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Abstrakt 

Imunoterapie  je  nadějný  přístup  k bojování  proti  rakovině,  který  k sobě  během 
posledních let začal přitahovat více pozornosti.  Hlavní cílem imunoterapie je aktivace a 
podpoření vlastní imunitní odpovědi organismu vůči maligně transformovaným buňkám. 
Cytotoxické  buňky imunitního  systému jsou hlavním zaměřením výzkumu při  studiu  a 
navrhnutí nových způsobů boje s rakovinou. 

Jako příklad lze uvést  NK buňky, což jsou cytotoxické buňky vrozené imunitní 
odpovědi.  Mezi  funkce,  které  tyto  buňky  plní  v těle,  patří  proces  nazývaný  imunitním 
dozorem neboli anglicky „immune surveillance”. NK buňky neustále skenují ostatní tělní 
buňky a zaútočí na infikované, poškozené nebo mutované buňky. Při rozpoznání cílové 
buňky, dostává od ní NK buňka aktivační a inhibiční signály. V závislosti na převážení 
celkové intenzity jednoho z typů signálů, dochází buď k aktivaci NK buňky nebo je cílová 
buňka ponechána nepoškozená. Po aktivaci mají NK buňky k dispozici několik způsobů 
působení na cílové buňky: uvolnění efektorových molekul vedoucích k lýzi cílových buněk 
a interakce a modulace odpovědi ostatních imunitních buněk pomocí chemokinů, cytokinů 
apod. 

Díky tomu jsou NK buňky velmi užitečné v rámci imunoterapie. Jeden ze způsobů 
jejich zapojení  do imunitní odpovědi je  v tomto případě pomocí  bispecifických fúzních 
proteinů. Proteinové konstrukty, které jsou v dnešní době testovány, jsou skládány ze dvou 
částí:  jeden  fragment  má  schopnost  rozpoznat  a  navázat  se  na  specifický  tumorový 
receptor,  druhý fragment  pak nastartuje  cytotoxickou aktivitu  NK buňky.  Takové fúzní 
proteiny se uplatňují jako spojka mezi tumorovou buňkou a NK buňkou – to umožňuje 
dostatečné přiblížení NK buňky k nádorové buňce, aby došlo k aktivaci NK buňky. 

V rámci této bakalářské práce jsem se pokusila o přípravu dvou fúzních proteinů a 
jejich využití  k ověření  transpeptidasové aktivity bakteriálního enzymu sortasy A. První 
připravený konstrukt byl složen z aktivačního ligandu pro NK buňky (MICA) a signální 
sekvence pro rozpoznání sortasou A (sekvence aminokyselin LPETG). Druhý připravený 
konstrukt je bispecifický protein, který mimo aktivačního ligandu pro NK buňky (MICA) a 
signální  sekvence  pro  rozpoznání  sortasou  A  (sekvence  aminokyselin  LPETG)  má  na 
začátku molekulu nanoprotilátky vůči nádorovému receptoru CD20 (antiCD20). Dále, díky 
signální sekvenci LPETG bylo možné tyto proteinové konstrukty využit jako substrát pro 
ligační reakce katalyzované sortasou A. Byla ověřena možnost použití sortasy jako nástroje 
při značení proteinů a účinnost této reakce.

Klíčová  slova: MICA,  sortasa  A,  transpeptidasová  reakce,  rekombinantní  produkce 
proteinů, HEK293, kapalinová chromatografie, elektroforéza
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Abstract 

Immunotherapy is a promising tool to combat cancer, that has been attracting more 
and more attention at itself in the recent years. Its main objective is activating and boosting 
innate immune response towards malign cellular transformation and growth. This makes 
cytotoxic cells  of  the immune system the main targets of  research,  when studying and 
inventing new ways to combat cancer. 

Such cells of interest are, for instance, NK cells, which are cytotoxic cells of the 
innate  immune response.  Amongst  their  various functions  is  a  process  called „immune 
surveillance”. NK cells constantly scan other body cells, destroying those that are infected, 
defect or mutated. Upon finding a target cell, NK cell gets several activating and inhibiting 
signals from said target cell. Depending on which type of signal outweighs in its overall 
intensity, NK cell activates or leaves the target cell undamaged. When activated, NK cells 
have several ways to affect the target cell at their disposal: releasing effecter molecules that 
lead to lysis of the target cell and interacting and modulating other immune cells’ response 
towards cancerous formations via chemokines, cytokines and such. 

This makes NK cells quite useful in immunotherapy. One possibility how they can 
be engaged is via certain bispecific fusion proteins. Protein constructs tested nowadays are 
made up of two parts: first has an ability to recognize and bind to a specific tumor receptor 
whereas the other activates NK cells’ cytotoxic response. These molecules act as a bridge 
bringing a tumor cell and an NK cell close together, which triggers NK cell’s activation. 

This bachelor work attempted at preparing two fusion proteins and their subsequent 
use for the confirmation of transpeptidase activity of a bacterial enzyme sortase A. The first 
protein  construct  consisted  of  an  activating  ligand  for  NK cells  (MICA)  and  a  signal 
sequence of amino acids that is recognized by sortase A (sequence of amino acids LPETG). 
The  second  prepared  protein  is  a  bispecific  fusion  protein,  that,  besides  including  an 
activating ligand for NK cells (MICA) and a signal sequence of amino acids recognized by 
sortase A (sequence of amino acids LPETG) in its structure, also has at its beginning a 
nanobody against the tumor receptor CD20 (antiCD20). The signal sequence LPETG in the 
structure of both fusion proteins made it possible to use them as substrates for a ligation 
reaction catalyzed by sortase A. The possibility of sortase A usage as a tool when labeling 
proteins was confirmed and the efficiency of the reaction was determined. 

Keywords: MICA,  sortase  A,  transpeptidase  reaction,  recombinant  protein  production, 
HEK293, liquid chromatography, electrophoresis
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Seznam zkratek 
ADCC buněčná  cytotoxicita  závislá  na  protilátkách  (antibody-dependent  cellular 

cytotoxicity)

Amp ampicilin

APC buňka prezentující antigen (antigen presenting cell)

APS peroxodisíran amonný (ammonium persulfate)

B7-H6 nádorový antigen, ligand pro aktivační receptor NKp30

bp pár bází, jednotka délky DNA (base pair)

CBB modř Coomassie Brilliant (Coomassie Brilliant Blue)

CD diferenciační skupina (cluster of differentiation)

CTL cytotoxický T-lymfocyt

Da jednotka molekulové hmotnosti, Dalton

DC dendritické buňky (dendritic cells)

dNTPs směs deoxynukleotidtrifostátů (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

DOL míra značení (degree of labelling)  

FasL transmembránový protein typu II z rodiny TNF cytokinů

Fc krystalizovatelný fragment protilátky (fragment crystallizable)

FcR

hPRL-G129R 

Fc receptor

antagonista lidského prolaktinu

GzmB 

HDAC

granzym B, proteasa exprimovaná T lymfocyty a NK buňkami

histondeacetylasa

HPLC vysokoúčinná  kapalinová  chromatografie  (high-performance  liquid 

chromatography)

IFN interferon

IL interleukin

kb kilobáze, jednotka délky DNA (kilobase pair)

KIR rodina  receptorů podobných  imunoglobulinům  exprimovaných  na  NK 

buňkách (killer cell immunoglobulin-like receptor)

LAK cytotoxické  buňky  aktivované  pomocí  lymfokinů  (lymphokine-activated 

killer cells)

lPEI lineární polyethylenimin

Ly49 rodina membránových receptorů podobných lektinům exprimovaných na 

myších NK buňkách

mAb monoklonální protilátka (monoclonal antibody)
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MHC-I/II hlavní histokompatibilní komplex třídy I / třídy II (major histocompatibility 

complex, class I/class II)

MICA/MICB ligand  NK  buněčného  receptoru  NKG2D  (MHC  class  I  chain-related 

molecule A/B)

NK přirozeně zabíječské buňky (natural killer cells)

NKG2 rodina receptorů NK buněk (natural killer group 2)

NKG2D aktivační receptor NK buněk patřící do NKG2 rodiny receptorů

NKp30 receptor přirozené cytotoxicity o velikosti 30 kDa (natural killer protein 30 

kDa)

NKp44 receptor přirozené cytotoxicity o velikosti 44 kDa (natural killer protein 44 

kDa)

NKp46 receptor přirozené cytotoxicity o velikosti 46 kDa (natural killer protein 46 

kDa)

PAGE elektroforéza  v polyakrylamidovém  gelu  (polyacrylamide  gel 

electrophoresis)

PBS fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (phosphate buffered saline) 

PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction)

Prf1

PRLR 

perforin, protein produkovaný T lymfocyty a NK buňkami

prolaktinový receptor (prolactin receptor)   

RAET1 rodina ligandů pro aktivaci NK buněk (retinoic acid early transcript 1)

SDS dodecylsulfát sodný (sodium dodecyl sulfate)

TAA  antigeny asociované s nádorem (tumor-associated antigens) 

TAMRA tetramethylrhodamin, červená fluorescenční značka

TEMED tetramethylethylendiamin

TGF transformující růstový faktor (transforming growth factor)

TNF faktor nekrotizující nádory (tumor necrosis factor)

TRAIL protein uplatňující se při apoptose (tumor necrosis factor–related apoptosis-

inducing ligand) 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan

VHH nanoprotilátka, variabilní doména protilátky velbloudovitých
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1 Úvod 

1.1 Imunoterapie

Rakovina je stále jedním z na světě nejvíc rozšířených a všude se vyskytujících 

onemocnění  [1,2].  Během  několika  posledních  desítek  let  se  imunologie  stala  novým 

zaměřením  ve výzkumu  nových  způsobů  bojování  s rakovinou,  autoimunitními 

onemocněními a jinými zdravotními potížemi jako je například alergie. Dá se předpokládat, 

že takový zájem je podmíněn nadějnými výhodami imunologie oproti tradičním metodám. 

Ačkoliv chemoterapie a radioterapie se prokázaly účinnými v léčbě rakoviny, míra přežití 

pacientů s maligními nádory stále zůstává poměrně nízkou. Kromě toho zmíněné metody 

léčby jsou poměrně invazivní a mají za následek množství vedlejších účinků [3-5]. 

Podstata  imunoterapie  spočívá  v zapojení  vlastního  imunitního  systému pacienta 

pomocí  uměle vpravených látek do útoku na poškozené tkáně  aktivním nebo pasivním 

způsobem  [6]. Během pasivní imunoterapie jsou pacientovi podány hotové imunoaktivní 

buňky  nebo  látky,  například  imunoglobuliny,  monoklonální  protilátky  atd.  Při  aktivní 

imunoterapii  jsou  pacientovi  vpraveny  látky,  které  se  stávají  účinnými  po  aktivaci 

v organismu nemocného tak, že se přímo zapojují do imunitních pochodů nebo je nastartují 

[7].  Je  však  důležité  udržení  určité  rovnováhy při  nastartování  imunitní  odpovědi,  aby 

imunitní  systém  dokázal  eliminovat  nádorové  buňky  a  zároveň  nedošlo 

k nekontrolovatelným zánětlivým autoimunitním procesům [8].  

1.1.1 Interakce imunitního systému a tumorových buněk

Podle  mnoha  provedených  studií  interakcí  imunitního  systému  a  nádorů,  byly 

identifikovány molekuly, které buď zprostředkovávají aktivaci imunitního systému a útok 

na  maligně  transformované  buňky,  nebo  jsou  využity  tumorovými  buňkami  k úniku. 

Moderní metody imunoterapie jsou hlavně založeny na principech působení těchto molekul 

a jejich vzájemných interakcí. Obrázek 1 na straně 11 znázorňuje jednotlivé kroky útoku 

imunitního systému na nádorové buňky. 

Znázorněných sedm kroků je nezbytných k odhalení maligně transformované buňky 

a jejímu následnému odstranění. Celkový proces imunitní odpovědi je cyklický a dá se na 

něj dívat takto: tumorové buňky exprimují antigeny asociované s nádorem (anglicky tumor-

associated  antigens,  TAA),  které  jsou  rozpoznány  a  zpracovány  antigen  prezentujícími 

buňkami (anglicky antigen-presenting cells, APC). APC aktivují naivní T lymfocyty, které 

se transformují na cytotoxické T lymfocyty (anglicky cytotoxic T lymphocytes, CTL).
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Obrázek  1: Klíčové  kroky  imunitní  odpovědí,  které  mohou  být  zacíleny  v rámci  nádorové 

imunoterapie [4].

Aktivované  cytotoxické  T  lymfocyty  jsou  transportovány  krevním  řečištěm  do 

ložiska nádoru. CTL infiltrují tumorové mikroprostředí, kde pomocí specifických receptorů 

na povrchu T buněk odhalují tumorové buňky a zahajují na ně cytotoxický atak. Po zabití  

postižených buněk vznikají paměťové tumor-specifické T lymfocyty. V krevním řečišti se 

po cytolýze nádorových buněk objevují další antigeny asociované s nádorem a celý proces 

může být opakován. Proto v rámci imunoterapie je důležité podpořit, nahradit nebo opravit 

jeden či více z těchto sedmi kroků pro úspěšné léčení rakoviny [4].

1.1.2 Klíčové cytotoxické buňky

Buňky  podílející  se  na  imunitní  odpovědi  proti  maligním buňkám  patří  jak  do 

vrozené,  tak  i  do  adaptivní  imunity.  Mezi  buňky,  které  jsou využity v několika typech 

imunoterapie  jako  aktivní  látky  nebo  jsou  v rámci  imunoterapie  nepřímo  ovlivněny 

podanými  látkami,  lze  vyjmenovat  dendritické  buňky,  NK  buňky,  αβ  T  lymfocyty, 

aktivované T lymfocyty, cytotoxické T lymfocyty, γδ T lymfocyty a cytotoxické buňky 

aktivované pomocí lymfokinů (tzv. LAK, z angl. lymphokine-activated killer cells) [9]. 
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1.1.3 Typy imunoterapie

Dle mechanismu, na jehož podpoření je zaměřen jednotlivý typ imunoterapie, lze 

vyjmenovat pět hlavních skupin imunoterapie  [4]: vakcíny  [10], cytokinová imunoterapie 

[11,12],  imunoterapie  zabraňující  deaktivaci  imunoaktivních  cytotoxických  buněk  (tzv. 

immune checkpoint blockade terapie) [3,13], buněčná imunoterapie [14,15] a imunoterapie 

malými molekulami [16]. 

1.2 NK buňky

NK buňky (z angl. natural killer cells), neboli, jak by se dálo přeložit do češtiny, 

přirození zabijáci, jsou cytotoxické buňky vrozené imunity. NK buňky hrají důležité role 

jak při zahájení vrozené imunitní odpovědi, tak i adaptivní imunitní odpovědi, a to díky 

svým unikátním aktivačním mechanismům. Během raných stádií obrany organismu vůči 

virům či nádorům NK buňky plní dvě hlavní funkce: cytotoxické zabití poškozených buněk 

závislé  na  mezibuněčném  kontaktu  a  produkce  cytokinů  pro  modulaci  další  imunitní 

odpovědi [17]. 

1.2.1 Lokalizace NK buněk v organismu a jejich rozdělení na sub-populace 

NK buňky lze najít v lymfoidních i nelymfoidních tkáních, ačkoliv ve většině tkání 

NK buňky představují minoritní frakci z celkové populace lymfocytů: u člověka NK buňky 

tvoří 2 až 18 % bílých krvinek přítomných v periferním krevním řečišti [18].

