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Abstrakt
Role glutamátkarboxypeptidasy II v savčím organismu je již poměrně dobře prozkoumaná,

avšak o jejím homologu – glutamátkarboxypeptidase III – je známo jen minimum informací.
Pro strukturní a funkční charakterisaci proteinu je zapotřebí velké množství proteinu, který

je možno získat expresí v tkáňových kulturách. Vlastnosti proteinu mohou být ovlivněny post-
translačními modifikacemi, přičemž různé organismy provádějí různé posttranslační modifikace.
Proto jsme se rozhodli vyvinout systém pro produkci rekombinantního GCPIII v savčích buňkách.

Nejprve byl zaveden savčí expresní systém HEK 293–6E jako náhrada dosavadního hmy-
zího expresního systému. Výhodou tohoto savčího expresního systému je jeho snadná kultivace
v suspenzních podmínkách a možnost transientní transfekce. Dále byly optimalizovány transfekční
podmínky pro tento systém pomocí exprese zeleného fluorescenčního proteinu, pro snadnou detekci
pomocí průtokové cytometrie.

DNA kódující extracelulární část myší GCPIII (mEXSTII) byla klonována do pěti růz-
ných expresních plasmidů s použitím různých značek pro afinitní chromatografii (polyhistidinová
kotva nebo tzv. Fc značka) na N– nebo C–konci připravovaného proteinu. Připravenými plasmidy
byly transfekovány buňky. Pomocí imunochemické detekcce byla v médiích testována přítomnost
rekombinantního proteinu a následně jeho aktivita při štěpení specifického substrátu GCPIII β–
citrylglutamátu.

Protein byl exprimován ve všech případech, avšak plasmid pYD11, zajišťující objemnou Fc
značku na C–konci proteinu, produkoval výrazně nižší množství a aktivita proteinu byla zanedba-
telná. Pro expresi mEXSTII ve větším množství je tedy vhodné použít plasmid pTT22SSP4, který
produkuje mEXSTII s histidinovou kotvou na N–konci, kterou následuje štěpné místo pro odště-
pení kotvy specifickou proteasou, případně plasmid pYD5 produkující mEXSTII s Fc značkou na
N–konci, která je také následována štěpným místem.

Klíčová slova
GCPIII, glutamátkarboxypeptidasa III, HEK 293–6E, exprese proteinů, savčí expresní systém
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Abstract
The role of glutamate carboxypeptidase II in mammalian organism is already known quite

well but only little is known about its homologue glutamate carboxypeptidase III.
For structural and functional characterization of any protein, a large amount of protein

is required. Protein could be obtained by expression in tissue culture. Properties of the protein
may be affected by post translational modifications, where different organisms create different
modifications. Therefore, we set to develop a system for recombinant expression of GCPIII in
mammalian cells.

First the mammalian expression system HEK 293–6E was introduced as a substitute for the
current insect expression system. The advantage of this mammalian expression system is its option
of transient transfection and that it is easy to cultivate cells under suspension conditions. Further,
transfection conditions for this system were optimized by green fluorescent protein expression, for
easy detection by flow cytometry.

DNA encoding the extracellular part of mouse GCPIII (mEXSTII) was cloned into five
expression plasmids with His or Fc tags attached to N– or C–termini. Cells were transfected
with prepared plasmids. The presence of mEXSTII in media was tested using Western blot and
subsequently the activity of GCPIII was tested by cleaving its specific substrate β–citrylglutamate.

The protein was expressed in all cases but plasmid pYD11, coding for a large C–terminal
Fc tag, produced significantly lower amount of the protein with negligible actvity. We conclude
taht in order to express large amount of the mEXSTII, it is advisable to use plasmid pTT22SSP4
that produce the protein with N–terminal His tag followed by a protease cleavage site for the tag
removal or plasmid pYD5 that produces the protein with N–terminal Fc tag followed by thee same
protease cleavage site.

Keywords
GCPIII, glutamate carboxypeptidase III, HEK 293–6E, protein expression, mammalian expression
system
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Seznam zkratek

Amp ampicilin
APS peroxodisíran amonný (z angl. ammonium persulfate)
bPEI rozvětvený polyethylenimin (z angl. branched PEI)
BCG beta–citrylglutamát
DEAE–D diethylaminoethyl–dextran
DNA deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
EBNA1 jaderný antigen 1 viru Epstein–Barrové (z angl. Epstein–Barr nuclear antigen 1)
EBNA1t zkrácená forma jaderného antigenu 1 viru Epstein–Barrové (z angl. EBNA1 trun-

cated)
EGFR receptor epidermálního růstového faktoru (z angl. Epidermal growth factor recep-

tor)
FOLH1 gen pro foláthydrolasu
FGCP z angl. folylpoly–𝛾–glutamate carboxypeptidase
GCPII glutamátkarboxypeptidasa II (z angl. glutamate carboxypeptidase II)
GCPIII glutamátkarboxypeptidasa III (z angl. glutamate carboxypeptidase III)
GFP zelený fluorescenční protein (z angl. green fluorescent protein)
HEK lidské embryonální ledvinné buňky (z angl. human embryonic kidney)
HEK 293–6E HEK kultura transformovaná genem EBNA1t, uzpůsobená pro kultivaci v suspenzi

