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Abstrakt 
 NK buňky (z angl. natural killer cells – „přirozené zabijácké“ buňky) jsou buňky 
nespecifické imunity a hrají důležitou roli v imunitní odpovědi organismu. Tyto buňky 
jsou schopny spouštět cytotoxické mechanismy při kontaktu s infikovanými, 
stresovanými či nádorovými buňkami. Spuštění mechanismů závisí na přítomnosti 
aktivačních a inhibičních ligandů na povrchu buněk. Na povrchu NK buněk jsou 
aktivační a inhibiční receptory, které po vazbě na příslušné ligandy vysílají signál NK 
buňce.  

 Jeden z aktivačních receptorů NK buněk je NKp46. Jedná se o receptor ze skupiny 
NCR (z angl. natural cytotoxicity receptor – receptory přirozené cytotoxicity). Tento 
receptor má mnoho ligandů a jedním z nich je adhesin Epa1 z kvasinky Candida 
glabrata. Tato práce se zaměřuje na přípravu plasmidů a produkci extracelulární části 
receptoru NK buněk NKp46 a jeho ligandu adhesinu Epa1. Interakce receptoru a jeho 
ligandu bude zkoumána později.  

 Plasmidy obsahující geny NKp46 a Epa1 byly úspěšně připraveny a ověřeny DNA 
sekvenací. Protein NKp46 byl produkován v eukaryotickém expresním systému 
buněčné linie HEK293S GnTI-. Byla připravena stabilně transfekovaná linie HEK293S 
GnTI- buněk a protein NKp46 byl následně extracelulárně sekretován a izolován 
z kultivačního média pomocí chelatační afinitní chromatografie a následně purifikován 
pomocí gelové permeační chromatografie. Protein Epa1 byl produkován v bakteriálním 
expresním systému Escherichia coli a následně izolován z buněčného lyzátu rovněž 
pomocí kombinace chelatační afinitní a gelové permeační chromatografie.  

 

Klíčová slova 
NKp46, Epa1, NK buňka, rekombinantní exprese, HEK293 
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Abstract 
 Natural killer cells (NK cells) are cells of innate immunity that play an essential role 
in the immune response of an organism. In contact with infected, stressed or tumour 
cells, the NK cells can trigger cytotoxic mechanisms. The initiation of mechanisms 
depends on the presence of activating or inhibitory ligands on the surface of the cells. 
On the surface of the NK cells, there are activating and inhibiting receptors that upon 
binding their respective ligands send a signal to the NK cell. One of the activating 
mechanisms is the decrease of expression in MHC gp I molecules on the surface of the 
infected cells. This molecule is a ligand of the inhibiting receptors.  

 One of the activating receptors of NK cells is NKp46. This receptor belongs to the 
natural cytotoxicity receptor (NCR) family. NKp46 has many ligands, one of them 
being the adhesin Epa1 of yeast Candida glabrata. This thesis aims at preparing 
plasmids and producing extracellular domains of the NKp46 receptor and its ligand 
adhesin Epa1.The interaction of NKp46 and its ligand Epa1 remains to be the subject of 
future research. 

 Plasmids containing NKp46 and Epa1 genes were successfully prepared and verified 
by DNA sequencing. The NKp46 protein was produced in eukaryotic expression system 
of HEK293S GnTI- cell line. A stably transfected HEK293S GnTI- cells had been 
prepared, and the NKp46 protein was then extracellularly secreted and isolated from 
cultivation medium using immobilized metal affinity chromatography and then purified 
using gel permeation chromatography. The Epa1 protein had been produced in the 
Escherichia coli bacterial expression system after which it was isolated from cell lysate 
similarly by the combination of immobilized metal affinity chromatography and gel 
permeation chromatography.  

 

Key words 
NKp46, Epa1, NK cell, recombinant expression, HEK293 
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Použité zkratky 
 

AA  akrylamid 

ADCC buněčně zprostředkovaná cytotoxicita závislá na protilátkách (z angl. 
antibody dependent  cellular cytotoxicity) 

APS peroxosíran amonný (z angl. ammonium persulfate) 

dH2O deionizovaná voda 

dNTPs deoxynukleotidtrifosfáty 

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 

Epa1 epiteliální adhesin z kvasinky Candida glabrata (z angl. epithelial adhesin) 

HA hemaglutinin 

HEK293 buněčná linie lidských embryonálních buněk ledvin (z angl. human 
embryonic kidney cells 293)  

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N`-2-ethansulfonová kyselina  

HMPV lidský metapneumovirus 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (z angl. high-performance liquid 
chromatography) 

IFNγ interferon γ 

IPTG isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid 

ITAM imunoreceptorový aktivační motiv na bázi tyrosinu  

MHC gp glykoprotein hlavní histokompatibilního komplexu (z angl. major 
histocompatibility complex glycoprotein) 

NCR receptory přirozené cytotoxicity (z angl. natural cytotoxicity receptor) 

NK přirozený zabíječ (z angl. natural killer) 

NKp30 receptor NK buněk o velikosti 30 kDa (z angl. natural killer protein 30 kDa) 

NKp44 receptor NK buněk o velikosti 44 kDa (z angl. natural killer protein 44 kDa) 

NKp46 receptor NK buněk o velikosti 46 kDa (z angl. natural killer protein 46 kDa) 

PCR polymerasová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction) 

PMSF fenylmethan sulfonylfluorid (z angl. phenylmethane sulfonyl fluoride) 

SDS  dodecylsulfát sodný (z angl. sodium dodecylsulfate) 
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1. Úvod 
 Imunitní odpověď organismu je tvořena specifickými a nespecifickými mechanismy. 
Specifické mechanismy jsou založeny na specifické odpovědi proti cizorodé látce. Tyto 
mechanismy se v organismu tvoří celý život, každé setkání imunity s infekčním 
onemocněním dává možnost uložení odpovědi do imunologické paměti. Druhý 
mechanismem imunitní odpovědi jsou nespecifické mechanismy, které se v organismu 
vyskytují již od narození. Mezi nespecifické mechanismy kromě mnoha dalších patří 
NK buňky (z angl. natural killer cells – „přirozené zabijácké“ buňky). Tyto buňky jsou 
schopny spustit cytotoxický mechanismus na základě styku s cílovou buňkou. Na každé 
buňce se vyskytují molekuly, které mohou sloužit jako ligandy receptorů NK buněk. Na 
povrchu NK buněk se vyskytují aktivační a inhibiční receptory, tyto receptory interagují 
s ligandy na povrchu ostatních buněk. Pokud je buňka infikovaná, ve stresu či nádorová, 
její povrchové molekuly nebo jejich množství se změní. Tyto změny mezi zdravými 
a pozměněnými buňkami umí NK buňka zaregistrovat. Studium interakcí receptorů NK 
buněk s jejich ligandy je důležité pro imunoterapii.  

 Tato práce se zaměřuje na přípravu plasmidové DNA a produkci dvou proteinů. 
Prvním proteinem je aktivační receptor NKp46 ze skupiny NCR (z angl. natural 
cytotoxicity receptor – receptory přirozené cytotoxicity), kam patří také další dva 
receptory NKp30 a NKp44. Receptor NKp46 má mnoho popsaných ligandů, jedním 
z nich je adhesin Epa1 z kvasinky Candida glabrata, která je druhým nejběžnějším 
kvasinkovým patogenem na světě a je častým původcem invazivních kandidóz. Proteiny 
zodpovědné za zprostředkování adhesních interakcí C. glabrata s buňkou jsou adhesiny. 
Druhým produkovaným proteinem v rámci této práce je právě tento adhesin, Epa1.   
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2. Cíle práce 
 

• Příprava expresních vektorů umožňujících expresi extracelulární domény 
receptoru NKp46 a proteinu Epa1 
 

• Produkce proteinu Epa1 v bakteriálním expresním systému E. coli 
 

• Produkce proteinu NKp46 v expresním systému HEK293 
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3. Přehled problematiky 

3.1. Imunitní systém 
 Imunitní systém je souhrn mechanismů, které zajišťují integritu organismu 
rozpoznáváním škodlivých látek od neškodlivých. Škodliviny mohou být vnitřního 
i vnějšího původu. Hlavními funkcemi imunitního systému je obranyschopnost, 
autotolerance a imunitní dohled. Látky, které imunitní systém rozeznává, se nazývají 
antigeny. Antigeny mohou být z vnějšího prostředí (exoantigeny), jedná se většinou 
o infekční mikroorganismy, jejich produkty nebo antigeny tělu vlastní (autoantigeny), 
například odumřelé buňky. Imunitní mechanismy se dělí na dvě základní skupiny: 
nespecifické (neadaptivní) a antigenně specifické (adaptivní) 1. Organismus má kromě 
imunitní obrany také neimunitní obranu, která je tvořena mechanickými, chemickými 
a mikrobiálními částmi (nepatogenní flóra) 2.  

3.1.1. Nespecifické imunitní mechanismy 
 Nespecifické mechanismy jsou vrozené a jsou tvořeny molekulami a buňkami, které 
se v průběhu života obnovují. Nespecifické mechanismy jsou tvořeny buněčnými 
a humorálními složkami. Mezi buněčné složky patří fagocytující buňky a NK buňky 
(z angl. natural killer cells - ,,přirozené zabijácké buňky“). Humorální složka je tvořena 
interferony, lektiny a jinými sérovými proteiny. Na rozdíl od specifické imunity nemá 
nespecifická imunita imunologickou paměť 1. 

3.1.2. Specifické imunitní mechanismy 
 Odpovědi specifické imunity trvají okolo 4-5 dnů, oproti nespecifické imunitě jsou 
pomalejší, ale jejich účinek je přizpůsoben povaze antigenu. Specifické mechanismy 
reagují specificky proti cizorodé látce. Tyto mechanismy jsou adaptivní, jsou získávané 
během celého života. Každé setkání specifické imunity s konkrétním infekčním 
onemocněním dává imunitě možnost uložení odpovědi na tento antigen do 
imunologické paměti. Díky imunologické paměti můžeme využívat vakcinaci. 
Mechanismy specifické imunity jsou také humorální a buněčné. Humorální jsou 
zprostředkovány pomocí protilátek a buněčné pomocí T a B lymfocytů 2. 

3.2. Přirozeně zabijácké buňky 
 NK buňky (z angl. natural killer cells - ,,přirozené zabijácké buňky“) jsou velké 
granulární lymfocyty. Tvoří 10-15 % všech lymfocytů. Dalšími typy granulárních 
lymfocytů jsou T a B lymfocyty, které mají oproti NK buňkám antigenně specifické 
receptory. NK buňky jsou součástí nespecifické imunity, patří mezi její buněčné 
mechanismy 1,2. NK buňky byly popsány v polovině 70. let minulého století, jako 
důležitá součást imunitní odpovědi proti virovým a nádorovým onemocněním 3. 
Vznikají diferenciací hematopoetických kmenových buněk v kostní dřeni. V organismu 
putují různými tkáněmi, včetně sekundárních lymfatických orgánů. Výzkum myších NK 
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buněk a jejich cytotoxických mechanismů in vitro poskytuje neocenitelný zdroj při 
pochopení a popisování mechanismů NK buněk in vivo 4.  

3.2.1. Mechanismus aktivace 
 K rozlišení mezi zdravými a abnormálními buňkami slouží NK buňkám povrchové 
receptory (NK receptory). Tyto receptory jsou ukotvené v membráně a vážou se na 
ligandy, které se nacházejí na cílových buňkách 1. NK receptory se dělí na dvě skupiny: 
aktivační a inhibiční. Aktivace cytotoxických mechanismů je kontrolována rovnováhou 
inhibičních a aktivačních signálů 5. Důležitou roli v toleranci buňky NK buňkou je 
převaha inhibičních signálů (viz Obr. 1, str. 13). Každá zdravá buňka má na svém 
povrchu MHC glykoproteiny I. třídy (z angl. major histocompatibility complex 
glycoprotein, dále MHC gp I. třídy) 1,4. MHC gp I. je ligandem inhibičních receptorů. 
Základní funkcí MHC gp I. třídy je navázání peptidového fragmentu produkovaného 
buňkou a jeho vystavení na povrchu buňky. Pokud má buňka na svém povrchu 
vystavený peptidový fragment, je rozpoznatelná pro Tc lymfocyty (cytotoxické 
T lymfocyty). Charakteristickým povrchovým znakem Tc lymfocytů je receptor je 
CD8 6.  

 V případě, že se na povrchu buňky sníží množství MHC gp I. třídy, dojde k narušení 
rovnováhy aktivačních a inhibičních signálů a dojde k aktivaci cytotoxických 
mechanismů NK buněk (viz Obr. 1, str. 13). Tento stav je nazýván ,,missing-self“. 
K absenci MHC gp I. třídy dochází u nádorových buněk či buněk infikovaných 
některými viry. Toto snížení slouží k obraně především před Tc lymfocyty. Cytotoxické 
mechanismy jsou spuštěny také v případě převahy aktivačních ligandů na povrchu 
buňky. Zvýšená exprese těchto proteinu probíhá v důsledku buněčného stresu 
infikované nebo nádorové buňky. Aktivační signály převáží inhibiční a spustí se 
cytotoxický mechanismus nazývaný „stress induced-self“. 
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Obr. 1: Aktivace NK buňky interakcí aktivačních a inhibiční receptorů s ligandy 7.   

A) Nedochází k aktivaci, zdravá buňka má na svém povrchu dostatek MHC gp I. třídy a nemá 
nadbytek aktivačních ligandů. NK buňka zdravou buňku toleruje.  

B) NK buňka spouští cytotoxickou odpověď, nádorová buňka nemá na své povrchu MHC gp 
I. třídy – missing-self mechanismus.  

C) NK buňka spouští cytotoxickou odpověď, na povrchu nádorové buňky je více aktivačních 
ligandů - stress induced-self mechanismus 

 

3.2.2. Význam NK buněk 
 NK buňky se primárně nacházejí v periferním krevním řečišti, kostní dřeni a slezině. 
Dále se nacházejí také v lymfatických uzlinách a dalších orgánech například v játrech, 
plicích, slinivce břišní či děloze. V místech zánětu tvoři první obrannou linii 8. Dále NK 
buňky v organismu reagují na zánětlivé signály v počáteční fázi virové infekce, což 
vede k proliferaci, tvorbě cytokinů a cytolytické aktivitě, která může snížit zátěž 
organismu způsobenou virem 9.  