V lidském organismu byly odhaleny dva  typy NK buněk.  Ve větším počtu jsou 

přítomny CD56dim NK buňky, jejichž hlavní funkcí je cytotoxický útok na poškozené buňky 

prostřednictvím perforinu. Tento typ je zastoupen výhradně v periferním krevním řečišti a 

slezině.  Druhý  typ  tvořící  populaci  NK buněk v lymfoidních  uzlinách  je  označen jako 

CD56bright.  Tyto  buňky  postrádají  perforin  a  podílejí  se  na  produkci  široké  škály  Th-1 

cytokinů (jako je například IFN- γ) při  stimulaci interleukiny (IL)-12, IL-15 and IL-18 

[19,20].

1.2.2 Mechanismus působení NK buněk

Teorie  vysvětlující,  jakým způsobem dokážou NK buňky rozpoznat  poškozenou 

buňku od zdravé tělu vlastní navrhnutá Kärrem, byla označena anglicky jako „missing-self 

hypothesis“ [21]. NK buňky rozpoznávají a útočí na buňky se sníženou expresi některých 

ligandů nebo postrádající určité ligandy na svém povrchu. Mezi takovými nejdůležitějšími 

ligandy  patří  tělu  vlastní  hlavní  histokompatibilní  komplex  I.  třídy  (anglicky  major 
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histocompatibility complex class I, MHC I).  MHC I ligandy jsou rozpoznány příslušnými 

inhibičními receptory na povrchu NK buněk [9].  Další regulace cytotoxické aktivity NK 

buněk je zprostředkována přítomností  určitých aktivačních ligandů na povrchu cílených 

buněk. 

K aktivaci NK buněk dochází, pokud aktivační signály převáží nad inhibičními. Na 

obrázku 2 na straně 13 jsou znázorněny možné následky interakce NK buněk s ostatními 

buňkami organismu.

Obrázek 2: Tři hlavní scénáře interakce NK buňky a tělní buňky a) tolerance – inhibiční signály 

převažují  nad  aktivačními;  b)  aktivace  cytolytické  aktivity  NK  buňky  –  aktivační  signály 

převažují nad inhibičními; c) aktivace cytolytické aktivity NK buňky – na povrhu cílové buňky 

buď nejsou přítomny inhibiční ligandy nebo jejich exprese je snížená. 

Po  aktivaci  NK  buňky  uvolňují  cytotoxické  granule  obsahující  perforin  (Prf1)  a  granzym 

(GzmB), a dále také uvolňují cytokiny typu Th1 a chemokiny [22]. 

Hlavní  cytotoxická  odpověď  je  umožněna  prostřednictvím  dvou  cytotoxických 

proteinů  perforinu  (Prf1)  nebo  granzymu  (GzmB).  Tyto  proteiny  jsou  v NK  buňkách 

skladovány v cytotoxických sekrečních granulích.  Po rozpoznání  poškozené buňky jsou 
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sekretovány  ven  z NK  buňky  a  jejich  obsah  se  dostává  do  jejího  těsného  okolí.  Prf1 

umožňuje vstup GzmB do nitra cílové buňky, což následně vede k apoptose [9,17]. 

1.2.2.1 Aktivační a inhibiční receptory 

Aktivační  receptory  poskytují  pozitivní  signály  NK  buňce  a  tím  nastartují 

cytotoxickou reakci a produkci cytokinů. Mezi aktivační receptory patří NKG2D, NKp46, 

NKp30  a  NKp44  receptory.  Za  normálních  podmínek  nejsou  jejich  příslušné  ligandy, 

MICA/B,  RAET1 skupina ligandů nebo B7-H6,  přítomny na povrchu buněk nebo jsou 

exprimovány  v malém množství.  To  naznačuje,  že  jejich  zvýšená  produkce  signalizuje 

virovou infekci nebo karcinogenní pochod v postižené buňce [17,19]. 

Inhibiční receptory na povrchu NK buněk působí antagonisticky vůči aktivačním 

signálům. Typickými inhibičními receptory jsou KIR (anglicky killer cell immunoglobulin-

like receptors), které potlačují aktivaci NK buněk tím, že inhibují reakční dráhy působící 

stimulačně. KIR interagují s MHC I ligandy na povrchu cílových buněk, které prezentují 

buňce vlastní proteiny [17,23]. Jiné dva receptory, které se hlavně uplatňují při rozpoznání 

MHC I ligandů, patří do Ly49 a CD94/NKG2 rodin receptorů [24].

Pro  úspěšnou  aktivitu  NK  buněk  je  nutná  přítomnost  nejen  určitého  poměru 

aktivačních  a  inhibičních  ligandů  na  povrchu  cílových  buněk,  ale  záleží  i  na  počtu 

příslušných receptorů, které jsou exprimované NK buňkami. Díky široké škále párů ligand-

receptor,  které se  podílejí  na modulaci cytotoxické aktivity NK buněk, jsou NK buňky 

účinný nástroj kontroly stavu tělních tkání [24,25]. Virem infikované nebo nádorové buňky 

se sníženou nebo chybějící expresí MHC I jsou obvykle úspěšně eliminovány NK buňkami, 

přestože dokážou uniknout ataku CTL.

1.2.2.2 Ligandy TRAIL a FasL

Další  způsob,  jak  NK  buňky  poškozují  odhalené  poškozené  buňky,  je  pomocí 

exprese ligandů, které zahajují apoptosu.  Příkladem takového ligandu je TRAIL (tumor 

necrosis factor–related apoptosis-inducing ligand) nebo FasL [19]. Jejich působení vede ke 

vzniku  signálního  komplexu,  který  následně  spouští  apoptosu  cílové  buňky  aktivací 

vnitrobuněčných kaspas [9,17]. 

1.2.2.3 ADCC

NK  buňky  exprimující  Fc  receptor  CD16  se  podobně  jako  leukocyty  mohou 

zúčastnit  buněčného  cytotoxického  mechanismu  závislého  na  protilátkách  (antibody-

dependent  cellular  cytotoxicity,  ADCC)  a  zaútočit  na  protilátkami  označené  buňky 

(obrázek 3,  strana 15). CD16 je málo specifický aktivační Fc receptor,  který interaguje 
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s velkým  množstvím  antigen-specifických  protilátek.  CD16  je  mimo  NK  buňky 

exprimován i monocyty, makrofágy a granulocyty [19,26]. 

Tento způsob imunitní odpovědi se uplatňuje při monoklonální protilátkové terapii, 

s využitím takových léků jako  trastuzumab (Herceptin), rituximab (Rituxan), či anti-

EGF mAbs [19]. 

Obrázek  3: Při  imunitní  odpovědi  typu  ADCC odhalí  buňky  imunitního  systému  maligně 

transformované nebo infikované buňky, které jsou označeny protilátkami. NK buňky nesou FcR 

receptor, který dokáže rozpoznat konstantní fragment protilátky [27].

1.2.3 Faktory ovlivňující aktivitu NK buněk

Cytokiny  jsou  důležité  molekuly  proliferace,  vývoje,  aktivace  a  nastartování 

efektorových  procesů  během  imunitní  odpovědi.  NK  buňky  nejsou  výjimkou  a  jsou 

regulovány přítomností různých cytokinů. Intenzita a účinnost jejich cytotoxické činnosti a 

vlastní  cytokinová  sekrece  je  závislá  na  cytokinovém mikroprostředí,  v kterém se  NK 

buňky nacházejí. Mezi cytokiny působící na NK buňky stimulačně se uvádějí IFN-γ, IL-2, 

IL-12, IL-18 a IL-15. IL-15 je znám jako klíčová molekula při aktivaci zralých NK buněk. 

IL-2 podporuje proliferaci, cytotoxickou aktivitu a ovlivňuje sekreci dalších cytokinů [20]. 

1.2.4 Interakce NK buněk s jinými buňkami imunitního systému

Jiná důležitá funkce NK buněk je propojení vrozené a adaptivní imunitní odpovědi. 

Obrázek 4 na straně 16 shrnuje způsoby, jak se určité buňky imunitního systému navzájem 

ovlivňují prostřednictvím chemických látek.

NK buňky mají schopnost ovlivňovat imunitní odpověď skrz vzájemné interakce 

s dendritickými buňkami [28]. Dendritické buňky (anglicky dendritic cells, DC), což jsou 

antigen-prezentující  buňky,  se  pak uplatňují  během zahájení  antigen-specifické imunitní 

odpovědi a při maturaci T lymfocytů [27]. Na jedné straně aktivované NK buňky produkují 

cytokiny typu Th1, například IFN-γ a TNF-α, které stimulují maturaci a následnou aktivaci 
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DC.  Mimo  jiného,  produkce  těchto  modulačních  molekul  vede  k přesunu  efektorové 

imunitní odpovědi z vrozené na adaptivní imunitu. Na druhé straně, zralé DC produkují 

interleukiny  IL-2  a  IL-12,  které  nastartují  produkci  IFN-γ  NK buňkami,  což  pozitivní 

zpětnou vazbou ovlivní přítomné DC [9,15,20]. 

Přítomnost jiných buněk imunitního systému, jako jsou T lymfocyty a makrofágy, 

má také potenciál ovlivnit aktivitu NK buněk. V lidském organismu v lymfoidních uzlinách 

dochází  k interakci  CD4+ T  lymfocytů  s  NK  buňkami.  Pravděpodobně  zde  dochází 

k povzbuzujícímu působení IL-2, který je produkován CD4+ T lymfocyty, na NK buňky 

[29,30]. 

Obrázek 4: Regulace imunitních pochodů NK buňkami. Zelené šipky – priming NK buněk 

v krvi rozpuštěnými chemickými faktory. Červené šipky – NK buňky podporují maturaci DC, 

makrofágů a T lymfocytů pomocí interakce povrchových receptorů a cytokinů. Modré šipky - 

NK buňky zabíjí nezralé DC, aktivované CD4+ T lymfocyty a hyperaktivované makrofágy. 

Regulační  funkce  NK buněk  jsou  kontrolovány  tělu  vlastními  povrchovými  ligandy  (např. 

MHC I), inhibičními receptory (např. lidský inhibiční receptor KIR, myší Ly94, lidský a myší  

CD94-NKG2A) [20].

1.3 Imunitní dozor

V roce 1957 byla Thomasem a Burnetem navrhnuta teorie imunitního dozoru. Podle 

ní hrají lymfocyty role jakýchsi strážců majících za úkol rozpoznat a zbavit se buněk, které 

z nějakých důvodu zmutovaly nebo se jinak staly odlišnými od obyčejných buněk. V rámci 

jedince jsou imunitní systém a nádorové buňky v stálém kontaktu. A tak stejně jako se 
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buňky imunitního systému snaží odhalit a zabít postižené buňky, maligně transformované 

buňky vyvinuly různé strategie uniknutí imunitnímu dozoru [31,32].  

Mezi  způsoby  úniku,  které  využívají  nádory,  lze  vyjmenovat  „shedding”  – 

proteolytické odštěpení potenciálních antigenů z buněčného povrchu a imunoeditaci – kdy 

imunitní systém nechtěně vytváří specifické podmínky, které způsobí a podporují vývoj 

nádorů. 

1.3.1 Shedding

Během mnoha studií nádorových buněk bylo zjištěno, že exprese MHC I molekul 

nebo jim podobných ligandů je u těchto buněk snížena nebo vůbec potlačena [33,34]. Stojí 

za  zmínění,  že  ztráta  nebo  snížení  exprese  (anglicky  se  tomuto  procesu  říká 

„downregulation“) MHC I molekul se uplatňuje častěji u tumoru ve fázi metastáze, než u 

primárně vyvinutých tumorů [19]. O tomto procesu bude více diskutováno v odstavci 1.5.2.

1.3.2 Imunoeditace

Dunn and Schreiber navrhli koncept nádorové imunoeditace (angl. immunoediting) 

[31], která se skládá ze tří fází. Během eliminační fáze jsou tumorové buňky atakovány NK 

buňkami,  CD4+ a  CD8+  cytotoxickými  buňkami.  Pak  následuje  fáze  rovnováhy  mezi 

imunitním systémem a tumorovými buňkami. Třetí fáze, fáze uniknutí, je charakterizována 

selekcí  nádorů,  které  dokážou  uniknout  imunitní  destrukci  pomocí  snížení  nebo  ztráty 

exprese tumorových antigenů, zvýšení exprese genu pro přežití a uplatnění rezistence vůči 

cytotoxicitě. To vše vede ke vzniku imunosupresivního tumorového mikroprostředí [35,36]. 

1.3.3 Další způsoby potlačení aktivity NK buněk

Tumorové buňky dokážou využít  tělní  buňky s imunosupresivními funkcemi pro 

potlačení aktivace NK buněk. Mezi takové regulační buňky řadíme s tumorem asociované 

makrofágy,  myeloidní  supresorové  buňky  a  regulační  T  lymfocyty.  Jiná  cesta  vedoucí 

k úniku před dozorem NK buněk je vytvoření hypoxického tumorového mikroprostředí, 

které indukuje produkci rozpustných supresivních faktorů [37-39]. 

1.4 Využití NK buněk v imunoterapii

Hlavní funkce NK buněk je přímý cytotoxický útok na postižené buňky. Kromě 

schopnosti přímo atakovat nádorové buňky, vykazují NK buňky několik dalších výhod při 
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využití během imunoterapie. NK buňky jsou schopné nejen působit jako součást vrozené 

imunity, ale i aktivovat adaptivní imunitní odpověď. NK buňky jsou zároveň účinné vůči 

virovým onemocněním,  což  by  bylo  výhodné  v případech  maligních  transformací  jako 

důsledek virových infekcí. A NK buňky jsou též schopny zničit tumorové kmenové buňky 

a jejich ložiska a tím zabránit vzniku rezistence vůči chemoterapii a radioterapii [9].

NK buňky mají potenciál být využity během imunoterapie díky jejich schopnosti 

rozpoznat a zahájit lýzi velkého množství tumorových buněk i  bez předchozího setkání 

s tímto  nebo  jiným  typem  nádorů  [40].  Vzhledem  k tomu,  že  NK  buňky  se  primárně 

nacházejí  v krvi,  imunoterapie  s jejich  využitím  byla  dosud  nejvíc  účinná  proti 

hematopoetickým maligním transformacím, například proti leukemiím. 

Imunoterapie zaměřená na využití NK buněk se obecně skládá ze dvou etap. Během 

první etapy se provádí  in vitro zmnožení a aktivace NK buněk, s cílem získat dostatečné 

množství NK buněk pro účinnou dávku. Druhá etapa spočívá ve zvětšení cytotoxicity NK 

buněk vůči nádorům in vivo a ex vivo [41,42]. 

1.4.1 Chemoterapie a NK buňky

Přestože  se  imunoterapie  rychle  rozvijí  [43],  chemoterapeutické  léčení  rakoviny 

stále převažuje. Chemoterapeutika se hlavně uplatňují při zacházení s pokročilými stádii 

rakoviny  včetně  tumorů  ve stavu  metastase.  Pozoruhodné  je  to,  že  některá 

chemoterapeutika  dokážou  podpořit  efektivnost  NK  buněčné  imunoterapie.  Obecný 

mechanismus  spolupráce  spočívá  v indukci  specifické  nebo  obecné  buněčné  stresové 

odpovědi podanými látkami  [44].  Jako příklad jednoho z takových léků, který pozitivně 

účinkuje na cytotoxickou aktivitu NK buněk, lze uvést 5-fluoruracil [45]. V roce 2015 bylo 

zjištěno,  že  vorinostat  (Zolinza),  lék  inhibující  histondeacetylasy  (HDAC),  zvětšuje 

expresi nádorových ligandů MICA/B tak, že usnadňuje genově specifickou acetylaci [46]. 

