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1. Uvod

1.1. "Chitinase-like" proteiny

Proteiny z rodiny IDGF (Imaginal Disc Growth Fadprpati do SirSi rodiny 18-
glykosyl hydrolaz a svou strukturou se podobajitichzam, z nichz se pragpodobr
vyvinuly. Protoze vSak narozdil od nich postradajiopnost gpit glykosidovou vazbu, jsou
ozna&ovany jako tzv. "Chitinase-like" proteiny (CLP) (@ariotti et al., 2006). i¢s ztratu
enzymatické aktivity si CLP zachovaly schopnosipaeznévat a vazat cukerné motivy, coz
jim pravdépodobré umoznilo ziskat novou funkci (Varela et al., 2002)

Pritomnost CLP byla popsana u césely evoléné velmi vzdalenych zZivéicha veetns
Cloveéka. Ke ztr& katalytické funkce u chitindz fem¢ dochézelo &em evoluce
opakovas, presto vSak si proteiny z rodiny 18-glykosyl hydrokachovaly 15-25% identitu
v aminokyselinové sekvenci a i mezi nezavisle vigmik CLP byly pozorovany znamky
konvergentni evoluce (Varela et al., 2002; Badargbtal., 2006).

Ackoliv hmyzi proteinova rodina IDGF patrmema spokného pedka s vyvojovou
vétvi, do které pdt nejen sadi, ale napiklad i mekkySi CLP, byly mezi nimi nalezeny
podobnosti v lokalizaci exprese a funkci (Badariat al., 2006; Broz et al, 2017,
Kzhyshkowska et al, 2007)tiRladem mohou byt proteiny IDGH2rosophila melanogaster
a lidsky YKL-40. Oba tyto proteiny stimuluji prodifaci, fisobi proti apoptdéze a maji roli ve
vrozené imunit (BrozZ et al, 2017; Areshkov et al., 2012; Leelgp@12).

U ¢loveka jsou znamytyii CLP - jiz zmirgny YKL-40, dale YKL-39, SI-CLP (stabilin-
interacting chitinase-like protein) a oviductinekt krone konzervované Glyco 18 domeény
obsahuje i dlouhy region &tnymi O-glykosyl&nimi misty. AZ na oviductin, ktery byl
nalezen pouze v epitelu vejcovodu, jsou lidské Q@hifho jiné exprimovany v gkterych
imunitnich butkach, zejména makrofazich. Jejich vyskyt je t&ksto spojeny s&kterymi
patologickymi stavy (Kzhyshkowska et al, 2007).

Nejlépe prozkoumanym lidskym CLP je YKL-40. Je émmznamo, Ze stimuluje
proliferaci synovialnich butk (tj. burgk vnitini vystelky kloubu) a kozZnich i plicnich
fibroblasti prostednictvim aktivace signalnich drah fosfatidylinob® kinazy (PI3K) a
mitogenem aktivovanych protein kindz (MAPK) (Reekliet al., 2002). Kroéntoho YKL-
40 indukuje migraci butk vaskularni hladké svaloviny (Kzhyshkowska et 2007),
stimuluje diferenciaci makroféiga inhibuje apoptdézu T-bédk a makrofa§ (Lee et al.,
2012). Jeho zvySena exprese byla pozorovana vdositis celoadou chorob, jako jsou

chronické zady, infekéni onemocani a nemoci souvisejici ggstavbou tkani, néipastma



nebo cirhdza jater (Lee et al., 2012). Dale bylgsené mnozstvi YKL-40 nalezeno i v
nékolika typech pevnych nadirjimz prav@&podobré zvySuje Zivotaschopnost digpiva k
jejich schopnosti tviit metastazy. Je proto velmi nglym potencialnim markerem pro
predikci postupu choroby i cilem¢léy (Hamilton et al., 2015).

Velmi podobny proteinu YKL-40 je dalSi z lidskychLE, YKL-39. Jejich identita na
arovni aminokyselinové sekvence dosahuje vice fe%bale oproti YKL-40 neni YKL-39
glykosylovan (Kzhyshkowska et al, 2007). Stejjako YKL-40 indukuje YKL-39
fosforylaci MAPK ERK1/2, ale narozdil od YKL-40,apobeni YKL-39 vede k inhibici
proliferace busk HEK 293 a U373 (Areshkov et al., 2012). ZvySergrese YKL-39 byla
zjiSttna spolu s YKL-40 u lidi trpicich revmatoidni aittou a samostathu pacieni s
osteoartritidou (Kzhyshkowska et al, 2007).

DalSim z lidskych CLP je SI-CLP. Je ligandem muhit¢niho receptoru stabilin-1
(Kzhyshkowska et al, 2007) a hejse vyskytuje v bronchoalveolarni tekdtipacient s
chronickymi zasty dychacich cest (Xiao et al., 2014). U mySiho slodkolagenem
indukované artritidy bylo prokazano, Zze SI-CLP ikde zawstlivou odpowd a jeho
"knockout" naopak vyskyt z&tu snizuje (Xiao et al., 2014).

NejmenSi pibuznost s ostatnimi lidskymi CLP vykazuje ovidoctiTento protein
produkovany epitelem s&ich vejcovod interaguje s zona pellucida ooyo ovulaci a
napomaha oplozeni (Yang et al., 2015).

Byla nalezena spojitost mezi lidskymi CLP temymi patologickymi stavy, alei@sny
molekularni mechanismus fungova#éghto vysoce konzervativnich protéinebyl doposud
objasrién. Protoze hmyzi CLP vykazuji zZfveou funkni podobnost ém lidskym, je
pravdépodobrt, Ze alespd ne¢které poznatky ziskané studiem modelového organismu

Drosophila melanogaster budou velmi univerzakhaplikovatelné.

1.2. Proteinova rodina IDGF

Rodina IDGF ma Wrosophila melanogaster Sestéleni, IDGF1-5 a DS47 (téZ IDGF6),
mezi nimiz je vysoky stugehomologie (kolem 50 %). Nejbazé)g&im z nich je IDGF5,
jehoz kédujici sekvence lezi na chromozomalnim ram2R, a ostatni se¢ld do dvou
evolwnich Wtvi. Jednu tvéi blizce gibuzné IDGF1-3, které jsou kodovany na
chromozomalnim ramenu 2L ¥sném klastru. Ve druh&twi jsou IDGF4 a DS47, jejichz
geny vSak lezi naiznych chromozomech, konkrétna X a 2R v tomto gadi (Badariotti et
al., 2006; Zurovcova & Ayala, 2002).



Proteiny z rodiny IDGF jsou sekretované glykopnayeikteré jsou pogrné hojne
zastoupeny v hemolyrf Drosophila melanogaster a jsou ve ¥tSi ¢i menSi mie
produkovany po cely Zivot (Kawamura et al, 1999rkKatrick et al., 1995). Spaleym
znakem, ktery byl pozorovan wtginy proteiri IDGF (krone IDGF2) je vliv na tvorbu
kutikuly (Pesch et al., 2016). Jednotlitfenové rodiny se mezi sebou liSi lokalizaci i
intenzitou exprese,figemz nejsildji exprimované jsou IDGF4 a DS4TKawamura et al,
1999; Fisher et al., 2012).

NejprozkoumadSim proteinem z rodiny IDGF je IDGF2, ¢hoZ je znama krystalicka
struktura (Varela et al, 2002). Jeho fyziologickdn&entrace v hemolymafje giblizné
19 ng{ul a stoupa po septickém i aseptickém 2rar(Broz et al., 2017; Vierstraete et al.,
2004). Podob# byl zaznamenan nist exprese IDGF2 d&nem regenerace imaginalnich
diski (Blanco et al., 2010) a v hemocytech prolifergjicpo indukované expresi onkogenu
Ras (Asha et al., 2003). V pokusech sntkéymi kulturami bylo prokazano, Ze protein
IDGF2 indukuje u bu&ené linie Cl.8+ expresi génicastnicich se zejména vrozené imunity
a morfogeneze, ale i dalSich protegetnt detoxikace. S timigjme¢ souvisi i pozorovani,
Ze tento protein chrani bky pied toxickymi &inky vysokych koncentraci adenosinu (Ado)
a xenobiotik jako jsou rotenat resverotrol (Broz et al. 2017).

Jednim ze dvou protein kterymi se ve své praci zabyvam, je DS47. Bylnprvy
objevenym ¢lenem rodiny IDGF a je v hemolyfDrosophila melanogaster hojrg
zastoupen (Kirkpatrick et al., 1995). Je @nznamo, Ze mnozstvi jeho transkriptu klesa v
reakci na chlad (MacMillan et al.,, 2016). Konceo&rgproteinu DS47 v hemolygfse
naopak zvysuje zatimco indukovanou expresi protBiBBP 1 (phosphatidylethanolamine-
binding protein 1), o kterém bylo zj&ti, Ze zvySuje mnoZstvi imunitnich protéiv
hemolym& (Reumer et al., 2009). Zaravebyl pozorovan pokles mnozZstvi prekurzoru
proteinu DS47 v hemolymafpo zrarni spojeném s infekd¥licrococcus luteus (Vierstraete
et al., 2004). Resna funkce DS47 v organismu nebo molekuly, seykiieinteraguje, vSak
zatim nejsou znamy.

O IDGF3, druhém proteinu, na ktery se ma prace ¢aam je dostupnych vice
informaci nez o DS47. Na transkiip urovni bylo prokazano, Ze exprese IDGF3 se Zeysu
po poragni a bakterialni infekci (De Gregorio et al, 20@ychon et al., 2009). S tim
souvisi i poznatek, Ze protein IDGF3 je nezbytny oagulaci hemolymfy, coz je
pravdépodobré dilezité @i obrare pred entomopatogennimi hlisticemi (¥rova et al.,
2016). Kron¢ srazeni hemolymfy je IDGF3 zodpsminy za negativni regulaci signalnich
drah Wnt a Jak-STAT po infekci hlisticemi a za ikduexprese &kterych imunitnich gein
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jako je napiklad antimikrobialni peptid Drosomycin (Kerova et al., 2016). Mimo svou
funkci ve vrozené imunitpak IDGF3 ovliviuje také vyvoj a reprodukci (Kerova et al.,
2016), ale molekularni mechanismus jelisgbeni nebyl dosud objasn

Podle doposud znamych informaci je meélny proteinové rodiny IDGRasté&ny
funkeni prekryv, ale existuji mezi nimi i rozdily. U Z&dnélm nich pak neni znam
mechanismus jejichtgobeni. Vytvoéeni rekombinantnich protdire této rodiny mze byt v
tomto sméru velkym @ginosem, protoZze poskytuji mnoho moznosti ve stygjich funkce.
Vyzkum byl v naSi laboratouspsné zahajen s rekombinantnim proteinem IDGF2 (Broz et
al., 2017), ale pro objasni funkce CLP uDrosophila melanogaster je treba ¥novat
pozornost i dalSim proteim z rodiny IDGF.

