.......c.ooovviiiiiiiiiiiiinnnn. 181 ¢g
o SDS.. 4¢g
o dH2O............... objem doplnén na 1 litr

e pH upraveno pomoci 5SM HCl na 8,8

6x SDS nanaseci pufr (100 ml):

e Tris (pH upraveno pomoci HCl na 6,8)...... 12,5 ml
0 SIS

o Glycerol.......coviiiiiii

e B-merkaptoethanol.................................

e bromophenolova modf.............................
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Separacni (,running®) pufr (1 litr):

e Tris base

Barvici roztok (100 ml):
e Methanol

e Kyselina octova

e Coomassie blue R-250

Odbarvovaci roztok (1 litr):

e Methanol

e Kyselina octova
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VII. Seznam patentu s priloZenymi sekvencemi:

US 5554592 A (Quistad et Leisy, 1996)

>US 5554592 A/ NO:1
XTDFYYTDVIADQDFLLKQKKVFQLLYHVSQPXISNXXXFQXXLK
>US 5554592 A/NO:2

XHVQTYTADMDFKHKQKKIYHLFXXXXQ

>US 5554592 A/NO:3
XLFDFIVHAKDILGGIDNLAKGIXXAINKVXXVIXKVQXQA

>US 5554592 A/NO:4

MLKKVFLLASLAIIVIKADTDFYYTDVIADQDFLLKQKKVFQLLYHVSQPDISNPELF
QEGLAYDIGANIDSYSNKDAVNHFLELYKFGFLPRGAIYSLYYPKLLDETKALFKLF
YYAKDFDTFYKTALWARNRLNEGEFICAFYEAVIRRPDTEYLQLPPPYELYPYAFFN
SEVIEAAKNAKLYNKLVEGNSYIIYVNYSGWYLNRAYDTEMRVNYFLEDIGLNTFY
FFYRMDNPFWLSSEEFGLQKNLRGEEFLYVHKTLLNRYNLERLANGLEKIEEFLWE
GEFYPGYYPTMVYGNGLAYPQRPGMSRIPPYKYHYLRYIHDIEDRISTAIDLGYIIDS
DGSHHNISSPEGLNLLGNIIEGNEDSCNKNFYHSLDWYGRKVLGFNLEPKTPYQVIPS
ALESFSTCMRDPAFYRLYNRYLSYWYRFKETLKPYSKNEIVFSDLKFESIAVDKLITY
FDYFDSTISNGLPITSKQDADNLMIKVRQSRLNNKHFTVHFALNSDKAQKVAIQLFL
GPKYDALGNLLDFSESYKDFYEIDYWITDVNAGLNKLERTSHDFIFLMADRDPSEIL
YKRVLKALDGSEKFMYKKNLYGIPERLLLPKGKRAGSIFQLFAYVSPVTQPVTYKSR
VFGSYQYYMKPGGFPLDRPIYYPHFQGPNMFFKDITIYHKTDVDPNATT

>US 5554592 A/NO:5

TDFYYTDVIADQDFLLKQKKVFQLLYHVSQP
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Patent US 5874298 A (Johnson et al., 1999)
>US 5874298 A/NO:1

FNPETHRECKNYCAKEHGEEYRTWSFRYELGDIFKCVCTHGKNLMGSENYGKCRE
ACIQNHGAGGFKYAFPIYSEVPASWACICTQEKNKTFCIHACSEIHHKAPPKNPIVMK
NGQCYYQDHRGVDRYCEVYMKFKDAKESI

>US 5874298 A/NO:2

IINGHDATEGQFPHMAYLQASAGKCSYVCGGALLTKKHIMTAAHCVAMHRTANIK
VALGVTDFHNKPSMQQRKVEHIKVHSEYKGGRRKSLKNWYRSIHRTFTGPSGDKE
YNDIANTLSQEVTLGPVVKTINLPPKSYRLPFDQDARLSGFGRTVIVKENDPIPPPTTH
LOQWLDMKVLHSRDAIVTDSEFLADKEYGDGTWSNAAKGDSGSPLVKDNQVIGVA
VSVSDEEHTTRFQIVTYYLDWIKKYAELA

>US 5874298 A/NO:3

LLIAGVASFNPETHRECKNYCAKEHGEEYRTWSFRYELGDIFKCVCTHGKNLMGSE
NYGKCREACIQNHGAGGFKYAFPIYSEVPASWACICTQEKNKTFCIHACSEIHHKAP
PKNPIVMKNGQCYYQDHRGVDRYCEVYMKFKDAKESI

>US 5874298 A/NO:4

MHFFASILVCFLLGKAIHDVEGIINGHDATEGQFPHMAYLQASAGKCSYVCGGALL
TKKHIMTAAHCVAMHRTANIKVALGVTDFHNKPSMQQRKVEHIKVHSEY KGGRR
KSLKNWYRSIHRTFTGPSGDKEYNDIAHNTLSQEVTLGPVVKTINLPPKSYRLPFDQD
ARLSGFGRTVIVKENDPIPPPTTHLQWLDMKVLHSRDAIVTDSEFLADKEYGDGTW
SNAAKGDSGSPLVKDNQVIGVAVSVSDEEHTTRFQIVTYYLDWIKKYAELA

>US 5874298 A/NO:5
FNPETHREXKNYXAKEHGEEYR
>US 5874298 A/NO:6

[INGHDATEGQFPHMAYLQASAG
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Patent US 6156539 A (Johnson et al., 2000)
>US 6156539 A/NO:3 (aktualizovana verze US 5874298 A/NO:3)

MKFLYLILLLIAGVASFNPETHRECKNYCAKEHGEEYRTWSFRYELGDIFKCVCTHG
KNLMGSENYGKCREACIQNHGAGGFKYAFPIYSEVPASWACICTQEKNKTFCIHAC
SEIHHKAPPKNPIVMKNGQCYYQDHRGVDRYCEVYMKFKDAKESI

57



9 SEZNAM ZKRATEK

BSA - bovinni sérovy albumin

DMSO - dimethylsulfoxid

FBS — fetalni bovinni sérum

IPTG - isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

X-Gal - 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl -D-Galactopyranoside
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