Nadějné je, že při podání nízké netoxické dávky léku bude možné se vyhnout systematické 

toxicitě  nebo  nežádoucím  vedlejším  účinkům,  které  obecně  doprovází  konvenční 

chemoterapii. 

1.4.2 Indukce aktivity NK buněk v pacientech

Interleukin-2  (IL-2)  je  široce  známý  a  jeden  z nejvíc  studovaných  rozpustných 

podpůrných  faktorů  imunitní  odpovědi.  Hlavní  funkce  IL-2  zahrnují  promoci  růstu  a 

proliferaci mnoha imunitních buněk včetně NK buněk a T lymfocytů [47]. V imunoterapii 

má IL-2 své uplatnění  od devadesátých let  minulého století  ve formě administrace NK 

buněk  spolu  s různě  velkými  dávkami  IL-2,  samostatně  nebo  s dalšími  aktivovanými 
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lymfocyty  nebo  purifikovanými  NK  buňkami  [45,48].  Další  studií  prokázala,  že  IL-2 

aktivuje NK buňky u pacientů po intenzivní  chemoterapii  nebo u pacientů postižených 

akutní myeloidní leukemií [49,50]. 

1.5 MICA/B

Do  skupiny  lidských  NKG2D  aktivujících  ligandů  patří  MICA  (major 

histocompatibility  complex  class  I  polypeptide-related  sequence  A)   a  MICB  (major 

histocompatibility  complex  class  I  polypeptide-related  sequence  B)  [51].  Na  povrchu 

maligně transformovaných buněk se vyskytují ligandy, jejichž exprese je řízena buněčnými 

stresovými  drahami,  například  při  poškození  DNA  [52,53].  Stav  hypoxie,  který  je 

charakteristický pro tumorové mikroprostředí, je další možnou příčinou snížené exprese 

MICA/B [54]. Obrázek 5 znázorňuje interakci buňky, která exprimuje MICA/B ligand, a 

NK buňky. Na obrázku 6 na straně 20 je zobrazená proteinová struktura komplexu ligandu 

MICA a dimeru receptoru NKG2D.

Obrázek  5: Ilustrace  situace,  kdy  dochází  k expresi  povrchových ligandů MICA/B.  Ligand 

MICA/B aktivuje NKG2D receptory na povrchu NK buňky a tím ji aktivuje. Aktivovaná NK 

buňka pak cytolyticky zabije poškozenou buňku [53].

1.5.1 Struktura ligandu MICA/B

MICA/B je  transmembránový protein s  extracelulární doménou, která  je  tvořená 

třemi  podjednotkami  [55].  MICA/B  jsou  homology  klasických  MHC  I  ligandů, 

neprezentují  však  antigeny  a  nevážou  β2-mikroglobulin.  Tři  podjednotky  tvořící 
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ektodoménu ligandu jsou pojmenovány alfa 1, alfa 2 a alfa 3 (podjednotky jsou vyznačeny 

na obrázku 6, na straně 20) [56]. 

Podjednotky alfa 1 a alfa 2 jsou zodpovědné za zprostředkování aktivace NK buněk. 

Alfa 3 se nachází poměrně blízko buněčné membrány a právě alfa 3 podjednotka je cílem 

pro „shedding“. 

Obrázek  6: Ligand  MICA  v komplexu  s dimerem  receptoru  NKG2D,  MICA  je  označen 

červenou barvou, receptor NKG2D je označen zelenou barvou (PDB ID 1HYR, PyMOL 2.5.2) 

[56]. 

1.5.2 Role ligandu MICA/B v uniknutí imunitnímu dozoru

Tumorové buňky vyvinuly několik způsobů uniknutí imunitnímu dozoru NK buněk, 

například snížením povrchové exprese MICA/B ligandů nebo proteolytickým odštěpením 

(shedding) těchto signálních molekul ze svého povrchu [57,58]. 

Proteolytické odštěpení MICA/B je zahájeno disulfidickou isomerasou ERP5, která 

způsobuje konformační změnu molekulového komplexu MICA/B a odhalení cílových míst 

pro  další  proteolytické  štěpení  (obrázek  7,  strana  21)  [59].   Po  odštěpení  z buněčné 

membrány se stávají MICA/B rozpustnými proteiny, které nejsou za normálních okolností 

u  zdravých  lidí  detekovatelné  v krevním  séru.  Předpokládá  se,  že  jiný  způsob,  jak  se 

tumorové buňky mohou vyhnout cytotoxickému zabíjení NK buňkami, je vyloučení částí 

cytoplazmatické membrány spolu s aktivačními ligandy MICA/B v podobě exosomů [60]. 

Takovéto procesy vedou k tomu, že u pacientů postižených rakovinou se prokazatelně 

zvyšuje  koncentrace  rozpustného  proteinu  MICA/B  v krevním  řečišti  [61].  Zvýšená 

koncentrace  rozpustných  forem  MICA/B  nejen  hraje  roli  markerů  některých  typů 

epiteliálních karcinomů, jako jsou karcinomy plic, prsu, ledvin, ovaria, prostaty a tlustého 
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střeva [62], ale i vede ke snížení exprese NKG2D ligandů a následnému zhoršení odpovědi 

tumorově specifických efektorových buněk imunitního systému [63,64]. 

Obrázek 7: Ilustrace odštěpení ligandu MICA/B z povrchu mutované buňky s vyznačenými 

enzymy, které se podílejí na tomto procesu. Vedle je znázorněna interakce rozpustné formy 

MICA/B a NK buňky [57].

1.5.3 Uplatnění ligandu MICA/B v imunoterapii

Tumorové  buňky  shazují  MICA/B  ligandy  nebo  brání  jejich  expresi  a  tím  se 

vyhýbají  rozpoznání  NK  buňkami.  Vzhledem  k tomu,  že  některá  chemoterapeutika 

způsobují buněčný stres, který je podmínkou exprese ligandu MICA/B, stojí za ověření, 

jestli tyto léky mohou indukovat zvýšenou expresi MICA/B. Jak bylo zmíněno v odstavci 

1.4.1, jedním ze způsobu indukce je inhibice histondeacetylasy [46,65].

Jiný  přístup  spočívá  v inhibici  odštěpení  těchto  nádorových  ligandů.  Protilátky 

specifické  vůči  proteolytickým  místům  MICA/B  ligandů  zabraňují  jejich  sheddingu 

[60,66]. Látky potlačující vyloučení exosomů z buněčných membrán jsou také zkoumány 

jako potenciální léky.  Sulfisoxazol, ketotifen, manumycin A a další látky, jejichž hlavní 

funkce je stabilizace buněčných membrán a inhibice tvorby exosomů, jsou již schválené 

k léčení  rakoviny.  V současnosti  je  testováno  jejich  možné  využití  jako  součást  NK 

buněčné imunoterapie [60,67].

Nádorové  ligandy  MICA/B  by  také  mohly  být  součástí  bispecifických  fúzních 

proteinů  pro  aktivaci  NK  buněk.  V roce  2016  tým  Southern  Wesleyan  University  a 

Clemson University připravil fúzní protein, který obsahoval extracelulární doménu MICA 

ligandu a IL-12. Týmem bylo navrženo, že takový protein by mohl aktivovat lidské NK 
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buňky a další cytotoxické buňky skrz NKG2D receptor a část nesoucí IL-12 by podpořila 

cytotoxickou aktivitu NK buněk [68].

Jiný design zahrnující MICA ligand do fúzního proteinu byl tvořen extracelulární 

doménou MICA ligandu a hPRL-G129R, což je antagonista lidského prolaktinu. Takovéto 

složení  proteinového  konstruktu  bylo  navrhnuto  kvůli  tomu,  že  buňky  rakoviny  prsu 

využívají  prolaktinový  receptor  (PRLR)  a  jeho  agonistu  prolaktin  jako  růstový  faktor. 

MICA  ligand,  stejně  jako  v předchozím  případě,  by  se  navázal  na  příslušný  receptor 

NKG2D. Aktivované NK buňky by zaútočily na PRLR pozitivní nádorové buňky [69].

1.6 Transpeptidasa sortasa A

Sortasa je bakteriální enzym patřící do skupiny transpeptidas a je hojně využívána 

gram-pozitivními bakteriemi. Bakterie využívají sortasu pro kovalentní připojení různých 

proteinů  k povrchu  své  buněčné  stěny  (obrázek  8),  což  přispívá  k jejich  virulenci  a 

napomáhá při  jejich interakcích s vnějším prostředím, například při  adhezi nebo hlídání 

nutričních faktorů [70]. V současné době je popsáno 3300 sekvencí genů sortasy kódujících 

různé homology tohoto enzymu u 1098 typů bakterií. Dle jejich primárních sekvencí jsou 

enzymy děleny do 6 tříd A až F [71].  

Obrázek 8:  Schéma znázorňující uplatnění zakotvené do cytplazmatické membrány sortasy při 
budování  bakteriální  peptidoglykanové  vrstvy  či  její  rozvětvování.  Sortasa  rozpoznává 
sekvence  LPXTG  na  C-terminálním  konci  povrchového  proteinu,  který  je  zakotven 
v membráně  pomocí  své  hydrofobní  části  (černý  čtverec).  Sortasa  katalyzuje  štěpení  mezi 
threoninem  a  glycinem  a  pak  připojuje  k pentaglycinovému  zbytku  jiného  membránového 
proteinu. Bakterie využívají soratsu k zabudování potřebných proteinů (napr. zvyšujících jejich 
patogenitu)  do  své  buněčné  stěny  (NAM  N-acetylmuramová  kyselina,  NAG  N-
acetylglukosamin)  [72].
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Určité  charakteristické  rysy  v primární  sekvenci  sortas  jsou  zachovány  ve  všech 

třídách.  Lze  vyjmenovat  tři:  N-terminální  sekvenci,  která  je  zodpovědná  za  transport 

enzymu přes cytoplazmatickou membránu za pomoci Sec translokonu, nepolární segment, 

který  ukotvuje  enzym  v dvojvrstvě  membrány  a  hydrofilní  C-terminální  katalytickou 

doménu, jejíž aktivní centrum je tvořeno sekvencí His–Cys–Arg. V celku konzervovaný 

kanonický tvar sortasy je tvořen osmi β-skládanými listy v zákrytové konformaci [73]. Na 

obrázku 9 na straně 23 je zobrazena struktura tohoto enzymu. 

Obrázek  9: Struktura  sortasy  postrádající  membránovou  kotvu  z modelového  organizmu 

Escherichia  coli  zjištěná  pomocí  metody  NMR.  Gen  pro  rekombinantní  výrobu  enzymu 

pochází  z bakterie  Staphylococcus  aureus.  Aminokyseliny  tvořící  katalytické  centrum  jsou 

vyznačeny odlišnými barvami: His120 zeleně, Cys184 modře a Arg197 žlutě (PDB ID 1IJA,  

PyMOL 2.5.2) [74]. 

1.6.1 Využití sortasy v biotechnologickém průmyslu

V biotechnologickém průmyslu má význam schopnost bakteriální sortasy vytvořit 

kovalentní  vazbu  mezi  proteiny.  Sortasa  je  využívána  v biologickém  inženýrství 

k provedení  ligací  s účelem modifikace  proteinů,  například protilátek,  in  vitro označení 

proteinů,  označení  a  modifikace  proteinů  na  povrchu  buněčných  membrán  [72].  Tento 

enzym je považován za velice robustní a specifický. 

Modifikace proteinů buněčných membrán se uplatňuje při  studiu mezibuněčných 

interakcí, interakcí buněk s okolím a funkcí a specifity membránově vázaných proteinů. 

V laboratořích  jsou  dnes  využívány  hlavně  tři  způsoby  označení  a  modifikace 

cytoplazmatických membrán:  genetický,  chemický a  enzymatický  [75].  Mezi  výhodami 

využití sortasy při chemoenzymatickém označení lze mimo jiné vyjmenovat její komerční 
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dostupnost, možnost produkce s poměrně rozumnými výtěžky a širokou paletu reakcí, které 

se dá s její pomocí uskutečnit (obrázek 10, strana 24) [76]. 

Schopnost enzymu typu sortasa provádět in vitro ligace byla studována výzkumným 

týmem H. Mao spolu s kolegy. Sortasa A se prokázala jako více robustní, spolehlivá a měla 

větší  substrátovou  specifitu.  Během  studia  byly  provedeny  ligace  typu  peptid-peptid, 

protein-peptid a protein-protein [77]. 

Obrázek  10: Schematické  zobrazení  modifikace  cytoplazmatické  membrány  za  využití 

enzymatického způsobu.  Enzymy jsou  schopny rozpoznat  specifickou sekvenci  ve struktuře 

substrátu a poskytnout pomoc při připojení molekul k buněčnému povrchu [75].  

1.6.2 Mechanismus ligační reakce

Sortasa  dokáže  rozštěpit  peptidovou  vazbu  v určitém  místě  a  následně  vytvořit 

novou za inkorporaci přicházejícího nukleofilu. Na obrázku 11, str. 25 je uvedeno schéma 

této reakce.  Substráty jsou rozpoznány sortasou díky motivu LPXTG na C-terminálním 

konci (v případě  Staphylococcus aureus, jiné typy sortas z různých bakterií rozpoznávají 

stejné nebo velice podobné signální sekvence). Enzym po rozpoznání LPXTG motivu štěpí 

peptidovou  vazbu  mezi  threoninovým  a  glycinovým  zbytkem  tohoto  pentapeptidu, 

cysteinový zbytek Cys184 hraje roli katalytického centra. Vzniklý thioacylový intermediát 

je pak spojen s N-terminálním oligoglycinovým koncem nukleofilu, což vede ke vzniku 

nové peptidové vazby  [78]. Popsaný princip se uplatňuje jak při zabudování potřebných 

proteinů  do  peptidoglykanové  buněčné  stěny,  tak  i  při  zapojení  sortasy  do  ligačního 

procesu in vitro [79]. 
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Obrázek 11: Schematické znázornění mechanismu reakce katalyzované sortasou [72].

Jiné  uplatnění  sortasy  v biotechnologickém  průmyslu  spočívá  ve využití  tohoto 

enzymu při purifikaci proteinů v jednom kroku. 

H.  Mao  byl  jedním  z prvních,  kdo  dokázal  demonstrovat  výhody  sortasy  jako 

biotechnologického  nástroje.  Proteinový  konstrukt  byl  exprimován  pomocí  pET15b 

plazmidového vektoru  (Novagen)  v  E.  coli.  Fúzní  protein  obsahoval  N-terminální  His6 

značku,  SrtA,  LPETG  sekvence  a  cílový  protein.  K purifikaci  byla  zvolena  metoda 

chelatační afinitní  chromatografie  neboli  anglicky  immobilized  metal  ion  affinity 

chromatography (IMAC). Po zachycení proteinového konstruktu byly přidány ionty Ca2+, 

které  vyvolávají  štěpení amidové vazby sortasou v motivu LPETG a jako důsledek byl 

cílový protein uvolněn z kolony s jedním glycinem navíc. Mao aplikoval uvedený způsob 

purifikace na tři další proteiny (emGFP, p21 and Cre) a ve všech třech případech fúze se 

SrtA  prokazatelně  zvýšila  výtěžek  proteinu  při  expresi  a  míra  purifikace  činila  98 %. 