1.3. Bakulovirovy expresni systém

Bakulovirovy expresni systém je jednim z nejvyud@§@ich zpisohi pripravy
rekombinantnich protein VyuzZiva kulturu hmyzich buk, které jsou infikovany
rekombinantnim bakulovirem kodujicim sekvenci pakeshého proteinu pod silnym
virovym promotorem. Ve srovnani s jinymi systémg produkci rekombinantnich protéin
ma vyhody i nevyhody, a proto vhodnost jeho vyuz#ivisi na konkrétniméelu, pro ktery
je rekombinantni protein syntetizovan.

Bakuloviry pati mezi DNA viry a s genomem dosahujicim az velik@20 kbp jsou
nezvykle velké. Napadaji vyhratibezobratlé, zejména pak hmiadu Lepidoptera. Prag
druhy specializované na hmy&d Lepidoptera jsou vyuzivany pro syntézu rekombinantnich
proteinmi (Geisse et al., 1996; van Oers, 2011).

Pro vyuZiti bakulovilt k expresi rekombinantnich protéife zadsadni skuteost, Zze v
nejpozdrjSi fazi bakulovirové infekce dochazi k velmi silrexpresi dvou protein
polyhedrinu a P10. Tyto dva proteiny jsou fpbné pro $eni bakuloviru v populaci
Zivocichu, ale pro infikaci buék v kulture jsou postradatelné. Diky tomu mohly byt jejich
geny nahrazeny sekvenci kodujici libovolny prot&rvyuZiti silného promotoru, jenz zajisti
intenzivni expresi (van Oers, 2011).

Krom¢ toho bakulovirového existuji i dalSi systémy prepresi rekombinantnich
proteini, které se mezi sebou liSi kvantitou a kvalitoulozaného proteinu £asovou a
finanéni nakladnosti. Nafklad Escherichia coli je schopné syntetizovat velké mnozZstvi
proteinu rychle, jednoduse a leévrOproti bakulovitm ma ale velmi omezené moznosti
skladani cizorodych protaina posttranskanich modifikaci. Expresni systém zaloZeny na

kvasincePichia pastoris dokaze podohnjako E. coli rychle vyprodukovat mnoho proteinu s



nizkymi néklady a snadnou kultivaci a ve srovnarbagkterii poskytuje vice moZznosti
posttranslanich modifikaci a o &o lepSi skladani proteinu. Problémem vsak je sirak
cukernychietzca, kterd se liSi od glykd@ntvorenych v systémech, které vyuzivaji hmyzi
nebo savi buiky (Brondyk, 2009).

Podobné klady a zapory jako bakulovirovy expregstésn maji systémy vyuZivajici
sawi buiky. Jsou¢asto pouzivany pro syntézu lidskych proteiprotoze poskytuji veSkeré
posttranl@ni modifikace, které jsou p@bné pro jejich spravnou funkci, a jsou velmi
spolehlivé pi jejich skladani. Jejich nevyhodou je vysoka cerédii pro kultivaci buék a
témi sawimi srovnatelny. M& oproti nim v3ak vyhodu v jedodsi kultivaci hmyzich
burgk, které nepdtbuji atmosféru CPa rostou v médiu bez séra (van Oers, 201il). P
produkci savich proteirii je u r&j nevyhodou odliSna struktura cukernych struktiir No-
glykosylaci (Brondyk, 2009), ale prd@ipravu hmyzich glykoproteinje diky tomu idealni.

Bakulovirovy expresni systém zda byt nejvhgdh pro syntézu drozofilich protein
DS47 a IDGF3. Protoze proteiny z rodiny IDGF magimprné slozitou strukturu a jsou
navic glykosylované (Varela et al., 2002), je ptgatlobné, Ze pouzitirk. coli neboP.
pastoris by nebylo mozné vytuit funkéni protein. Oproti dmto jednoduSSim a leg$im
systéniim proto kombinace bakuloviru s hmyzimitami dava mnohem vy3Si Sanci na
vytvoreni rekombinantniho proteinu, ktery bude vitro fungovat stejs jako @irozeny

proteinin vivo.



2. Materialy a metody

2.1. Pouzité organismy

E. coli kmen DH%.

E. coli kmen DH10Bac

Bakulovirus ACMNPV

Bunééna linie Sf9 odvozena z ovarialni gné linie Sf21 ZSpodoptera frugiperda
Bunééna linie "High Five" odvozena z ovarialnich lrrichoplusia ni

Bunééna linie Cl.8+ odvozena z imaginalnichctar Drosophila melanogaster

2.2. Editace konstrukii

Konstrukty pro expresi DS47 a IDGF3 byly vyteay Upravou cDNA zaklonovanych
v plazmidu pOT2. Byly navrZzeny sady primeatast&né nasedajicich na sekvenci cDNA a
obsahujicich modifikace na 5' konci. Tyto modifigazahrnovaly u DS47 resttiki misto
EcoRI a sekvenci Kozakové u "Forward" primeru a dspletd kddujicich histidin, stop
kodén a restrigni misto Hindlll v gipadt "Reverse" primeru (Tab. I). Sekvence IDGF3
byla modifikovana stefhjako DS47, ale ve "Forward" primeru bylo pouzigstrikini misto
Kpnl a v "Reverse" primeru EcoRI (Tab. ).
Tab. I: Sekvence pouzitych primerd. Nezvyraznéné ¢éasti sekvence predstavuji ¢ast primeru, kterd

naseda na cDNA. Barevné zvyraznéni ¢asti sekvence znaci modifikace pfidané ke genu: oranzova -
restikéni mista; zelena - sekvence Kozakové; modré - stop kodoén; Cervena - histidinova kotva.

Nazev Sekvence (od 5'konce k 3'konci)

DS47 Fw GTGACCATGATCATTAAAGCCCTAGCGA

DS47 Rv TTAGTGGTGATGGTGGTGATGGTGGTGGTTGGTCAGACGA
TACTTAATG

IDGF3 Fw CAAAACATGACTGGCTCTCTTTGGC

IDGF3 Rv TTAGTGGTGATGGTGGTGATGGTGGTGGAGAAGTCGATAC
TTGATGGC

Navrzené primery byly pouzity v reakci PCRj piZz vznikl fragment DNA obsahujici
kodujici sekvenci genu DS47 a IDGF3 s modifikovanyima 3' koncem (slozeni reai

smesi a teplotni profil reakce uvedeny v kapitole R.5.

2.3. Klonovéni
Produkt PCR byl nejprve k¥ fenotypické selekci naiffitomnost inzertu klonovanies
tupé konce do vektoru pBlueScript SK+ r@p&ného enzymem ECORV a namnoZen

v bakteriichE. coli DH50. Po tomto mezikroku byl klonovany fragment z pBBaapt SK+



vyStpen restriknimi enzymy (popsano v kapitole 2.6.) a vloZzen d@ktoru pFastBac, coz
jiz prokehlo s vysokou d&nnosti. Timto rekombinantnim vektorem pFastBacy byl
transformovany bakteri&. coli DH10Bac, které obsahuji bakmid (vektor, ktery s&zen
amplifikovat jak VE. coli, tak v hmyzich bikach) a jsou schopny provést rekombinaci mezi
bakmidovou sekvenci a s ni homolognimi misty veaekpFastBac. Byly nalezeny kolonie
s usgsre inkorporovanymi sekvencemi DS47 a IDGF3, z nichdhiyp byt po amplifikaci
izolovany bakmidy.

Po amplifikaci genu a editaci kaindyl produkt PCR purifikovan pomoci sady "High
Pure PCR Product Purification Kit" (Roche) podlevadu vyrobce. DNA byla
kvantifikovana spektrofotometricky (Nanodrop 2000germo Scietific)

Kvili zamezeni vzniku prazdnych vekiiopBlueScript SK+ fi ligaci tupych koné byl
vektor defosforylovan a ipd ligaci pecisttn pomoci sady "High Pure PCR Product
Purification Kit" (Roche). ProtoZe v3ak 5' konceguktu PCR nejsou Ki¥i syntetickym
primerim fosforylovany, bylo ped ligaci nutné vkladané konstrukty fosforylovadbZeni
reakénich snési vSech enzymatickych reakci uvedeno v kapitaig.2.

Fosforylované produkty PCR byly o&ldny od templatovych plazmid pomoci
elektroforézy s pouzitim 0,8% gelu z agardzy s yrzlkbodem tani. Fragment o spravné
velikosti byl separovan v bi&u gelu, s nimz byl rozpust pi teplo® 68 °C actyrikrat
naredn, aby smis po zchlazeni znovu neztuhla. Tataésmpak byla imo pouzita do ligéni
reakce. Stejnym Zygobem byly separovany i fragmenty DS47 a IDGF3&pgsié z vektoru
pBlueScript SK+ a vektor pFastBac rig&ny odpovidajicimi restrékimi enzymy.

Ligované plazmidy byly pouZity k transformaci BUrE. coli metodou teplotniho Soku
(postup nize v kapitole 2.4.). Transformované k@dwyly vysévany na plotnu s agarovym
LB meédiem. Nkolik narostlych kolonii bylo featkovano na novou plotnu a &ép
kultivovano (podrobnosti uvedeny v kapitole 2.18%0té z nich byla sterilni Sjkou
odebranatast, kter4 po rozmichani v f0 autokldvované ddD a 5 minutdch zahti na
95 °C poslouzila jako templat pro PCR kontrolu.