 NK buňky často interagují s jinými leukocyty a tím mohou mít dlouhodobé účinky 
na počet a kvalitu paměťových T lymfocytů 2,9. Schopnost NK buněk ovlivňovat 
odpovědi T lymfocytu je zprostředkována přímými a nepřímými interakcemi. Přímé 
jsou zprostředkovány produkcí cytokinů. Aktivované NK buňky produkují širokou 
škálu cytokinů a chemokinů. Jeden z cytokinů je IFN-γ, který hraje důležitou roli při 
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potlačení výskytu viru v počáteční fázi infekce 10. Nepřímé interakce jsou reciproční 
interakce s dendritickými buňkami, makrofágy, T lymfocyty a endotelovými 
buňkami 11. 

 Specifická skupina NK buněk se vyskytuje v děloze během prvního trimestru 
těhotenství. NK buňky zaujímají v děloze 50-90 % ze všech lymfoidních buněk. NK 
buňky vylučují IL-8, vaskulární endoteliální růstový faktor, faktor 1 odvozený od 
stromálních buněk a protein 10 indukovaný IFN-γ. Tyto látky pomáhají remodelaci 
a budování tkání plodu. NK buňky v placentě nevykazují cytotoxickou aktivitu, ale 
pomáhají imunotoleranci matky k plodu 12.  

3.3. Receptory NK buněk 
 Receptory NK buněk se dělí na 2 skupiny – aktivační a inhibiční. Aktivační 
receptory rozeznávají mnoho ligandů a pro některé z nich nejsou stále známy ligandy. 
Takovými ligandy mohou být například virové proteiny, které se nacházejí na povrchu 
infikovaných buněk. Aktivační receptory poskytují NK buňkám signály, díky kterým 
aktivuje NK buňky cytotoxické mechanismy. Aktivační receptory mají jiné signalizační 
motivy v intracelulárních částech oproti inhibičním. Fungují na základě asociace 
s proteinkinázami 10. Inhibiční aktivita funguje na základě asociace s cytoplazmatickými 
fosfatázami, které ruší signalizační dráhy zahájené aktivačními receptory.  

 Podle molekulární struktury lze receptory NK buněk dělit na imunoglobulinové 
receptory a receptory podobné C-lektinům.  Obě skupiny obsahují inhibiční i aktivační 
receptory (viz Tab. 1, str. 15). 
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Tab. 1: Přehled receptorů na základě jejich struktury 10,13. Molekulární struktura neurčuje 
aktivitu. Oba strukturní typy mohou mít aktivační i inhibiční aktivitu. Ke každému NK 
receptoru jsou uvedeny příklady jejich ligandů. HA (hemaglutinin), HN (neuraminidása). 

Imunoglobulinové receptory 

Zástupci Příklad ligandů Aktivita 

CD16 IgG Aktivační 

ILT2 (CD85) HLA-A,B,C,G, UL18 Inhibiční 

KIR2DS1 HLA-C2 Aktivační 

KIR2DL2,3, KIR3DL2 HLA-C1, HLA-A Inhibiční 

NKp30 
virový HA 

B7H6, BAT3 

Inhibiční 

Aktivační 

NKp44 
virový HA 

PCNA 

Aktivační 

Inhibiční 

NKp46 
virový HA a HN, heparin, 
vimentin, Epa1 

Aktivační 

   

Receptory strukturně podobné C-lektinům 

Zástupci Příklad ligandů Aktivita 

CD94/NKG2C, 
CD94/NKG2E 

HLA-E Aktivační 

Ly49, Ly49D,H, 
CD94/NKG2A 

HLA-E Inhibiční 

NKG2D MICA, MICB Aktivační 

 

3.3.1. Receptory přirozené cytotoxicity 
 Receptory přirozené cytotoxicity (NCR, z angl. natural cytotoxicity receptor) je 
skupina 3 membránových receptorů NK buněk. Skupina obsahuje NKp30 (také NCR3, 
CD337), NKp44 (také NCR2, CD336) a NKp46 (také NCR1, CD335). NCR patří do 
skupiny imunoglobulinových receptorů a byly popsány v 90. letech 20. století. 
Receptory jsou popsány jako lidské NK receptory, receptor NKp46 je navíc přítomen 
i u dalších savců. Všechny receptory jsou aktivačními, nicméně NKp30 a NKp44 
můžou být i inhibičními (viz Tab. 1, str. 15). I přesto, že patří do stejné skupiny, každý 
receptor se liší svou aminokyselinovou sekvencí a také svou strukturou. Všechny NCR 
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receptory jsou transmembránové proteiny, které mají jednu (NKp30 a NKp44) nebo dvě 
(NKp46) extracelulární imunoglobulinové domény, jak ukazuje schéma (viz Obr. 2, 
str. 16) 13. NKp46 a NKp30 se vyskytují na všech NK buňkách v organismu, ale 
receptor NKp44 se vyskytuje pouze na aktivovaných NK buňkách 14. 

 NCR receptory jsou schopny rozeznávat široké spektrum ligandů, například virové, 
parazitické, bakteriální nebo buněčné 13. Prvními popsanými ligandy NCR receptorů 
byly virové proteiny. Prvními popsanými ligandy byly hemaglutinin (HA) 
a neuraminidása (HN), které jsou ligandy pro NKp46 a NKp44. Hemaglutinin 
a neuraminidása se vyskytují na povrchu virů, například chřipky 15. NCR receptory jsou 
schopny vázat všechny druhy HA a HN, například viru Sendai, viru Newcastleské 
choroby či viru kravských neštovic. Interakce HA a NKp30 nevede k aktivaci NK 
buněk. Mezi buněčné ligandy patří například B7-H6, PCNA vyskytující se na 
nádorových buňkách nebo heparin. Bakteriálními ligandy jsou zatím neznámé ligandy 
bakterie Fusobacterium nucleatum a proteiny buněčných stěn mykobakterií. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 2: Schéma receptoru NKp46 13. Receptor NKp46 má dvě extracelulární domény pro 
vazbu ligandu. V transmembránové části má kladně nabitou aminokyselinu arginin, která 
interaguje s adaptorovými molekulami obsahujícími aktivační sekvenci  ITAM. Tyto molekuly 
přenášejí aktivační signál do NK buněk. 
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3.3.2. Receptor přirozené cytotoxicity NKp46 
 NKp46 (také nazýván NCR1 nebo CD335) je jeden z NCR receptorů. Tento receptor 
byl popsán jako první ze skupiny NCR. Jako jediný z NCR se vyskytuje u lidí, myší 
(NCR1 analog) a dalších savců. Díky přítomnosti u myší je hojně využíván při studiu 
in vivo. Bylo popsáno, že myši, které nemají receptor NCR1, jsou náchylnější 
k onemocnění chřipkou 16.  

 Ligandy receptoru NKp46 jsou HA, HN, pFEMP1 z Plasmodium falciparum, 
neznámý ligand z  Fusobacterium nucleatum a adhesiny z Candida glabrata. Receptor 
NKp46 také váže intracelulární vláknitý cytoskeletální protein vimentin, který je 
exprimován na povrchu monocytů infikovaných Mycobacterium tuberculosis 17. Tato 
bakterie způsobuje většinu případů tuberkulózy. Bylo prokázáno, že receptor NKp46 
a myší analog NCR1 rozpoznávají neznámý ligand, který se nachází na buňce 
infikované lidským metapneumovirem (HMPV, z angl. human metapneumovirus). 
Virus HMPV, který byl objeven v roce 2001, způsobuje akutní infekce respiračního 
traktu u dětí po celém světě 18.  

 Lidský i myší receptor NKp46 (NCR1) usnadňují sekreci IFN-γ z intratumorálních 
NK buněk. Díky této zprostředkované sekreci IFN-γ dochází k zvýšení tvorby 
extracelulárního proteinu fibronektinu 1 (FN1) v nádorech. Tato zvýšená tvorba FN1 
vede ke změně stavby primárního nádoru a díky tomu se snižuje tvorba metastáz 19.  

3.3.2.1. Struktura NKp46 
 Receptor NKp46 je glykoprotein o velikosti 46 kDa. Patří mezi imunoglobulinové 
receptory. Gen proteinu NKp46 se nachází na lidském chromosomu 19q13.42. V tomto 
místě jsou zakódované geny pro KIR a LIR receptory 20. Extracelulární část je tvořena 
2 imunoglobulinovými doménami, D1 a D2, které jsou spojeny pomocí kloubové části 
(tvořené peptidovým řetězcem), která je velmi flexibilní. Domény jsou upořádány do 
konformace písmene V a svírají úhel 85°. Domény jsou tvořeny β skládanými listy, 
které jsou antiparalelní. V obou doménách se vyskytují krátké úseky mezi β skládanými 
listy ve formě α helixů (viz Obr. 3, str. 18). Domény navzájem obsahují pouze 22 % 
stejných aminokyselinových sekvencí. I přes to jsou si obě domény velmi podobné. 
V cytoplasmatické části chybí tyrozinové signalizační motivy, ale obsahuje kladně 
nabitou aminokyselinu arginin, která se podílí na stabilizaci pomocí asociace s řetězcem 
CD3ζ a FcεRIγ 20. 
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3.5. Interakce NKp46 s Epa1 
 Epa1, Epa6 a Epa7 jsou adhesiny a mají tedy významnou vazbu ke glykanům. 
Vazebná interakce NKp46 a hemaglutininového proteinu závisí na sialylované 
O-glykosylaci na NKp46. V C. glabrata adhesiny vázající glykany zprostředkovávají 
připojení buňky k hostitelské buňce. Ve studii z roku 2016 použili pro testování 
612 glykanových struktur. Jeden z testovaných glykanů – Neu5Acα2-6-(Galβ1-3)-
GalNAc byl velmi podobný glykosylaci na NKp46. Nejsilnější vazbu měl protein Epa1. 
Potvrzení proteinů EPA jako ligandů NKp46 bylo provedeno in vivo pomocí delece 
genů pro Epa1, Epa6 a Epa7 v C. glabrata. Delece těchto proteinů vedla ke ztrátě vazby 
NKp46 na C. glabrata. Myši, kterým chyběl NCR1 receptor, nebyly schopny bojovat se 
systémovou infekcí C. glabrata 29. 

3.6. Imunoterapie 
 Léčebné metody imunoterapie využívají obranné mechanismy imunitního systému. 
Imunoterapie se dělí na aktivní a pasivní. Aktivní imunoterapie funguje na základě 
podávání upravených antigenních produktů nádorů. Přítomnost těchto látek nastartuje 
protinádorovou reakci imunitního systému. Pasivní imunoterapie spočívá v aplikaci 
hotových protilátek nebo aktivovaných bílých krvinek do organismu.  

 Překážkou aktivní imunoterapie je velká podobnost nádorových buněk zdravým 
buňkám, tudíž odpověď imunitního systému nemusí být nastartována 30. Reakce 
imunitního systému na nádorové buňky je dána přítomností nádorově specifických 
povrchových antigenů. Tyto antigeny se dělí na 2 skupiny: TSA (z angl. 
tumour-specific antigen - antigeny specifické pro nádory) a TAA (z angl. tumour-
associated antigen - antigeny asociované s nádory). Do skupiny TSA patří povrchové 
proteiny, které se na normálních zdravých buňkách nevyskytují, například komplexy 
MHC gp I. třídy s abnormálními fragmenty buněčných proteinů nebo s fragmenty 
proteinů onkogenních virů. Do skupiny TAA patří povrchové proteiny, které se 
nacházejí i na zdravých buňkách, odlišností je jich množství či exprese v jiném místě. 
Tyto antigeny mohou sloužit k diagnostickým účelům. Do této skupiny patří například 
onkofetální antigeny. Tyto antigeny jsou přítomny na embryonálních buňkách, ale 
v postnatálním období mizí, ale na některých nádorových buňkách se znovu objevují. 
Příkladem je antigen HER 2/neu, který se v malém množství vyskytuje na zdravých 
epiteliálních buňkách, ale na karcinomech prsních žláz je přítomen ve velkém 
množství 1.  

3.6.1. Buněčná imunoterapie 
 Jednou z metod imunoterapie založené na buněčně zprostředkovaných 
mechanismech je adoptivní buněčná terapie. Je to forma imunoterapie, při které dojde 
k odebrání a izolaci T lymfocytů z lymfatických uzlin nebo nádorové tkáně. Odebrané 
T lymfocyty se namnoží ex vivo, případně se upraví a poté se vrací pacientovi v podobě 
nitrožilní infuze 1,31.  
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 Dalším typem imunoterapie je vakcinace. Cílem vakcinace je aktivace T lymfocytů 
proti nádorovým antigenům. Účinná imunoterapie vyžaduje použití vhodných cílových 
antigenů, optimalizaci interakce buňkou prezentující antigen a T lymfocyty. Bylo 
zjištěno, že vakcinace je méně účinná proti onemocněním, které mají lépe rozvinutou 
strategii obrany proti imunitnímu systému hostitele. Nicméně byly vyvinuty vakcíny 
proti lidským papilomavirům způsobujícím rakovinu děložního čípku či Epstein-
Barrově viru, který způsobuje Burkittův lymfom nebo Hodgkinovu chorobu. Dalším je 
T-buněčný lymfotropní virus 1 způsobující leukémii T lymfocytů a lymfomy 32.   