v bezsérovém prostředí, její plný název je HEK 293F–EBNA1t
HRP křenová peroxidasa (z angl. horseradish peroxidase)
IPTG isopropyl β–D–1–thiogalaktopyranosid
kDa kilodalton
LB medium Luria–Bertani
lPEI lineární polyethylenimin
LNCaP lidská buněčná linie odvozená od metastáz karcinomu prostaty v lymfatických

uzlinách (z angl. lymph node cancer prostate)
mEXSTII extracelulární část myší GCPIII
2–MPPA 2–(3–merkaptopropyl)pentandiová kyselina
NAA N–acetyl–L–aspartát
NAAG N–acetyl–L–aspartyl–𝛼–L–glutamát
NAALADasa z angl. N -acetylated–𝛼–linked acidic dipeptidase
ORF otevřený čtecí rámec (z angl. open reading frame)
oriP replikační počátek viru Epstein–Barrové
PAGE z angl. polyacrylamid gel electrophoresis
PBS z angl. phosphate buffer solution
PCR polymerasová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction)
2–PMPA 2–fosfonomethylpentandiová kyselina (z angl. 2–phosphonomethyl–pentanedioic

acid)
PSMA membránový antigen specifický pro prostatu (z angl. prostate–specific membrane

antigen)
PTM posttranslační modifikace (z angl. post–translational modification)
RNA ribonukleová kyselina (z angl. ribonucleic acid)
SDS dodecylsíran sodný (z angl. sodium dodecyl sulfate)
SV40 Simian Vacuolating Virus 40
SV40 ori replikační počátek viru SV40
SV40 TAg velký T–antigen viru SV40
TBS z angl. tris–buffered saline
TEMED tetramethylethylendiamin
TEV rozpoznávací sekvence pro proteasu viru tabákové mozaiky (z angl. tobacco etch

virus)
Tween 20 polyoxyethylen–20–sorbitan monolaurát
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Úvod
Glutamátkarboxypeptidasa III (GCPIII) je homolog prostatického nádorového markeru glu-

tamátkarboxypeptidasy II (GCPII, E.C. 3.4.17.21). Zdá se však, že GCPIII je neméně důležitá,
neboť je schopna v některých funkcích zastoupit GCPII, jak se ukázalo na myších modelech s inakti-
vovaným genem pro GCPII. Přestože uběhlo již 18 let od doby, kdy byla GCPIII poprvé detekována,
stále se toho o ní ví velice málo.

Pro studium funkce GCPIII je tedy v naší laboratoři připravován model myši s vyřazeným
genem pro GCPIII. Pro následná enzymologická studia bude potřeba velké množství myšího re-
kombinantního proteinu. K expresi proteinů byl dříve používán hmyzí expresní systém S2, který se
ale může od savčího lišit v posttranslačních modifikacích, z toho důvodu bylo rozhodnuto zavést
savčí expresní systém HEK 293–6E a v něm připravit extracelulární část myší GCPIII (mEXSTII).

V této práci se v teoretické části zabývám nejprve glutamátkarboxypeptidasou II a jejími
homology, dále potom přípravou rekombinantních proteinů a expresními systémy. V praktické části
se potom zabývám optimalizací expresních podmínek pro savčí expresní systém HEK 293–6E,
přípravou plasmidů pro tento systém a expresí mEXSTII.
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1 Glutamátkarboxypeptidasa II a její homology
1.1 Glutamátkarboxypeptidasa II

Glutamátkarboxypeptidasa II (GCPII, E.C. 3.4.17.21), také známá jako NAAG peptidasa,
NAALADasa I, PSMA či folát hydrolasa, je kódována genem FOLH1 [1]. GCPII je integrální mem-
bránový glykoprotein druhého typu patřící do skupiny zinkových metalopeptidas. Obsahuje 750
aminokyselin a její molekulová hmotnost je přibližně 84 kDa, respektive 110 kDa i s glykosylacemi
[2].

GCPII je nejvíce exprimována v epitheliálních buňkách prostaty, proximálních tubulech led-
vin, kartáčovém lemu lačníku a v gangliových buňkách nervového systému [3]. V každé z těchto
tkání má odlišnou funkci, což souvisí s různorodostí pojmenování tohoto enzymu, neboť byl zkou-
mán nezávisle v různých tkáních. Podle štěpení N–acetyl–L–aspartyl–𝛼–L–glutamát (NAAG) v mozku
na N–acetyl–L–aspartát (NAA) a L–glutamát získal jméno NAAG peptidasa; pteroylpoly–gamma–
glutamát hydrolasa či folát hydrolasa se tento enzym jmenuje v tenkém střevě a podle výskytu
v prostatě PSMA (membránový antigen specifický pro prostatu, z angl. prostate–specific mem-
brane antigen). Když se později zjistilo, že se jedná stále o jeden a týž protein, Mezinárodní unie
biochemie a molekulární biologie (IUBMB) schválila název glutamátkarboxypeptidasa II [4].