Pro owfeni gitomnosti konstruktu v plazmidu pBlueScript SK+ yoylouzity stejné
primery jako k editaci konstrukt(Tab. I), protoZe kii ligaci pies tupé konce nebyla znama
orientace vloZzeného fragmentu ve vektoriti Kontrole vioZzeni konstruktu do vektoru
pFastBac pak byl pouzit editsi "Reverse" primer (Tab. 1) v kombinaci s primerem
"Polyhedrin Fw" (Tab. Il) nasedajicim v sekvencikieeu. U vektoru pFastBac byla
piitomnost poZzadované sekvence kédkontroly pomoci PCR navic 8kena i Sangerovym

sekvenovanim (firma GATC). Pro &eni UsgSné rekombinace mezi pFastBac a bakmidem
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v buikdch DH10Bac pak bylyipPCR pouzity primery "pUC/M13 Fw" a "pUC/M13 Rv"
(Tab. ).

Tab. Il: Primery k testovani transformovanych bakterialnich kolonii.

Nazev primeru Sekvence (od 5'konce k 3'konci)

Polyhedrin Fw ATAATTAAAATGATAACCATCTC
pUC/M13 Fw CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
pUC/M13 Rv AGCGGATAACAATTTCACACAGG

Kdyz byla nalezena pozitivni kolonie, bylo ji z#&ovano tekuté LB médium
(podrobnosti uvedeny v kapitole 2.18.) a z gspvanych bakterii byl izolovan plazméd
bakmid. Vektory pBlueScript SK+ a pFastBac byly dfikpvany ve 20 ml kultury a
izolovany pomoci sady "High Pure Plasmid isolatiGti’ (Roche) podle navodu vyrobce.
Rekombinantni bakmidy byly amplifikovany ve 100 ibltury a k jejich izolaci byla
pouzita sada "QIAGEN Plasmid Midi Kit" (QIAGEN).

2.4. Transformace teplotnim Sokem

Pro transformaci bylo pouzito 1Q0 suspenze kompetentnich kna 10ul liga¢ni
smesi. Kompetentni biiky, které byly skladovany zmrazen# feplog -80 °C, byly pomalu
rozmrazeny na ledu. Pdigani DNA byla zkumavka s likami inkubovana 20 minut na
ledu, poté byla na 40 s paema do vodni lazno teplot 42 °C a nakonec asi 1 minutu
chlazena na ledu.

Po teplotnim Soku byly bakteriggmistny do prodysa uzavené skletné zkumavky s
550ul tekutého LB média bez antibiotik a 45 mintggany rychlosti 200 oték/s za teploty
37 °C. Nasled# byla buréna suspenze v objemech 1@0200ul a 300l nanesena ndit
plotny s tuhym LB médiem obsahujicim selekantibiotikum.

Pri transformaci buék DH10Bac bylo v protokolu udno rekolik zmeén.

K transformaci byly pouZzity dvkoncentrace plazmidu, 5 ng/1QDbungk a 500 ng/10Qul
burgk. Misto 45 minut byly bakterie inkubovany v médiez antibiotik 4 hodiny a poté byla
jejich suspenze meadtna 10x, 100x a 1000x. Na plotny s agarovym LB nmédigylo
napipetovano po 10@ od vSechredni i ngedné suspenze. ProtoZze u bakterii DH10Bac
byla slalg rozliSitelnA modrobild selekce, byly plotny s retlgmi koloniemi ponechany
tyden ve tnd v lednici, aby byl nahrom&dim barevného produktu rozdil mezi modrymi a

bilymi koloniemi zvyrazan.



2.5. PCR

PCR byla pouzita k modifikaci 5' a 3' konce germaaled# pro kontrolu bakterialnich
kolonii pri klonovani fragmentu.

SloZeni PCR reakce pro editaci konstruktyal 3emplatu, 34 "Forward" primeru
(5 uM, Generi Biotech), 3 "Reverse" primeru (M, Generi Biotech), Ll polymerazy
"Pfusion” (Thermo Scientific), 1@l pufru "5X Phusion® HF Reaction Buffer" (New
England BioLabs), &l dNTP (10 mM, Thermo Scientific), 18 DMSO (Thermo
Scientific), autoklavovana dd® pro doplini objemu reakce na 0.

SloZeni PCR reakce pro testovani bakterialnichrikola pl templatu, 0,6ul "Forward"
primeru (5uM), 0,6 ul "Reverse” primeru (piM), 5yl komegni PCR smisi "DreamTaq"
(Thermo Scientific), autoklavovana dgbl pro doplni objemu reakce na 190.

Pti reakci PCR bylo po Gvodni 1 mirdutatiati na 94 °C provedeno 30 cykdenaturace
na 30 s @i 94 °C, nasedani primiéma 30 s fi 57 °C a elongace na 120 & @2 °C. Po
probshnuti 30 cykli nasledovalo 5 minut dod&te elongaceip72 °C

2.6. Stpeni restrikénimi enzymy

Restrikknimi enzymy byla obvykle &bena vSechna vyizolovana plazmidova DNA.
Proto byla nize uvedenda sloZeni rgdkh smési vzdy gepcitana na konkrétni mnozZstvi
Sttpené DNA.

Protoze p Sttpeni sekvence DS47 a vektoru pFastBac pro jehcemlofiyla pouzita
kombinace restrisnich enzynmi EcoRI a Hindlll, které paebuji odliSné reaini pufry, bylo
nutné SEpeni provést oddené. Po nadtpeni enzymem Hindlll tedy byla DNAgcisténa
precipitaci (postup popsan v kapitole 2.8.) a @& gépena EcoRI.

Hindlll:

SloZeni reaéni snesi na 1ug DNA: 1 ug DNA, 1ul pufru "NEBuffer 2" (New England
BioLabs), 0,511 (mnozZstvi pro ¥Si objemy reakce, minimairl pl) enzymu Hindlll (New
England BioLabs), autoklavovana dgbpro doplgni objemu reakce na 10.

Smes byla inkubovanaigs noc v 37 °C.

EcoRl a Kpnl:

SloZeni reaéni snesi na 1ug DNA: 1ug DNA, 1ul pufru "10X FastDigest Buffer"
(Thermo Scintific), 0,5 (mnoZstvi pro ¥Si objemy reakce, minimanlpl) enzymu
EcoRl FD nebo Kpnl FD (oba Thermo Scintific), aldtslovana ddbHO pro doplgni

objemu reakce na 1d.



Smes byla inkubovana 30 minut v 37 °C.

2.7. DalSi enzymatické reakceifd klonovani

Fosforylace:
SloZeni smisi pro 1ug DNA: 1ul T4 polynukleotid kinazy (Thermo Scientific), i

DNA, 6 ul pufru "10X reaction buffer A for T4 PolynucleoéKinase" (Thermo Scientific),
2ul ATP (25 mM, Epicentre), autoklavovana ddMHpro doplgni objemu reakce na 0.

Defosforylace

SloZeni smsi pro 1ug DNA: 2ul SAP fosfatazy (TaKaRa), @ pufru "SAP Buffer"
(TaKaRa), lug DNA, autoklavovana ddiD pro doplrni objemu reakce na 0.

Ligace:

SloZeni snasi: 50-80 ng rozgpeného vektoru, 200-320 ng vkladaného fragmentu, 2
T4 DNA ligazy (New England BioLabs), & liga¢niho pufru "10X Buffer for T4 DNA
Ligase with 10 mM ATP" (New England BiolLabs), autblovand ddBEO pro doplgni
objemu reakce na 34.

P pouziti DNA v agaréze s nizkym bodem tani nehbylozné DNA kvantifikovat, a
proto byly fragmenty do reakce davkovany objemdvo 2Qul reakce byly srsi DNA s
agarézou (rozpu&hi afedni popsany v kapitole 2.3.) pouzity v objemul2u vektoru a
8 ul u vkladaného fragmentu.

Smeés byla inkubovanaips noc pi teplot 18 °C g ligaci tupych koné a gi teplog
16 °C v gripact ligace kohezivnich koric

2.8. Precipitace DNA

K roztoku DNA bylo gidano 10 % objemu 3M octanu sodnéha@] jlykogenu a 300 %
objemu vychlazeného etanolu. &rbyla nechana 1 hodinu v —80 °C a poté centrifagav
20 minut na 16 100 x g (maximuntigtroje) @i 4 °C. Supernatant byl odstian a pelet
promyt 900ul 70% etanolu. Po vysuSeni byl pak pelet rozpust 30ul autoklavované
ddH,O.

2.9. Transfekce

Bakmidem obsahujicim genovy konstrukt byly tranefelay buiky Sf9 (Spodoptera
frugiperda) pomoci transfeiniho reagens METAFECTENE PRO (Biontex). Tran&fek
smes byla gipravena tak, Ze @l transfekniho ¢inidla bylo opatrg rozmichano ve 10Ql

pufru PBS a odierg byly ve stejném objemu PBS ieaény 3ug DNA. Poté byl roztok
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DNA opatrre vmichan do roztoku transfékiho ¢inidla a smds byla inkubovana 20 minut
pii pokojové teplot.

Do 6-jamkove misky byly nasazeny 2 ml suspenzechudf9 v transfe&nim meédiu
(slozeni v kapitole 2.18.) o koncentradilgtizné 500 000 bugk/ml a k nim byla pidana
transfekni smés. S tou byly bikky inkubovany 5 hodin ip teplo€ 28 °C a pak bylo
trasfekni médium vyninéno za standardni kulti¢ai médium (sloZeni uvedeno v kapitole
2.18.).

Po 5 dnech inkubace v 27 °C bylo sklizeno médiusabbjici virovétastice. Médium
bylo centrifugovano 5 minutip1000 ot&ek/min. a ziskany supernatant byl uchovan jako
"P1 stock".

2.10. Zvyseni titru bakulovirovych ¢astic

"P2 stock", ktery obsahujeriplizné 10x vySSi pdet virovychéastic nez "P1 stock”, byl
piipraven infikaci busk Sf9 "P1 stockem".