 Nová forma imunoterapie je terapie pomocí onkolytických virů (z angl. oncolytic 
virus therapy - OV imunoterapie). Tato metoda využívá vlastnost některých 
nepatogenních nebo mírně patogenních virů lyzovat nádorové buňky. Mezi tyto viry 
patří například ptačí Newcastle virus nebo virus spalniček. Po aplikaci viru do 
organismu, se virus replikuje uvnitř nádorových buněk a zničí je. Výhoda této metody je 
velká specifita k nádorovým buňkám. Nevýhoda spočívá v rychlé odpovědi imunitního 
systému na přítomnost viru. Často je vir zničen ještě před průnikem do nádorové buňky. 
Toto je možné obejít přímou aplikací viru do nádorové tkáně nebo jsou do genomu viru 
vneseny geny pro faktor indukovaný hypoxií. Tyto viry se aktivují pouze v hypoxickém 
prostředí uvnitř solidního nádoru 1,33.  

3.6.2. NK buňky v imunoterapii 
 Během vývoje NK buněk v kostní dřeni prochází NK buňka několika stádii. Během 
dozrávání se NK buňky rozdělí do dvou skupin: CD56bright a CD56dim. CD56 bright jsou 
nezralé NK buňky, které později produkují IFNγ. CD56dim jsou zralé NK buňky 
a později hrají důležitou roli v cytotoxicitě. NK buňky jsou poté distribuovány po celém 
těle 34. Aktivace NK buněk je přísně regulovaný proces. Na rozdíl od T lymfocytů 
NK buňky rychle uvolňují zánětlivé cytokiny a zabíjejí bez předchozí imunizace. Každá 
zdravá buňka exprimuje na svém povrchu molekuly HLA třídy I. (z angl. human 
leukocyte antigene). Tyto proteiny jsou ligandy inhibičních receptorů na NK buňkách 
např. KIR nebo CD94/NKG2A. Nádorovým buňkám se změní povrchové znaky. 
Některé nádorové buňky ztratí schopnost exprimovat na svém povrchu HLA třídy I. 
a v důsledku stresu se na povrchu začnou exprimovat jiné proteiny. V případě ztráty 
HLA třídy I. na povrchu nemají inhibiční receptory NK buněk ligandy pro své inhibiční 
receptory, převáží aktivační signál a buňka je NK buňkou zabita. V případě přítomnosti 
jiných proteinů na povrchu nádorové buňky se mohou tyto proteiny spárovat 
s aktivačními receptory. Na povrchu maligních buněk se vyskytují proteiny A/B 
příbuzné MHC třídy I (MICA, MICB), proteiny vázající UL16 (ULBPs). Oba tyto 
ligandy váže aktivační receptor NKG2D. Dále se mohou na povrhu nádorových buněk 
vyskytovat B7-H6 a BAT3 (transkript 3 asociovaný s HLA-B), tyto ligandy váže 
receptor NKp30. Maligní buňky nevystavují na svém povrchu pouze ligandy pro 
aktivační receptory. Jejich ochranou před imunitní odpovědí NK buněk je produkce 
inhibičních ligandů na svém povrchu. Těmito ligandy mohou být například PD-1 nebo 
Gal-9 35.  
  

21 

 



 

 
Aktivované NK buňky mohou zabít cílovou buňku pomocí dvou mechanismů: přímou 
cytotoxicitou a buněčně zprostředkovanou cytotoxicitou. Přímá cytotoxicita probíhá 
pomocí sekrečních lysozomů – perforiny a granzymy. Perforiny perforují membránu 
cílové buňky a granzymy indukují apoptosu. ADCC (z angl. antibody dependent 
cellular cytotoxicity - buněčně zprostředkovaná cytotoxicita závislá na protilátkách) je 
druhým typem cytotoxicity a je závislá na protilátkách. Fc oblast na imunoglobulinu G 
(IgG) je ligandem pro receptor CD16 na NK buňkách 36. NK buňky hrají klíčovou roli 
v první linii imunitní odpovědi organismu. Díky tomu se imunoterapie zaměřuje právě 
na ně. Imunoterapie má několik přístupů, jak pracovat s NK buňkami, například využít 
cytokiny, protilátky a adoptivní přenos NK buněk, aktivaci, zvýšení počtu a cílení NK 
buněk na poškozené buňky. 

 Cytokiny podporují proliferaci a funkci NK buněk. Jedna z možností aktivace NK 
buněk je přímá aplikace cytokinů do organismu, tím se zvýší počet cytokinů 
v organismu a NK buňky jsou aktivované přímo in vivo. Druhou možností je inkubace 
NK buněk in vitro v přítomnosti cytokinů, tím dojde k expanzi a aktivaci NK buněk 
a tyto buňky jsou následně vráceny do organismu.  

 Imunoterapie pomocí protilátek se zaměřuje na cílení NK buněk na cílovou buňku. 
V klinických studiích se testují monoklonální protilátky například anti-CD20, anti-GD2, 
anti-Her2 nebo anti-EGFR. Dále se testují bispecifické nebo trispecifické protilátky, 
například BiTE nebo TriTE. Tyto protilátky jsou schopné vázat více různých antigenů 
na cílové buňce 37.  

 NK buňky mohou být získány z periferních krevních mononukleárních buněk. 
Získané NK buňky lze dále použít podle záměru imunoterapie – separaci, expanzi nebo 
aktivaci NK buněk. NK buňky lze izolovat s vysokým stupněm čistoty v klinických 
podmínkách v přítomnosti anti-CD3+ protilátek, které jsou spojeny s magnetickými 
kuličkami. Cílem je odstranění CD3+ buněk (T lymfocytů) a obohacení CD56+ buněk 
(NK buněk) 38. Dalším krokem je namnožení NK buněk, k němu musí být NK buňky 
stimulovány pomocí přídavku interleukinu 2 (IL-2) 39. Jiné metody spočívají v kontaktu 
NK buněk s transformovanými lymfoblastoidními buňkami 40. Dalším typem regulace 
NK buněk je blokace inhibičních signálů, které jsou zprostředkovány pomocí KIR 
receptorů. Monoklonální protilátka 1-7F9 se naváže na receptory KIR a tím zabrání 
tvorbě inhibičních signálů 41. 
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4. Výsledky  

4.1. Příprava plasmidů obsahující geny pro proteiny NKp46 
a Epa1 

 Cílem práce byla příprava a exprese extracelulární části proteinu NKp46 a jeho 
ligandu Epa1. Na Obr. 5 str. 23 a Obr. 6 str. 24 jsou uvedeny sekvence genů a sekvence 
aminokyselin těchto proteinů. Pro přípravu expresních plasmidů obsahujících příslušné 
geny bylo potřeba určit délku proteinů, které budou vhodné pro expresi a pozdější 
studium interakce těchto proteinů. NK receptor NKp46 obsahuje extracelulární doménu, 
která je zodpovědná za interakci s ligandem, proto stačilo navrhnout konstrukt 
zahrnující tuto extracelulární část, a ne celý protein. Expresní konstrukt NKp46 je 
uveden na Obr. 7, str. 25. Pro expresní konstrukt proteinů Epa1 byl vybrán úsek podle 
publikované práce, ve které se podařilo tuto část proteinu Epa1 připravit 
a vykrystalizovat 26. Expresní konstrukt Epa1 je uveden na Obr. 8, str. 25. Oba 
konstrukty byly navrženy tak, aby na svém C-konci nesly histidinovou kotvu. Výsledná 
velikost proteinů byla vypočítána pomocí online kalkulátoru ProtParam 42. Protein 
NKp46 produkovaný v této práci má teoretickou molární hmotnost 23266,48 Da (bez 
posttranslačních modifikací) a protein Epa1 má teoretickou molární hmotnost 
28189,30 Da. 

 
 
ATGAGCAGCACCCTGCCGGCGCTGCTGTGCGTGGGCCTGTGCCTGAGCCAGCGCATTAGCGCGCAGCAGCAGACCCTG
CCGAAACCGTTTATTTGGGCGGAACCGCATTTTATGGTGCCGAAAGAAAAACAGGTGACCATTTGCTGCCAGGGCAAC
TATGGCGCGGTGGAATATCAGCTGCATTTTGAAGGCAGCCTGTTTGCGGTGGATCGCCCGAAACCGCCGGAACGCATT
AACAAAGTGAAATTTTATATTCCGGATATGAACAGCCGCATGGCGGGCCAGTATAGCTGCATTTATCGCGTGGGCGAA
CTGTGGAGCGAACCGAGCAACCTGCTGGATCTGGTGGTGACCGAAATGTATGATACCCCGACCCTGAGCGTGCATCCG
GGCCCGGAAGTGATTAGCGGCGAAAAAGTGACCTTTTATTGCCGCCTGGATACCGCGACCAGCATGTTTCTGCTGCTG
AAAGAAGGCCGCAGCAGCCATGTGCAGCGCGGCTATGGCAAAGTGCAGGCGGAATTTCCGCTGGGCCCGGTGACCACC
GCGCATCGCGGCACCTATCGCTGCTTTGGCAGCTATAACAACCATGCGTGGAGCTTTCCGAGCGAACCGGTGAAACTG
CTGGTGACCGGCGATATTGAAAACACCAGCCTGGCGCCGGAAGATCCGACCTTTCCGGCGGATACCTGGGGCACCTAT
CTGCTGACCACCGAAACCGGCCTGCAGAAAGATCATGCGCTGTGGGATCATACCGCGCAGAACCTGCTGCGCATGGGC
CTGGCGTTTCTGGTGCTGGTGGCGCTGGTGTGGTTTCTGGTGGAAGATTGGCTGAGCCGCAAACGCACCCGCGAACGC
GCGAGCCGCGCGAGCACCTGGGAAGGCCGCCGCCGCCTGAACACCCAGACCC 

MSSTLPALLCVGLCLSQRISAQQQTLPKPFIWAEPHFMVPKEKQVTICCQGNYGAVEYQLHFEGSLFAVDRPKPPERI
NKVKFYIPDMNSRMAGQYSCIYRVGELWSEPSNLLDLVVTEMYDTPTLSVHPGPEVISGEKVTFYCRLDTATSMFLLL
KEGRSSHVQRGYGKVQAEFPLGPVTTAHRGTYRCFGSYNNHAWSFPSEPVKLLVTGDIENTSLAPEDPTFPADTWGTY
LLTTETGLQKDHALWDHTAQNLLRMGLAFLVLVALVWFLVEDWLSRKRTRERASRASTWEGRRRLNTQTL 

Obr. 5: Sekvence receptoru NKp46. První je uvedena sekvence nukleotidů kódující gen 
NKp46. Druhá je uvedena sekvence aminokyselin receptoru. Zeleným písmem je zvýrazněn 
signální peptid, černým písmem je zvýrazněna extracelulární část proteinu, červeným písmem 
je vyznačena transmembránová část a modrým písmem cytoplazmatická část. Žlutě 
podbarvené aminokyseliny značí začátek a konec navrženého expresního konstruktu.  
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ATGATTTTGAATCCAGCTTTGTTTTTGAATAAATGTGTTTGTATTTATACTACTTTGATTTTGTTGTTGTTGACTAAT
GGTGGTTATGCTACTTCATCAAATGATATTTCATTGGCTTCAAAAGATCCAACTACTTTTCCATTGGGTTGTTCACCA
GATATTACTACTCCAAAAAAAGGTTTGTCAATGGAATTGTATTCATATGATTTTAGAAAAAAAGGTTCATATCCATGT
TGGGATGCTGCTTATTTGGATCCAAATTATCCAAGAACTGGTTATAAATCACATAGATTGTTGGCTAAAGTTGATGGT
GTTACTGGTAATATTAATTTTTATTATCATGCTACTAAAGGTTGTACTCCACAATTGGGTCATTTGCCAGCTTCATAT
AATTATCCAAAACCATTGACTATGACTAATTTTACTATGTTGTTGTATGGTTATTTTAGACCAAAAGTTACTGGTTTT
CATACTTTTACTATTTCAGCTGATGATTTGTTGTTTGTTAATTTTGGTGCTGGTAATGCTTTTGATTGTTGTAGAAGA
GATTCATCAGCTGATCATTTTGGTAATTATCAAGCTTATGCTATTTGGGGTTCAAAAACTGCTAAAGATGAATTGACT
GTTCATTTGGATGCTGGTGTTTATTATCCAATTAGATTGTTTTATAATAATAGAGAATATGATGGTGCTTTGTCATTT
ACTTTTAAAACTGAATCAAATGAAAATACTGTTTCAGATTTTTCAGAATATTTTTTTTCATTGGATGATACTGAAGAA
GGTTGTCCAGGTTTGATTTCATATGATTCATCATGTGCTTCAGTTAAAACTTCAAAAATTATTGGTATTGATTATCAT
ACTGAAACTCCAAATGAAAATTTGGTTCCAATTACTAAAACTATTTATCATTTGGGTATTCCATGTACTGGTACTACT
ACTACTCCATTGTGTGGTTCAGGTTTTTATGATCCATTGGCTAATAAATGTGTTACTATTAATACTTCATCAACTTCA
TCAGTTACTAAAACTACTTCACATACTACTTCAAAAGAAGTTTCATTTCATTCATCAATTTCATCACAAAAAACTTTG
ATTCCAAAATCAATTCCATCACCATATGGTCCAATTAAATCACAATCAATTCCAACTGAAATGGAAACTTCATCAGAA
ATTTCATCATCAGAATATGCTTTTTCAGATGTTATTTCAACTCCATCACATTCACCATATACTAAAAAACATTCATCA
TTGAATTCATCATCATATACTTCAACTGTTATTCATTCATTGACTTCATATTCAATTTCACAAGGTATTTTTTCAACT
TCATTGTCAGAACAAAATATTACTTCAAAATCATCAACTGATAAATTTTCAACTGCTACTTCAATGTCAAATAATATT
ACTCAATCATCAATTATTATTTCACAATTTTCAACTAATAATGAAAATTATACTACTACTTCAATGCATACTTCATCA
GATAAAATTTCAACTGAAACTTTGAATAATTCAATTTCAACTACTACTTCAATTTTGTTTTCAAATTCATCAACTATT
TTGAAAAATAATACTACTATTATTTCATCAGATAAAGATACTCATTATCATCCAGTTAATCCAACTATTGTTTGTTCA
ACTAATAAAACTGAAATTATTTGTGCTTCAATTACTCAACCATCAATTTCAAATTCAAATAATCATTGGTCATCATCA
GTTTTGAAATTTAATTCAACTACTGTTAGATCAACTTTGCCATCATCAGCTGGTTCAAATGAAACTTCAATTAATGTT
CCATTTTCATCATCAACTGAATCAAATACTTCAACTTCATCAACTTCAACTTCAAATTCAAAAATGGTTAGATCAACT
TTGCCATCATCAGCTGGTTCAAATGAAACTTCAATTTCAGTTCCATTTTCATCATCAACTGAATCAAATACTTCAACT
TCATCAACTTCAACTTCAAATTCAAAAATGGTTAGATCAACTTTGCCATCATCAGCTGGTTCAAATGAAACTTCAATT
AATGTTCCATTTTCATCATCAACTGAATCAAATACTTCAACTTCATCAACTTCAACTTCAAATTCAAAAACTGTTAGA
TCAACTCCATTTTCATCAGCTGGTATTATTATGACTTCATTGTCACAAAGAAATAATAAATCAGCTTCATCATATGCT
TCATCAAATTCAAAATGTTATAATACTGCTGATTCATGTAGAAAAGTTCATTCAACTCCATCATATTTGTTGACTTCA
TCATATACTTCAGAAGGTGTTGATTATGATTGTTCATTGGTTTCAACTAAATTGAAAATTAATGATACTAATTGTGTT
AATAATAAACATACTACTAAATCATGTTTGAAAACTTCAGTTACTACTACTATTCCAACTTTGGAAATTAAAACTGCT
AGAAAATCATCATCAAATACTATTGGTTTGCATTCATATCCAACTTCATCACCAAATAAATCAATTTCATCAGCTCCA
ATTATTGGTTATATTTCATCATTTAAAACTATTAAAACTGCTTCACCATCATATCAAACTTCAGATTTGACTACTATT
ACTACTATTACTTCATTGAATAATCCAGGTTCAACTGCTGTTGAAAATACTCATGAATCAAATGATAAATCAAGAAAA
ACTTCATCAAATGATATTTCATCAAAACATTCAGTTATTAAAGAAACTAAAGATGCTGTTGAATCATCAAATAAATCA
CATCAAACTAATACTTTGAAATGTTCATCAATTATTATTGCTTCATCATCACATAATTCATATGAATCATTGGGTGGT
ACTACTTTGACTTTGACTTTGTCAAAAGTTTATTCACCACAAAATAATGATACTTTGCCATTTTTGGAAATTTCAGAA
GTTAATCCATCAAGAACTGTTTTGCCAGAATCATCAAAAATGATGCAATATTTGACTTCAACTGAAGAAAGAAATAAA
ACTGCTAGAAATACTATTGCTACTAATATTGTTTCAATTTCAACTTTTCATTTTGAAGGTGAAGGTAATGCTATTAGA
ATGGGTTATACTCAATTGTTGTTGATGTTGATTGGTATTATTGTTATGAATATTGGTACT 