1.1.1 Struktura GCPII
GCPII obsahuje 19 aminokyselin dlouhou intracelulární část, poté jediný transmembránový

helix složený z 22 aminokyselin a velkou extracelulární část. Extracelulární část je rozdělena na tři
domény – proteasovou (I), apikální (II) a C–terminální doménu (III) [5] (viz Obrázek 1 na straně 8).
Aktivní formou GCPII je homodimer [6], hlavní kontaktní plocha je mezi doménou III jedné pod-
jednotky a doménami I a II druhé podjednotky. Dále strukturu stabilizují dva intermolekulární
solné můstky mezi doménou III jedné a druhé podjednotky, hydrofobní efekt a koordinované ionty
(převážně vápenaté).

GCPII je posttranslačně modifikována deseti N–glykosylacemi, které také napomáhají sta-
bilitě dimeru [5].

Obrázek 1: Struktura GCPII. (A, B) 3D struktura dimeru. Jedna podjednotka je vyobrazena
šedě, druhá barevně (proteasová doména I – světle modře; apikální doména II – žlutě; doména III
– hnědě). Koordinačně navázané ionty jsou zobrazeny barevnými kuličkami (Zn2+ zeleně, Ca2+

červeně, Cl– žlutě). Glutarátový senzor je vybarven zeleně. Na obrázku A je znázorněna pozice
enzymu vzhledem k membráně, na obrázku B pohled shora. Vstup do katalytického místa je vy-
značen písmenem E.
Převzato z [5]

Aktivní místo
Přibližně 2 nm dlouhý tunel mezi doménou I a II vede do aktivního místa, které obsahuje dva
zinečnaté ionty (Zn1, Zn2), oba tetraedricky koordinované. Vzdálenost mezi nimi se pohybuje
kolem 0,330 nm (volný stav) až 0,380 nm (navázaný inhibitor) a je přemostěna jednou molekulou
vody [5]. Dalšími ligandy jsou His377 (Zn2), Asp387 (Zn1 a Zn2), Glu425 (Zn1), Asp453 (Zn2)
a His553 (Zn1) (viz Obrázek 2 na straně 9). Tento motiv je typický pro celou metalopeptidasovou
rodinu M28, kam GCPII i její homology patří [7].
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Aktivní místo je rozděleno na dvě části – S1 kapsu, kam se váže NAA, a S1’ kapsu, kam
se váže glutamát. Součástí S1’ kapsy jsou také Lys699 a Tyr700, které jsou flexibilní a tvoří tzv.
glutarátový senzor.

Obrázek 2: Schéma aktivního místa GCPII s navázaným N–acetyl–L–aspartyl–L–
glutamátem. NAA se váže do S1 kapsy (odvozeno na základě modelu), glutamát se váže do
S1’ kapsy (z krystalografických dat). Aminokyseliny v rámečku — lysin a tyrosin — tvoří glutará-
tový senzor.
Převzato z [5]

1.1.2 Enzymové aktivity GCPII
Dosud byly popsány dvě významné hydrolytické aktivity GCPII.
V mozku GCPII hydrolyzuje peptidový neurotransmiter N–acetyl–L–aspartyl–𝛼–L–glutamát

(NAAG) na N–acetyl–L–aspartát (NAA) a L–glutamát (viz Obrázek 3 na straně 9). Vznikající L–
glutamát je rozšířeným excitačním neurotransmiterem. Inhibice GCPII má na zvířecích modelech
neuroprotektivní účinky, což dělá z GCPII potenciální cíl terapeutického zásahu [3]. Tato NAA-
LADasová aktivita, jak je také často označována, byla poprvé popsána v krysím mozku [8] s pH
optimem mezi 6,0 a 7,4 při 37 ∘C a pro svoji činnost potřebuje chloridové anionty.

Obrázek 3: Štěpení NAAG v mozku. GCPII štěpí NAAG na NAA a L–glutamát, který
v mozku působí jako excitační neurotransmiter
Převzato z [9]

V tenkém střevě GCPII odštěpuje glutamátové jednotky z folyl–poly–𝛾–glutamátu za uvol-
nění folátu (kyseliny listové) [10] (viz Obrázek 4 na straně 10). Hraje tedy důležitou roli při vstře-
bávání folátu z potravy. Tato enzymová aktivita byla poprvé popsána na prostatických nádorových
buňkách LNCaP (z angl. Lymph Node Carcinoma of the Prostate) exprimujících GCPII [11].

1.1.2.1 Inhibitory GCPII

GCPII je nespecificky inhibována chelátory dvojmocných kationtů (jako je EDTA). Znalost
substrátové specifity vedla k vývoji celé řady selektivních inhibitorů GCPII, které můžeme rozdělit
na dvě hlavní skupiny – deriváty glutamátu (viz Obrázek 5 na straně 10) a peptidomimetika –
analoga NAAG (viz Obrázek 6 na straně 11).
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Obrázek 4: Štěpení folyl–poly–𝛾–glutamátu v tenkém střevě. GCPII odštěpuje z folyl–
poly–𝛾–glutamátu glutamátové jednotky. Po odštěpení všech glutamátových jednotek je uvolněna
kyselina listová.
Převzato z [9]

Jako první byl navržen a synthetisován derivát kyseliny L–glutarové, kyselina 2–fosfonomethyl–

–pentandiová (2–PMPA, Ki=0,3 nM) [13], která se ukázala být vysoce selektivní pro GCPII [14].
Nahrazením polární fosfonátové skupiny vznikl další účinný inhibitor 2–(3–merkaptopropyl)pentandiová
kyselina (2–MPPA, Ki=90 nM), která vhledem k větší lipofilitě prostupuje střevní stěnou do krev-
ního řečiště a částečně i hematoencefalickou bariérou [15] [16]. Její výhodou oproti 2–PMPA tedy
je, že je možno ji podávat orálně. Mezi deriváty glutamátu patří také například GPI–5232 [17].