Nejprve byla provedena titrace. Pomoci Burkerovgnuky byla spétena koncentrace
burgk Sf9 v suspenzi. Tato suspenze byla &eh do jamek 6-jamkové misky po 2 ml a
infikovana "P1 stockem" v objemech Qi 1 ul a 10ul na jamku. Po 3 dnech inkubace
v 27 °C byl vyhodnocen vzhled btkna @iblizné urcen objem pouzitého "P1 stocku'fi p
kterém bylacetnost infekce ("Multiplicity of Infection” - MOIlpptimélni (MOI = 0,1). R
této hodnat MOI vykazuji vSechny hiky priznaky infekce, ale jeStnedochazi k jejich
rozpadu. Objem "P1 stocku", ktery byl podle vzhlédunk vyhodnocen jako nejvhodjsi,
byl pak pouzit pro vyp&et titru virového "stocku" podle vzorcebjem inokula (ml) =
(MOI (po¢et virovych c¢astic/buiiku) x pocet bunék)/titr virového stocku (pocet
virovych ¢&astic/ml).

Diky znamému titru virového "stocku" bylo mozné&itispravné mnozstvi inokula pro
piipravu "P2 stocku". Stejnym @#pobem jako P titraci byly infikovany buiky Sf9 v 50 ml
média a po 3 dnech bylo médium sklizeno a cenwifdgo 5 minut f 1000 ot&ek/min.
Supernatant byl uchovan pro infikaci Bkr'High Five".

2.11. Riprava rekombinantniho proteinu

Rekombinantni protein byl syntetizovannkami "High Five". Nejprve byl proveden
test schopnosti "P2 stocku" indukovat expresi rakimantniho proteinu. Biky "High Five"
byly spa@itany pomoci Birkerovy kotimky a infikovany "P2 stockem" ziskanynii pitraci
(popsana v fedchozi kapitole) v objemechud, 5 ul, 10 ul a 20ul. Po 3 dnech inkubaceip
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teplog 28 °C bylo médium zéthto burk analyzovano pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy (SDS-PAGE) (postup uveden v kapiflb.).

Po uspsSném testu "P2 stocku" z titrace bylgraven novy "P2 stock™ vests§im objemu
(postup popsan vipdchozi kapitole). Podobnjako @i prvnim testu byla nejive v
Blrkerow komirce spd@itana koncentrace suspeznze dutHigh Five". Tyto buky pak
byly infikovany ve 24-jamkové misce néwpiipravenym "P2 stockem™ v objemechull
2 ul, 5ul, 10l a 20ul. Po 3 dnech inkubace ve 28 °C bylo sebrano meditené bylo opt
analyzovano SDS-PAGE. Podle vysledku SDS-PAGE lkyloleno mnozstvi inokula na
pocet burgk tak, aby byl vyzek proteinu co nejvysSi a zaravepoteba "P2 stocku" a s ni
spojen& kontaminace fetalnim bovinnim sérem (FBS)egmensi.

Pro pgipravu proteinu byly bitky "High Five" namnozeny na 10-15 konflue&itn
porostlych velkych misek (pmér 10 cm). Po odmyti z misek byla¢ena koncentrace
burg¢né suspenze a bylo k niiggno odpovidajici mnozstvi "P2 stocku".

Infikované buiky byly rozdtleny na bakteriologické misky po 8-10 ml suspenze a
inkubovany pi teplo€ 28 °C po dobu 3 dn Po uplynuti této doby bylo médium &lhto
burgk sklizeno a centrifugaci (nejprve 5 min, 100Qetdmin, 4 °C, pak 30 min,
5000 oté&ek/min, 4 °C) zbaveno zbyikburek.

Poté bylo médium obsahujici rekombinantni proteia dny dialyzovano v fibézne
vyménovaném vazebném pufru (sloZzeni uvedeno v kapitdl®.p aby z & byly pred
izolaci odstraény malé organické molekuly a aby dg byl dodana koncentrace imidazolu
dulezitd pro vysSi specifitu izolace. Pro dialyzu dyuzita dialyzéni membrana
SERVAPOR o0 velikosti pdr 12-14 kDa a pméru 29 mm (SERVA), ktera bylaied

pouzitim podle navodu vyrobce zbave#&igich kowi a glycerolu.

2.12. 1zolace

Dialyzované médium obsahujici rekombinantni protdéiylo za stalého oténi nadoby
inkubovdno s agarézou s navazanygésticemi niklu "Ni-NTA Agarose" (MCLAB)
minimalré 1 hodinu @i teplo€ priblizné 4 °C, aby se histidinova kotva rekombinantniho
proteinu navazala na ionty niklové agarozy.

Po inkubaci média s niklovou agarézou bylaé¢smanesena na kolonku "Pierce
Centrifuge Column" (Thermo Scientific) umisbu v chladnice s teplotou jfiblizné 4 °C,
kterd zachytila agar6zu s navazanym rekombinanprimeinem. Z média, které proteklo
kolonkou, byl odebran vzorek pro kontrolu spravnéhwazani rekombinantniho proteinu na

agarozu.
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Agar6za s rekombinantnim proteinem byla pak promgtéma objemy kolonky
promyvacim pufrem, aby byly odstiy nespecificky navazané proteiny z média. | z
proteklého promyvaciho pufru byl odebran vzorek pwteni dostainé pevnosti vazby
rekombinantniho proteinu na niklové ionty agarozy.

Po promyti byl rekombinantni protein z niklové agar uvolrén pomoci elaniho pufru
(sloZeni uvedeno v kapitole 2.19.). Roztok protigkdjolonkou byl odebirdn do zkumavek

za vzniku jednotlivych frakci o objemu 300-500

2.13. Odstraréni imidazolu z roztoku rekombinantnich proteina a jejich
zakoncentrovani

U frakci eluovaného rekombinantniho proteinu byl@mpci spektrofotometru
(Eppendorf) zréfena absorbancefipvinové délce 280 nm Kidi piedkEznému ukeni
koncentrace proteinu. Jako slepy vzorek byl powhicni pufr s vysokou koncentraci
imidazolu, coz zpisobovalo zaporné hodnoty absorbance u prvnich ifrakckterych byly
obsazeny zbytky promyvaciho pufru v kolonce.

Poté byly rekombinantni proteiny zbaveny imidazelelwniho pufru pomoci dialyzy
v pufru PBS. K dialyze byla uzZita membrana SERVAP@ORGmMeéru 6 mm a velikosti pdr
12-14 kDa (SERVA). Dialyza probihalaigeplo€ priblizné 4 °C v 3-5 | pufru, ktery byl
dvakrat neboitkrat po rékolika hodinach vyrénén.

NejsilngjSi frakce byly dialyzovany samostata poté rovnou uskladny v teplot
-80 °C, slabsi byly spojeny do jedné a po dialyakoncentrovany centrifugaim filtrem
Centricon (Millipore) o velikosti pdir 10 kDa podle navodu vyrobce.

Izolované, purifikované a ffpadré zkoncentrované rekombinantni proteiny byly
rozadsleny do zkumavek po 1Qd@ a zamrazeny ip teplo& -80 °C. Cast byla pouzita pro

kvantifikaci Bradfordovou metodou a &eni, Ze byl skute¢ izolovan spravny protein.

2.14. Kvantifikace Bradfordovou metodou

Vzorek proteinu byl 50x radtn (4l vzorku + 196ul dH,O) a 150ul roztoku bylo
napipetovano na 96-jamkovou deékti spolu se stejnymi objemyeth opakovantedici
fady standardu. Jako standard byl pouzit bovinmpvs€albumin o péateni koncentraci
0,1 mg/ml, ktery byl wedicitadt 2x fedn v kazdém z 8 po seldoucichredni.

Do kazdé jamky s roztokem proteinu bylgiddno 15Qul Bradfordova cinidla a
naslednd z#ma barvy byla kvantifikovana spektrofotometricky pé8traMax 350PC,
Molecular Devices) b vinové délce 595 nm.
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Pramérné hodnoty nagfenych absorbancidch opakovani standardu byly pouzity k
sestrojeni Fmky vyjadujici zavislost absorbace na koncentraci proteiDosazenim
nantiené absorbance vzorku rekombinantniho proteinuodaice této pimky pak byla

vypoctena jeho koncentrace.

2.15. SDS-PAGE

Separace proteinbyla provadna vertikalni elektroforézou na 10% polyakrylamidov
separ&nim gelu s fiblizné 1 cm vysokou vrstvou "stacking” gelu v lazni 1x SBAGE
pufru (sloZeni uvedeno v kapitole 2.19.).

Vzorky byly smichany s 20 % sveého objemu 6x nariégepufru obsahujiciho barvivo
bromfenolovou mofl a inkubovany 5 minut ip teplo& 95 °C, aby doSlo k denaturaci
proteini. 20l vzorku bylo napipetovano do jamek gelu.

Nejprve bylo pouZito nafi 6 V/cm, aby se proteiny zviditeiné bromfenolovou mad
ve "stacking" gelu "zaos8ly" do jednoho Uzkého pruhu. Pro r@ahvani proteih v
separ&nim gelu bylo nafti zvySeno na 10 V/cm. Separace byla zastavenania @pruhu
bromfenolové moi z gelu.

Po skoreni separace byl polyakrylamidovy gel pouzit'lma analyzu metodou Western
blot (postup v nasledujici kapitole) nebo obarv@wdmassie Brilliant Blue”. P barveni
"Coomassie Brilliant Blue" byl gel inkubovan v barva posléze odbarvuijici lazni (slozeni
uvedeno v kapitole 2.19.)¢kolik hodin nebo pes noc fi pokojové teplot za stalého
tiepani. B odbarvovani byly ke gelu do odbarvujiciho roztqkidany papirové ubrousky
pro vychytani vymytého barviva.

Priprava sepatmiho gelu:

V kadince bylo smichano 6,25 ml g, 5 ml 30% roztoku s#si akrylamidu s N,N'-
methylenbisakrylamidem v pairu 29:1 a 3,75 ml sepamiho pufru. Kratkym varem v

mikrovinné trould byly odstragny vzduchové bubliny. Po zchlazeni bylaidana
polymer&ni cinidla: 112l persulfatu amonného (APS) a 11 #5TEMEDu. Vysledn&a
smeés byla kratce promichana zakrouzenim kadinkou #&leymapipetovana mezi skla
aparatury na vertikalni elektroforézu. Pro rychilgnuti gelu a zamezeni tvérberovnosti
na hladir byla polymerujici sis prekryta vrstvou izopropanolu, ktery byl po ztuhnygiu
odmyt.