MILNPALFLNKCVCIYTTLILLLLTNGGYATSSNDISLASKDPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYPC
WDAAYLDPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTGNINFYYHATKGCTPQLGHLPASYNYPKPLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGF
HTFTISADDLLFVNFGAGNAFDCCRRDSSADHFGNYQAYAIWGSKTAKDELTVHLDAGVYYPIRLFYNNREYDGALSF
TFKTESNENTVSDFSEYFFSLDDTEEGCPGLISYDSSCASVKTSKIIGIDYHTETPNENLVPITKTIYHLGIPCTGTT
TTPLCGSGFYDPLANKCVTINTSSTSSVTKTTSHTTSKEVSFHSSISSQKTLIPKSIPSPYGPIKSQSIPTEMETSSE
ISSSEYAFSDVISTPSHSPYTKKHSSLNSSSYTSTVIHSLTSYSISQGIFSTSLSEQNITSKSSTDKFSTATSMSNNI
TQSSIIISQFSTNNENYTTTSMHTSSDKISTETLNNSISTTTSILFSNSSTILKNNTTIISSDKDTHYHPVNPTIVCS
TNKTEIICASITQPSISNSNNHWSSSVLKFNSTTVRSTLPSSAGSNETSINVPFSSSTESNTSTSSTSTSNSKMVRST
LPSSAGSNETSISVPFSSSTESNTSTSSTSTSNSKMVRSTLPSSAGSNETSINVPFSSSTESNTSTSSTSTSNSKTVR
STPFSSAGIIMTSLSQRNNKSASSYASSNSKCYNTADSCRKVHSTPSYLLTSSYTSEGVDYDCSLVSTKLKINDTNCV
NNKHTTKSCLKTSVTTTIPTLEIKTARKSSSNTIGLHSYPTSSPNKSISSAPIIGYISSFKTIKTASPSYQTSDLTTI
TTITSLNNPGSTAVENTHESNDKSRKTSSNDISSKHSVIKETKDAVESSNKSHQTNTLKCSSIIIASSSHNSYESLGG
TTLTLTLSKVYSPQNNDTLPFLEISEVNPSRTVLPESSKMMQYLTSTEERNKTARNTIATNIVSISTFHFEGEGNAIR
MGYTQLLLMLIGIIVMNIGT 

Obr. 6: Sekvence proteinu Epa1. První je uvedena sekvence nukleotidů kódující gen Epa1. 
Druhá je uvedena sekvence aminokyselin proteinu. Zeleným písmem je zvýrazněn signální 
peptid, černým písmem je zvýrazněn vlastní protein. Žlutě podbarvené aminokyseliny značí 
začátek a konec expresního konstruktu.  
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ATTACCGGTCAGCAGCAGACTCTCCCAAAACCGTTCATCTGGGCCGAGCCCCATTTCATGGTTCCAAAGGAAAAGCAA
GTGACCATCTGTTGCCAGGGAAATTATGGGGCTGTTGAATACCAGCTGCACTTTGAAGGAAGCCTTTTTGCCGTGGAC
AGACCAAAACCCCCTGAGCGGATTAACAAAGTCAAATTCTACATCCCGGACATGAACTCCCGCATGGCAGGGCAATAC
AGCTGCATCTATCGGGTTGGGGAGCTCTGGTCAGAGCCCAGCAACTTGCTGGATCTGGTGGTAACAGAAATGTATGAC
ACACCCACCCTCTCGGTTCATCCTGGACCCGAAGTGATCTCGGGAGAGAAGGTGACCTTCTACTGCCGTCTAGACACT
GCAACAAGCATGTTCTTACTGCTCAAGGAGGGAAGATCCAGCCACGTACAGCGCGGATACGGGAAGGTCCAGGCGGAG
TTCCCCCTGGGCCCTGTGACCACAGCCCACCGAGGGACATACCGATGTTTTGGCTCCTATAACAACCATGCCTGGTCT
TTCCCCAGTGAGCCAGTGAAGCTCCTGGTCACAGGCGGTACCCACCATCACCACCATCACCACCACGGG 

ITGQQQTLPKPFIWAEPHFMVPKEKQVTICCQGNYGAVEYQLHFEGSLFAVDRPKPPERINKVKFYIPDMNSRMAGQY
SCIYRVGELWSEPSNLLDLVVTEMYDTPTLSVHPGPEVISGEKVTFYCRLDTATSMFLLLKEGRSSHVQRGYGKVQAE
FPLGPVTTAHRGTYRCFGSYNNHAWSFPSEPVKLLVTGGTHHHHHHHHG 

Obr. 7: Expresní konstrukt receptoru NKp46. První je uvedena sekvence nukleotidů a druhá 
je uvedena sekvence aminokyselin. Žlutě podbarvené aminokyseliny značí začátek a konec 
části proteinu, která je shodná s genem NKp46. Pro pozdější purifikaci proteinu byla do 
sekvence vložena sekvence pro 8 histidinů, podbarveno zeleně. 

 
ATGACCAGCAGCAATGATATTAGCCTGGCAAGCAAAGATCCGACCACCTTTCCGCTGGGTTGTAGTCCGGATATTACC
ACACCGAAAAAAGGTCTGAGCATGGAACTGTATAGCTATGACTTTCGTAAAAAAGGTAGCTATCCGTGTTGGGATGCA
GCATATCTGGATCCGAATTATCCGCGTACCGGTTATAAAAGCCATCGTCTGCTGGCAAAAGTTGATGGTGTGACCGGT
AATATCAACTTCTATTACCATGCAACCAAAGGTTGTACACCGCAGCTGGGTCATCTGCCTGCAAGCTATAACTATCCG
AAACCGCTGACCATGACCAACTTTACCATGCTGCTGTATGGTTATTTCCGTCCGAAAGTTACCGGTTTTCATACCTTT
ACCATTAGCGCAGATGATCTGCTGTTTGTTAATTTTGGTGCAGGCAATGCCTTTGATTGTTGTCGTCGTGATAGCAGC
GCAGATCATTTTGGTAATTATCAGGCATATGCAATCTGGGGTAGCAAAACCGCAAAAGATGAACTGACCGTTCATCTG
GATGCCGGTGTTTATTATCCGATTCGTCTGTTTTATAACAACCGCGAATATGATGGTGCACTGAGCTTTACCTTTAAA
ACCGAAAGCAATGAAAACACCGTGAGCGATTTTAGCGAATATTTCTTTAGCCTGGATGATACCGAAGAAGGTTGTCCG
GGTCTGATTAGCTATGATAGCAGTAAACATCACCATCACCATCAC 

MTSSNDISLASKDPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYPCWDAAYLDPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTG
NINFYYHATKGCTPQLGHLPASYNYPKPLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGFHTFTISADDLLFVNFGAGNAFDCCRRDSS
ADHFGNYQAYAIWGSKTAKDELTVHLDAGVYYPIRLFYNNREYDGALSFTFKTESNENTVSDFSEYFFSLDDTEEGCP
GLISYDSSKHHHHHH 
Obr. 8: Expresní konstrukt proteinu Epa1. První je uvedena sekvence nukleotidů a druhá je 
uvedena sekvence aminokyselin. Žlutě podbarvené aminokyseliny značí začátek a konec části 
proteinu, která je shodná s genem Epa1. Pro pozdější purifikaci proteinu byla do sekvence 
vložena sekvence pro 6 histidinů, podbarveno zeleně. Modře podbarvené jsou cysteiny, které 
tvoří disulfidické můstky. 

 Gen kódující NKp46 byl již dříve vložen Bc. Štěpánem Herynkem do vektoru 
pTW5sec 43. Z důvodu neúspěšné transientní exprese byl gen kódující NKp46 v rámci 
této práce vložen do plasmidu pUT7 umožňujícím tvorbu stabilně transfekovaných linií 
systémem piggyBac 44. Pomocí primerů pTTK5-Fw a pCT5-Rev byl gen kódující 
NKp46 amplifikován z plasmidu pTW5sec_NKp46. S amplifikovaným genem byla 
provedena agarosová elektroforéza. Amplifikovaný gen byl vyříznut z gelu a izolován. 
Amplifikovaný gen byl vložen do linearizovaného plasmidu pUT7, který byl 
linearizován pomocí restrikčních endonukleas PmeI a NheI. Gen Epa1 byl použit ze 
zásobního roztoku (komerční syntetický gen) a plasmid pOPINE byl linearizován 
pomocí restrikčních endonukleas PmeI a NcoI. U vzorků vektoru a insertů byla změřena 
koncentrace DNA v eluátech (viz Tab. 2, str. 26).  
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 Tab. 2: Koncentrace DNA v eluátech 

  

 

 

 

 

 

 Následně bylo provedeno vnesení genů do linearizovaných plasmidů obsahujících 
resistenci na ampicilin. Gen kódující protein Epa1 byl vložen do linearizovaného 
plasmidu pOPINE a gen kódující NKp46 do plasmidu pUT7. Připravenými vektory 
byly transformovány kompetentní bakteriální buňky Escherichia coli DH5α. Buňky 
byly rozetřeny na předehřátou kultivační misku a inkubovány při 37 °C přes noc. Druhý 
den byla provedena PCR z kolonií. 

 Z pozitivních kolonií byla následně provedena nízkoobjemová izolace plasmidové 
DNA (viz 6.2.9). Naměřené koncentrace jsou uvedeny v Tab. 3. Pomocí sekvenční 
analýzy bylo potvrzeno úspěšné vnesení genů do plasmidů. Pro sekvenaci byly 
připraveny vzorky plasmidové DNA s primery dle Tab. 4.  

 

 Tab. 3: Koncentrace plasmidové DNA získané z nízkoobjemové izolace 
 

 

 
 

  
 Tab. 4: Složení vzorků pro sekvenační analýzu 

Označení Vzorek Primer 

JAH1 pUT7_NKp46 pCT5seq_FW 

JAH2 pUT7_NKp46 pCT5seq_REV 

JAH3 pOPINE_Epa1 pOPINE_seq_FW 

JAH4 pOPINE_Epa1 PTT_REV 

 

 Vzorky získané z nízkoobjemové přípravy DNA, jejichž správnost byla ověřena 
DNA sekvenací, byly použity k transformaci kompetentních bakteriálních buněk 
Escherichia coli DH5α. Buňky byly natřeny na předehřátou kultivační a inkubovány při 

Vzorek c [ng/µl] 

NKp46 155 

Epa1 10 

pUT7* 40 

pOPINE* 24 

Vzorek c [ng/µl] 

pUT7_NKp46  825 

pOPINE_Epa1  278 
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37 °C přes noc. Druhý den byla provedena velkoobjemová izolace plasmidové DNA. 
Koncentrace plasmidové DNA z velkoobjemové izolace jsou uvedeny v Tab. 5. 

 
  Tab. 5: Koncentrace plasmidové DNA získané z velkoobjemové izolace 

Vzorek c [ng/µl] 

pUT7_NKp46 895 

pOPINE_Epa1 1930 
 

 Po velkoobjemové izolaci DNA byla provedena agarosová elektroforéza pro kontrolu 
velikosti a čistoty plasmidové DNA (viz Obr. 9). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9: Agarosová elektroforéza po velkoobjemové izolaci DNA. V první dráze je 1 kb 
standard, v druhé dráze je plasmid pUT7_NKp46 a v třetí je plasmid pOPINE_Epa1. 