Obrázek 5: Inhibitory GCPII s glutamátovou skupinou. Zleva: první navržený inhibitor
GCPII 2–PMPA (Ki=0,3 nM), lipofilní 2–MPPA (Ki=90 nM) a aromatický inhibitor GPI–5232
(Ki=82 nM).
Převzato z [12]

Do druhé skupiny patří deriváty močoviny, která váže Zn2+ v aktivním místě. Tato sku-
pina inhibitorů je založena na podobnosti s NAAG, kde dvě aminokyseliny jsou spojeny přes
močovinu skrze své NH2 skupiny, a tedy nejsou hydrolyzovatelné. Do této skupiny patří napří-
klad ZJ–43 (Ki=0,8 nM), neboli kyselina (N–[[[(1S)–1–karboxy–3–methylbutyl]amino]karbonyl]–
L–glutamová) [18] [19]. Bohužel inhibitory založené na močovině není možné podávat orálně, také
velice málo prostupují přes hematoencefalickou bariéru.

Přestože například 2–PMPA či inhibitory založené na močovině není možné využít k me-
dicinském účelům přímo, mají vysoký potenciál. Mnoho laboratoří tedy pracuje na vylepšení bio-
kompatibility a snížení cytotoxicity těchto látek. Patří mezi ně například deriváty 2–PMPA (např.
estery) [20], lipofilnější thiolové sloučeniny [21], nebo alternativní Zn2+ vázající inhibitory [22].
Dále byly vyvinuty také inhibitory zcela odlišné od přirozeného substrátu GCPII obsahující indol
[23] (viz Obrázek 7 na straně 11).

1.1.3 Exprese GCPII
GCPII mRNA byla poprvé detekována v prostatě – v nádorové buněčné linii LNCaP [24].

Různé laboratoře nacházejí GCPII či její mRNA v různých tkáních a výsledky se liší podle použi-
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Obrázek 6: ZJ–43. Inhibitor GCPII založený na podobnosti s NAAG (Ki=0,8 nM).
Převzato z [12]

Obrázek 7: Inhibitor GCPII založený na indolu. Nedávno synthetisovaný inhibitor zcela
odlišný od přirozeného substrátu GCPII (Ki=22 nM).
Převzato z [12]

tých metod [25]. Ohledně výskytu GCPII v lidských tkáních tedy nepanuje jasná shoda.
Ve zdravých tkáních byla v různých laboratořích GCPII potvrzena v prostatě [26], astrocy-

tech a Schwannových buňkách nervové soustavy [27] [3], proximálních tubulech ledvin a tenkém
střevě [28].

V nádorových tkáních se GCPII vyskytuje především v nádoru prostaty [29], kde je oproti
zdravé tkáni exprese výrazně zvýšena, a také v metastázách karcinomu prostaty do kostí a lymfa-
tických uzlin [30]. Dále byla nalezena také v nádorech ledvin, močového měchýře, prsu a tlustého
střeva [31] [32] [33]. Též se hojně vyskytuje v neovaskulatuře nádorů, avšak nikoliv v normálních
cévách [34].

Zdá se, že se stoupající expresí GCPII se zvyšuje i agresivita nádoru. Dokonce byla nalezena
korelace mezi její expresí a příjmem folátu buňkou [35]. Naproti tomu byla nalezena i závislost
zcela opačná – čím vyšší exprese, tím nižší invazivnost prostatického nádoru [36]. Role GCPII
v nádorové tkáni tedy zatím zůstává nevyjasněna.

Pravděpodobně ale hraje významnou roli při patologické angiogenesi, neboť myši s inakti-
vovaným genem pro GCPII měly oproti kontrolní skupině sníženou schopnost tvorby nových cév
k tumorům [37]. Dále byla zjištěna role GCPII i při retinopatii, avšak vývoj normální vaskulatury
sítnice nedostatek tohoto enzymu neovlivňuje [38].

Zdá se tedy, že GCPII by mohla být cílem terapeutického zásahu, problematické ovšem je,
že je exprimována v různých tkáních, jako je například mozek, kde reguluje množství glutamátu.
Systematická inhibice GCPII by tedy mohla mít rozsáhlé negativní vedlejší účinky. Vzhledem
k výskytu v neovaskulatuře tumorů však může být použita k diagnostickým účelům [39], možná
i jako ukazatel míry agresivity nádoru.