Priprava "stacking" gelu:

V kadince bylo smichano 4,5 ml g8, 1,05 ml 30% roztoku s¥si akrylamidu s N,N'-
methylenbisakrylamidem v pairu 29:1 a 1,88 ml "stacking" pufru. $Ssbyla zakana v
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mikrovinné trouls, aby kratkym varem doslo k odstean vzduchovych bublin. Po zchlazeni
byla gidana polymeréni ¢inidla: 30l APS a 1Qul TEMEDu. Po rychlém promichani
zakrouZzenim kadinkou byla s$s1ihned napipetovana na vrstvu sepaifao gelu tak, aby
hladina sahala az k okraji #gzu ve vnitnim skle aparatury. Do ¥yzu ve vnitnim skle

aparatury pak byl viozeni&binek pro vytvieni jamek.

2.16. Western blot

Nylonova transferovd membrana "Immobilion-P" (Mithre) byla nami&ena v metanolu
a pak oplachnuta v di@. V lazni 1x transferového pufru pak byla membramiekryt
polyakrylamidovy gel se separovanymi proteiny azelo mezi dva tvrdé filtéai papiry a
dvé draenky. Takto seskladany sendvibyl umistn do transferové aparatury tak, aby gel
byl blize katod a membrana anéd

Prenos proteitt na membranu probihal 2 hoding papeti 50 V/cm za stalého michéni v
ledem chlazené lazni 1x transferového pufru.

Po genosu proteiith byla membrana za staléehepani inkubovana minimanl hodinu
pii cca 4 °C v 1x PBS s detergentem TWEEN 20 a 10B% fako zdrojem proteinpro
blokovani membrany.

Po blokovani byla membranakrat po 5 minutach nadgpace promyta sisi 1x PBS +
TWEEN 20. Promytd membrana byla pégma do roztoku primarni protilatkiedné v
pomeéru 1:2000 ve swsi 1x PBS + TWEEN 20 + 10 % FBS. Protilatka pro847 i IDGF3
byla kralci. S primarni protiladtkou byla membrana inkubovanaimalné 1 hodinu pi
teplot priblizné 4 °C za staléhdepani.

Po odstraéni primarni protilatky byla membrana @ptiikrat po 5 minutach promyta
smési 1x PBS + TWEEN 20. Poté byla za staléepdni inkubovana minim&rs0 minut
pii pokojové teplot s roztokem sekundarni protilatky (kozi) konjugo¥as Kenovou
peroxidazouiedini 1:5000).

Membrana s navazanou sekundarni protilatkou byf@osiady fikrat po 5 minutach
promyta za staléha@pani smssi 1x PBS + TWEEN 20. Poté byla sekundarni préglat
zviditelnéna substratem "SuperSignal West Pico ChemilumimesBeibstrate” (Thermo
Scientific) podle navodu vyrobce. Snimek membrary zsiditelrtnym proteinem byl

porizen pomoci fistroje "LAS-3000 Imager"” (Fujifilm).
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2.17. Cytometricky test grezivani burék CI.8+

Bunky CI.8+ v minimélnim médiu (sloZeni uvedeno v kal@ 2.18) bd’ bez dalSich
piidavka nebo s 3AM koncentraci adenosinu (Ado) byly na 24-jamkovéaui oSéeny
rekombinantnimi proteiny DS47 a IDGF3 dznych koncentracich. \e¢hto podminkach
byly buiky inkubovany 18 hodin ip teplo& 25 °C. Jako kontrola bylo pouzito kompletni
médium (sloZeni uvedeno v kapitole 2.18.).

Po této inkubaci byly hiky obarveny tetrametylrodamin metylesterem (TMREgry
barvi funkeni mitochondrie na zaklgdejich membranového potencialu. Pro obarveni vSech
vzorki na 24-jamkové misce byl pouZitpld TMRE naediny minimalnim médiem ki
rovnomernému rozdleni mezi vSechny vzorky. S TMRE bylyiiky inkubovany 30 minut.

Pro neteni phitokovym cytometrem (NovoCyte, Acea Biosciences)ly dyunky po
odstragni média s TMRE splachnuty ze dna jamky prouderetgido 20Qul minimalniho
média. Protoze nadimé pipetovani hiky poskozuje, bylo médiumiipuvolinovani bugk
pipetovano nahoru a domaximalré osmkrat. Bus¢na suspenze bylasgfiltrovana sitkem
pro tk&ové kultury (BD Falcon) kidi odstrargéni zbytkii burgk tvoricich wtSi shluky.

Pritokovy cytometr byl nastaven tak, Ze nabiral ygbObuné¢né suspenze, ktera
piistrojem prochazela rychlosti ¥min. U kazdého vzorku bylo pro analyzu pouzito
12 000 udalosti, pro¢ byla nastavena kritéria tak, aby byly z analygpuceny drobgjsi
zbytky rozpadlych busk.

Data ziskana gtokovym cytometrem pak byla zpracovana softwarenvdixpress.
Takto ugené pondry zivych a mrtvych nebo umirajicich btknv zavislosti na podminkach
pak byly pevedeny do grafické podoby pomoci programu MicrosBkcel 2000
(Microsoft).

2.18. Kultivace burgk

E. coli:

Po transformaci byly hiky vysévany na misky s agarovym LB médiem, kter§ by
pouzity i @i nasledném feackovani pro namnozeni bakterii iivotestovani na itomnost
Zadouci sekvence. Pro izolaci plazinid bakmid byly buiky péstovany v tekutém LB
médiu.

SloZeni agarového LB média: 3 g peptonu (Duchefactigimie), 3g NaCl (PENTA),
1,5 g kvasniného extraktu (Duchefa Biochemie), 4,5 g agaru (&&R300 ml dHO.

SloZeni tekutého LB média: 3 g peptonu, 3g Nad,glkvasniného extraktu, 300 ml
dH.0.
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Agarové i tekuté LB meédium bylo tepélrupraveno 20 minutami autoklavovani. Po
vychladnuti na rukou snesitelnou teplotu byla daragého LB mediaijfdana antibiotika a
jese pred ztuhnutim bylo médium rozlito na bakteriologickésky. Do tekutého LB média
byla antibiotika pidavana vzdy azipd pouzitim.

Pro selekci transformainta udrzeni plazmid pOT2, pBlueScript SK+ a pFastBac v
bakterialni populaci byla vyuzita ampicilinovd rm&ence. Koncentrace ampicilinu v
agarovem i tekutém LB médiu byla 1p§/ml média.

Bunky DH10Bac byly selektovany natippmnost bakmidu pomoci kombinované
rezistence ke s&si antibiotik kanamycinu (5Ag/ml), gentamicinu (7ig/ml) a tetracyklinu
(10 ng/ml).

Bakterie byly vzdy kultivovany i@s noc f teplog 37 °C. V tekutém LB meédiu byly
buiky navic tepany rychlosti 200 otak/s.

Pro pedlEzné uteni pozitivnich kolonii u plazmidu pBlueScript SKa
rekombinantnich bakmidbyla pouzita modrobild selekce. Na povrch plotagaovym LB
médiem bylo rozéeno 50ul 2% roztoku indikatoru X-Gal v dimethylformamidu. bakterii
kmenu DH% nebylo nutné pouzit IPTG.

Pri identifikaci rekombinantnich bakmidv buitkdch DH10Bac byl do médiafidan
induktor IPTG (4Qug/ml). Kvili niZ8i intenzit barevné reakce byl krahb0pul 2% roztoku
na povrchu plotenidan X-Gal navic i do média (3Q@®/ml).

Bunky Sf9:

Kultivace burtk Sf9 probihala v teplét28 °C a bylo k ni pouzivdno médium "TMN-
FH" (Sigma-Aldrich) o pH 6,2, obsahujici 10 % FB% koncentraci antibiotik penicilinu a
streptomycinu.

Béhem transfekce byly kiky Sf9 inkubovany v médiu "TMN-FH" bez antibiotik a
pouze 1,5% koncentraci FBS.

Pro gipravu bakulovirovyckastic by podle protokolu &o byt pouzivano médium bez
FBS. ProtoZze vSak lily bez FBS v médiu itfe rostou, bylo zvoleno médium, které FBS
obsahovalo, ale ve snizené koncentraci (1,5 %)tiopédnému médiu. Krokhobsahu FBS
melo médium pro fipravu virovychéastic stejné slozeni jako standardni kutthiamédium.

Bunky "High Five":

Bunky "High Five" byly pistovany za teploty 28 °C v médiu "EX-CELL 405 Serum
Free Medium for Insect Cells" (Sigma-Aldrich) be#idavku FBS. Médium obsahovalo

smes antibiotik penicilin + streptomycin o koncentracyo.
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Bunky CI.8+:

Bunky CI.8+ byly mstovany pi teplo€ 25 °C v kompletnim médiu, které se skladalo

z média "Shields and Sang M3 Insect Medium" (Sigktdich) o koncentraci podle navodu
vyrobce, dopliného KHCQ (0,25 g/500 ml média), 2,5 % drozofiliho extrak?o FBS a

1 % antibiotikové swsi penicilin + streptomycin. pH média bylo upraver®hodnotu 6,5-

6,6.

Pro experimenty s rekombinantnimi proteiny bylo Zigano minimalni médium, které

bylo sloZzeno z média "Shields and Sang M3 Insectlide” (United States Biological)

s dodanym argininem (0,5 g/l) a L-lysinem (0,85.9g/I

2.19. Slozeni pufa
50x TAE pufr:
484 g Trisu
114,2 ml ledové kyseliny octové
200 ml 0,5M EDTA o pH 8,0
dH,O pro doplrni objemu na 2 |
10x vazebny pufr:
292,2 g NaCl
156,1 g NaHPO,
piiblizné 15g NaOH (pH se dodaie
upravi po ngedni)

dH,O pro doplrni objemu na 2 |
1x vazebny pufr:

10x vazebny pufr byl radkn na
koncentraci 1x a byl do &n ptidan
imidazol do  koncentrace 10 mM

(0,68 g/l). pH 1x pufru bylo upraveno na
hodnotu 8 pomoci roztoku NaOH.