4.2. Produkce NKp46 v expresním systému HEK293 
 Plasmidem pUT7_NKp46, který obsahuje sekreční signál umožňující expresi 
proteinů s následnou sekrecí do kultivačního média, byly transfekovány buňky 
HEK293S GnTI-. Z buněk byla selekcí na příslušná antibiotika vytvořena stabilní linie. 
Pro produkci NKp46 byla tato stabilní linie kultivována ve větším objemu média, 
exprese proteinu byla indukována přídavkem doxycyklinu a po inkubaci byly buňky 
sklizeny centrifugací. Médium bylo po centrifugaci uchováno při -20 °C. Následně byla 
provedena chelatační afinitní chromatografie na koloně Talon. Eluát byl koncentrován 
na objem 500 µl a nanesen na kolonu pro gelovou permeační chromatografii 
(viz Obr. 10, str. 28). Frakce byly sbírány po 1 ml. Byla změřena koncentrace proteinů 
v jednotlivých frakcích, jejich celkové množství ve frakcích bylo 0,359 mg. Frakce byly 
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analyzovány pomocí elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostředí SDS 
(viz Obr. 11, str. 28). Pro měření koncentrace byl pomocí online kalkulátoru 
ProtParam 42 vypočítán teoretický extinkční koeficient a teoretická hmotnost proteinu. 
Extinkční koeficient při 280 nm byl vypočítán jako 31650 mol∙l-1∙cm-1 a teoretická 
hmotnost proteinu byla vypočítaná jako 23266,48 Da. 
 

Obr. 10: Gelová permeační chromatografie NKp46. Kolona Superdex 200 10/300. Svislé čáry 
označují začátek a konec sbírání frakcí. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Obr. 11: Analýza frakcí NKp46 z gelové permeační chromatografie. 12,5% polyakrylamidový 
gel v redukujícím a neredukujícím vzorkovém pufru. Vzorky frakcí F1 - F3v redukujícím 
a neredukujícím pufru.  

 Pro identifikaci proteinu NKp46 byla provedena imunodetekce histidinové kotvy. 
S frakcemi byla provedena 2× elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostředí 
SDS, jeden gel byl nabarven barvícím roztokem a druhý gel byl využit na elektropřenos 
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na membránu a imunodetekci proteinů s histidinovou kotvou. Detekce byla provedena 
chemiluminiscenčně a následně kolorimetricky (viz Obr. 12 a Obr. 13). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Obr. 12: Chemiluminiscenční imunodetekce histidinové kotvy proteinu NKp46. Vzorky frakcí 
F1 – F3 v redukujícím a neredukujícím pufru. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 13: Kolorimetrická imunodetekce histidinové kotvy proteinu NKp46. Vzorky frakcí F1-
F3 v redukujícím a neredukujícím pufru.  
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4.3. Produkce Epa1 v bakteriálním expresním systému 
 Pro produkci proteinu Epa1 byl zvolen bakteriální systém E. coli. Plasmidem 
pOPINE_Epa1 byly transformovány buňky E. coli SHuffle, E. coli Origami (DE3) 
a E. coli Rosetta gami 2 (DE3). K 50 µl suspenze kompetentních buněk bylo přidáno 
1 µg DNA plasmidu. Získanými koloniemi transformovaných buněk bylo inokulováno 
kultivační médium. Produkce byly inkubovány při 37 °C, dokud optická hustoty při 
600 nm (OD600) nedosáhla hodnoty 0,5. Naměřené hodnoty optické hustoty a růstové 
křivky při 600 nm jsou uvedeny na Obr. 14. Po dosažení OD600 0,5 bylo ke kultuře 
přidáno indukční činidlo IPTG. Po indukci byly kultury inkubovány na třepačce 
48 hodin při 12 °C, následně byly sklizeny centrifugací a promyty TES pufrem. Před 
inkubací a před sklizením byly odebrány vzorky. Se vzorky byla následně provedena 
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostředí SDS (Obr. 15, str. 31). 

 

 

 
 

 

 

 
 

 
  

 

 
 

Obr. 14: Růstová křivka bakteriálních kultur E. coli SHuffle, Origami a Rosetta pro produkci 
Epa1. Při optické hustotě 0,5 byla provedena indukce IPTG 
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Obr. 15: Bakteriální exprese proteinu Epa1. 15% SDS elektroforéza vzorků odebraných před 
a po indukci v redukujícím pufru. V dráze 1 je standard molekulových hmotností (kDa).  
V dráze SH A a SH B, byly pipetovány vzorky z kultury E. coli SHuffle (A -- před indukcí, 
B -- po indukci (před sklizením). V dráze OR A a OR B, byly pipetovány vzorky z kultury 
E. coli Origami (A – před indukcí, B – po indukci (před sklizením).  V dráze ROS A a ROS B, 
byly pipetovány vzorky z kultury E. coli Rosetta (A – před indukcí, B – po indikci (před 
sklizením). Šipky ukazují proužky, které jsou výraznější než ostatní v dráze vzorků 
odebraných po indukci. Velikostně by mohly odpovídat monomeru proteinu Epa1 (28,2 kDa). 
V dráze ROS B není vidět žádný výraznější proužek.  

 

 Z pelet bakteriálních kultur E .coli SHuffle a E. coli Origami byly připraveny vzorky 
na chelatační afinitní chromatografii. Bakteriální pelety E. coli Rosetta nebyly dále 
používány pro purifikaci proteinu, z důvodu absence proužku Epa1 na SDS 
elektroforéze. 

 Následovala chelatační afinitní chromatografie na koloně Talon. Eluát byl 
koncentrován na objem 500 µl. Poté byla provedena gelová permeační chromatografie. 
Frakce byly sbírány po 1 ml. Další experimenty byly prováděny s frakcemi z kultury 
SHuffle na základě porovnání chromatogramů z gelové permeační chromatografie 
(viz Obr. 16, str. 32). Ve frakcích byla změřena koncentrace proteinů, celkové množství 
proteinu ve frakcích bylo 1,256 mg. S vybranými frakcemi byla provedena 
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostředí SDS (viz Obr. 17, str. 32). Pro 
měření koncentrace byl pomocí online kalkulátoru ProtParam 42 vypočítán teoretický 
extinkční koeficient a teoretická hmotnost proteinu. Extinkční koeficient při 280 nm byl 
vypočítán jako 41175 mol∙ l-1∙cm-1 a teoretická hmotnost proteinu byla vypočítána jako 
28189,30 Da. 
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Obr. 16: Gelové permeační chromatografie Epa1 z kultur E. coli SHuffle a Origami po 
chelatační afinitní chromatografii. Kolona Superdex 200 10/300. Červená křivka zobrazuje 
vzorek z produkce v kmeni SHuffle a oranžová křivka v kmeni Origami. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 17: Analýza frakcí Epa1 z bakteriální kultury E.coli SHuffle z gelové permeační 
chromatografie. 12,5 % polyakrylamidový gel v redukujícím a neredukujícím vzorkovém 
pufru. Vzorky frakcí E6-E12 v redukujícím a neredukujícím pufru.  

 Vzhledem k absenci proužku Epa1 o očekávané velikosti na SDS elektroforéze 
v neredukujícím prostředí byly spojeny frakce 6-12 z gelové permeační 
chromatografie kultury SHuffle a k roztoku byl přidán merkaptoethanol, aby výsledná 
koncentrace byla 2,5 mM. Tento postup byl prováděn v publikované práci, podle které 
byla vybrána část genu Epa1 pro amplifikaci a vnesení do plasmidu 26. Cílem bylo 
částečné rozvolnění disulfidů, které mohly být špatně zapojené a umožnění nového 
zapojení. Roztok byl koncentrován a byla provedena gelová permeační chromatografie 
(viz Obr. 18, str. 33). Z frakcí byla provedena elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 
v prostředí SDS (viz Obr. 19, str. 33) a změřena koncentrace ve frakcích, celkové 
množství proteinu ve frakcích bylo 0,313 mg. Po redukci není stále vidět na SDS 
elektroforéze proužek o velikosti Epa1 v neredukujícím prostředí.  
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Obr. 18: Gelová permeační chromatografie Epa1 z kultury E. coli SHuffle po redukci 2,5 mM 
merkaptoethanolem. Kolona Superdex 200 10/300. Svislé čáry označují začátek a konec 
sbírání frakcí. 

 

Obr. 19: Analýza frakcí Epa1 z bakteriální kultury E. coli SHuffle z gelové permeační 
chromatografie po redukci 2,5 mM merkaptoethanolem. 12,5% polyakrylamidový gel 
v redukujícím a neredukujícím vzorkovém pufru. Vzorky frakcí E1-E7 v redukujícím 
a neredukujícím pufru.  

 Pro identifikaci proužku odpovídajícímu proteinu Epa1, byla s vybranými frakcemi 
provedena imunodetekce histidinové kotvy. S vybranými frakcemi byla provedena 
2× elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostředí SDS, jeden gel byl nabarven 
barvícím roztokem (viz Obr. 20, str. 34) a druhý gel byl využit na elektropřenos na 
membránu a imunodetekci proteinů s histidinovou kotvou. Detekce byla provedena 
chemiluminiscenčně a následně kolorimetricky (viz Obr. 21 a Obr. 22, str. 34). 
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Obr. 20: Analýza vybraných frakcí Epa1 z bakteriální kultury E. coli SHuffle z gelové 
permeační chromatografie po redukci 2,5 mM merkaptoethanolem. 12,5% polyakrylamidový 
gel v redukujícím a neredukujícím vzorkovém pufru. Vzorky frakcí E4-E7 v redukujícím 
a neredukujícím pufru.  

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Obr. 21: Chemiluminiscenční imunodetekce histidinové kotvy proteinu Epa1. Vzorky frakcí 
E4-E7 v redukujícím a neredukujícím pufru. 

 
 

 

 

 
 

 

 

Obr. 22: Kolorimetrická imunodetekce histidinové kotvy proteinu Epa1. Vzorky frakcí E4-E7 
v redukujícím a neredukujícím pufru. 
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5. Diskuze 
 Geny kódující proteiny NKp46 a Epa1 byly amplifikovány a úspěšně vloženy do 
linearizovaných vektorů obsahujících ampicilinovou resistenci. Těmito plasmidy byly 
následně transformovány bakteriální buněčné kultury, ze kterých bylo izolováno 
zásobní množství plasmidů pUT7_NKp46 a pOPINE_Epa1.Plasmidy byly použity pro 
produkci příslušných proteinů.  

 Protein NKp46 byl produkován v eukaryotickém expresním systému buněčné linie 
HEK293S GnTI-. Savčí expresní systém byl zvolen kvůli predikovaným místům 
N-glykosylace. Pro strukturní studie je potřeba mít protein pokud možno v nativním 
stavu, tedy se všemi posttranslačními modifikacemi. Již dříve nebyla produkce 
s využitím transientní transfekce úspěšná, proto byl konstrukt NKp46 vložen do 
plasmidu umožňující tvorbu stabilně transfekovaných linií systémem piggyBac 44. 
Tento systém umožňuje selekci stabilně transfekovaných linií a navíc je produkce 
proteinu indukovatelná přidáním doxycyklinu. Protein byl buňkami sekretován do 
média. Ani tentokrát nebyl, z neznámého důvodu, výtěžek produkce vysoký. Byly to 
řádově desítky mikrogramů, což pro strukturní studie a případně krystalizaci nestačí. 

 Ve frakcích po chelatační afinitní chromatografii a gelové permeační chromatografii 
bylo pomocí imunodetekce histidinové kotvy detekováno více forem proteinu NKp46 
(viz Obr. 12 a Obr. 13, str. 29). V redukujícím prostředí byl protein NKp46 přítomen ve 
dvou formách. Proužek o vyšší molární hmotnosti může být glykosylovaná forma 
proteinu NKp46. Proužek o nižší molární hmotnosti může být neglykosylovaná forma. 
V neredukujícím prostředí se vyskytuje proužek o výrazně nižší hmotnosti. Tyto 
výsledky budou dále analyzovány, ale rozdíl mezi redukujícím a neredukujícím 
prostředí naznačuje, že problém může být v zapojení disulfidů v rámci dvou 
imunoglobulinových domén. 

 Na základě nízkého výtěžku produkce ze stabilně transfekovaných linií a nově 
publikovaných prací se nabízí řešení úpravou expresního konstruktu. Stávající konstrukt 
(Obr. 7, str. 25) byl navržen podle známé krystalové struktury (PDB 1HKF). Nový 
konstrukt bude prodloužen na C-konci. Zároveň bude na C-konec přidáno místo pro C3 
proteasu a Fc fragment. Prodloužený konstrukt NKp46 by měl být stabilnější a Fc 
fragment sám o sobě by měl pomoci skládání proteinu při expresi. Pro studium vazby 
receptoru NKp46 a ligandu Epa1 bude nutné připravit receptor nejenom s homogenní 
glykosylací (exprese v HEK293S GnTI-), ale také s přirozenou glykosylací savčího typu 
(exprese v linii HEK293T) a bez glykosylace (exprese v HEK293S GnTI- 
a deglykosylace endoglykosydasou). Poté bude možné porovnat vazbu proteinu Epa1 na 
přirozeně glykosylovanou, homogenně glykosylovanou a deglykosylovanou formu 
proteinu NKp46 a určit roli glykosylace v této vazbě.  

 Protein Epa1 byl produkován v bakteriálním expresním systému E. coli. Produkce 
probíhala ve 3 kmenech E. coli – SHuffle, Origami a Rosetta. Indukce kultur byly 
provedeny při OD600 = 0,5. Při porovnání SDS elektroforézy před a po indukci byly pro 
další experimenty použity pouze produkce z kmenu SHuffle a Origami, protože 
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u kultury Rosetta nebyl vidět rozdíl v přítomnosti proteinů před a po indukci. 
Z bakteriálních kultur SHuffle a Origami byla provedena purifikace proteinu a při 
porovnání chromatogramu bylo dále pokračováno pouze s frakcemi z kultury SHuffle. 
Frakce z produkce SHuffle byly analyzovány pomocí SDS elektroforézy a ve všech 
frakcích bylo zjištěno značné množství nečistot, což může souviset s produkcí 
v bakteriálním systému a nedostatečnou specifickou purifikací.  