Takový fúzní konstrukt se prokázal jako relativně levné i robustné vylepšení k technologii 

IMAC [80]. 
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2 Cíle práce

• Příprava expresních vektorů dvou rekombinantních proteinů:

• Upravené rozpustné formy nádorového ligandu MICA obsahující sekvenci 

aminokyselin LPETG

• Fúzního proteinu složeného z antiCD20 nanoprotilátky, upravené rozpustné 

formy nádorového ligandu MICA a sekvence aminokyselin LPETG

• Produkce těchto dvou proteinových konstruktů v lidské buněčné linii HEK293T a 

jejich purifikace

• Ověření a kvantifikace transpeptidasové aktivity sortasy A
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3 Materiál

3.1 Chemikálie

100 bp DNA standard (New England Biolabs, USA) 

1 kb DNA standard (New England Biolabs, USA) 

2-merkaptoethanol (Sigma, USA) 

Agar (Sigma, USA) 

Agarosa (Sigma, USA) 

Akrylamid (Sigma, USA) 

Ampicilin (Roth, Německo)

APS (Serva, USA) 

Azid sodný  (Serva, USA)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Fluka Chemika, Švýcarsko) 

DMSO (Sigma, USA) 

GGGK-TAMRA (Thermo Scientific, USA)

dNTPs (Sigma, USA) 

GoodView Nucleic Acid Stain (Ecoli, Slovensko) 

Kyselina valproová (Sigma, USA)

lPEI 25 kDa (Polysciences, USA) 

N,N´-methylenbisakrylamid (Serva, USA) 

Penicilin (Sigma, USA) 

SDS (Jersey Lab Supply, USA) 

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, USA) 

Streptomycin (Sigma, USA) 

TEMED (Serva, USA) 

Tris (Roth, Německo)

Trypanová modř (Sigma, USA)

Ostatní běžné chemikálie (Lach-Ner, ČR)

3.2 Roztoky a pufry

AA (30 % akrylamid, 1 % N,N´-methylenbisakrylamid) 

Barvící roztok pro SDS-PAGE (45 % methanol, 10 % kyselina octová, 0,25 % 

Coomassie Brilliant Blue R-250)
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Elektrodový pufr pro SDS-PAGE 10× koncentrovaný (0,25 M Tris, 1,9 M glycin, 1 

% SDS, pH 8,3) 

Eluční pufr při izolaci DNA z agarosového gelu (5 mM Tris, pH 8,5) 

Eluční pufr pro Ni-NTA 1 (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM NaN3, 20 mM 

imidazol, pH 7,0) 

Eluční pufr pro Ni-NTA 2 (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM NaN3, 250 

mM imidazol, pH 7,0)  

HEPES pufr (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaN3, pH 7,5) 

Odbarvovací roztok pro SDS-PAGE (35 % ethanol, 10 % kyselina octová)

PBS pufr (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM NaN3, pH 7,5) 

PBS-TK pufr (10 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM KH2PO4, pH 

7,0) 

TAE pufr  (40 mM Tris, 20 mM kyselina octová, 1 mM EDTA) 

Tris pufr o pH 6,8 (1,5 M Tris, pH upraveno HCl) 

Tris pufr o pH 8,8 (1,5 M Tris, pH upraveno HCl) 

Vzorkový pufr pro agarosovou elektroforézu 6× koncentrovaný (30 % glycerol, 

bromfenolová modř v TAE pufru)

Vzorkový pufr pro SDS-PAGE neredukující 5× koncentrovaný (31,5 mM Tris, 10 

% glycerol, 1 % SDS, 0,005 % bromfenolová modř, 10 mM NaN3, pH 6,8) 

Vzorkový pufr pro SDS-PAGE redukující 5× koncentrovaný (vzorkový pufr pro 

SDS-PAGE neredukující 5× koncentrovaný s desetinovým objemovým podílem 2-

merkaptoethanolu) 

3.3 Kultivační média a misky

ExCELL293 médium (Sigma, USA) 

LB médium (1 % trypton, 0,5 % kvasničný extrakt, 1 % NaCl, pH 7,4)

SOB medium (2 % trypton, 0,5 % kvasničný extrakt, 0,058 % NaCl, 0,019 % KCl, 

0,2034 % MgCl2·6H2O, 0,2464 % MgSO4·7H2O, pH 7,0) 

Kultivační misky s LB médiem (LB médium, 1,5 % agar, 100 μg/ml Amp)

Kultivační misky s SOB médiem (SOB médium, 1,5 % agar, 100 μg/ml Amp)

3.4 Primery a vektory

Sekvenační primer pTT_FW

5‘-TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3‘ 
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Sekvenační primer pTW5seq_REV 

5‘-AAGCAGCGTATCCACATAGCG-3‘ 

PCR primer MICA_E24_pTCCsecC

5‘-TCTTGGAATTACCGGTGAGCCCCACAGTC-3‘

PCR primer VHH_secC_FW

5‘-TCTTGGAATTACCGGTATGGCCG-3‘

PCR primer MICA_K299_srt_REV

5‘-

TGGTGGTGATGGTGGGTACCTGTTTCTGGCAGTTTCCCAGAGGGC-3‘

PCR templát pTW5sec_MICA

PCR templát pTW5sec_aCD20_l_MICA

Plazmid pTW5sec_B7-H6_2 (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK) 

Plazmid pTW5sec_p27 (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK) 

Plazmid PTW5sec_aFGF (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK) 

3.5 Enzymy a příslušné pufry

Combi PPP MasterMix (Top-Bio, ČR)

CutSmart pufr (New England Biolabs, USA) 

EmeraldAmp  GT PCR MasterMix (Takara Bio, Japonsko) 

Sortasa A F1 (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK)

Q5 DNA polymerasa (New England Biolabs, USA) 

Q5 GC enhancer (New England Biolabs, USA) 

Q5 reakční pufr  (New England Biolabs, USA) 

Restrikční endonukleasa AgeI-HF (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK)

Restrikční endonukleasa KpnI-HF (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK)

3.6 Buněčné kultury a linie

Escherichia coli DH5α (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK)

Escherichia coli Top10 (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK)

HEK293T (laboratoř 204, katedra biochemie, PřF UK)
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3.7 Přístroje, pomůcky a soupravy

Automatické pipety (Discovery HTL, Polsko)

Automatické pipety (Pipetman Gilson, USA)

Centrifuga Allegra X-30R (Beckman Coulter, USA)

Centrifuga Avanti JXN-26 (Beckman Coulter, USA)  

Centrifuga EBA 12R (Hettich, Německo )

Centrifuga Universal 320R (Hettich, Německo)

Centrifugační zkumavky Falcon (VWR, USA)

Centrifugační zkumavky Oak Ridge (Sigma, USA)

Cytometr Corning (CytoSMART Technologies B.V., Nizozemsko)

Filtry pro sterilizaci 0,22 μm (TPP, Švýcarsko)

Sterilní box (Schoeller Instruments, s.r.o., Německo)

HPLC systém ÄKTA basic (GE Healthcare, USA) 

Inkubátor IR 5000 (LAB system, Praha, ČR)

Inkubátor MCO-18 AIC (Sanyo, Japonsko) 

Kahan Fuego SCS (VERKON,ČR) 

Kolona Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA) 

Kolona HiTrap Ni-NTA 5 ml (GE Healthcare, USA) 

Koncentrátory Amicon Ultra, MWCO 10000 (Millipore, USA) 

Láhve čtverhranné s prodyšnými víčky (P-Lab, ČR) 

Mikroskop inverzní AE31 (Motic, Německo)

Mikrostříkačka HAMILTON (Hamilton, USA)

Mikrozkumavka 200 μl (Eppendorf, USA) 

Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf, USA) 

Mix & Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set (Zymo Research, USA) 

NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Plus (Macherey-Nagel, Německo )

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Německo )

NucleoSpin® Plasmid Miniprep Kit (Macherey-Nagel, Německo )

pH metr ϕ200 (Beckman Coulter, USA) 

Pipetovací nástavec Pipetus (Hirschmann, Německo)

Plastik pro tkáňové kultury (VWR, USA) 

Předvážky KB1200-2 (Kern, Německo)

Souprava pro agarosovou elektroforézu Liberty 120 (Biokeystone, USA)   

Souprava pro SDS-PAGE (Bio-Rad, Německo)

Spektrofotometr DS-11+ (DeNovix, USA) 
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Spektrofotometru Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies)

Stericup vakuový filtrační nástavec 0,22 μm (Millipore, USA)

Stolní centrifuga MiniStar Silverline (VWR, USA)

Termoblok LS1 (VLM, Německo)

Termocykler T100 (Bio-Rad, Německo)

Třepačka Celltron (Infors HT, Švýcarsko)

Třepačka Multitron Cell (Infors HT, Švýcarsko)

Třepačka G24 (New Brunswick Scientific, USA)

Biomolekulární skener Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare, USA) 

Vodní lázeň WNB 29 (Memmert, Německo)

Vortexový mixer (VELP Scientifica, Itálie)

Zobrazovací systém Alliance Q9 (UVItec, UK)

Zdroj deionizované vody Milli Q (Millipore, USA)

Zdroj stejnosměrného napětí PS 251-2 (E-C Apparatus Corporation)

31



4 Metody 

4.1 Příprava expresního vektoru

4.1.1 Restrikční štěpení a linearizace plazmidu 

Jako vektor pro InFusion reakce byl využit plazmid pTW5sec_B7-H6_2. Plazmid 

byl nejdřív štěpen pomocí restrikčních endonukleas AgeI-HF a KpnI-HF. Tím byl plazmid 

linearizován a zároveň byl zbaven inzertu B7-H6_2. Reakční směs a kontrolní vzorek o 

objemu 50 μl  byly  připraveny dle  tabulky  1.  Vzorky byly  krátce  odstředěny na  stolní 

centrifuze a inkubovány dvě hodiny při 37 °C.

Tabulka 1: Složení reakční směsi pro restrikční štěpení plazmidu.

Zásobní koncentrace Přidaný objem (μl)

Reakční směs

pTW5sec_B7-H6_2 0,92 mg/ml 5,5 

Pufr CutSmart 10× koncentrovaný 5 

AgeI-HF 20 μg/ml 1 

KpnI-HF 20 μg/ml 1 

dH2O - 37,5

Kontrolní reakce

pTW5sec_B7-H6_2 0,92 mg/ml 5,5 

dH2O - 44,5

4.1.2 Amplifikace DNA inzertů metodou PCR

Pomocí  polymerasové  řetězcové  reakce  (PCR) byly  amplifikovány  úseky DNA, 

které  pak  byly  následně  využity  jako  inzerty  při  InFusion  reakci  pro  vytvoření 

požadovaných konstruktů. Vhodné sekvence primerů byly navrhnuty Dr. B. Kalouskovou. 

Byly připraveny dva inzerty (tabulka 2), reakční směsi o objemu 20 μl byly připraveny dle 

tabulky 3, str. 33.
Tabulka 2: Přehled připravených inzertů DNA.

Templátová DNA Přední primer Zadní primer

pTW5sec_MICA (vzorek MICA) MICA_E24_pTCCsecC MICA_K299_srt_REV

pTW5sec_aCD20_l_MICA(vzore

k CLM)

VHH_secC_FW MICA_K299_srt_REV
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Tabulka 3: Složení reakční směsi pro PCR.

Zásobní koncentrace Přidané množství (μl)

Templátová DNA 40 ng/μl 1

Přední primer 5 μl/ml 2

Zadní primer 5 μl/ml 2

Směs  deoxynukleotidů 

dNTPs

10 mM 0,4

Q5 DNA polymerasa 5× koncentrovaný 0,2

Q5 GC enhancer 5× koncentrovaný 4

Q5 reakční pufr 5× koncentrovaný 4

dH2O - 6,4 

Reakční směsi byly krátce odstředěny na stolní centrifuze. Samotná polymerační 

reakce  proběhla  v termocykleru  dle  protokolu  pro  Q5  DNA  polymerasu  (tabulka  4). 

Celkový čas provedení PCR činil přibližně 1 hodinu 40 minut.

Tabulka 4: Shrnutí průběhu PCR.
Krok cyklu Teplota (°C) Čas 
1 95 3 min
2 95 30 s
3 54 30 s
4 72 1 min

30× opakování kroků 2-4
5 72 5 min
6 4

4.1.3 Elektroforéza v agarosovém gelu 

Štěpený plazmid a produkty PCR reakce byly následně děleny pomocí elektroforézy 

v agarosovém gelu.  V případě vzorku plazmidu byly při  separaci v agarosovém gelu od 

sebe  odděleny  samotný  plazmid  pTW5sec  a  inzert  B7-H6_2.  Pro  přípravu  0,75 % 

agarosového gelu bylo naváženo 0,46 g agarosy a pak rozpuštěno v 65 ml TAE pufru. Směs 

byla  krátce  povařena  v mikrovlnné  troubě  během 1,5  min  a  po  zchladnutí  do  ní  bylo 

přidáno  3  μl  barviva  GoodView  pro  zviditelnění  DNA.  Směs  byla  přelita  do  předem 

připravené aparatury pro agarosovou elektroforézu. Po ztuhnutí byl gel převrstven dH2O, 

do elektrodových prostorů byl nalit TAE pufr. K vzorkům plazmidu a produktům PCR byl 
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přidán 6× koncentrovaný vzorkový pufr. Připravené vzorky a molekulové standardy DNA 

byly naneseny do jamek v gelu dle tabulky 5.

Tabulka 5: Pořadí vzorků aplikovaných na agarosový gel.

Molekulový 

standard 

100 bp

Štěpený 

plazmid

Štěpený 

plazmid

× Kontrolní 

reakce

Molekulov

ý standard

1 kb

PCR 1

(vzorek 

MICA)

PCR 2

(vzorek 

CLM)

Elektroforéza probíhala 20 min při  napětí  180 V. Poté byla DNA vizualizována 

modrým světlem pomocí snímkovacího systému Alliance Q9. Potřebné proužky DNA byly 

opatrně vyříznuty pro jejich následnou izolaci z gelu. 

4.1.4 Izolace DNA z agarosového gelu

Pro izolaci DNA z agarosového gelu byla využita komerční souprava NucleoSpin 

Gel and PCR Clean-up. Každý vyříznutý proužek gelu byl přenesen do mikrozkumavky a 

převrstven pufrem NT1. Vzorky byly zahřáty v termobloku při teplotě 55 °C až se roztavil 

gel. Pak byly vzorky přeneseny do 2 ml mikrozkumavek s kolonkami vázajícími DNA a 

centrifugovány 1 min při 11000× g. Supernatant byl odstraněn. Poté kolonky s navázanou 

DNA byly promyty. Nejdřív bylo na kolonky naneseno 600 μl pufru NT3 a vzorky byly 

znovu centrifugovány 1 min při 11000× g. Promytí vzorků 600 μl pufru NT3 a centrifugace 

byly  provedeny  celkem dvakrát.  Třetí  promytí  bylo  provedeno  600  μl  70 % ethanolu, 

vzorky  byly  znovu  centrifugovány  1  min  při  11000×  g.  Dál  byly  mikrozkumavky 

s kolonkami sušeny pomocí centrifugace s otevřenými víčky 2 min při 11000× g. Kolonky 

byly přemístěny do čistých 1,5 mikrozkumavek do kterých byla provedena eluce DNA 

pomocí  30  μl  předehřátého  elučního  pufru  AE.  Vzorky  byly  krátce  inkubovány  při 

pokojové teplotě  a  následně odstředěny 1  min  při  11000× g.  Pomocí  spektrofotometru 

DS-11+  byla  stanovena  koncentrace  DNA  v třech  získaných  vzorcích:  linearizovaný 

plazmid pTW5sec, PCR produkty vzorek CLM a vzorek MICA.   

4.1.5 Transformace kompetentních buněk

Transformace kompetentních buněk byla provedena pomocí InFusion reakce, která 

slouží k vnesení inzertu DNA do plazmidového vektoru. Pro provedení reakce byla využita 

komerční souprava Ligation-Free Cloning Kit.  Byly připraveny dvě reakční směsi: jedna 

pro  inzert  kódující  MICA  a  druhá  pro  inzert  kódující  fúzní  protein  aCD20_l_MICA. 