1x promyvaci pufr:

10x vazebny pufr byl radkn na
koncentraci 1x a byl do ¢p pridan
imidazol do  koncentrace 20 mM

(1,36 g/l). pH 1x pufru bylo upraveno na

hodnotu 8 pomoci roztoku NaOH.
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1x el&ni pufr:
10x vazebny pufr byl radkn na
koncentraci 1x a byl do én pridan

imidazol do koncentrace 250 mM (17 g/l).
pH 1x pufru bylo pomoci roztoku HCI /
NaOH upraveno na hodnotu 7,5.

10x PBS:

80 g NaCl

2 g KClI

2,4 g KHPO,

10 g NaHPGO, - 2H0

7,8 g NaHPQO, - 2H0

dH,O pro doplrni objemu na 1 |

pH je pomoci HCI / NaOH upraveno
na 7,4

10x SDS-PAGE pufr:

30,3 g Trisu

144 g glycinu

10 g SDS

dH,O pro doplrni objemu na 1 |




6% nanaseci pufr:
250 mM TrisHCI
10% SDS

30% glycerol

5% B-merkaptoetanol
0,02% bromfenolova mad
dH,O pro doplrni objemu na 100 mi

Roztok pro barveni "Coomassie Brilliant

Blue™:

5% metanol

7,5% ledova kyselina octova

0,1% "Coomassie Brilliant Blue"

dH,O pro doplrni objemu na 500 mi
Roztok pro odmyti "Coomassie Brilliant

Blue" z gelu:
5% metanol

7,5% ledova kyselina octova
dH,O pro doplrni objemu na 1 |
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"Stacking" pufr:

1,0 M Trisu

2% SDS

dH,O pro doplrni objemu na 1 |
pH je pomoci HCI upraveno na 6,8
Separani pufr:

1,5 M Trisu

2% SDS

dH,O pro doplrni objemu na 1 |
pH je pomoci HCI upraveno na 8,8
10x transferovy pufr:

30,3 g Trisu

144 g glycinu

dH,O pro doplrni objemu na 1 |

Pri pripraw 1x transferového pufru byl
celkovy objem 11, do kterého byl kr@m
dH,O pridan i metanol v objemu 200 ml.



3. Cile prace

1) Fiprava expresnich konstruikt

2) Fiprava rekombinantnich bakulotrir

3) Exprese a izolace rekombinantnich pratein

4) Testy rekombinantnich protéima buikachDrosophila melanogaster
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4. Vysledky

Fragmenty obsahujicitislusné sekvence gerbyly amplifikovany PCR a na koncich

upraveny pro klonovani (Obr. 1)

Obr. 1: Produkty PCR s primery pro editaci konstruktu. A — DS47; B - IDGF3.

Produkty PCR bhyly kédi fenotypické selekci nejprve vlioZzeny do plazmigBlueScript
SK+ pomoci ligace tupych kofic Takto vzniklymi rekombinantnimi plazmidy byly
transformovany bakterig. coli DH5a. Po prvotni selekci podle barvy kolonii bylatpmnost
vlozenych fragmeritovérena reakci PCR s pouzitim editéch primeti (Obr. 2).

A 14 18

1500

1000

Obr. 2: Vysledky PCR kontroly E. coli DH5a transformovanych rekombinantnim plazmidem
pBlueScript SK+ obsahujicim sekvence klonovanych genl. A — DS47: 2, 4, 8, 18, 24, 25 - negativni
kolonie; 14, 22 - pozitivni kolonie; K+ - pozitivni kontrola - PCR z DS47 v plazmidu pOT2; K- -
negativni kontrola - PCR z plazmidu pBlueScript SK+ bez vloZzené sekvence. B — IDGF3: 6-9, 11 —
pozitivni kolonie; 10 — negativni kolonie

U obou klonovanych génbyly nalezeny kolonie, ve kterych se PCR ampliikio
fragment odpovidajici velikosti - 1401 bp u DS47.262 bp u IDGF3. Pozitivni kolonie
(kolonie ¢. 14 u DS47 &. 11 u IDGF3) bakterii byly kultivovany a byl z hidgzolovan
rekombinantni plazmid pBlueScript SK+ obsahujiciamovany gen.
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Izolovany plazmid byl roz8pen restriknimi enzymy odpovidajicimi resttikim mistim
lemujicim sekvenci genu. Stejnymi restnkmi enzymy byl roz&pen i plazmid pFastBac.
Fragmenty &pené DNA byly oddleny elektroforézou na gelu z agarézy s nizkym bode
tani, z khoz byly separovany konstrukty dem linearizované vektory pFastBac. &ty
agarézy byly rozpushy, ndediny a uspsdré ligovany za vytveéeni rekombinantnich

plazmidh pFastBac. Ftomnost genu byla zji&a pomoci PCR s pouzitim "Forward" primeru

z plazmidu a "Reverse" z vloZzené sekvence (Obr. 3).

A

O e M e

1500

=

1500

Obr. 3: Vysledky PCR z bakterialnich kolonii (E. coli DH5a) transformovanych plazmidem pFastBac za
poziti primert z vlozeného fragmentu s klonovanym genem a z plazmidu pFastBac. A — DS47: 2 -
negativni kolonie; 1, 3-8 - pozitivni kolonie. B — IDGF3: 1-8 — pozitivni kolonie.

Byly ziskany bakterialni kolonie pozitivni pro gemS47 i IDGF3, které byly dale
kultivovany (kolonie¢. 1 u obou gei) a byly z nich ziskdny rekombinantni plazmidy
pFastBac. Tyto plazmidy byly pouzity k transformaakterii E. coli DH10 Bac™, v nichz
probihla rekombinace, diky které se sekvenceigeostaly do bakmidu. Narostlé kolonie
byly otestovany pomoci PCR s pouzitim prithggUC/M13 Forward" a "pUC/M13 Reverse"
(Obr. 4). Redpokladana délka fragmentu vzniklého u bakterd, kterych nepraihla
rekombinace, bylaifblizné 300 bp, zatimco z pozitivnich koloniiéty u obou klonovanych

geni reakci PCR vzniknout fragmenty o délce zhruba 3500
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Obr. 4: PCR z kolonii E. coli DH10 Bac™ s primery pUC/M13 Forward a pUC/M13 Reverse. 114-124 —
bakterie obsahujici sekvenci IDGF3 (u 119 neprobéhla reakce PCR, 122 obsahuje smés pozitivhich a
negativnich bunék); D1, D2 — bakterie obsahujici sekvenci DS47 (obé pozitivni).

U obou klonovanych génbyly nalezeny pozitivni kolonie, které byly daleltkvovany. Z
takto kultivovanych bugk E. coli DH10 Bac™ byly pak izolovany rekombinantni bakmidy

Bakmidy obsahujici upravené koédujici sekvenceugb®47 a IDGF3 byly pouzity k
transfekci budk Sf9 na 6-jamkové misce. 5 dni po transfekci balem byly na bikkach
pozorovany znamky bakulovirové infekce -ikvbloku apopt6zy z#tSeny objem a vyrazji

granularni vzhled oproti neinfikovanym itkém, ktery je zpisoben ptenim virovychcéstic

= . o0 g 55 o

Obr. 5: Bunky Sf9 5. den po transfekci bakmidy obsahujicimi konstrukt pro syntézu proteind DS47 a
IDGF3 (zvétSeni 200x). Transfekované bunky maji oproti netransfekovanym vétSi objem a jejich
povrch je na pohled "drsnéjsi". Jde o projev infekce bakulovirem, ktery v burice blokuje apoptézu a
poté ji jeho ¢astice opoustéji puéenim. A — netransfekované buriky (negativni kontrola); B — DS47; C —
IDGF3.

"P1 stock" byl pak pouZzit pro zvySeni titru bakutovych ¢astic. Na 6-jamkové misce
jim byly infikovany buiky Sf9 v koncentracich Ogl, 1yl a 10pl na 800 000 butk. Po
3 dnech od infekce byl vyhodnocen vzhled &ufObr. 6) a utena koncentrace Pliikteré
dochazi k pozadovantetnosti infekce butk (MOI = 0,1). Ri této hodnat MOI dochazi k
tomu, Ze ¥tSina bukk nebo vSechny vykazuje znamky virové infekce, tedyma zetSeny
objem a vice granularni vzhled nez neinfikovangklyuale je& nedochazi k rozpadu btln
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Titr virového P1 stocku byl pomoci vzorcebjem inokula [ml] = (MOI [po ¢et
virovych ¢&astic na buiku] x poéet bunék) / titr virového stocku [poéet virovych
¢4stic/ml] stanoven jako 80 000 000 tml.

Médium z bugk infikovanych "P1 stockem" bylo sebrano a ulozg@km "P2 stock".

g A r L i
Obr. 6: Buriky Sf9 infikované "P1 stockem" (zvétSeni 200x). V kazdé jamce bylo 800 000 bunék, které
byly infikovany rdznymi objemy "P1 stocku". Podle vzhledu bunék byla hledana optimélni koncentrace
"P1 stocku" pro amplifikaci virovych ¢&astic, tedy takova, pfi které maji vSechny bunky oproti
neinfikované kontrole zvétSeny objem a hrubSi povrch, ale zaroven jeSté nedochazi k jejich lyzi.
A — neinfikovana kontrola; B — DS47 (B - 0,1 pl "P1 stocku”, B' - 1 pul "P1 stocku”, B" - 10 pl "P1
stocku"); C —IDGF3 (C - 0,1 pl "P1 stocku”, C' - 1 pul "P1 stocku”, C" - 10 pl "P1 stocku").

L, M W
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"P2 stockem" byly nasledma 24-jamkové destie infikovany biiky "High Five", aby
byla zjiS€na jeho schopnost iniciovat syntézu rekombinantitadeinu. Objemy pouzitého
"P2 stocku"” byly Jul, 5ul, 10 ul a 20l na @iblizné 600 000 bugk. Po 3 dnech inkubace ve
28 °C bylo z busk odebrano médium a analyzovano SDS-PAGE.