 Na SDS elektroforéze v redukujícím prostředí byl zjištěn proužek velikostí 
odpovídající konstruktu Epa1. V neredukujícím prostředí však detekované proužky 
neodpovídaly očekávaným molekulovým hmotnostem. To naznačuje možnost špatného 
zapojení disulfidů a pospojování proteinových fragmentů. Proto byly vybrané frakce 
spojeny a bylo k nim přidáno redukční činidlo merkaptoethanol. Poté byla provedena 
další gelová permeační chromatografie. Cílem této manipulace bylo zredukovat 
disulfidy a poté je nechat během chromatografie převedením do pufru bez redukčního 
činidla opět oxidovat a spojit se, což by mohlo pomoci správnému zapojení. Frakce 
z gelové permeační chromatografie byly opět analyzovány pomocí SDS elektroforézy. 
Ani po přidání redukčního činidla před gelovou permeační chromatografií nebyly na 
gelu v neredukujícím prostředí přítomny proužky odpovídající očekávané velikosti 
proteinu Epa1. Navíc byl proveden imunoblot s detekcí pomocí histidinové kotvy 
(viz Obr. 21 a Obr. 22, str. 34), aby bylo možné s přesností odlišit různé formy proteinu 
Epa1 od bakteriálních proteinů. 

 V redukujícím prostředí jsou vidět proužky o dvou molekulových hmotnostech. 
Může se jednat o rozdíl způsobený proteolýzou na N-konci o velikosti cca deseti 
aminokyselin. Proteolýza musela probíhat u N-konce, protože protein je detekován 
imunodetekcí, která detekuje histidinovou kotvu, která je na C-konci proteinu. 
V neredukujícím prostředí se vyskytuje více proužků o větších velikostech, tomu by 
mohly odpovídat oligomery tohoto proteinu. Proužek o velikosti 20 kDa by mohl 
odpovídat monomeru, který má vyšší pohyblivost díky zapojení disulfidových můstků 
oproti jeho očekávané pohyblivosti a velikosti 28,2 kDa. Při porovnání výskytu 
oligomerů v jednotlivých frakcích, můžeme vidět větší zastoupení oligomerů ve frakcí 
E4 oproti frakci E7 (viz Obr. 21 a Obr. 22, str. 34). Jednou z možností optimalizace je 
použití jiného nosiče pro afinitní chromatografii, například nosiče s imobilizovanou 
laktosou. Tím by bylo možné také eliminovat nečistoty ve vzorku. Navíc by odpadla 
nutnost používat pro purifikaci histidinovou kotvu, která sama o sobě může mít 
negativní vliv na stabilitu proteinu.  

 Dále je možné optimalizovat výtěžek zvětšením biomasy buněk produkujících 
protein. Produkce probíhá při 12 °C, aby se protein produkoval pomalu a správně se 
skládal. To však není optimální teplota pro bakteriální buňky a výsledná biomasa je 
malá, obsahuje tedy i málo proteinu. Proto by bylo pro další produkci vhodné indukovat 
expresi proteinu při větší optické hustotě buněčné kultury, aby počáteční množství 
buněk produkujících protein bylo vyšší.  
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 Tato práce je pouze začátkem dané studie. Struktura komplexu NKp46:Epa1 stále 
není známá a pro pochopení některých patologických procesů je velmi důležitá. Bude 
tedy následovat optimalizace produkce obou proteinů. V případě NKp46 bude 
zkoumána exprese jiného konstruktu obsahující navíc stabilní kotvu v systému 
HEK293S GnTI-. Protein Epa1 bude exprimován v systému E. coli, avšak s vyšší 
počáteční biomasou a použitím specifické afinitní chromatografie. Až bude k dispozici 
dostatečné množství proteinu s dostatečnou čistotou, bude tato práce pokračovat 
studiem interakce obou proteinů. 
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6. Experimentální část 

6.1. Materiál 

6.1.1. Použité chemikálie 
2-merkaptoethanol (Sigma, USA) 
Agarosa (Sigma, USA) 
Akrylamid (Sigma, USA) 
Ampicilin 100 mg/ml (Biotika, SR) 
APS (Serva, USA) 
Azid sodný (Serva, USA) 
Bromfenolová modř (Lachema, ČR) 
BSA (Sigma, USA) 
Combi PPP Master Mix (Top – Bio, ČR) 
Coommassie Brilliant Blue (R-250) (Fluka Chemika, Švýcarsko) 
dNTPS 10 mM (Top – Bio, ČR) 
EDTA (Jersey Lab Supply, USA) 
Goodview II (Ecoli, SR) 
IPTG (Sigma, USA) 
Isopropanol (Lach – Ner, ČR) 
Kozí polyklonální protilátka konjugovaná s alkalickou fosfatásou (Sigma, USA) 
Králičí polyklonální protilátka konjugovaná s křenovou peroxidasou (Sigma, USA) 
Kvasničný extrakt (Imuna Pharm, SR) 
Leupeptin 1 µg/ml (Sigma, USA) 
Myší monoklonální protilátka PentaHis (Qiagen, Německo) 
Pepstatin 1 µg/ml (Thermo Scientific, USA) 
PMSF v ethanolu 100 mM (Thermo Scientific, USA) 
SDS (Jersey Lab Supply, USA) 
Standard pro agarosovou DNA elektroforézu 1 kb (New England Biolabs, USA) 
Standard pro agarosovou DNA elektroforézu 100 bp (New England Biolabs, USA) 
Sušené odtučněné mléko (Lactino, ČR) 
TEMED (Serva, USA)  
Tris (Sigma, USA) 
Ostatní běžné chemikálie (Lach-Ner, ČR) 

6.1.2. Enzymy 
QuickFusion enzym a pufr (Biotool, USA) 
Lysozym 100 mg/ml (Sigma, USA) 
Polymerasa Q5 a pufr (New England Biolabs, USA) 
Restrikční endonukleasa PmeI (New England Biolabs, USA) 
Restrikční endonukleasa NcoI (New England Biolabs, USA) 
Restrikční endonukleasa NheI (New England Biolabs, USA) 
RNAasa A 100 ng/ml (Lach-Ner, ČR) 

38 

 



 

 
6.1.3. Pufry a roztoky 
 
AP pufr (100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 10 mM NaN3, pH 9,0) 
Barvicí roztok pro SDS-PAGE (45% methanol, 10% kys. octová, 0,25% CBB R 250) 
BCIP roztok (50 mg/ml v dimethylformamidu) 
ECL1 (2,5 mM luminol, 0,4 mM p-kumarová kys., 100 mM Tris, pH 8,8) 
ECL2 (5,4 mM H2O2, 100 mM Tris, pH 8,8) 
Elektrodový pufr (0,025 M Tris, 0,19 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3) 
Elektropřenosový pufr (25 mM Tris, 150 mM glycin, 10% methanol, pH 8,3) 
ExCell 293 (komerční médium, před použitím doplněno o L-glutamin o výsledné 
koncentraci 4 mM; Sigma-Aldrich, USA) 
LB – médium (1% trypton, 0,5% kvasničný extrakt, 1% NaCl, pH 7,4) 
Mobilní fáze pro gelovou permeační chromatografii (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 
10 mM NaN3, pH 7,5) 
NBT roztok (50 mg/ml v 70% dimethylformamidu) 
Odbarvovací roztok pro SDS-PAGE (35% ethanol, 35% kys. octová) 
PBS pufr (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM NaN3, pH 7,5) 
PBS-TK (10 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM KH2PO4, pH 7,0) 
PBS pufrem s 1M NaCl (50 mM Na2HPO4, 1 M NaCl, 10 mM NaN3, pH 7,0) 
Roztok lPEI (10 mg/ml lPEI v PBS-TK) 
Síran hořečnatý (100 mM, New England Biolabs, USA)  
TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (40 mM Tris, 20 mM kys. octová, 1 mM 
EDTA)  
TBS pufr (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM NaN3, pH 7,5) 
TBS-Tween/Triton (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,05% Tween 20, 0,2% Triton X-
100, pH 7,5) 
TE pufru (50Mm Tris, pH 8,5) 
TES pufr (10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH 8,0)  
Vzorkový pufr pro agarosovou elektroforézu (30% glycerol, bromfenolová modř v 
TAE)  
Vzorkový pufr pro SDS-PAGE 5× koncentrovaný neredukující (31,5 mM Tris, 10% 
(v/v) glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolová modř, 10 mM NaN3, pH 
6,8) 
Vzorkový pufr pro SDS-PAGE 5× koncentrovaný redukující (vzorkový pufr pro 
SDS-PAGE 5× koncentrovaný naředěný desetinovým podílem 2-merkaptoethanolu) 
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6.1.4. Použité přístroje 
 
Analytické váhy AND HA – 180M (A&D, Japonsko) 
Aparatura pro elektropřenos (Bio Rad, Německo) 
Centrifuga EBA 12R (Hettich, Německo) 
Centrifuga Allegra X – 22R (Beckman Coulter, USA) 
Elektroforetická souprava pro agarosovou elektroforézu (Biokeystone, USA) 
Elektroforetická souprava pro SDS-PAGE (Bio – Rad, Německo) 
Inkubátor IR 5000 (LABsystem Praha, ČR) 
Inkubátor MC0-18 AIC (Sanyo, Japonsko) 
Kolona Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA) 
Kolona Talon 5 ml (GE Healthcare, USA) 
Koncentrátor Amicon Ultra (MWCO 10000) (Millipore, USA) 
Laminární box Labox BIO 126 (LABOX, ČR) 
Mikrocentrifuga Ministar Silverline (VWR, USA) 
Mikrofiltr o velikosti pórů 0,22 μm (TPP, Švýcarsko) 
Mikrozkumavka 200 μl (Eppendorf, USA) 
Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf, USA) 
Mikrovlnná trouba OPTICOOK compact (Optimo Moulinex, Francie) 
Rotační vakuová odparka CentriVap DNA (Labconco, USA) 
Spektrofotometr DS-11 (DeNovix, USA) 
Termoblok LS1 (VLM, Německo) 
Termocykler T100 (Bio – Rad, Německo) 
Třepačka Celltron (Infors HT, Švýcarsko) 
Třepačka Multitron Pro (Infors HT, Švýcarsko) 
Třepačka G24 (New Brunswick Scientific, USA) 
Ultrazvuková sonda SONOPLUS (Bandelin, Německo) 
Vortexový mixér (Velp Scientifica, Itálie) 
Zdroj napětí 251 – 2 (Sigma, USA) 
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6.1.5. Buněčné kmeny a linie 
 
Escherichia coli DH5α (Thermo Scientific, USA) 
Escherichia coli SHuffle (Thermo Scientific, USA) 
Escherichia coli Origami (DE3) (Thermo Scientific, USA) 
Escherichia coli Rosetta (DE3) (Thermo Scientific, USA) 
HEK293S GnTI- 

6.1.6. DNA vektory 
 
Plasmid pOPINE 
Plasmid pUT7 

6.1.7. PCR a sekvenační primery 
 
pCT5K-FW 
5´-AGTTTGTACAGCTAGGCCACCATGGGAGAACTG-3´ 
pCT5-REV 
5´-CTGATCAGCGGGTTTTCACCCGTGGTGGTGATG-3´ 
pOPINE_seq_FW 
5´-GGACCGAAATTAATACGACTC-3´ 
pTT_REV  
5´-TATGTCCTTCCGAGTGAGAG-3´ 
pCT5seq_FW 
5’-TCAGATCGCCTGGAGACG-3’ 
pCT5seq_REV 
5’-GTGGGAGTGGCACCTTCC-3’ 

6.1.8. Soupravy 
 
Nucleospin® gel and PCR clean-up (Macherey – Nagel, Německo) 
NucleoSpin® Plasmid (Macherey – Nagel, Německo) 
NucleoBond® Xtra Midi / Maxi (Macherey – Nagel, Německo) 
Mix & Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set  (Zymo Research, USA)    
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6.2. Metody 

6.2.1. Štěpení restrikčními enzymy 
  Do reakční směsi, o celkovém objemu 20 µl, byl pipetován takový objem roztoku 
nenaštěpeného plasmidu, který obsahoval 3 µg tohoto plasmidu. Dále bylo přidáno 2 µl 
10× koncentrovaného reakčního pufru NeBuffer 2.1 a 5 U příslušné restrikční 
endonukleasy na 1 μg plasmidu. Reakční směs byla poté doplněna dH2O. Samotné 
štěpení probíhalo 2 h při 37 °C. 

6.2.2. Elektroforéza v agarosovém gelu 
 Agarosový gel byl připraven povařením agarosy v TAE pufru. Pro 1% gel bylo 
naváženo 0,65 g agarosy a bylo přidáno 65 ml TAE pufru. Roztok byl zahříván 
v mikrovlnné troubě, dokud se všechna agarosa nerozpustila. Když roztok zchladl, ale 
ještě neztuhl, bylo do něj přidáno 3 µl barviva GoodView. Po promíchání byl roztok 
nalit do připravené aparatury a byl do něj umístěn hřeben, tvořící jamky. Po ztuhnutí 
gelu byl hřeben vyjmut a gel byl zalit 200 ml dH2O a do prostoru elektrod byl nalit 
TAE pufr. Ke vzorku DNA byl přidán takový objem vzorkového pufru, aby byl pufr 
10× zředěný. Do první jamky bylo pipetováno 3 µl standardu molekulové hmotnosti. 
Do dalších jamek byly pipetovány vzorky DNA. Elektroforéza probíhala 20 min při 
napětí 200 V. Výsledek byl ověřen pomocí UV lampy. 