Reakční směsi byly smíchány tak, že poměr plazmidového vektoru ku inzertu byl 1:4. Do 
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každé  InFusion  reakce  bylo  přidáno  100  μl  štěpeného  plazmidu  pTW5sec.  Množství 

inzertu, které bylo přidáno do jednotlivých reakcí, bylo spočítáno s korekcí na odlišnou 

velikost inzertů oproti vektoru (tabulka 6).

Tabulka 6: Složení reakční směsi pro InFusion reakce.
MICA CLM

Zásobní konc. 
(ng/μl)

Přidané 
množství (μl)

Zásobní konc. 
(ng/μl)

Přidané 
množství (μl)

pTW5sec 28,515 3,5 28,515 3,5 
inzert 19,356 3,8 13,72 7
InFusion enzym 5× 4 5× 4
dH2O - 5,5 - 5,5

InFusion reakce byly inkubovány 30 min při  pokojové teplotě.  Pro transformaci 

byly  využity  kompetentní  buňky  E.  coli TOP 10,  které  byly  připraveny  dle  protokolu 

k soupravě „Mix & Go!  E. coli Transformation Kit and Buffer Set“. Kompetentní buňky 

byly k dispozici v mrazáku. Do každé zkumavky s InFusion reakcí bylo přidáno 100 μl 

bakterií, směsi byly pak inkubovány 15 min na ledové lázni. Po uplynutí doby inkubace 

byly směsi pipetovány na kultivační misky (SOB + Amp). Misky byly inkubovány přes noc 

při teplotě 37 °C.

4.1.6 PCR z kolonií

Pro  amplifikaci  DNA  obsažené  v bakteriálních  koloniích  byla  provedena  PCR 

reakce. Vybrané kolonie na miskách byly vyznačeny M1 až M6 pro vzorek MICA a C1 až 

C3 pro vzorek CLM. Reakční směsi o objemu 20 μl byly smíchány v 9 mikrozkumavkách. 

Do  každé  zkumavky  bylo  přidáno  10  μl  2×  koncentrované  reakční  směsi  Combi  PPP 

MasterMix (směs polymerasy, nukleotidů a pufru), 2 μl předního (pTT_FW) a 2 μl zadního 

(pTW5seq_REV) sekvenačního primeru a 6 μl dH2O. Templát byl přidán tak, že špičkou 

automatické pipety byla odebrána jedna kolonie bakterií  a opakovaným nasáváním byla 

resuspendována  v reakční  směsi.  PCR  byla  provedena  v termocykleru  dle  protokolu 

CPCR_204 (tabulka 7) během přibližně 80 minut.

Tabulka 7: Průběh PCR reakce.
Krok cyklu Teplota (°C) Čas 
1 95 3 min
2 95 30 s
3 54 30 s
4 72 1 min

20× opakování kroků 2-4
5 72 5 min
6 4
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4.1.7 Elektroforéza produktů PCR z kolonií

PCR z kolonií  a  následná  elektroforéza  produktů  této  PCR byla  provedena  pro 

ověření přítomnosti inzertu v plazmidu, tj. úspěšnosti InFusion reakce. Pro elektroforézu 

byl připraven 1 % agarosový gel stejným způsobem jak bylo popsáno v kapitole 4.1.3. Do 

vzorků však nebylo přidáno barvivo vzhledem k tomu, že použitý Combi PPP MasterMix 

již obsahuje barvící složku. Po proběhnutí elektroforézy byly proužky DNA vizualizovány 

pomocí UV lampy.

4.1.8 Nízkoobjemová izolace plazmidové DNA

Pro provedení nízkoobjemové produkce plazmidové DNA byly vybrány kolonie M1 

a  M2  pro  plazmid  nesoucí  MICA  a  kolonie  C1  a  C2  pro  plazmid  nesoucí  konstrukt 

aCD20_MICA. 

Nejdřív  byl  připraven  zásobní  roztok  média  smíšením  20  ml  SOB  a  20  μl  roztoku 

ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml, pak byl roztok pipetován do čtyř 50 ml zkumavek tak, 

že v každé bylo 5 ml roztoku. Vybrané kolonie byly odebrány špičkou automatické pipety a 

špičky byly vloženy do média ve zkumavkách. Zkumavky byly inkubovány přes noc při 

teplotě 37 °C a 200 ot./min.

Následující  den  byly  odstraněny  špičky  ze  zkumavek.  Buněčné  suspenze  byly 

v centrifuze EBA 12R odstředěny 15 min při 4500× g. Pro izolaci plazmidové DNA byla 

využita  komerční  souprava  NuceloSpin  Plasmid  Miniprep  Kit.  Supernatant  byl  vylit  a 

buněčná peleta  byla  resuspendována v 250 μl pufru A1 s  přidanou RNAsou.  Dále bylo 

přidáno 250 μl lyzačního pufru A2 a zkumavky byly opatrně promíchány převrácením a 

ponechány  stát  při  pokojové  teplotě  cca  5  min.  Následně  bylo  přidáno  300  μl 

neutralizačního pufru a každá zkumavka byla zase opatrně převracena až došlo k vymizení 

modré barvy. Zkumavky byly centrifugovány 5 min při 11000× g. Vzniklý supernatant byl 

přenesen do nových mikrozkumavek s kolonkou a centrifugován 1 min při 11000× g.  Na 

membránu  kolonky  s navázanou  DNA  bylo  poté  pipetováno  500  μl  AW  pufru, 

předehřátého na 50 °C a kolonka byla centrifugována 1 min při 11000× g. Druhé promytí 

bylo provedeno pomocí 600 μl pufru A4, kolonky byly centrifugovány 1 min při 11000× g. 

Po odstranění filtrátu byly kolonky sušeny centrifugací s otevřenými víčky během 2 min při 

11000× g. Kolonky byly přemístěny do čistých 1,5 ml mikrozkumavek, kam byla následně 

eluována DNA přidáním 50 μl pufru AE. Zkumavky byly centrifugovány 1 min při 11000× 

g. V eluovaných roztocích DNA byla na spektrofotometru DS-11+ změřena koncentrace 

DNA, jako reference byl použit eluční pufr. Změřená koncentrace je uvedena v tabulce 8, 

str. 37.
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4.1.9 Sekvenace DNA

Pro  každý  klon  byly  připraveny  dvě  směsi  pro  sekvenační  reakci.  Do  jedné 

zkumavky z každého páru byl přidán 1 μl předního primeru pTT_FW, do druhé zkumavky 

byl  přidán  1  μl  zadního  primeru  pTW5seq_REV.  Do  zkumavek  bylo  přidáno  200  ng 

příslušného vzorku plazmidu. Objem každé reakční směsi byl doplněn dH2O na 8 μl. Pro tři 

plazmidy bylo připraveno celkem 6 reakčních směsí (tabulka 8). Vzorky byly odeslány do 

Laboratoře  sekvenace  DNA  PřF  UK.  Výsledky  sekvenace  byly  vyhodnoceny  pomocí 

programu SnapGene.

Tabulka 8: Koncentrace plazmidové DNA z nízkoobjemové izolace a příslušné objemy vzorků DNA přidané 

do sekvenačních reakcí.

Plazmidová DNA Koncentrace vzorku (ng/μl) Přidané množství (μl)

pTW5sec_MICA (vzorek M1) 126,00 1,6

pTW5sec_MICA (vzorek M2) 154,85 1,3

pTW5sec_aCD20_l_MICA (vzorek C1) 58,72 3,4

4.1.10 Velkoobjemová izolace plazmidové DNA

Na základě  výsledků  sekvenace  byly  pro  velkoobjemovou  produkci  plazmidové 

DNA vybrány vzorky M1 pro  produkci  plazmidu pTW5sec_MICA a  C1 pro  produkci 

plazmidu pTW5sec_aCD20_l_MICA. 

Pro transformaci byly použity kompetentní buňky E. coli DH5α. K 45 μl buněčné 

suspenze bylo přidáno 200 ng plazmidové DNA, směs byla inkubována v ledové lázni 10 

min. Další postup transformace byl proveden stejným způsobem jak je popsáno v kapitole 

4.1.6. Následující den byly odebrány sterilními špičkami kolonie z kultivačních misek. Do 

1 l LB media byl přidán 1 ml roztoku ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Médium bylo 

nalito  do  dvou 1  l  Erlenmayerových baněk po 500 ml  a  bylo  zaočkováno odebranými 

vzorky bakterií. Suspenze byly třepány přes noc na třepačce při 200 ot./min a 37 °C. Pro 

provedení  velkoobjemové  izolace  plazmidové  DNA  byla  využitá  komerční  souprava 

NucleoBond Xtra Maxi Plus. 

Po 12 hod kultivace na třepačce byly buněčné suspenze centrifugovány při 4 °C po 

15 min, 4500× g. Supernatant byl odstraněn, buněčná peleta byla resuspendována přidáním 

15 ml zchlazeného RES pufru do každé zkumavky. Do vzorku pak bylo přidáno 15 ml LYS 

pufru, suspenze byly opatrně promíchány a krátce inkubovány při pokojové teplotě. Poté 

bylo  přidáno  15 ml  neutralizačního  NEU  pufru  a  vzorky  byly  promíchány  otáčením 
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zkumavek do vymizení modré barvy. Po ekvilibraci kolon s filtry pomocí 25 ml EQU pufru 

na ně byly naneseny roztoky buněčných lyzátů. Po prokapání vzorků byly kolony s filtry 

promyty 15 ml EQU pufru a filtry byly z kolon odstraněny. Kolony byly promyty 25 ml 

WASH pufru, pak byla do čistých centrifugačních zkumavek eluována DNA 15 ml ELU 

pufru. Do každé zkumavky bylo přidáno 10,5 ml zchlazeného isopropanolu a následně byla 

DNA  centrifugována  30  min  při  15000×  g  a  4  °C.  Po  odstranění  supernatantu  byla 

vysrážená DNA omyta 4 ml 70 % ethanolu a centrifugována 5 min při 15000× g a 4 °C. 

Supernatant byl slit, DNA byla vysušena a poté rozpuštěna v 1,5 ml elučního AE pufru 

z komerční  soupravy  NucleoSpin  Plasmid  Miniprep  Kit  a  přenesena  do  čistých 

mikrozkumavek.  Koncentrace  DNA  ve  vzorcích  byly  změřeny  na  spektrofotometru 

DS-11+, jako reference byl využit eluční pufr. 

4.2 Exprese proteinů

4.2.1 Kultivace buněčné linie HEK293T

Kultivace buněčné linie HEK293T byla provedena za asistence Bc. Gabriely Chytré 

a  Mgr.  Ondřeje  Skořepy,  Ph.D.  Buněčná linie  HEK293T je  uchovávána v mrazáku při 

teplotě -80 °C jako buněčná suspenze o objemu 1 ml a buněčné hustotě 5×106 buněk/ml. 

Součástí  buněčné  suspenze  jsou  buňky  dané  buněčné  linie  a  medium  ExCELL293 

s přídavkem 10 % DMSO. 

Buněčná suspenze byla rozmrazena na vodní lázni o teplotě 37 °C a přenesena do 

10 ml media ExCELL293. Poté byla buněčná suspenze 5 min centrifugována při 95× g, 

supernatant  byl  odstraněn a  buněčná peleta  byla  resuspendována v 10 ml ExCELL293. 

Vzniklá suspenze byla přenesena na kultivační misku, která byla inkubována při teplotě 

37 °C za 5 % nasycení CO2.  

Buňky  byly  přeneseny  do  čtverhranných  lahví  s průdušnými  víčky  poté,  co  se 

začaly dělit, a byly ponechány růst v inkubátoru s třepačkou při 37 °C, 5 % nasycení CO2 a 

135 ot./min.  Každé  3-4  dny byla  provedena subkultivace.  Část  buněčné suspenze  byla 

odebrána  a  přenesena  do  jiné  čtverhranné  láhve  s takovým  objemem  čerstvého  media 

ExCELL293,  aby  buněčná  hustota  byla  přibližně  0,3×106  buněk/ml.  Celkový  objem 

buněčné  suspenze  tvořil  40  %  objemu  použité  láhve  pro  zajištění  dostatečného 

provzdušnění  buněčné  kultury.  Kultivace  buněčné  kultury  probíhala  dokud  nebylo 

dosaženo potřebného počtu buněk pro tranzientní transfekci. 
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4.2.2 Tranzientní transfekce

Z láhve s buněčnou kulturou HEK293T bylo odebráno malé množství suspenze pro 
zjištění počtu buněk. Ke vzorku buněčné suspenze byla přidána trypanová modř v poměru 
1:1. Vzniklý roztok byl pipetován do Bürkerovy komůrky a pomocí cytometru Corning 
bylo spočítáno množství buněk a zjištěna jejich viabilita, která je vyjádřena poměrem počtu 
živých buněk (živé buňky se neobarví trypanovou modří, zatímco mrtvé se jeví modře) ku 
celkovému počtu buněk.

buněčná hustota  =  
počet buněk v komůrce × ředění 
počet velkých čtvrců

 ×  104

Byla  provedena  tranzientní  transfekce  plazmidy  nesoucími  geny  dvou  proteinových 

konstruktů,  MICA-Srt  a  CLM-Srt.  Z buněčné  kultury  HEK293T bylo  odebráno  takové 

množství  suspenze,  aby  obsahovalo  600  milionů  buněk.  Buněčná  suspenze  byla 

centrifugována  5  min  při  100× g.  Supernatant  byl  odstraněn  a  buněčná  peleta  byla 

resuspendována v takovém objemu ExCELL293 média, aby po přidání transfekční směsi 

byla výsledná buněčná hustota během transfekce 20×106 buněk/ml. Resuspendované buňky 

byly nality do čtverhranných láhví vhodného objemu a bylo přidáno potřebné množství 

transfekční směsi. Každá z transfekčních směsí byla připravena následujícím způsobem: na 

1  milion  buněk  byl  použit  celkem 1  μg  plazmidové  DNA (z  toho  88  % produkčního 

plazmidu,  10  %  plazmidu  pTW5_p27  a  2  %  plazmidu  pTW5_aFGF).  Na  celkový 

požadovaný objem byla směs doplněna pufrem PBS-TK, sterilizována filtrací přes 0,22 µm 

membránu a  přidána  k  buněčné suspenzi,  k  níž  bylo  následně přidáno tolik  zásobního 

10 mg/ml roztoku lPEI, aby hmotnostní poměr plazmidové DNA ku lPEI byl roven 1:3 až 

1:4. Optimální poměr DNA: lPEI pro transientní transfekci MICA-Srt byl navrhnout Mgr. 

Barborou  Kalouskovou,  Ph.D.  Optimální  poměr  DNA:  lPEI pro  transientní  transfekci 

antiCD20-l-MICA-Srt  navrhla  Mgr.  Celeste  Abreu. V tabulce  9  jsou  shrnuty  všechny 

pipetované objemy pro tranzientní transfekci obou konstruktů kýžených rekombinantních 

proteinů.
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Tabulka  9: Přehled  přidaných  chemikálií  a  jejich  potřebné  objemy pro  provedení  tranzientní  transfekce 

proteinových konstruktů MICA-Srt a antiCD20-l-MICA-Srt.