1.2 Homology GCPII
Homologie – příbuznost dvou znaků pocházející ze společného předcházejícího znaku

Orthologie – příbuznost dvou znaků, která vznikla oddělením dvou biologických druhů

Paralogie – příbuznost dvou znaků pocházející z duplikace genu
Takto Fitch rozděluje příbuzné znaky [40]. Homologie je tedy nadřazeným pojmem pro

orthologii a paralogii.
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1.2.1 Orthology GCPII
1.2.1.1 Potkaní GCPII

Gen Folh1 u potkana kóduje 752 aminokyselin dlouhý protein s 9 N–glykosylačními místy.
Jeho aminokyselinová sekvence je z 85 % identická s lidskou GCPII (hGCPII) [41] [42]. Podobně
jako hGCPII se vyznačuje NAALADasovou aktivitou v mozku [8], avšak odlišná exprese v prostatě
u člověka a potkana znemožňuje využití potkana jako modelového organismu pro výzkum rakoviny
prostaty [28] [43].

1.2.1.2 Prasečí GCPII

Gen Folh1 u prasete kóduje 751 aminokyselin dlouhý protein s 12 N–glykosylačními místy.
Jeho aminokyselinová sekvence je z 91 % identická s lidskou GCPII [10] [28]. Prasečí GCPII byla
poprvé izolována z lačníku prasete, kde se vyznačuje 𝛾–glutamát karboxypeptidasovou aktivitou
[10], NAALADasová aktivita byla později potvrzena též [28].

1.2.1.3 Myší GCPII

U myši kóduje gen Folh1 752 aminokyselin dlouhý protein, který je z 86 % identický
s hGCPII. Vyznačuje se jak 𝛾–glutamátkarboxypeptidasovou, tak NAALADasovou aktivitou, avšak
velmi se liší exprese v lidských a myších tkáních. Takže na příklad v lidské prostatě se GCPII ex-
primuje nejvíce, kdežto v myší prostatě nebyla zaznamenaná exprese žádná [44].

1.2.2 Paralogy GCPII
1.2.2.1 PSMA–like

Gen pro PSMA–like obsahuje rozsáhlou deleci vzhledem k Folh1 – chybí část odpovídající
promotoru, celý první exon a část prvního intronu. Dále však obsahuje jen bodové mutace vzhledem
k Folh1.

Nejdelší otevřený čtecí rámec mRNA PSMA–like začíná v oblasti, která odpovídá osmému
intronu genu GCPII, a jeho translací vzniká 422 aminokyselin dlouhý protein s relativní molekulo-
vou hmotností 46 kDa a 97% sekvenční identitou s GCPII [45]. Tento produkt by však neměl být
proteolyticky aktivní, neboť oproti GCPII mu chybí 308 aminokyselin na N–konci, a je známo, že
již delece 90 aminokyselin na N–konci vede ke ztrátě proteolytické aktivity [46].

1.2.2.2 NAALADasaL

N–acetylated 𝛼–linked acidic dipeptidase–like, neboli NAALADasaL, je 740 aminokyselin
douhý transmembránový protein s molekulovou hmotností 80 kDa a je kódován genem NAA-
LADL1. Proteinová sekvence sdílí 35% identitu a 54% podobnost s GCPII [47].

Na rozdíl od GCPII se nejedná o karboxypeptidasu, ale o aminopeptidasu, byl pro ni tedy
navržen název HILAP (human ileal aminopeptidase) [48].

1.2.2.3 NAALADasaL2

NAALADasaL2 je kodována genem NAALADL2, který leží na třetím chromosomu v lokusu
3q26.3, obsahuje přibližně 32 exonů a celkem zabírá 1,37 Mbp. Tento gen produkuje mRNA pod-
léhající rozsáhlému sestřihu, výsledný protein je složen z 795 aminokyselin a je z 26 % identický
s GCPII [49].

1.2.2.4 Glutamátkarboxypeptidasa III, GCPIII

Poprvé byla mRNA GCPIII (též NAALADasa II) detekována již roku 1999 ve vaječnících,
varlatech a některých částech mozku. Ukázalo se, že nejen GCPII štěpí NAAG v mozku, ale
u myší s inaktivovaným genem pro GCPII byla stále viditelná NAALADasová aktivita, za kterou
je odpovědná právě GCPIII [50]. Na rozdíl od GCPII je ale GCPIII schopná štěpit i β–citryl
glutamát (BCG).

Aminokyselinová sekvence GCPIII sdílí 67% identitu a 81% podobnost s GCPII [47] a ex-
tracelulární část GCPIII je analogicky ke GCPII rozdělena na tři domény – proteasovou (amino-
kyseliny 46–106, 342–580), apikální (aminokyseliny 107–341) a helikální (aminokyseliny 581–740)
a obsahuje 7 glykosylačních míst [51].
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Porovnáním struktur katalytického místa u GCPII a GCPIII se ukázalo, že pouhá záměna
jediné aminokyseliny (Asp519 u GCPII, Ser509 u GCPIII) vede ke schopnosti GCPIII štěpit BCG
[52]. GCPIII stejně jako GCPII ztrácí aktivitu, pokud je deglykosylována [53].
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2 Expresní systémy
2.1 Plasmidy