6.2.3. Měření koncentrace a čistoty DNA 
 Měření koncentrace DNA bylo prováděno spektrofotometricky při 260 nm. Slepým 
vzorkem byl eluční pufr z nízkoobjemové přípravy plasmidové DNA. Pro měření bylo 
použito 2 µl vzorku. Spektrofotometr pro výpočet koncentrace používá empirický vztah, 
kdy dvouřetězcová DNA o koncentraci 50 µg/ml má při 260 nm absorbanci 1,0. Čistota 
vzorků byla určena z poměru absorbancí při 260 a 280 nm, čisté DNA odpovídá poměr 
mezi 1,8 – 2,0.  

6.2.4. PCR 
 PCR reakce (z angl. polymerase chain reaction - polymerasová řetězová reakce) byla 
prováděna v mikrozkumavkách o objemu 200 µl, reakční směs měla objem 20 µl. Do 
reakční směsi byl pipetován takový objem roztoku templátu DNA, který odpovídal 
40 ng DNA. Poté bylo pipetováno po 2 µl přímého a zpětného primeru, odpovídajících 
danému templátu, resp. požadovanému amplikonu. Výsledná koncentrace primerů byla 
500 nM. Dále bylo přidáno 0,25 µl roztoku deoxynukletotid trifostátů, 4 µl reakčního 
pufru a 0,2 µl polymerasy Q5 a takové množství dH2O, aby byl celkový objem reakční 
směsi 20 µl.  Po smíchání všech složek byla reakční směs centrifugována (30 s) na 
stolní centrifuze, z důvodu odstranění bublinek z roztoku. Mikrozkumavka s reakční 
směsí byla umístěna do termocykleru a byl spuštěn program. Časový a teplotní program 
je uveden v Tab. 6. Pro amplifikaci genu NKp46 byla zvolena teplota nasedaní primerů 
67 °C. Velikost PCR produktů byla ověřena na agarosovém gelu. 
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Tab. 6: Časový a teplotní program PCR reakční směsi  

6.2.5. Izolace z agarosového gelu 
 Pro izolaci DNA z agarosového gelu byla použita komerčně dostupná souprava 
Nucleospin® gel and PCR clean-up 45. Agarosové gely, které byly použity k izolaci 
DNA byly vystaveny UV záření pouze minimálně, aby bylo zabráněno poškození 
vzorku. Z agarosového gelu byl vyříznut kousek obsahující požadovaný vzorek. Ke gelu 
bylo přidáno 200 μl roztoku NTI na 100 mg gelu, směs byla zahřívána 10 min při 50 °C. 
Roztok byl pipetován do 2ml mikrozkumavky s kolonkou zachytávající DNA. Roztok 
byl centrifugován 30 s při 11000 × g. Filtrát byl odstraněn a na kolonku bylo pipetováno 
700 μl NT3 pufru a centrifugováno 30 s při 11000 × g. Filtrát byl odstraněn a kolonka 
byla vysušena centrifugací 1 min při 11000 × g. Kolonka byla přemístěna do nové 
1,5ml mikrozkumavky a DNA byla eluována přidáním 30 μl TE pufru. Po přidání 
předehřátého TE pufru byla inkubována 1 min při 50 °C a následně centrifugována 
1 min při 11000 × g.  

6.2.6. Vnesení genu do linearizovaného plasmidu 
 Reakce byla prováděna v 10 µl reakční směsi. Do mikrozkumavky bylo pipetováno 
takové množství roztoku linearizovaného plasmidu, který obsahoval 100 ng DNA. Dále 
bylo pipetováno takové množství roztoku insertu, který obsahoval 25 ng DNA. 
Množství linearizovaného plasmidu a insertu bylo vypočítáno, aby byl molární poměr 
2:1.   

[0,01 × délka linearizovaného plasmidu v bp] ng 

[0,02 × délka insertu v bp] ng 

 

Poté bylo přidáno 0,5 µl enzymu QuickFusion 46, 2 µl 5× koncentrovaného pufru pro 
tento enzym a dH2O do celkového objemu 10 µl. Reakční směs byla inkubována 
1 hodinu při 37 °C. Směs byla použita k transformaci E. coli DH5α. 

Krok Teplota Doba trvání 

1.  95 °C 5 min 

 

2. (30 opakování) 

 

95 °C 

teplota nasedání primerů 

72 °C 

30 s 

30 s 

1 min 

3.  72 °C 8 min 

4.  4 °C  
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6.2.7. Transformace kompetentních buněk 
 K 50 µl suspenze požadovaného kmene kompetentních buněk E. coli v 1,5ml 
mikrozkumavce bylo přidáno 100-1000 ng plasmidu. Směs byla inkubována 10 min na 
ledu, poté byla umístěna na 45 s do termobloku temperovaného na 42 °C. 
Mikrozkumavka se suspenzí byla opět umístěna na 5 min na led. Poté bylo ke směsi 
přidáno 1 ml LB média a směs byla inkubována 1 hod při 37 °C. Po inkubaci byla směs 
centrifugována 1 min při 4000 × g při 20 °C. Poté byla většina supernatantu odstraněna 
a peleta byla resuspendována ve zbylém supernatantu. Suspenze byla pipetována na 
předehřátou bakteriologickou kultivační misku s 1% agarem v LB mediu s ampicilinem 
o koncentraci 100 µg/ml. Suspenze byla rozetřena sterilní bakteriologickou kličkou. Po 
vsáknutí suspenze do pevného média byla miska inkubována přes noc při 37 °C. 

 V případě použití Z-kompetentních buněk, připravených pomocí soupravy ,,Mix & 
Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set“ 47 bylo k 50 µl suspenze buněk v 1,5ml 
mikrozkumavce přidáno 100–1000 ng plasmidu a směs byla inkubována 10 min na 
ledu. Poté byla suspenze pipetována na předehřátou bakteriologickou kultivační misku 
s 1% agarem v LB mediu s ampicilinem o koncentraci 100 µg/ml. Suspenze byla 
rozetřena sterilní bakteriologickou kličkou. Po vsáknutí suspenze do pevného média 
byla miska inkubována přes noc při 37 °C. 

6.2.8. PCR z kolonií 
 Do 0,2ml PCR mikrozkumavky bylo pipetováno 6 µl sterilní dH2O. 
Z bakteriologické kultivační misky, na které přes noc narostly kolonie, byla špičkou 
pipety setřena kolonie bakterií. Špička byla nasazena na pipetu a 2-3× promyta 
připravenou sterilní dH2O, poté byla špička vhozena do 50ml zkumavky s 5 ml LB 
média a 5 µl ampicilinu o výsledné koncentraci 100 μg/ml (pro nízkoobjemovou 
produkci). Do 0,2ml PCR mikrozkumavky s resuspendovanou kolonií bylo přidáno 
10 µl reakční směsi Combi PPP Master Mix a po 2 µl přímého a zpětného primeru, 
odpovídajících danému templátu, resp. požadovanému amplikonu. Výsledná 
koncentrace primerů byla 500 nM. Mikrozkumavka s reakční směsí byla centrifugována 
20 s na stolní centrifuze a poté byla umístěna do termocykleru. Časový a teplotní 
program je uveden v Tab. 7, str. 45. Teplota nasedání primerů při PCR z kolonii 
pUT7_NKp46 byla zvolena 67 °C a pro pOPINE_Epa1 byla zvolena 52 °C. Po PCR 
byla ověřena úspěšnost pomocí agarosové elektroforézy.  
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Tab. 7: Časový a teplotní program reakční směsi PCR z kolonií 

Krok Teplota Doba trvání 

1.  95 °C 5 min 

2.  (20 opakování) 

95 °C 

teplota nasedání primerů 

72 °C 

30 s 

30 s 

1 min 

3.  72 °C 8 min 

4.  4 °C  

 

6.2.9. Nízkoobjemová izolace plasmidové DNA 
 Zkumavka o objemu 50 ml obsahující médium inokulované bakteriální kolonií byla 
uzavřena víčkem, které však nebylo úplně dotaženo, aby mohlo docházet k výměně 
plynů. Zkumavka byla inkubována na třepačce při 37 °C a 200 ot./min přes noc. 
K izolaci plasmidové DNA byla použita souprava NucleoSpin® Plasmid 48. Kultura 
narostlá přes noc byla centrifugována 5 min při 39000 × g při 20 °C. Supernatant byl 
odstraněn a peleta byla resuspendována v 250 µl A1 pufru s přidanou RNAasou. 
Suspenze byla přenesena do 1,5ml mikrozkumavky a bylo přidáno 250 µl A2 pufru. 
Roztok byl promíchán a byl inkubován 5 min při laboratorní teplotě. Poté bylo přidáno 
300 µl A3 pufru. Po promíchání byl roztok centrifugován 5 min při 11000 × g při 20 °C. 
Supernatant byl pipetován na kolonku, která byla součástí soupravy. Následně byl 
roztok centrifugován 1 min při 11000 × g při 20 °C. Filtrát byl odstraněn a na kolonku 
bylo pipetováno 500 µl AW pufru a centrifugováno při stejných podmínkách. Následně 
bylo na kolonku pipetováno 600 µl A4 pufru a opět centrifugováno. Po odstranění 
filtrátu byla kolonka centrifugována 2 min při 11000 × g 20 °C. Eluce byla provedena 
pipetováním 50 µl AE pufru předehřátého na 70 °C a centrifugací za stejných podmínek 
byl filtrát převeden do 1,5ml mikrozkumavky.  

6.2.10. Sekvenace DNA 
 Pro každý připravený plasmid byly připraveny dvě 0,2ml PCR mikrozkumavky se 
vzorky na sekvenaci. Do každé mikrozkumavky bylo pipetováno 300 ng plasmidové 
DNA, 1 µl roztok jednoho primeru (do 1. zkumavky primer nasedající na 3´- konec a do 
2. zkumavky primer nasedající na 5´- konec templátové DNA). Dále byla pipetována 
sterilní dH2O do celkového objemu 8 µl. Sekvenace byla provedena v Laboratoři 
sekvenace DNA ve výzkumném centru BIOCEV. Výsledky sekvenace byly porovnány 
s předpokládanou sekvencí.  
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6.2.11. Velkoobjemová izolace plasmidové DNA 
 V laminárním boxu bylo do 2l Erlenmayerovy baňky přidáno 500 ml LB média 
a 500 µl roztoku ampicilinu, výsledná koncentrace byla 100 μg/ml. Den předem byla 
provedena transformace kompetentních buněk (viz 6.2.7). Bakteriální kolonie narostlé 
na pevném živném agarovém médiu byly resuspendovány v 2 ml LB média pomocí 
sterilní kličky. Vzniklá suspenze byla pipetována do 2l Erlenmayerovy baňky s LB 
médiem a ampicilinem. Erlenmayerovy baňky s roztokem byly inkubovány při 37 °C 
přes noc na třepačce při 200 ot./min. Druhý den byly bakteriální kultury centrifugovány 
20 min při 3900 × g a 20 °C. Supernatant byl odstraněn a pelety byly resuspendovány 
v 20 ml TES pufru a centrifugovány 10 min při 3900 × g a 20 °C. Supernatant byl 
odstraněn. Pro izolaci plasmidové DNA byla použita souprava NucleoBond® 
Xtra Midi / Maxi 49. Bakteriální peleta byla resuspendována v 18 ml RES pufru a bylo 
přidáno takové množství RNAsy, aby výsledná koncentrace byla 0,1 mg/ml. Dále bylo 
přidáno 9 ml LYS pufru a opatrně promíchán otáčením dnem vzhůru. Roztok byl 
inkubován 5 min při 20 °C. Poté bylo přidáno 9 ml NEU pufru a opatrně promíchán 
otáčením dnem vzhůru, dokud nebyl roztok bezbarvý. Poté byl roztok přefiltrován přes 
filtr, který byl součástí soupravy nebo přes skládaný filtr. Filtr byl umístěn nad kolonou, 
která byla součástí soupravy. Před filtrováním byl filtr i kolona promyta EQ1 pufrem, 
poté byl na kolonu nanesen neutralizovaný buněčný lyzát. Po prokapání roztoku 
kolonou, byla kolona promyta 25 ml WASH pufru. Eluce byla provedena pomocí 15 ml 
ELU pufru. K eluátu bylo přidáno 10,5 ml předchlazeného isopropanolu a důkladně 
promícháno na vortexové míchačce. Roztok byl centrifugován 30 min při 20000 × g 
a 4 °C. Supernatant byl opatrně odstraněn a bylo přidáno 5 ml 70% ethanolu. Roztok 
byl centrifugován 5 min při 20000 × g a 4 °C. Supernatant byl opatrně odstraněn 
a peleta byla vysušena na vakuové odparce. Peleta byla rozpuštěna v 1 ml TE pufru.  

6.2.12. Produkce proteinů v bakteriálním expresním systému 
 Kompetentní buňky E. coli požadovaného kmene transformované plasmidem 
(viz 6.2.7) byly natřeny na pevném živném agarovém médiu s ampicilinem 
a inkubovány přes noc při 37 °C. V laminárním boxu bylo do 50ml zkumavek přidáno 
5 ml LB média a roztoku ampicilinu, výsledná koncentrace byla 100 µg/ml. Pomocí 
špičky byla setřena jedna kolonie z živného agarového média a špička byla vhozena do 
připravené 50ml zkumavky. Zkumavka byla inkubována na třepačce při 37 °C 
a 200 ot./min přes noc. Následující den bylo do 2l Erlenmayerovy baňky převedeno 
500 ml LB média a takové množství ampicilinu, aby výsledná koncentrace byla 
100 µg/ml. Toto médium bylo naočkováno 1 ml narostlé kultury z 50 ml zkumavky. 
Inkubace probíhala na třepačce při 37 °C a 200 ot./min. Během inkubace byly odebírány 
vzorky a byla měřena optická hustota buněčné suspenze spektrofotometricky při 600 nm 
oproti čistému médiu. Inkubace probíhala, dokud suspenze neměla optickou hustotu 
(OD600) 0,5. Následně byl odebrán vzorek suspenze (vzorek A), který byl uchován.  Do 
2l Erlenmayerovy baňky bylo napipetováno takové množství indukčního činidla IPTG 
(isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid), aby výsledná koncentrace byla 300 µM. 
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Inkubace probíhala na třepačce 2 dny při 12 °C a 200 ot./min. Po inkubaci byl odebrán 
vzorek suspenze (vzorek B). Buněčná suspenze byla centrifugována 20 min při 
3900 × g. Poté byl supernatant opatrně odstraněn a peleta byla resuspendována v 20 ml 
TES pufru. Opět byla centrifugována 10 min při 3900 × g. Supernatant byl opatrně 
odstraněn a peleta byla uchována při -20 °C. Buněčná peleta byla resuspendována 
v 40 ml PBS s 1M NaCl a bylo přidáno 25 µl roztoku lysozymu (100 mg/ml), 40 µl 
roztoku PMSF (100mM), 40 µl roztoku leupeptinu (1µg/ml), 40 µl roztoku pepstatinu 
(1µg/ml), 40 µl roztoku RNAsy (10 µg/ml) a 2 µl roztoku MgSO4 (100mM). 
Homogenizace byla prováděna pomocí ultrazvukové sondy 4 × 1 min při výkonu sondy 
40 W. Buněčná suspenze byla uchovávána a homogenizována na ledu. Po homogenizaci 
byl odebrán vzorek suspenze (vzorek C). Buněčná suspenze byla centrifugována 10 min 
při 28000 × g a 20 °C. Po centrifugaci byl odebrán vzorek pelety (vzorek D). 
Supernatant byl pomocí injekční stříkačky a filtru o velikosti pórů 0,22 µm zfiltrován. 
Poté byl odebrán vzorek filtrátu (vzorek E). Filtrát byl naředěn 1:1 PBS pufrem s 1M 
NaCl. Tento vzorek byl poté nanesen na kolonu Talon. 