MICA-Srt antiCD20-l-MICA-Srt

Výsledný produkční objem (ml) 400 200

Desetinový objem pro tranzientní 

transfekci (ml) 

40 20

VExCELL293 (ml) 34 17

Vtransfekční směs (ml) 6 3

DNA produkčního

plazmidu (μl) 

379 166,4

pTW5_p27 (μl) 216 8,4

pTW5_aFGF (μl) 3,3 2,6

VExCELL293 (ml) 5,4 2,8

VlPEI (ml) 0,32 

(poměr DNA:lPEI 1:4)

0,12 

(poměr DNA:lPEI 1:3)

VVPA (ml) 1,6 0,8

VATB (ml) 4 2

Vzorky  byly  inkubovány  2  hod  na  třepačce  při  37  °C,  5 %  nasycení  CO2 a 

135  ot./min.  Po  inkubaci  byly  vzorky  doplněny  médiem  ExCELL293  na  požadovaný 

celkový objem, bylo přidáno takové množství  kyseliny valproové (zásobní  koncentrace 

0,5  M),  aby  výsledná  koncentrace  byla  2  mM,  odpovídající  množství  směsi 

100× koncentrovaného zásobního roztoku antibiotik (streptomycin a penicilin). Poté byly 

buněčné  kultury  ponechány  v inkubátoru  na  třepačce  při  37 °C,  5 %  nasycení  CO2 a 

135 ot./min. 

4.2.3 Purifikace proteinů 

Expresní  plazmidy,  které  byly  využity  k tranzientní  transfekci  proteinových 

konstruktů  obsahují  ve  svojí  nukleotidové  sekvenci  sekreční  signál.  Díky  tomu  byly 

produkované proteiny buňkami sekretovány do média. Buněčné kultury byly sklizeny šestý 

den  po  transfekci  a  následně  centrifugovány  30  min  při  20000×  g.  Supernatant  byl 

zfiltrován před 0,22 μm filtr a naředěn PBS pufrem 1:1. Produkované proteiny byly poté z 

takto připravených vzorků izolovány. 
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4.2.4 Chelatační afinitní chromatografie 

Vyrobené proteiny obsahují ve svojí sekvenci histidinovou kotvu. K jejich izolaci ze 

směsi lze využít chelatační afinitní chromatografii. V tomto případě byla využita kolona 

obsahující chromatografický nosič Ni-NTA Excel s chelatovanými ionty niklu. Kolona byla 

připojena k HPLC systému ÄKTA basic. 

Nejdřív  byla  kolona  promyta  takovým množstvím 20 % EtOH,  aby jeho objem 

přibližně odpovídal pětinásobku objemu kolony. Následně byla kolona ekvilibrována PBS 

pufrem při průtoku 5 ml/min. Na kolonu byl nanesen vzorek proteinu a poté byla kolona 

promyta PBS pufrem při stejném průtoku. Eluce proteinu byla provedena ve dvou etapách. 

Nejdřív byla provedena preeluce s využitím PBS pufru obsahujícím 20 mM imidazol. Pro 

samotnou eluci  byl  použit  PBS pufr  obsahující  250 mM imidazol  a  eluce  proběhla při 

průtoku 0,5 ml/min.  Po odebrání eluátu obsahujícího protein byla kolona promyta PBS 

pufrem při průtoku 5 ml/min a uchována v 20 % EtOH.

4.2.5 Koncentrování proteinů

Eluát  byl  koncentrován  pomocí  koncentrátorů  Amicon  Ultra  (MWCO  10000). 

Vzorek byl pipetován do koncentrátoru a centrifugován 10 min při 4000× g. Centrifugace 

byla zopakována dokud nebylo celé množství eluátu naneseno na koncentrátor a výsledný 

objem vzorku nedosáhl 250-500 μl.  Získaný vzorek byl přenesen do mikrozkumavky a 

centrifugován při 20000× g 10 min.

4.2.6 Gelová permeační chromatografie

Pro přečištění vzorku proteinu byla provedena gelová permeační chromatografie na 

koloně  Superdex 200 10/300 GL, která  byla  připojena  k HPLC systému ÄKTA basic. 

Nejdřív  byla  kolona  ekvilibrována  pufrem HEPES při  průtoku  0,6  ml/min.  Nástřiková 

smyčka byla  promyta 5 ml pufru HEPES. Zkoncentrovaný vzorek proteinu byl nanesen na 

kolonu  pomocí  injekční  stříkačky  Hamilton.  Chromatografie  proběhla  při  průtokové 

rychlosti 0,5 ml/min. Protein detekovaný pomocí měření absorbance při 280 nm byl jímán 

automatickým sběračem po 1 ml frakcích. 

Koncentrace jednotlivých frakcí byla změřena na spektrofotometru DS-11+ při 280 

nm.  Pro  výpočet  koncentrace  byl  využit  teoretický  extinkční  koeficient  a  molekulová 

hmotnost  proteinu,  které  byly vypočteny na základě aminokyselinové sekvence pomocí 

nástroje ProtParam (dostupné online https://web.expasy.org/protparam/).
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4.2.7 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Za účelem kontroly čistoty získaných frakcí byla provedena elektroforéza v uvedena 

množství chemikálií potřebná pro přípravu dvou 12,5 % rozdělovacích gelů a zaostřovacích 

gelů.

Tabulka 10: Chemikálie potřebné pro přípravu dvou 12,5 % rozdělovacích a zaostřovacích gelů.

12,5 % rozdělovací gel zaostřovací gel

dH2O 2,53 ml 2,1 ml

AA 3,36 ml 0,75 ml

TRIS 2 ml (TRIS 8,8) 0,375 ml (TRIS 6,8)

SDS 80 μl 30 μl

TEMED 4 μl 4 μl

APS 80 μl 30 μl

Rozdělovací gel o tloušťce 0,75 mm byl pipetován mezi dvě sklíčka a převrstven 

destilovanou vodou. Po ztuhnutí gelu byla voda slita a na povrch rozdělovacího gelu byl 

pipetován zaostřovací gel, do kterého byl vložen hřeben. Po ztuhnutí zaostřovacího gelu byl 

gel  vložen  do  předem  připravené  aparatury  pro  elektroforézu,  která  byla  naplněna 

elektrodovým  pufrem.  Hřeben  byl  vyjmut  ze  zaostřovacího  gelu  a  do  jamek  byly 

pipetovány předem připravené vzorky proteinu a 5 μl standardu Spectra Multicolor. Vzorky 

byly připraveny tak, že každý obsahoval 1-3 μg proteinu a bylo přidáno takové množství 

redukujícího pufru,  aby byl  1× koncentrovaný.  Vzorky pak byly 10 min inkubovány v 

termobloku při 95 °C a krátce centrifugovány při 20000× g.  Elektroforéza probíhala 50 

min při napětí 180 V. Gely byly obarveny pomocí barvícího roztoku Coomassie Brilliant 

Blue R-250. Následující den byl gel odbarven a vyfocen pomocí zobrazovacího zařízení 

Alliance Q9. 

4.3 Ověření aktivity sortasy A

4.3.1 Příprava reakční směsi

Během této práce byly využity reakční podmínky a molární poměr proteinových 

substrátů a enzymu, které byly již dříve optimalizovány MSc. Shivou Nejadebrahim. Pro 

provedení reakce s cílem ověření transpeptidasové aktivity sortasy A tak byl zvolen molární 

poměr reaktantů 1:1:5 protein-LPETG : enzym SrtA : GGGK-TAMRA, při čemž reakční 
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směs musela obsahovat 5 μg proteinu značeného signální značkou pro rozpoznání sortasou. 

V tabulce 11 jsou uvedeny vypočtené objemy jednotlivých složek reakční směsi.

Tabulka 11: Složení reakčních směsí pro reakce katalyzované sortasou A.

MICA SrtA TAMRA CLM SrtA TAMRA

n (mol) 1 1 5 1 1 5

c (μg/μl) 2,7 0,897 1,239 0,897

M (Da) 33495 17700 729,88 47264 17700 729,88

V (μl) 1,85 2,95 3,73 4,04 2,09 2,64

Zásobní roztok fluorescenční značky GGGK-TAMRA o koncentraci  10 mM byl 

poskytnut Mgr. Ondřejem Skořepou, Ph.D. Roztok byl před použitím naředěn na pracovní 

koncentraci  200 μM. Do mikrozkumavek bylo pipetováno potřebné množství  reaktantů, 

které  bylo  doplněno  HEPES  pufrem  na  celkový  objem  10  μl.  Reakční  směsi  byly 

inkubovány při 4 °C přes noc. 

4.3.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Příprava gelu a aparatury pro elektroforézu byla provedena stejným způsobem, jak 

je popsáno v odstavci 4.2.7. Vzorky proteinů a enzymu pro kontrolu byly připraveny tak, že 

každý  obsahoval  5  μg  proteinu  a  bylo  přidáno  takové  množství  redukujícího  či 

neredukujícího  pufru,  aby  byl  1×  koncentrovaný.  Vzorky  byly  inkubovány  10  min  v 

termobloku při 95 °C a krátce centrifugovány při 20000× g. Kontrolní vzorky byly na gel 

aplikovány v takovém objemu, aby na gel bylo naneseno 5 μg proteinů. Vzorky obsahující 

produkt ligační reakce byly naneseny na gel v celém objemu. Elektroforéza probíhala při 

napětí 180 V po dobu asi 60-80 min, dokud veškerý vzorkový pufr nevyputoval z gelu. 

Připravené vzorky a standard molekulových hmotností Spectra Multicolor byly naneseny 

do jamek v gelu v pořadí uvedeném v tabulce 12.

Tabulka 12: Pořadí aplikovaných na gel vzorků.

Standard

Spectra 

Multicolor

Srt A

neredukujíc

í

Protein-

LPETG

neredukující

Reakční 

směs

neredukující

× × Srt A

redukující

Protein-

LPETG

redukující

Reakční 

směs

redukující

Následně byly gely zafixovány v odbarvujícím roztoku (doba inkubace 5 min). Po 

změření fluorescenční odezvy pomocí laserového skeneru Typhoon FLA 7000 byly gely 
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nabarveny pomocí barvícího roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250. Následující den byly 

gely odbarveny a vyfoceny pomocí zobrazovacího zařízení Alliance Q9.

4.3.3 Zobrazení fluorescenčního značení proteinových konstruktů

5-Karboxytetramethylrhodamin neboli TAMRA se využívá k označení nukleových 

kyselin, peptidů a proteinů. Značka TAMRA má excitační maximum při 552 nm a emituje 

fluorescenční záření s maximem v 578 nm. V této práci byla využita modifikovaná varianta 

fluorescenční  značky,  která  se  skládá  z oligopeptidu  GGGK  a  samotné  fluorescenční 

značky  TAMRA.  Polyglycinový  motiv  zajišťuje,  že  TAMRA  se  stává  substrátem  pro 

ligační  reakci  katalyzovanou  transpeptidasou  sortasou  A.  Zachycení  fluorescenčního 

signálu ligačního produktu bylo uskutečněno pomocí laserového skeneru Typhoon FLA 

7000 (laboratoř 004 chemické sekce PřF UK).  Pro excitaci bylo využito záření o vlnové 

délce 532 nm.

4.4 Kvantifikace účinnosti značení pomocí enzymu sortasy

4.4.1 Příprava reakcí a izolace proteinů z reakčních směsí

Za účelem stanovení účinnosti reakce sortasy A byly připraveny dvě reakční směsi 

se  stejným molárním poměrem reaktantů,  ale  s  větším  množstvím proteinů.  Do  každé 

reakční směsi bylo přidáno 100 μg proteinů. V tabulce 13 jsou uvedeny vypočtené objemy 

jednotlivých složek reakční směsi.

Tabulka 13: Složení reakčních směsí pro reakce katalyzované sortasou A.

MICA SrtA TAMRA CLM SrtA TAMRA

n (mol) 1 1 5 1 1 5

c (μg/μl) 2,7 0,897 1,239 0,897

M (Da) 33495 17700 729,88 47264 17700 729,88
V (μl) 37,04 58,91 74,64 80,71 52,89 52,89

Na celkový objem 200 μl byly reakční směsi doplněny HEPES pufrem. Reakce byly 

jinak připraveny stejným způsobem, jak je popsáno v odstavci 4.3.2. Reakční směsi byly 

inkubovány při  4 °C přes noc.  Následující  den byly proteiny odděleny z reakční směsi 

pomocí gelové permeační chromatografie na koloně Superdex 200 Increase 10/300 GL, 

která  byla  připojena  k  HPLC systému ÄKTA basic.  Nejdříve  byla  kolona  při  průtoku 

0,6 ml/min ekvilibrována HEPES pufrem. Nástřiková smyčka byla promyta 5 ml HEPES 
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pufru.  Reakční  směsi  byly  naneseny  na  kolonu  pomocí  injekční  stříkačky  Hamilton. 

Chromatografie proběhla při průtokové rychlosti 0,75 ml/min. Proteiny detekované pomocí 

měření absorbance při 280 nm byly jímány do mikrozkumavek po 1 ml frakcích. 

4.4.2 Stanovení míry značení proteinů

V získaných frakcích proteinů byla změřena absorbance na spektrofotometru Cary 

60  UV-VIS  při  vlnových  délkách  552  nm  (excitační  maximum  fluorescenční  značky 

TAMRA) a 280 nm (absorpční maximum proteinů) v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 

cm.  Jako reference  byl  využit  HEPES pufr.  Na  základě  zjištěných hodnot  absorbance, 

teoretických extinkčních koeficientů proteinů a značky TAMRA byl vypočten tzv. DOL 

(z anglického „degree of labelling“, neboli míra značení) pro každou reakci.

Teoretický extinkční koeficient značky TAMRA pro 280 nm, který byl využit při 

výpočtu DOL, byl zjištěn experimentálně. Na přípravu vzorků na měření byl využit předem 

připravený pracovní roztok GGGK-TAMRA o koncentraci 200 μM. Ředěním výchozího 

pracovního vzorku 32× a  100× byly  připraveny vzorky na  měření  absorbance  GGGK-

TAMRA  o  známých  koncentracích.  Na  spektrofotometru  Cary  60  UV-VIS  byla  poté 

změřena jejich absorbance v oblasti UV-VIS v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 cm. 

Ze získaných hodnot byl vypočten extinkční koeficient GGGK-TAMRA pro 280 nm.
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5 Výsledky 

5.1 Příprava rekombinantních vektorů

Jedním z cílů této práce byla příprava expresních vektorů pro konstrukty označené 

signální  sekvencí  pro  transpeptidasu  sortasu  A.  První  připravovaný konstrukt  je  tvořen 

z ligandu  pro  aktivační  receptor  NK  buněk  NKG2D,  nádorového  proteinu  MICA  se 

signální sekvencí pro sortasu A. Druhý konstrukt obsahuje navíc ve své struktuře antiCD20 

VHH  nanoprotilátku.  Ligand   MICA  a  nanoprotilátka  jsou  propojeny  pomocí  glycin-

serinové spojky. Teoretické molekulové hmotností byly vypočteny pomocí on-line nástroje 

ProtParam. Na obrázku 12 je ukázáno schematické znázornění kýžených rekombinantních 

proteinů a jejích přepokládané molekulové hmotnosti.