Plasmid je malá kruhová dvouvláknová molekula DNA, která je schopna replikace nezá-
visle na chromosomální DNA. Plasmidy se hojně vyskytují u bakterií, kterým pomáhají přežít
nestandardní podmínky. Chromosomální DNA nese geny pro život buňky za normálních podmí-
nek, kdežto plasmidy obsahují geny, které mohou být pro buňku prospěšné ve stresujícím prostředí.
Plasmidy typicky mohou nést geny pro resistenci vůči antibiotikům. Plasmidy mohou být přená-
šeny mezi bakteriemi tzv. horizontálním genovým přenosem, jako je transformace (přijetí cizorodé
DNA kompetentní buňkou z okolí bez přímého kontaktu s buňkou donorovou), transdukce (přenos
je uskutečněn skrze virus) či konjugace (přímý přenos mezi buňkami, které jsou v těsném kontaktu).

Díky svým vlastnostem jsou plasmidy hojně využívány jako vektory v genovém inženýrství,
neboť je možné do nich vložit fragment DNA kódující požadovaný protein a ten po vložení do vhod-
ného organismu (bakterie, kvasinky či dokonce i savčí buňky) exprimovat a získat rekombinantní
protein.

Důležité části vektoru:

• Počátek replikace: sekvence DNA pro nasednutí DNA polymerasy (zajistí replikaci plas-
midu)

• Selekční marker: gen, který umožní selekci buněk s plasmidem (např. resistence na am-
picilin nebo tetracyklin – Amp respektive Tet)

• Indukovatelný promoter: sekvence DNA umožňující iniciaci transkripce (nasedá zde
RNA polymerasa)

• Klonovací místo: úsek DNA obsahující místa pro restrikční endonukleasy, též MCS
(z angl. Multiple Cloning Site)

Dále vektory zpravidla obsahují sekvence pro afinitní označení vzniklého rekombinantního
proteinu (viz Purifikace rekombinantních proteinů) a polyadenylační signál, či mohou obsahovat
další replikační počátek pro episomální replikaci.

2.2 Rekombinantní proteiny
Příprava proteinů se stává stále významnější, a to nejen v oblasti výzkumu, ale převážně

ve farmaceutickém průmyslu (léčiva na bázi proteinů, např. insulin). Jednou z metod je izolace
z přirozeného zdroje, což je jednak velice náročné, ale také velice drahé. Přelomový byl tedy objev
synthesy peptidů Brucem Merrifieldem v roce 1963 [54], za což dostal roku 1984 Nobelovu cenu.
Během 60. let byl v jeho laboratoři poprvé synthetisován například angiotensin a insulin a v roce
1969 ribonukleasa A [55], avšak tato metoda je stále omezena jen na peptidy či malé proteiny.

Roku 1970 byla objevena první restrikční endonukleasa [56] a již roku 1977 byl připraven
první rekombinantní protein [57]. Velký rozmach na poli biochemie a molekulární biologie, a tedy
i usnadnění přípravy rekombinantních proteinů, byl umožněn také díky objevu polymerasové řetě-
zové reakce (PCR) [58] či sekvenačních metod nukleových kyselin [59].

Na Obrázku 8 na straně 15 je schematicky znázorněna příprava rekombinantního proteinu.
Rekombinantní proteiny jsou tedy takové proteiny, které vznikají expresí cizorodé rekombi-

nantní DNA v námi zvoleném expresním systému. Na rozdíl od proteinů je totiž in vitro synthesa
DNA podle templátu jednoduchá.

2.3 Synthesa proteinů v tkáňových kulturách
Tkáňové kultury

První pokusy s udržením životaschopných buněk in vitro byly provedeny již koncem 19.
století, kdy například Wilhelm Roux byl schopen ve slaném roztoku několik dní udržet při životě
kuřecí embryonální buňky [61]. Avšak k výraznému zlepšení na poli tkáňových kultur došlo až ve
40. a 50. letech 20. století vlivem virologů, neboť kultivace virů v tkáňových kulturách umožňovala
snazší výrobu očkovacích vakcín.

Tkáňové kultury rostou při standardizovaných podmínkách mimo jejich přirozené prostředí
v médiu s určeným obsahem výživných látek (aminokyseliny, sacharidy, vitamíny či minerály), při
definovaném pH, teplotě a atmosféře plynných látek (O2, CO2). Právě poměrně přesně definované
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Obrázek 8: Příprava rekombinantního proteinu v bakteriálním expresním systému. Nejprve je
izolován gen kódující protein z původního (např. eukaryotního) organismu, ten je vložen do bak-
teriálního plasmidu použitím komplementárních restrikčních míst. Tímto vytvořeným vektorem je
transformována hostitelská buňka, která následně exprimuje požadovaný rrekombinantní protein.
Převzato z [60] a upraveno

podmínky jsou velkou výhodou při srovnávání různých metod či opakování experimentů. Zároveň
ale to, že se nejedná o přirozené prostředí, může hrát významnou roli v expresi proteinů a lišit se
od experimentů prováděných in vivo.

Během kultivace tkáňových kulturu rozeznáváme čtyři růstové fáze buněk, po vyčerpání
živného média je nutné část kultivovaných buněk odebrat a přenést do nového média. Tomuto
procesu se říká pasážování.