Protoze v médiu bwk "High Five" infikovanych "P2 stockem" bylo moZmbtvrdit
piitomnost rekombinantnich protéinmohla byt zahajenatiprava k jejich syntéze vestsim
objemu a nésledné izolaci. Nejprve byl ziskatsSivobjem (piblizné 50 ml) "P2 stocku"
infikaci burek Sf9 "P1 stockem™ o koncentracullna 800 000 buk.

Tento novy "P2 stock" byl znovu otestovan naikach "High Five", aby mohla byt
uréena optimalni koncentrace pro co nejefekdj§h produkci rekombinantnich protéin
Buiky byly pred rozélenim do jamek 24-jamkové misky sjidny v Bilrkero¥ komirce,
aby @i pozcjsi infekci mohl byt uken nejvhodjSi pontr mezi p&tem burk a mnozstvim
bakulovirového "P2 stocku".iPtestovani syntézy proteinu DS47 byla koncentiaaicné
suspenze 420 000 btkn na jamku, zatimco u IDGF3 to bylo 320 000 #uma jamku.
Testovany "P2 stock" byl pouZzit v objemechull2 pl, 5pl, 20l a 20ul na jamku. Jako
kontrola poslouzil jiz dve vyzkouSeny "P2 stock" v mnozstvich fiDa 20 pl na jamku.
Pritomnost a fiblizné mnozstvi rekombinantniho proteinu byly &/ pomoci SDS-PAGE
(Obr. 7).

Obr. 7: SDS-PAGE z média bunék "High Five" infikovanych "P2 stockem". A - protein DS47
(koncentrace bunék byla 420 000 na jamku); B - protein IDGF3 (koncentrace bunék byla 320 000 na
jamku); K- - negativni kontrola (neinfikované burky), N1-N20 - buriky infikované nové pfipravenym "P2
stockem" v objemech 1-20 yl, S10 a S20 - bunky infikované jiz vyzkouSenym "P2 stockem" v
objemech10 pyl a 20 yl. U proteinu DS47 (A) je vidét vliv koncentrace "P2 stocku" na mnoZstvi
vzniklého proteinu. S proteinem IDGF3 (B) se zavislost mnozstvi exprimovaného proteinu na
koncentraci inokula nalézt nepodafilo.

Po ukeni optimalni koncentrace inokula pro expresi reli@ntnich proteitn byly
rozpsstovany biky "High Five" do velkého mnozZstvi. U DS47 bylo kdso zhruba 250 ml
suspenze buwk "High Five" o koncentraci 1 240 000 hilkAml, ktera byla infikovana "P2
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stockem" o koncentraci 1@ na 420 000 butk. V piipact IDGF3 byla kvantifikace "P2
stocku” pro infikaci buék "High Five" komplikovasjSi, protoZe {i testovani jeho &innosti
nebyla pozorovana zavislost mnoZstvi rekombinaotrploteinu na koncentraci virovych
castic. Odhadem byla zvolena koncentracgl ZP2 stocku” na 320 000 bk Touto
koncentraci "P2 stocku" bylo infikovandilpizné 150 ml suspenze begk "High Five" o
koncentraci 640 000 bdk/ml. ProtoZze mnoZstvi izolovaného proteinu IDGFbylo [ilis
velké, byla provedena druhd izolacdi B bylo pouzito asi 200 ml suspenze BkiriHigh
Five" o koncentraci 740 000 b&ekiml. MnoZstvi "P2 stocku" pro infekci bylo oprgtivni
izolaci ztrojnasobeno.

U proteinu DS47 byly dialyzou v PBS zbaveny imidaz8 frakce, které byly podle
spektrofotometrického #&teni koncentrace protdinnejsilrgjSi (Obr. 8). B prvni izolaci
IDGF3 byla dialyzou v PBS zbavena imidazolu neggdinfrakce (frakce 1A - Tab. lll) a
smes &ch ostatnich (frakce 1B - Tab. Ill), ktera byla gialyze zakoncentrovana pomoci
ultrafiltrace. Ve druhé izolaci IDGF3 &y podle vysledk spektrofotometrie vSechny frakce
nizkou koncentraci (v Zzadné frakci hodnota absarbarepesahla 0,5), a proto byly spojeny
dohromady, dialyzovany a zakoncentrovany pomocitrifegacniho filtru (frakce 2A -
Tab. IlI).

Izolované proteiny byly analyzovany pomoci SDS-PA&HEnetody Western blot, aby
bylo potvrzeno, Ze byl skute¢ izolovan pozadovany protein (Obr. 9, Obr. 10). 1dteinu
DS47 byly pro Western blot (Obr. 9B) pouzity pourakce, které nebyly dialyzovany, ale
podle usptaddani prub na SDS-PAGE obsahovaly stejné proteiny jako d@atgné frakce
(Obr. 8).

Na fotografiich polyakrylamidovych gels izolovanym DS47 je jasrpatrny vetSi péet
pruhi nez jeden (Obr. 8, Obr. 9A). Podle velikosti dvpauhi (ozna&ené cernymi
trojuhelniky na Obr. 8), z nichZ jeden je barveatittkou (Obr. 9B), Ize odvodit, Ze protein
DS47 je v ukitém mist proteolyticky Stpen. DalSi méh vyrazné pruhy fedstavuji
pravdépodobré proteiny nespecificky vazané na niklovou agaré#iuzolaci. Jeden zéthto
pruhi byl viditelny i pgi detekci protilatkou (Obr. 9B), takZze neni zceldoucené ani méh
casté Stpeni proteinu v jiném mist

Srovnanim srgsi média z bukk "High Five" ped a po pitoku kolonkou (Obr. 9A -
drahy b, c) Ize vyvodit, Ze protein byl na niklovagarézu usfgre navazan a nedoslo k zadneé
VEtSi ztrat. Ani ve vzorku z promyvaciho pufru pogpoku kolonku (data neukazana) nebyl

Zadny protein pozorovan. To znamen@, &anost izolace byla velmi vysoka.
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Obr. 8: SDS-PAGE dialyzovanych frakci (A, B, C) izolovaného proteinu DS47. Bilym trojuhelnikem je
oznacen nedegradovany protein, ¢erné trojuhelniky rozStépeny protein DS47. Ostatni pruhy tvori
neidentifikované proteiny.
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Obr. 9: Izolovany protein DS47. A - polyakrylamidovy gel barveny "Coomassie Brilliant Blue"; B -

Western blot (pfekryv snimku bioluminiscence a fotografie ve viditelném svétle); 1-8 - nedialyzované
frakce izolovaného proteinu, a - rekombinantni protein IDGF2, b - médium z bunék "High Five", které
pfi izolaci proteklo kolonkou, ¢ - smés vazebné agar6zy s médiem z bunék "High Five" pfed priitokem
kolonkou. Na snimku barveného polyakrylamidového gelu (A) je vidét vice pruh(, z nichz nékteré pfi
Western blotu (B) vazaly protilatku proti DS47. Z toho vyplyva, Ze protein byl zfejmé Castecné
degradovan. Pfi srovnani média z bunék "High Five" s vazebnou agard6zou (c) a téhoz média po
prichodu kolonkou (b) je vidét, ze rekombinantni protein DS47 byl na agarézu Uspésné navazan a pfi
nanaseni na kolonku nedoslo k Zadné ztraté.
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Protein IDGF3 byl oproti DS47 ziskan ve veltisté fornt témst bez degradace, ale
vytézek byl nizSi. SDS-PAGE ukazuje jeden pruh o spEaxelikosti (Obr. 10A) a Western
blot potvrzuje, Ze se skute jedna o protein IDGF3 (Obr. 10B).

Pomoci SDS-PAGE a Western blotu byly analyzovamgdium a promyvaci pufr, které
pii izolaci protekly kolonkou, a kapalina odstéaad [ zakoncentrovani proteinu filtrem
(Obr. 10 - drahy 9, 10, 11). V Zadnémeézhto vzorki nebyl protein IDGF3 nalezen, coz

znamena, Zerpizolaci ani i zakoncentrovani nedochézelo k zadné vysgzztrat

Obr. 10: Izolovany protein IDGF3. A - polyakrylamidovy gel barveny "Coomassie Brilliant Blue"; B -
Western blot (pfekryv snimku bioluminiscence a fotografie ve viditelném svétle); 1-5 - nedialyzované
frakce izolovaného proteinu, 6 — nezakoncentrovana frakce rekombinantniho proteinu IDGF3 (frakce
1A), 7 - zakoncentrovana frakce proteinu IDGF3 (frakce 1B), 8 - smés vazebné agar6zy s médiem z
bunék "High Five" pfed pritokem kolonkou, 9 — promyvaci pufr protekly kolonkou, 10 - médium z
bunék "High Five", které pfi izolaci proteklo kolonkou, 11 - kapalina protekla filtrem pfi
zakoncentrovani. Narozdil od barveného gelu (A), na snimku Western blotu (B) je patrnych nékolik
slabsich pruhl. Pravdépodobné jde o degradacéni produkty, jejichz podil je ale v celkovém mnozstvi
proteinu zanedbatelny. Ve vzorcich promyvaciho pufru (9) a média z bunék "High Five" (10), které pfi
izolaci protekly kolonkou, nebyl pfitomen zadny protein. Stejné tak nebyl zadny protein ani v tekuting,
ktera protekla filtrem pfi zakoncentrovani. To znamena, Ze pfi izolaci ani pfi zakoncentrovani nedoslo
k zadné vétsi ztraté proteinu.

Koncentrace purifikovanych frakci izolovanych piote byla ugena Bradfordovou
metodou (Tab. IlI)

Tab. lll: VytéZzky izolaci DS47 a IDGF3. Koncentrace purifikovanych frakci DS47 a IDGF3 byly
zméreny Bradfordovou metodou.

Protein Izolace Frakce | Koncentrace [ug/pl] Objegzegitfl[lﬁveho
A 0,04 ~1000
DS47 1 B 0,31 ~900
C 0,63 ~1300
1 A 0,02 ~400
IDGF3 B 0,16 ~400
2 A 0,40 ~400

Vysledky funkéniho testu proteiinjsou uvedeny pouze v nezkracené verzi této prace.
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5. Diskuse

5.1. I1zolace proteiri

Klonovanim v bakteriiclE. coli byly ziskdny rekombinantni konstrukty cDNA z DS#7
IDGF3 pro tvorbu rekombinantnich bakulaviVe tk&ovych kulturach hmyzich bk pak
byly piipraveny bakuloviry, které byly pouzity k expregkombinantnich proteinDS47 a
IDGF3.