6.2.13. Produkce proteinů ve stabilně transfekované  linii HEK293S 
GnTI- 

 Transfekci a subkultivace buněčné linie prováděla Mgr. Barbora Kalousková 
v místnosti pro tkáňové kultury. Pro transfekci buněčné linie byl použit piggyBac 
systém 44. Buňky z buněčné linie HEK293S GnTI- byly kotransfekovány 3 plasmidy – 
pUT7_NKp46, PB-RN a PBase. Výsledkem této kotransfekce jsou stabilně 
transfekované buňky, které po indukci doxycyklinem produkují požadovaný protein.  

 Pro transfekci byly použita buněčná suspenze HEK293S GnTI-. Buněčná suspenze 
byla centrifugována 5 min při 95 × g a 20 °C. Buněčná peleta byla resuspendována 
v mediu ExCELL293 ve výsledném objemu 1,2 ml. Hustota buněk byla 23,5∙106 b/ml. 
Buněčná suspenze byla pipetována do 1 jamky 12 jamkové mikrokultivační destičky. 
Do jamky bylo přidáno 300 µl sterilního DNA transfekčního mixu v PBS-TK. Tento 
transfekční mix obsahoval 3 plasmidy – pUT7_NKp46 (24 µg), PB-RN (3 µg) a PBase 
(3 µg). Dále bylo přidáno 96 µg lPEI. Destička byla inkubována na třepačce 4 hodiny 
při 135 ot./min, 37 °C a 5% CO2.  

 Po inkubaci byla buněčná suspenze přenesena do 100ml čtyřhranné láhve 
s prodyšným víčkem. K buněčné suspenzi bylo přidáno médium ExCELL293 do 
výsledného objemu 30 ml a poté byla inkubována na třepačce 48 hodin při 135 ot./min, 
37 °C a 5% CO2. Po inkubaci byla k buněčné suspenzi přidána antibiotika - puromycin 
o výsledné koncentraci 5 µg/ml a G418 o výsledné koncentraci 50 µg/ml. Buněčná 
suspenze byla inkubována na třepačce za stejných podmínek. Každý třetí den byly 
buňky spočítány a centrifugovány 5 min při 95 × g a 20 °C. Buněčná peleta byla 
resuspendována v čerstvém médium ExCELL293 do celkového objemu 30 ml a opět 
přidána selekční antibiotika. Když byly buňky opět ve fázi růstu a jejich viabilita 
dosáhla opět 100 %, byla buněčná suspenze rozdělena na několik alikvotů, které byly 
zamraženy na -80 °C. Z těchto alikvotů byly poté buňky po rozmražení subkultivovány. 
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Když buněčná suspenze dosáhla hustoty 3∙106 - 5∙106 b/ml a potřebného objemu 
(300 ml v 1l čtverhranné láhvi) bylo přidáno indukční antibiotikum doxycyklin 
o výsledné koncentraci 1 µg/ml. Po pěti dnech od indukce byly buňky sklizeny. 
Buněčná suspenze byla centrifugována 30 min při 10000 × g a 20 °C. Protein byl 
sekretován buňkami do média, proto bylo centrifugované medium přefiltrováno 
a zmraženo při -20 °C a použito pro izolaci proteinu.  

6.2.14. Chelatační afinitní chromatografie proteinů 
 Proteiny produkované v rámci této práce obsahují histidinovou kotvu, proto bylo 
možné využít chelatační afinitní chromatografie s kolonou Talon. Kolona Talon byla 
připojena k HPLC systému ÄKTA basic. Kolona byla ekvilibrována PBS pufrem 
(v případě afinitní chromatografie proteinů z bakteriální exprese PBS pufrem s 1M 
NaCl). Pro nanášení vzorku na kolonu byl nastaven průtok 5 ml/min. Po nanesení 
vzorku byla kolona promyta PBS pufrem (PBS pufrem s 1M NaCl) při průtoku 
5 ml/min. Eluce byla provedena pomocí PBS pufru s 250 mM imidazolem. Pro eluci byl 
nastaven průtok 2,5 ml/min. Kolona byla následně regenerována. Kolona byla 
převedena do MES pufru, poté do dH2O a následně byl nosič regenerován pomocí 
roztoku CoSO4. Po regeneraci byla kolona převedena nejprve do dH2O a poté do 
20% ethanolu, ve kterém byla uchovávána.  

6.2.15. Koncentrování proteinů 
 Proteinové vzorky byly koncentrovány pomocí koncentrátorů Millipore Amicon 
Ultra MWCO 10000. Vzorek proteinu byl pipetován do koncentrátoru a centrifugován 
7 min při 3900 × g a 15 °C. Filtrát byl odstraněn, koncentrovaný vzorek byl pomocí 
pipety promíchán, bylo přidáno další množství vzorku a opět centrifugováno při 
stejných podmínkách. Postup byl opakován, dokud nebyl vzorek koncentrován na 
požadovaný objem.  

6.2.16. Gelová permeační chromatografie 
 Chromatografie byla prováděna na koloně Superdex 200 10/300, která byla připojena 
k HPLC systému ÄKTA basic. Chromatografická kolona byla převedena do HEPES 
pufru. Nanášený vzorek měl objem maximálně 500 µl. Před nanesením byl 
centrifugován 5 min při 20000 × g. Před nanesením vzorku byla 1ml nástřiková smyčka 
promyta HEPES pufrem. Zkoncentrovaný vzorek byl nanesen do nástřikové smyčky. 
Chromatografie byla prováděna při průtoku 0,5 ml/min. Frakce byly sbírány po 1 ml do 
1,5ml mikrozkumavek, detekce byla prováděna spektrofotometricky při 280 nm. 
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6.2.17. Měření koncentrace proteinů 
 Měření koncentrace proteinů bylo prováděno spektrofotometricky při 280 nm. 
Slepým vzorkem byl HEPES pufr. Pro měření bylo použito 2 µl vzorku. Měření bylo 
vždy provedeno třikrát, z naměřených hodnot byl pro výslednou koncentraci použit 
průměr z těchto měření. V případě odlehlého měření bylo toto měření vyřazeno. 
K vypočtení koncentrace byla zadána molekulová hmotnost proteinu a jeho teoretický 
extinkční koeficient při 280 nm.  

6.2.18. SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 
 Pro kontrolu čistoty jednotlivých frakcí z gelové permeační chromatografie byla 
provedena elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostředí dodecylsíranu sodného 
(SDS, z angl.. sodium dodecylsulphate). Elektroforéza probíhala ve dvou gelech – 
v zaostřovacím a rozdělovacím. Množství chemikálií pro 12,5% a 15% rozdělovací gel 
je uvedeno v Tab. 8. Připravený roztok byl pipetován mezi dvě skla elektroforetické 
aparatury a převrstven dH2O. Po zatuhnutí gelu byla voda odstraněna a byl pipetován 
zaostřovací gel. Do gelu byl zasunut hřeben. Po zatuhnutí zaostřovacího gelu byl hřeben 
vyjmut a elektroforetická souprava s gely byla přesunuta do elektroforetické vany a ta 
byla po rysku naplněna elektrodovým pufrem. Ke 12-20 µl vzorku bylo přidáno takové 
množství 5× koncentrovaného vzorkového pufru (redukujícího nebo neredukujícího), 
aby ve výsledné směsi byl 1× koncentrovaný. Vzorky byly umístěny do termobloku 
a 10 min zahřívány při 100 °C. Následně byly centrifugovány 2 min při 11000 × g 
a 20 °C. Do první jamky gelu bylo pipetováno 3 µl standardu molekulových hmotností. 
Do dalších jamek byly pipetovány analyzované vzorky. Elektroforéza probíhala 
45-60 min při 200 V. Elektroforéza byla ukončena, když elektroforetické čelo bylo 
přibližně 0,5 cm před koncem gelu. Po ukončení byly gely opatrně vyjmuty 
z elektroforetické aparatury a barveny barvícím roztokem minimálně 30 minut. Poté 
byly odbarveny pomocí odbarvovacího roztoku do úplného odbarvení pozadí gelů. Poté 
byly gely naskenovány a uchovávány v dH2O s 20% ethanolem. 

Tab. 8:  Množství chemikálii pro přípravu rozdělovacího a zaostřovacího gelu 

Rozdělovací gel  Zaostřovací gel 

 12,5% 15%    

dH2O 1,265 ml 0,9 ml  dH2O 0,7 ml 

30% AA 1,675 ml 2 ml  30% AA 0,25 ml 

Tris (pH 8,8) 1 ml 1 ml  Tris (pH 6,8) 0,125 ml 

10% SDS 40 µl 40 µl  10% SDS 10 µl 

10% APS 40 µl 40 µl  10% APS 10 µl 

TEMED 2 µl 2 µl  TEMED 1,5 µl 
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6.2.19. Elektropřenos proteinů na membránu 
 Pro elektropřenos byla připravena aparatura složená ze dvou elektrod, mezi které 
bylo umístěno 10 obdélníků filtračního papíru a nitrocelulosová membrána smočených 
v přenosovém pufru. Na nitrocelulosovou membránu byl umístěn polyakrylamidový gel 
ihned po elektroforéze v polyakrylamidovém gelu v prostředí dodecylsíranu sodného 
(viz 6.2.18). Na gel bylo umístěno dalších 10 obdélníků filtračního papíru smočených 
v přenosovém pufru. Aparatura byla uzavřena a umístěna do aparatury pro 
elektropřenos. Elektropřenos probíhal 15 min při 25 V a až 2,5 A.  

6.2.20. Imunodetekce proteinů s histidinovou kotvou 
 Po elektropřenosu byla membrána blokována pomocí 1% BSA v TBS pufru přes noc. 
Následně byla membrána opláchnuta 2× TBS-Tween/Triton pufrem a 1× TBS pufrem, 
každý oplach trval 5 minut. Membrána byla umístěna do 50ml zkumavky a do 
zkumavky bylo přidáno 10 ml 1% BSA v TBS s 2 µl myší monoklonální protilátky 
proti histidinové kotvě PentaHis. Inkubace probíhala 1 hodinu při laboratorní teplotě za 
stálého otáčení na rotátoru. Po inkubaci byla membrána opláchnuta 2× 
TBS-Tween/Triton pufrem a 1× TBS pufrem, každý oplach trval 5 minut. Následně byl 
připraven roztok 10 ml 10% sušeného odtučněného mléka v TBS s 2 µl králičí 
polyklonální protilátky proti myšímu IgG konjugované s křenovou peroxidasou a 1 µl 
kozí polyklonální protilátky proti myšímu IgG konjugované alkalickou fosfatasou. 
Roztok byl nalit na membránu a inkubace probíhala 1 hodinu při laboratorní teplotě a za 
stálého míchání na rotátoru. Po inkubaci byla membrána opláchnuta 3 × TBS pufrem. 
Následně byla provedena chemiluminiscenční a kolorimetrická detekce.  

 Chemiluminiscenční detekce byla prováděna pomocí 4 ml vyvolávacího roztoku, 
který obsahoval 2 ml roztoku ECL1 a 2 ml ECL2. Membrána byla umístěna na 
plastovou podložku a rovnoměrně zalita vyvolávacím roztokem. Membrána byla 
inkubována 1 min. Poté byl přebytečný roztok odstraněn a podložka zabalena do 
potravinářské folie. Podložka byla umístěna fotografické kazety. Na podložku byly 
postupně umisťovány fotografické papíry, které byly exponovány 1, 3 a 5 minut. 
Následně byly filmy umístěny do lázně s fotografickou vývojkou a poté do lázně 
s ustalovačem. Poté byly filmy opláchnuty dH2O a ponechány oschnout. Takto byly 
připraveny tři fotografie lišící se délkou expozice.  

 Kolorimetrická detekce probíhala po chemiluminiscenční detekci. Membrána byla 
opláchnuta TBS pufrem. Do 10 ml AP pufru bylo přidáno 66 µl roztoku NTB a 33 µl 
roztoku BCIP. Tento roztok byl nalit na membránu. Po proběhnutí reakce byla 
membrána opláchnuta dH2O a ponechána oschnout. Membrána byla po oschnutí 
naskenována. 
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7. Závěr 
 Byly připraveny vektory umožňující expresi extracelulární domény proteinu NKp46 
a proteinu Epa1. Protein NKp46 byl produkován v eukaryotickém expresním systému 
lidské buněčné linie HEK293S GnTI- a jeho přítomnost byla potvrzena imunodetekcí 
histidinové kotvy. Protein Epa1 byl produkován v bakteriálním expresním systému 
E. coli kmenu SHuffle.  
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