Růstové fáze tkáňové kultury:
Lag fáze: První fáze nastávající po pasážování buněk, kdy se buňky teprve adaptují na

nové prostředí. Množství buněk se nezvětšuje, ba naopak se počet buněk v této fázi mírně sníží.
Log fáze: Po úvodním šoku se buňky vzpamatovaly a začínají exponenciálně růst. Je možné

zachytit velké množství buněk v mitóze.
Stacionární fáze: Rychlost přibývání buněk se významně snižuje z důvodů vyčerpání mé-

dia, nárůstu odpadních látek a také kvůli kontaktní inhibici.
Fáze odumírání: Buňky rapidně umírají kvůli stále se zhoršujícím podmínkám (vyčerpání

média, hromadění odpadních látek metabolismu, změny pH, ...). Může docházet k tvorbě klidových
stádii, která dovedu přežít nepříznivé podmínky (tzv. sporulace).

Kromě buněčných linií, jejichž životnost je přibližně 30 až 50 dělení převážně z důvodu
zkracování telomer, existují i imortalizované buněčné linie, jejichž životnost není omezena počtem
buněčných cyklů, neboť mají aktivní telomerasu [62]. Tyto nesmrtelné linie se získávají buď přímo
z rakovinných nádorů (například HeLa buňky) nebo z normálních buněčných kultur působením
mutagenů. Spojením buněk s žádanými vlastnostmi (například B–lymfocyty vytvářející protilátky)
s buňkami nádorovými vznikají hybridomy, které kombinují vlastnosti obou svých „rodičů“. Tímto
způsobem se například vytvářejí nesmrtelné buněčné linie jakožto továrny na výrobu monoklonál-
ních protilátek.

Expresní systémy
Kromě expresních systému založených na tkáňových kulturách je možné synthetisovat pro-

teiny i in vitro ve směsi RNA polymerasy, ribonukleotidů, tRNA a ribosomů, avšak tento způsob je
velice finančně náročný a není možné dosáhnout velkých výtěžků proteinu, proto se stále nejčastěji
používají systémy buněčné [63].

Exprese rekombinantních proteinů v buněčných kulturách typicky zahrnuje transfekci buněk
DNA vektorem, který obsahuje templát pro daný protein, a následnou kultivaci buněk, kdy transfe-
kované buňky samy transkribují a translatují požadovaný protein. Buňky jsou následně lyzovány
a protein purifikován. Pro přípravu rekombinantních proteinů jsou hojně používány jak prokaryotní
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tak eukaryotní expresní systémy. Volba expresního systému závisí na několika veličinách, mimo jiné
na typu proteinu.

Nejpoužívanější systém pro velkou produkci proteinu je ten prokaryotní, a to jak pro labo-
ratorní, tak průmyslové použití. Bakteriální expresní systémy jsou velice populární hlavně kvůli
snadné kultivaci, rychlému růstu a vysokým výtěžkům rekombinantního proteinu. Bohužel multi-
doménové eukaryotní proteiny exprimované v bakteriích jsou mnohdy nefunkční, neboť prokaryota
neumožňují posttranslační modifikace typické pro eukaryota, což může vyústit ve špatné sbalení
proteinu. Tyto proteiny poté vytvářejí nerozpustné shluky a hromadí se v inkluzních tělískách
[64]. Renaturace z inkluzních tělísek je možná, avšak relativně náročná na provedení. Prokaryotní
systém lze obecně použít pro výrobu neglykosylovaných rekombinantních proteinů.

Nejčastěji používaným prokaryotním systémem je bakterie Escherichia coli [65]. DNA se
klonuje do plasmidu obsahujícího lac promotor a indukce se poté provádí pomocí analogu laktosy
– IPTG (isopropyl β–D–1–thiogalaktopyranosid). Pro produkci nejrůznějších aminokyselin se často
používají grampozitivní bakterie rodu Corynebacterium [66], v C. glutamicum byl dokonce vyroben
plně funkční epidermální růstový faktor [67]. U grampozitivních bakterií je velkou výhodou, že
narozdíl od gramnegativních neprodukují endotoxiny, například Lactococcus lactis [68] se používá
nejen k produkci proteinů, ale také v potravinářství při výrobě kysaných mléčných výrobků.
Expresní systémy využívající eukaryota

Mezi eukaryotními organismy sloužícími jako expresní systémy můžeme nalézt zástupce
od nejnižších eukaryot jako jsou kvasinky a prvoci, až po vyšší eukaryota jako jsou savci, dokonce
existují i lidské buněčné linie, které jsou využívány stále častěji. Přestože eukaryotické organismy
mají mnohem vyšší kultivační nároky než prokaryota, pro expresi eukaryotních genů jsou mnohem
vhodnější kvůli možnosti posttranslačních modifikací vytvořeného proteinu.