 

Obrázek  12: Schematické  znázornění  připravovaných  proteinů  s krátkým  popisem  jejich 

jednotlivých součástí:  MICA - aktivační ligand pro NKG2D receptor NK buněk, antiCD20 - 

nanoprotilátka proti    CD20 receptoru B lymfocytů, LPETG - sekvence aminokyselin, kterou 

rozpoznává sortasa A, His8G - histidinová kotva tvořená 8 histidinovými zbytky, ukončená 

glycinem

V aminokyselinové sekvenci  každého proteinového konstruktu je  na jeho N-konci 

přítomna  signální  sekvence,  díky  které  jsou  proteiny  sekretovány  do  média.  Signální 

sekvence je při  tomto procesu buňkou odštěpena,  na N-konci výsledného proteinu však 

zůstanou tři  aminokyseliny ITG. Každý protein má také na svém C-konci  histidinovou 

kotvu  zakončenou  glycinem,  což  umožnuje  izolaci  proteinů  z média  pomocí  chelatační 

afinitní chromatografie. Na obrázku 13 na následující straně jsou uvedeny aminokyselinové 

sekvence obou proteinů, které jsou předmětem této bakalářské práce.
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N’- ITG- antiCD20-linker-MICA-Srt_kotva-GTHHHHHHHHG-C’

I

TGMAEVQLQASGGGLVQAGGSLRLSCAASGISFSASVMGWYRQAPGKQRELVAYITSGGSTNFADS

VKGRFTISRDNAKNTMYLQMNSLKAEDTGVYFCNRPGREISWGQGTQVTVSSGRGGGGSGGGGSGG

GGSGGGGSEPHSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLTEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQGQWAEDVLGNKT

WDRETRDLTGNGKDLRMTLAHIKDQKEGLHSLQEIRVCEIHEDNSTRSSQHFYYDGELFLSQNLET

EEWTMPQSSRAQTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLQELRRYLKSGVVLRRTVPPMVNVTR

SEASEGNITVTCRASGFYPWNITLSWRQDGVSLSHDTQQWGDVLPDGNGTYQTWVATRICQGEEQR

FTCYMEHSGNHSTHPVPSGKLPETGTHHHHHHHHG

N’- ITG -MICA-Srt_kotva-GTHHHHHHHHG-C’

I

TGEPHSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLTEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQGQWAEDVLGNKTWDRETR

DLTGNGKDLRMTLAHIKDQKEGLHSLQEIRVCEIHEDNSTRSSQHFYYDGELFLSQNLETEEWTMP

QSSRAQTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLQELRRYLKSGVVLRRTVPPMVNVTRSEASEG

NITVTCRASGFYPWNITLSWRQDGVSLSHDTQQWGDVLPDGNGTYQTWVATRICQGEEQRFTCYME

HSGNHSTHPVPSGKLPETGTHHHHHHHHG

Obrázek  13: Připravované  proteinové  konstrukty  a  příslušné  aminokyselinové  sekvence. 

Modrou barvou jsou vyznačena predikovaná místa N-glykosylace, izoleucin (vyznačený zeleně) 

je  pozůstatek sekrečního signálu,  TG je zbytek štěpícího místa pro restrikční  endonukleasu 

AgeI-HF  (vyznačeno  oranžově),  GT je  zbytek  štěpícího  místa  pro  restrikční  endonukleasu 

KpnI-HF (vyznačeno červeně).  Histidinová kotva  ukončená glycinem je  vyznačena fialově. 

Žlutě je zvýrazněna  signální sekvence rozpoznávaná sortasou A. Šedě je vyznačena  glycin-

serinová spojka.

5.1.1 Linearizace plazmidu

Plazmid pTW5sec_B7-H6_2 využitý k vložení genů obou připravovaných proteinů 

byl poskytnut Mgr. Ondřejem Skořepou, Ph.D. Plazmid pTW5sec_B7-H6_2 byl restrikčně 

štěpen pomocí endonukleas AgeI-HF a KpnI-HF. Linearizovaný plazmid a inzert B7-H6_2 

byly poté od sebe odděleny pomocí agarosové elektroforézy v 0,75 % gelu. Jako kontrola 

při  elektroforéze  byl  využit  neštěpený  plazmid  pTW5sec_B7-H6_2.  Výsledky 

elektroforézy jsou uvedeny na obrázku 14 na straně 48.  Linearizovaný plazmid byl pak 

izolován z gelu a byla změřena jeho koncentrace (tabulka 6, strana 35).
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5.1.2 Příprava inzertů DNA

Inzerty DNA byly amplifikovány pomocí PCR. První kóduje protein skládající se z 

ligandu MICA a peptidové signální sekvence pro sortasu A, druhý kóduje fúzní protein 

obsahující  antiCD20  nanoprotilátku,  glycin-serinovou  spojku,  ligand  MICA  a  signální 

sekvence  pro  sortasu  A.  Při  amplifikaci  byly  použity  takové  primery,  které  zároveň 

vytvořily  vhodné  přesahy  pro  následující  InFusion  reakci.  Produkty  PCR  byly  děleny 

pomocí agarosové elektroforézy v 0,75 % gelu. Výsledky elektroforézy jsou uvedeny na 

obrázku 15. Inzerty byly poté izolovány z gelu a byla změřena jejich koncentrace (tabulka 

6, strana 35).
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Obrázek  14: Výsledek  agarosové 

elektroforézy  po  štěpení  plazmidu 

pTW5sec_B7-H6_2. Elektroforéza v 0,75 % 

gelu probíhala po dobu 20 min při napětí 

180  V.  Pořadí  vzorků  nanesených  na  gel: 

standard molekulových hmotností (100 bp), 

linearizovaný  plazmid  pTW5sec_B7-H6_2 

(k  50  μl  vzorku  bylo  přidáno  10  μl  6× 
koncentrovaného  vzorkového  pufru;  při 

nanášení na gel byl celkový objem rozdělen 

do  dvou  drah  po  30  μl),  kontrolní  vzorek 

neštěpeného plazmidu, a standard molekulo-

vých hmotností (1 kb).

Obrázek  15: Výsledek agarosové elektroforézy  produktů 

PCR  amplifikace  DNA  inzertů.  Elektroforéza  v 0,75 % 

gelu probíhala po dobu 20 min při napětí 180 V. Pořadí 

vzorků  nanesených  na  gel:  standard  molekulových 

hmotností  (100 bp),  DNA  inzert  kódující  fúzní  protein 

aCD20_l_MICA_Srt (očekávaná velikost 1296 bp), DNA 

inzert  kódující  protein  MICA-Srt  (očekávaná  velikost 

882 bp). 



5.1.3 PCR z kolonií a nízkoobjemová produkce plazmidové DNA

Pro spojení amplifikovaných inzertů konstruktů MICA-Srt a antiCD20_l_MICA-Srt 

a  linearizovaného  plazmidového  vektoru  pTW5sec  byla  využita  InFusion  reakce.  Byla 

provedena transformace bakterií, jako selekční marker byl využit ampicilin. Následující den 

byly  odebrány  vzorky  z každé  kolonie  a  pomocí  PCR  byla  provedena  kontrola  délky 

vložených konstruktů. Produkty reakce pak byly děleny pomocí agarosové elektroforézy 

v 1 % gelu (obrázek 16).

Obrázek 16: Výsledek agarosové elektroforézy produktů PCR z kolonií. Elektroforéza v 1 % 

gelu probíhala po dobu 20 min při napětí 180 V. Pořadí vzorků nanesených na gel: šest vzorků 

z kolonií  pro  konstrukt  MICA-Srt  (očekávaná  velikost  PCR produktu  1296  bp),  tři  vzorky 

z kolonií pro konstrukt antiCD20_l_MICA-Srt (očekávaná velikost PCR produktu 882 bp) a 

standard molekulových hmotností (100 bp).

Pro nízkoobjemovou produkci plazmidové DNA byl odebrán materiál z kolonií M1, 

M2 a C1. Každý vzorek byl inkubován v 5 ml živného media s přidaným ampicilinem, 

následující  den  byla  z narostlých  bakteriálních  kultur  izolována  plazmidová  DNA. 

V tabulce 14  je uvedena změřená koncentrace.

Tabulka 14: Koncentrace plazmidové DNA z nízkoobjemové produkce.

Plazmidová DNA Koncentrace vzorku (ng/μl)

pTW5sec_MICA-Srt (vzorek M1) 126,00

pTW5sec_MICA-Srt (vzorek M2) 154,85

pTW5sec_aCD20_l_MICA-Srt (vzorek C1) 58,72
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5.1.4 Velkoobjemová produkce plazmidové DNA

Za  využití  plazmidové  DNA  vzorků  M1  a  C1  byla  následně  provedena 

velkoobjemová produkce DNA v 500 ml LB media s ampicilinem. V tabulce 15 je uvedena 

změřená koncentrace.

Tabulka 15: Koncentrace plazmidové DNA z  velkoobjemové produkce.

Plazmidová DNA Koncentrace vzorku (mg/ml)

pTW5sec_MICA-Srt (vzorek M1) 1,86

pTW5sec_aCD20_l_MICA-Srt (vzorek C1) 2,12

5.2 Produkce proteinů

Plazmidy získané po velkoobjemové produkci byly využity na transfekci buněčné 

linie  HEK293T, která dokáže produkovat  potřebné proteiny.  Proteiny mají  na svém N-

konci signální sekvenci, díky čemuž jsou exprimovány do média. Sklizení buněk probíhalo 

na šestý den po transfekci. Buněčné suspenze byly centrifugovány, supernatant obsahující 

produkovaný protein byl zfiltrován a dvakrát zředěn PBS pufrem. Nejdříve byla provedena 

chelatační  afinitní  chromatografie,  získané  vzorky pak byly  zkoncentrovány a  následně 

přečištěny pomocí gelové permeační chromatografie.

5.2.1 Gelové permeační chromatografie

Gelová permeační chromatografie byla provedena na koloně Superdex 200 10/300 

GL, s průtokem mobilní fáze 0,6 ml/min. Frakce, v kterých byl přítomen cílový protein, 

byly  sbírány  automatickým  sběračem  dle  průběhu  absorbance  při  280  nm,  který  je 

znázorněn na následující straně pro oba produkované proteiny (obrázek 16 a 17, strana 51).

Na chromatogramech je vidět dva elučních píky. První v objemu 8-10 ml se nachází 

téměř  v mrtvém  objemu  kolony  a  pravděpodobně  odpovídá  agregovaným  molekulám 

proteinů. Druhý, hlavní pík při 15 ml pak odpovídá kýženým proteinům v nativním stavu. 

Eluované frakce odpovídající obou píkům byly odebrány (vyznačeno na chromatogramech, 

obrázek 16 a 17, strana 51), poté byla změřena koncentrace proteinů v těchto frakcích a 

pomocí  SDS-PAGE  bylo  zkontrolováno,  jestli  je  v těchto  frakcích  přítomen  potřebný 

produkovaný protein a byla zkontrolována čistota frakcí.

Při porovnání obou chromatogramů, které mají stejné měřítko absorbance při 280 nm, 

je  vidět  rozdílnou  účinnost  produkce  jednotlivých  proteinových  konstruktů  buňkami 
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HEK293T (byť je třeba zvážit, že produkční objem média pro konstrukt aCD20_l_MICA-

Srt byl poloviční oproti proteinu MICA-Srt).

Obrázek  16: Eluční  chromatogram  proteinového  konstruktu  MICA-Srt. Modrou  čárou  je 
zobrazen průběh eluce. Svislými čárkovanými čárami jsou zobrazeny frakce proteinu (objem 
jednotlivé frakce – 0,5 ml), v kterých byla následně při 280 nm změřena koncentrace proteinu.

Obrázek  17: Eluční  chromatogram  proteinového  konstruktu  aCD20_l_MICA-Srt. Modrou 
čárou je zobrazen průběh eluce. Svislými čárkovanými čárami jsou zobrazeny frakce proteinu 
(objem jednotlivé frakce – 1 ml), v kterých byla následně při 280 nm změřena koncentrace 
proteinu.
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5.2.2 Výtěžek produkce proteinů

Koncentrace proteinů v jednotlivých frakcích odebraných během gelové permeační 

chromatografie byla změřena při 280 nm na spektrofotometru DS-11+. Absorbance vzorků 

byla změřena oproti pufru HEPES, který byl využit jako mobilní fáze při gelové permeační 

chromatografii.  Teoretický  extinkční  koeficient  a  molekulová  hmotnost  proteinů  byly 

vypočteny  na  základě  aminokyselinové  sekvence  pomocí  online  nástroje  ProtParam. 

Celkové  výtěžky  jednotlivých  proteinů  s příslušnými  produkčními  objemy  a  výtěžky 

přepočítané na litr média jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: Výtěžky purifikovaných proteinů.

Protein Získané množství 

(mg)

Produkční objem 

(ml)

Množství proteinu v 

litru média (mg)

MICA-Srt 2,042 400 5,105

antiCD20_l_ MICA-Srt 0,495 200 2,475

Čistota  získaných  frakcí  byla  zkontrolována  pomocí  elektroforézy  v 12,5 % 

polyakrylamidovém  gelu  v  prostředí  dodecylsíranu  sodného,  SDS-PAGE.  Množství 

proteinu  naneseného  na  gel  činilo  1-3  μg,  ke  každému  vzorku  bylo  přidáno  potřebné 

množství  5×  koncentrovaného  redukujícího  pufru.  Výsledky  elektroforézy  v 12,5 % 

polyakrylamidovém gelu  v redukujícím prostředí  jsou uvedeny na  obrázku 18 a  19  na 

straně 52-53.
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Obrázek 18: SDS-PAGE vybraných frakcí 

proteinového konstruktu MICA-Srt.

Elektroforéza  v 12,5%  redukujícím  poly-

akrylamidovém  gelu  probíhala  po  dobu 

50 min  při  napětí  180  V.  Pořadí  vzorků 

ukázaných  na  gelu:  st  –  standard  mole-

kulových hmotností,  frakce  3,  12,  13,  14, 

17, 18, 19. 

Teoretická  molekulová  hmotnost  bez 

glykosylace - 33,5 kDa.



5.3 Ověření aktivity sortasy A

Enzym sortasa A rozpoznává signální  sekvenci  LPETG na C-terminálním konci 

jednoho z reakčních partnerů a polyglycinovou sekvenci na N-konci druhého. Po rozštěpení 

peptidové vazby mezi  threoninovým a glycinovým zbytkem v sekvenci  LPETG vytvoří 

sortasa novou kovalentní vazbu mezi vzniklým LPET-zbytkem a glycinem z polyglycinové 

sekvence druhého proteinu. 

V rámce této bakalářské práce byly připraveny dva proteinové konstrukty nesoucí 

v sobě  signální  sekvenci  LPETG.  Jako druhý substrát  pro  transpeptidasovou reakci  byl 

zvolen fluorescenčně značený peptid GGGK-TAMRA, který má excitační maximum kolem 

552 nm. 

Nejdříve  byly  vybrané  frakce  získané  po  gelové  permeační  chromatografii 

opakovaně zkoncentrovány na koncentraci vhodnou pro provedení reakce (tabulka 17).

Tabulka 17: Přehled frakcí proteinů vybraných ke zkoncentrování a výsledné koncentrace získaných vzorků. 

Koncentrace byla změřena na spektrofotometru DS-11+ při 280 nm.

Protein Frakce Výsledná koncentrace (μg/ μl)

MICA-Srt 15-18 2,7

antiCD20_l_MICA-Srt 7-10 1,4

Reakce byly provedeny s molárním poměrem protein-LPETG : sortasa A : GGGK-

TAMRA 1 : 1 : 5. Do mikrozkumavek bylo pipetováno potřebné množství složek reakce a 
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Obrázek 19: SDS-PAGE vybraných frakcí 

proteinového konstruktu aCD20_l_MICA-

Srt.

Elektroforéza  v 12,5 %  redukujícím 

polyakrylamidovém  gelu  probíhala  po 

dobu  50  min  při  napětí  180  V.  Pořadí 

vzorků  ukázaných na  gelu:  st  –  standard 

moleku-lových hmotností a frakce 1, 2, 7, 

8, 9, 10. 