Bakulovirovym expresnim systémem synetizované prpteDS47 a IDGF3. byly
izolovany a purifikovay. Podle jejich velikosti Zgné SDS-PAGE (Obr. 8, Obr. 9A, Obr.
10A) a pomoci protilatky (Obr. 9B, Obr. 10B), bypotvrzeno, Ze byly skuteé izolovany
poZzadované proteiny.émito metodami bylo rowE prokazano, Zze nedoslo k Zzadné vyrazné
ztrag proteinu pi navazovani na niklovou agar6zuia promyvani kolonky (Obr. 9 - draha b,
Obr. 10 - drdhy 9, 10, 11).

Vytézky izolaci byly prominlivé (Tab. Ill). Zatimco protein DS47 byl izolovan tak
velkém mnozstvi (absorbanceikolika frakci vA =280 nm pesahla hodnotu 0,5 a u
nekterych frakci byla absorbance dokonce vy3Si n@f,2e ho nebylo ptgba koncentrovat,
koncentrace proteinu IDGF3 byla v obou izolacictZShi a proto musel byt protein
zakoncentrovan. Pro zefektism izolace v budoucnu budeiepm¢ nutna dkladrgjsi
optimalizace sp&ivajici v presrgjSim ukeni mnozstvi pouziteho virového "P2 stocku™ a doby
infekce. Roviz bude dlezité ziskat vice zkuSenosti Sovani stadia bakulovirové infekce
podle vzhledu butk "High Five".

Oproti proteinu IDGF3, ktery byl ziskan témvSechen v intaktni fortha jen se
zanedbatelnym mnozstvintimési (Obr. 10), u DS47 doSlo é&st€né degradaci a spolu
s nim bylo izolovano &kolik dalSich proteifi. Po pruhu odpovidajicim velikosti ngd¢ného
proteinu DS47 (Obr. 8, oztany bilym trojuhelnikem) byly nejvyra#si dva pruhy (Obr. 8,
ozn&enécernymi trojuhelniky), z nichz jeden byl barven [déikou proti DS47 (Obr. 9B).
Souet velikosti &chto dvou fragmeidt priblizné odpovida velikosti intaktniho proteinu.
Pravd@&podobr se jednd o proteolytickéégieni DS47 mezi Phe na 189. aminokyselinové
pozici a Ser na pozici 190, které da vznikmha fragmentm o velikostech 21 kDa a 30 kDa
(veetre histidinové kotvy). Toto mistoipruseni peptidovéheéetzce Ize predikovat diky
tomu, Ze proteolytické &eni v odpovidajicim mistsekvence mezi aminokyselinami Phe a
Thr bylo popsano u proteinu IDGF2 (Varela et al02). Tétocast&né degradaci proteinu
DS47 by se § pristi izolaci 2ejmé dalo zamezit pouzitim inhibitdrprotedz. Existuje vSak i
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moznost, Ze proteolytické&teni ma funéni vyznam (Vierstraete et al., 2004). V budoucnu
bude teba ¥novat této hypotéze blizSi pozornost.

Kromé dvou fragment, které jsou prawipodobré produktem &fpeni protedzou, byly ve
frakcich izolovaného DS47 nalezeny egalSi proteiny, jejichz podil v celkovém slozeni
frakce vSak jiz neni tak vyrazny (Obr. 8, neaave pruhy). Jeden zdhto proteid byl
dokonce znéen protilatkou (Obr. 9B). V tomtorjpac mize jit bul’ o S&peni protedzou v
jiném mis& nez u dvou nejvyrazfsich degradaich produki nebo o nespecifickou vazbu
protilatky. DalSi pruhy na proteinovém gelu (Obr), &teré protilatka nedetekovala,
pravdépodobré prislusi proteiim nespecificky vazanym na niklovou agar6zu. Této
nespecifické vazbby mohlo byt zabr&mo zvySenim koncentrace imidazolu ve vazebném a
promyvacim pufru, ale je zde riziko ztrat izolovaoéproteinu kuli predcasnému uvokni
Z kolonky.

Proteiny DS47 i IDGF3 se pofi@ izolovat aniz by jejich funkce byla naruSena.
Dukazem je koncentraci (dmy vliv téchto proteiti na gezivani budk CI.8+ v nepiznivych
podminkéach, ktery byl zji8h pritokovym cytometrem a barvenim TMRE (Obr. 12, Ol&,. 1
Obr. 15, Obr. 16).

5.2. Funkce proteini DS47 a IDGF3
Tatoc¢ast diskuse jeffistupna pouze v nezkracené verzi této prace.

5.3. Vyuziti rekombinantnich proteini

Izolované rekombinantni proteiny nabizeji celougkaoznych aplikaci, zkoumani jejich
vlivu na buiky in vitro je jen jednou z nich. S purifikovanym rekombindntrproteinem je
mozné hledat proteinsi jiné organické molekuly, které s nim interagagbo ho vyuzit jako
standard $ kvantifikaci tohoto proteinun vivo v zavislosti natznych situacich. V ifpact,

Ze se poda ziskat velké mnozstvi proteinu v dostaie cistote, je také mozné it jeho
krystalovou strukturu.

Experimenty s vlivem proteinDS47 a IDGF3 na bétinou kulturu jiz byly zahajeny a
prvni ziskana dataigobi velmi povzbudi, zvlas¢ u IDGF3. Série experimahnin vitro jiz
byla nasi laboratd provedena s rekombinantnim proteinem IDGF2 (Brbal., 2017) a jeji
rozSieni o dalSi dvaleny proteinové rodiny IDGF by &o prispét k objasini role gchto
proteini v organismu. ProtoZe oprotékterym drulim hmyzu, které maji jen jeden protein
IDGF, maDrosophila melanogaster Sesttlennou proteinovou rodinu (Huang et al., 2006),
jejiz ¢lenové maji pinejmensimcasté&ne rozdilené funkce, bude nutné tyto proteiny mezi

sebou porovnat a tit jejich rozdily i spoléné rysy.

30



Proteiny z rodiny IDGF jsou schopny vazat cukertr@ksury, coz je prawgpodobré
molekuldrnim mechanismem jejich funkce (Varelalet2002). Z toho t@ivodu je dilezité
zjistit jejich vazebnou specifitu. U proteinu IDGH2 naSe laboratoziskala data tykajici se
jim vazaného oligosacharidu (nepublikovana dat)kterymi by bylo mozné informace o
vazebné specifitpribuznych proteiti porovnat.

DalSim vyuZzitim rekombinantnich protéinje kvantifikace proteinu v organismu.
Proteiny IDGF jsou hojh ptitomny hemolym$ a jsou znamy zemy jejich transkripce v
reakci na i#izné podsty. Fxi pouziti rekombinantniho proteinu o znamé konaaritjako
standardu Ize stanovit fyziologickou koncentratisjppSného proteinu. Stejrtak je mozné
ucit pripadnou zminu exprese v definovanych podminkach na proteinge&ni. Tim Ize
ziskat i informace, které by byly nezjistitelné §mau mRNA, protoZe k regulaci genové
exprese dochazi nejen na transkmip ale i na transtai arovni.

Rekombinantni proteiny jsou velmi cennym nastrojeih studiu funkce proteiin
Existuje celatada metod # nichZ Ize rekombinantni protein vyuzit; az jde o sledovani
efekiti na burcénou kulturu, zkoumani interakci s jinymi organickymmolekulami ¢i
kvantifikaci. Ziskani rekombinantnich prot@iDS47 a IDGF3 poskytlo mnoho moznosti pro

budouci vyzkum proteinové rodiny IDGF.
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6. Zaver

Poddilo se gipravit expresni konstrukty, které obsahovaly sekeekdodujici proteiny
DS47 a IDGF3. Tyto konstrukty byly pouzity k vytemi rekombinantnich bakulovir
nezbytnych pro expresi protéin

Diky rekombinantnim bakulovim byly asgsné ziskany rekombinantni proteiny DS47 a
IDGF3. Tato metoda se ukéazala jako vhodna pro @diankéniho proteinu v mnozstvi
dost&ujicim pro vyuZiti v experimentech¢koliv pro zvySeni jeji efektivity bude zagebi
peclivéjsi optimalizace.

Funkce izolovanych proteinbyla otestovana na bé&né linii Cl.8+, ktera se jiz idve
oswdcila pri obdobnych experimentech s rekombinantnim promeinBGF2 (Broz et al.,
2017). Prvotni experiment poskytl velmi slibné egity, které vSak jeStmusi byt potvrzeny
jeho opakovanim. Data ziskana prvnimiady experimerit s rekombinantnimi proteiny
nazn&uji, ze oba zvySuji Zivotaschopnost Bkinv negiznivych podminkach. ZvlaStu
IDGF3 byl pozorovan velmi silny efekt.

Kromé studia vlivu DS47 a IDGF& vitro jsou s rekombinantnimi proteiny planovany
dalSi experimenty. Mimo jiné je todeni specifity jejich cukr vazajiciho mista a kvékéice
téchto proteiri in vivo. Lze tedyftici, Ze izolace rekombinantnich DS47 a IDGF3 bhyla

dilezitym krokem ve vyzkumu proteire rodiny IDGF, kterému se naSe laboraténuije.
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7. Seznam pouzitych zkratek

Ado - adenosin

APS - persulfat amonny

CLP - "Chitinase-like" protein

DMSO - dimethylsulfoxid

FBS - fetélni bovinni sérum

IDGF - "Imaginal Disc Growth Factor"istovy faktor imaginalnich disk
IPTG - Izopropylp-D-1-thiogalaktopyranosid

MAPK - mitogenem aktivovana protein kinaza

MMP - mitochondrialni membranovy potencial

MOI - "Multiplicity of Infection” (¢cetnost infekce)

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza

PCR - "Polymerase Chain Reaction" (polymeraz@e&zova reakce)
SDS - dodecylsiran sodny

TMRE - tetrametylrodamin metylester
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