Teoretická  molekulová  hmotnost  bez 

glykosylace - 47,3 kDa. 



celkový objem byl doplněn na 10 μl HEPES pufrem. Reakce byly inkubovány přes noc 

v lednici  při  4  °C.  Následující  den  byla  provedena  elektroforéza  v 12,5 % 

polyakrylamidovém gelu v prostředí dodecylsíranu sodného, v neredukujícím a redukujícím 

prostředí (obrázek 20a a 21a na straně 54-55). Množství proteinu naneseného na gel činilo 

5  μg;  ke  každému  vzorku  bylo  přidáno  potřebné  množství  5×  koncentrovaného 

neredukujícího či redukujícího pufru. Na gel bylo aplikováno celé množství reakční směsi. 

Elektroforéza  probíhala  tak  dlouho,  pokud  vzorkový  pufr  a  značka  GGGK-TAMRA 

nespotřebovaná během reakce neprošly celým gelem.

Nejdřív  byl  gel  fixován  pomocí  odbarvovacího  roztoku  a  vyfocen  pomocí 

laserového  skeneru  Typhoon  FLA 7000.  Pomocí  skeneru  byla  zachycena  fluorescence 

emitovaná značkou TAMRA. K excitaci fluorescenční značky byla využita metoda Cyp3, 

která byla založena v ovládacím programu Typhoon FLA 7000. Při této metodě se využívá 

excitační záření o vlnové délce 532 nm, což byla hodnota nejbližší k excitačnímu maximu 

značky TAMRA. Odezva fluorescenčně označených proteinů je znázorněna na obrázku 20b 

a 21b na straně 54-55. 

a)
Obrázek  20: Ověření  aktivity  sortasy  A  pro  MICA-Srt.  Elektroforéza  v 12,5 % 

polyakrylamidovém  gelu  probíhala  přibližně  po  dobu  80  min  při  napětí  180  V.  Pořadí 

nanesených vzorků: st - standard molekulových hmotností, SrtA - sortasa A, protein MICA-Srt 

(MICA-LPETG),  reakční  směs  MICA-LPETG  +  SrtA  +  GGGK-TAMRA,  vzorky  v 

neredukujícím  prostředí  vlevo,  v redukujícím  vpravo.  a) Gel  obarvený  modří  Coomassie 

Brilliant  Blue  R-250.  b) Obrázek  zachycující  fluorescenční  signál  značky  TAMRA  z 

proteinového konstruktu MICA-Srt označeného značkou GGGK-TAMRA.
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a)
Obrázek 21: Ověření aktivity sortasy A pro antiCD20_l_MICA-Srt.  Elektroforéza v 12,5 % 

polyakrylamidovém  gelu  probíhala  přibližně  po  dobu  80  min  při  napětí  180  V.  Pořadí 

nanesených vzorků:  st  -  standard molekulových hmotností,  SrtA – sortasa A,  fúzní  protein 

antiCD20_l_MICA-Srt (CLM-LPETG), reakční směs CLM-LPETG + SrtA + GGGK-TAMRA, 

vzorky  v  neredukujícím  prostředí  vlevo,  v redukujícím  vpravo.  a) Gel  obarvený  modří 

Coomassie Brilliant Blue R-250. b) Obrázek zachycující fluorescenční signál značky TAMRA 

z proteinového konstruktu CLM-LPETG označeného značkou GGGK-TAMRA.

5.4 Kvantifikace účinnosti značení pomocí sortasy A

Účinnost  značení  proteinů  byla  vyjádřena  pomocí  DOL (z anglického degree  of 

labelling = míra značení). Obecně DOL vyjadřuje, kolik značek je navázáno na protein. 

V případě mnou připravených proteinů k nim může být sortasou A připojena pouze jedna 

značka.  To  znamená,  pokud  DOL  =  1,  všechny  proteiny  byly  označeny.  Pokud  je 

vypočtené číslo menší než 1, jisté množství proteinů zůstalo neoznačeno. 

Proteiny nejdřív byly odděleny od sortasy a volné značky TAMRA pomocí gelové 

permeační chromatografie na koloně Superdex 200 Increase 10/300 GL při průtoku mobilní 

fáze 0,75 ml/min. Na obrázku 22a) a 22b) na straně 56 je znázorněn průběh separace složek 

pro každou reakci.
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Na chromatogramech  je  vidět  tři  rozdílné  píky.  To  napovídá,  že  díky  dostatečně 

rozdílné molekulové hmotnosti byly proteiny dobře separovány. 

5.4.1 Výpočet stupně značení

V sebraných frakcích proteinů byla změřena absorbance na spektrofotometru Cary 

60 UV-VIS v rozsahu vlnových délek  200-800 nm v křemenné kyvetě  o optické  dráze 

1  cm.  V tabulce  18  jsou  shrnuty  naměřené  absorbance  při  280  nm (oblast  absorbance 
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Obrázek  22: a) Eluční 

chromatogram  reakční  směsi 

MICA-Srt  +  SrtA  +  GGGK-

TAMRA.

Modrou  čárou  je  zobrazen 

průběh eluce jako absorbance 

při  280 nm. Černými šipkami 

jsou  ukázány  separované 

složky  reakce:  proteinový 

konstrukt,  enzym  a  volná 

značka.  První  pík  odpovídá 

elučnímu  objemu  proteinu 

MICA-Srt  a  jeho  verzi 

značené TAMRA.

b) Eluční  chromatogram 

reakční směsi CLM-Srt + SrtA 

+ GGGK-TAMRA.

Modrou  čárou  je  zobrazen 

průběh eluce jako absorbance 

při  280 nm. Černými šipkami 

jsou  ukázány  separované 

složky  reakce:  proteinový 

konstrukt,  enzym  a  volná 

značka.  První  pík  odpovídá 

elučnímu  objemu  proteinu 

CLM-Srt a jeho verzi značené 

TAMRA.



proteinů)  a  552  nm  (excitační  maximum  fluorescenční  značky  TAMRA),  příslušné 

extinkční koeficienty pro různé vlnové délky a vypočtené koncentrace.

Tabulka 18: Přehled naměřených absorbancí při 280 nm a 552 nm.

MICA_Srt_TAMRA CLM_Srt_TAMRA
TAMRA volná

ředění 33×

TAMRA volná

ředění 100×

A280, celková 0,13 0,12 0,19 0,06

A280, protein 0,11 0,10 - -

A552 0,05 0,04 0,54 0,14

ε280 56295 73380 31500 31500

ε552 - - 90000 90000

cprotein, μM 2,01 1,45 - -

cTAMRA, μM 0,56 0,44 6 2

K hodnotě absorbance značeného proteinu při 280 nm přispívá hlavně protein, ale 

při  280 nm absorbuje  i  značka  TAMRA (viz  tabulka  18).  Proto  byl  nejdříve  vypočten 

příspěvek značky a ten byl pak odečten od celkové absorbance při  280 nm. Ze vzniklé 

hodnoty byla vypočtena koncentrace proteinu. Míra značení je pak vyjádřena jako poměr 

molární  koncentrace  fluorescenční  značky  vypočtené  z absorbance  při  552  ku  molární 

koncentraci  proteinu vypočtené z jeho absorbance při  280 nm (po odečtu příspěvku od 

samotné značky).

DOL (MICA_Srt_TAMRA) = 0,28

DOL (CLM_Srt_TAMRA) = 0,30

57



6 Diskuze

Ve své bakalářské práci jsem se věnovala přípravě expresních vektorů a produkci 

dvou  proteinových  konstruktů,  MICA-Srt  a  antiCD20_l_MICA-Srt.  S  využitím  těchto 

proteinů  jsem  následně  ověřila  ligační  aktivitu  bakteriální  transpeptidasy  sortasy  A.

Oba  proteinové  konstrukty  obsahují  ve  své  struktuře  ligand  pro  aktivační  NK 

buněčný receptor NKG2D, protein MICA, který se typicky vyskytuje na povrchu buněk 

jako signál poškození DNA nebo kvůli jiným příčinám vedoucím k maligní transformaci. 

Dále následuje sekvence z pěti aminokyselin LPETG, což je signální sekvence, kterou na 

cílovém proteinu rozpoznává sortasa A. Proteinový konstrukt antiCD20_l_MICA-Srt navíc 

na  začátku  obsahuje  antiCD20  nanoprotilátku,  cílící  na  CD20  receptor  na  povrchu 

leukemických B lymfocytů. Protilátka proti CD20 receptoru B lymfocytů rituximab je již 

úspěšně využívána při léčení non-Hodgkinových lymfomů.

Druhý proteinový konstrukt je tak vlastně bispecifický fúzní protein, přičemž jeho 

jedna část přitahuje pozornost NK buněk a přispívá k jejich aktivaci (ligand MICA) a druhá 

část cílí na příslušný komplementární receptor na povrchu maligně transformované buňky. 

Takový  fúzní  protein  má  potenciál  k využití  při  imunoterapeutickém přístupu  k  léčení 

rakoviny. A to tak, že by shromáždění bispecifických fúzních proteinů na jednom místě 

fungovalo  jako  jakýsi  maják  pro  cytotoxické  buňky  imunitního  systému  pomocí 

amplifikace  stresových  signálů  již  přítomných  na  tumorové  buňce.  Navíc  ne  všechny 

nádorové buňky mají  na svých površích přesně definované znaky upozorňující  imunitní 

systém na poškození a kvůli tomu jsou v těle těžko rozpoznatelné. V tomto případě by 

bispecifický protein tvořený podobnými součástmi (MICA a antiCD20) dovolil  buňkám 

imunitního systému odhalit nádorové buňky navzdory nepřítomnosti potřebných signálních 

molekul. 

Vložení  genů  pro  konstrukty  obou  kýžených  proteinů  do  vhodného  expresního 

plazmidu  bylo  provedeno  v  bakteriálním  systému.  Jelikož  se  ligand  MICA  za  jistých 

okolností vyskytuje v lidském organismu a ve své struktuře obsahuje několik disulfidických 

můstků  a  sedm  míst  N-glykosylace,  bakteriální  systém  není  k rekombinantní  produkci 

tohoto proteinu příliš vhodný. K expresi proteinových konstruktů byla proto využita lidská 

buněčná linie HEK293T, která dokáže poskytnout správnou glykosylaci i sbalení proteinů. 

Z  chromatogramů  lze  také  odvodit,  že  se  oba  proteinové  konstrukty  podařilo  získat  s 

relativně nízkým výtěžkem. V diplomové práci Denise Cmuta byly popsány výtěžky pro 

produkci proteinového konstruktu antiCD20_l_MICA. Výtěžek tohoto fúzního proteinu při 

produkčním  objemu  100  ml  činil  54  mg/l,  což  je  20×  vyšší  výtěžek  než  bylo 
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vyprodukováno proteinu antiCD20_l_MICA-Srt (výtěžek je uveden v tabulce 16 na stránce 

52) [81].

Připravené fúzní konstrukty byly využity k ověření transpeptidasové aktivity sortasy 

A. Jako druhý substrát byl využit peptid obsahující na začátku sekvenci tří glycinů a lysinu, 

který je modifikován tak, že nese fluorescenční značku TAMRA. Reakce byly provedeny v 

molárním poměru protein : enzym : GGGK-TAMRA rovném 1:1:5. K zobrazení výsledků 

reakcí byla využita elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v redukujícím a neredukujícím 

prostředí  (obrázek  20  a  21,  strana  54-55).  Na  obrázku  20b)  a  21b)  je  zachycena 

fluorescenční  odezva  poskytnutá  značkou  TAMRA.  Na  obou  obrázcích  v  drahách 

označených  jako  „reakce“  je  přítomen  proužek  v  oblasti  kolem 45  kDa  pro  konstrukt 

MICA-Srt, resp. 60 kDa pro konstrukt antiCD20_l_MICA-Srt, což prokazuje, že reakce 

proběhla  a  tyto  proteiny  díky  transpeptidasové  aktivitě  sortasy  A  nyní  nesou  značku 

TAMRA.  V případě  potřeby  by  šlo  značené  proteiny  z reakční  směsi  oddělit  s pomocí 

chelatační afinitní chromatografie, neboť jak sortasa A, tak případné nezreagované výchozí 

proteiny nesou histidinovou kotvu, zatímco proteiny se značkou TAMRA ji již postrádají, 

neboť od nich byla odštěpena v průběhu transpeptidasové reakce.

Po ověření, že ligační reakce proběhla úspěšně, byla kvantifikována účinnost této 

reakce.  Reakce  byly  provedeny  ve stejném  molárním  poměru  za  stejných  reakčních 

podmínek, ale s využitím většího množství výchozích proteinů. Složky reakční směsi byly 

následně rozděleny pomocí gelové permeační chromatografie. Na obrázku 22a) a 22b) na 

straně 56 jsou uvedeny chromatogramy zobrazující výsledky separace pro obě reakce. První 

pík  na  obou  chromatogramech  odpovídá  směsi  značeného  a  volného  proteinu.  Eluční 

objemy obou proteinových konstruktů odpovídají elučním objemům získaným během jejich 

purifikace (obrázek 16 a 17, strana 51). Druhý pík zřejmě odpovídá sortase A. Poslední pík 

odpovídá  volnému peptidu  se  značkou  TAMRA,  který  nebyl  navázán  na  protein  a  do 

reakce byl přidán v nadbytku. Z chromatogramů je také patrné, že reaktanty využité pro 

tuto ligační reakci se liší svou molekulovou hmotností natolik, aby došlo k jejich úplnému 

rozdělení pomocí gelové permeační chromatografie. 

U frakcí  obsahujících směs označených a volných proteinových konstruktů byla 

změřena absorbance při 280 nm (záření této vlnové délky absorbují primárně proteiny, ale 

k celkové  absorbanci  přispívá  i  značka  TAMRA) a  při  552  nm (při  této  vlnové  délce 

absorbuje pouze značka TAMRA). Vzhledem k tomu, že připravované proteiny obsahují 

ve své  struktuře  pouze  jednu  signální  sekvenci  LPETG,  mohou  být  sortasou  označeny 

pouze jednou značkou TAMRA. Z vypočtených hodnot DOL („degree of labelling“ – míra 

značení) uvedených na straně 57 je vidět, jak velká část proteinů byla označena během 

reakce.  Hodnota  DOL  pro  fúzní  protein  antiCD20_l_MICA-Srt  je  mírně  vyšší  oproti 
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hodnotě DOL pro MICA-Srt,  v obou případech však míra  značení  dosahuje  jen zhruba 

30 %. To sice pro transpeptidasovou reakci se sortasou A není nijak neobvyklý výsledek, 

přesto  jsme  i  na  základě  předchozí  práce  a  optimalizace  provedené  MSc.  Shivou 

Nejadebrahim očekávali vyšší účinnost reakce. Pro lepší výtěžek značeného proteinu by tak 

zřejmě  bylo  zapotřebí  použít  do  reakce  vyšší  množství  sortasy  či  ještě  vyšší  molární 

přebytek značeného peptidu, resp. akceptoru nesoucího na svém N-konci polyglycinovou 

sekvenci. Nicméně i tak je zřejmé, že připravené proteiny a sortasu bude možné využít pro 

přípravu rozličných konjugátů, ať již s dalšími proteiny nebo např. polymerním nosičem.
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7 Závěr 

 Podařilo se připravit expresní vektory pro proteinové konstrukty MICA-Srt a 

antiCD20_l_ MICA-Srt

 Proteinové konstrukty byly produkovány v lidské buněčné linii HEK293T a úspěšně 

purifikovány

 Ligační aktivita transpeptidasy sortasy A byla ověřena provedením reakce 

s využitím připravených fúzních proteinů a fluorescenčně značeného peptidu 

GGGK-TAMRA 

 Účinnost reakce pro oba proteiny dosáhla zhruba 30 %.
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