Z kvasinkových eukaryotních systémů se nejčastěji používá Pichia pastoris [69], která roste
relativně rychle, dává vysoké výtěžky a je schopna tvorby disulfidických můstků a glykosylací.
Bohužel se jedná o glykosylace vysoce manosového typu, které mohou stát za imunogenicitou
některých bioterapeutik vyráběných právě v tomto organismu [70]. Narozdíl od druhé často použí-
vané kvasinky Saccharomyces cerevisiae [71] je schopna růst i v prostředí s mnohem větší buněčnou
hustotou a také je schopna využívat methanol jako jediný zdroj energie [72].

Savcům podobnější posttranslační glykosylace s N–vázanou galaktosou synthetisuje parazi-
tický prvok Leishmania tarentolae [73], jehož další výhodou je i nenáročná kultivace až do vysokých
hustot.

Z mnohobuněčných organismů bylo nejvíce tkáňových kultur odvozeno od bezobratlých –
hmyzu. Například známé Sf9 a Sf21 odvozené od ovariální tkáně můry Spodoptera frugiperda [74]
či Schneiderovy buňky 2, známé pod zkratkou S2, odvozené z primární kultury embryí octomilky
Drosophila melanogaster [75], které lze snadno kultivovat v bezsérovém prostředí za pokojové
teploty [76].

2.3.1 Savčí expresní systémy
Savčí expresní systémy jsou v poslední době čím dál tím používanější, a to i průmyslově.

Jejich hlavní předností je jejich komplexní proteosynthetický aparát umožňující nejrůznější po-
sttranslační modifikace, a tedy obvykle produkují plně funkční protein se správnou terciární i
kvartérní strukturou. Savčí linie jsou však velice náročné na kultivaci – mají dlouhou generační
dobu v řádu až dní, vyžadují komplexní kultivační médium, stálou teplotu 37 ∘C a 5% atmosféru
CO2, jsou náchylné ke kontaminaci a výtěžky proteinu nebývají největší.

Savčích systémů je dnes celá řada, zde je výběr těch nejpoužívanějších:

• CHO (Chinese Hamster Ovary) – Linie odvozená již v 50. letech 20. století z epitheli-
álních buněk vaječníku křečíka čínského. Tato linie se vyznačuje rychlým růstem, schopností
růst v bezsérovém prostředí a je ze savčích linií nejčastěji průmyslově využívaná pro tvorbu
terapeutik (např. erythropoetin)[77] [78]. Více než 70% rekombinantních proteinů je produko-
váno právě v CHO buňkách [79]. Jelikož CHO buňky postrádají schopnost tvorby receptoru
pro epidermální růstový faktor (EGFR), jsou také často využívány pro výzkum mutací EGFR
[80].

• BHK (Baby Hamster Kidney) – Adherentní buněčná linie odvozená od ledvinných fib-
roblastů jeden den starých křečků [78].

• NS0 – Linie odvozená z myších myelomů produkujících imunoglobuliny, velmi často využí-
vána biofarmaceutickými firmami pro výrobu monoklonálních protilátek. Tato buněčná linie
není schopna synthetisovat cholesterol, musí být tedy dodáván v médiu [81].
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• COS – Buněčná linie odvozená z ledvinné tkáně kočkodana zeleného (CV–1) transformací
genem pro velký T antigen viru SV40 [82]. Zkratka COS je z angl. „CV–1 in Origin, and
carrying the SV40 genetic material“. Používají se linie COS–1 a COS–7.

• 3T3 – Linie myších fibroblastů odvozených z embryonálních buněk laboratorní myši [83].
Zkratka pochází z protokolu, podle kterého byla tato buněčná linie získána (z angl. „3–day
transfer, inoculum 3 x 105 cells“).

• HeLa – Lidská přirozeně nesmrtelná buněčná linie odvozená z buněk nádoru děložního hrdla
pacientky Henrietty Lacks [84], podle níž byla linie pojmenována. Tato linie je dobře prostu-
dovaná a používá se jako model lidských buněk pro nejrůznější pokusy, také jako expresní
systém. Jedná se o historický první lidský expresní systém, který se snadno kultivuje, dokonce
mají buňky tendenci kontaminovat svoje okolí [85].

• CAP – Lidská buněčná linie odvozená od amniocytů imortalizovaná adenovirem 5 [86].
CAP jsou určené pro stabilní produkci proteinu, pro transientní transfekci byla vyvinuta
linie CAP–T exprimující velký T antigen viru SV40.

• HEK 293 (Human Embryonic Kidney) – Lidská buněčná linie odvozená z embryonální
ledvinné tkáně.

2.3.1.1 HEK 293

Lidské embryonální ledvinné buňky č. 293 byly vytvořeny v roce 1973 Frankem Grahamem
(v laboratoři Alexe van der Eba v Leidenu) odvozením od normální ledvinné tkáně získané z potra-
ceného plodu. Buněčná kultura byla transformována částmi virové DNA z adenoviru 5 v prostředí
fosforečnanu vápenatého [87] [88].

• HEK 293S — Buněčná kultura uzpůsobená pro suspenzní kultivaci v prostředí s určitým
podílem koňského nebo kravského séra.

• HEK 293F — Kultura uzpůsobená pro kultivaci suspenzně v bezsérovém prostředí média
Freestyle.

• HEK 293T — Kultura stabilně transformovaná genem pro velký T antigen polyomaviru
SV40 (SV40 TAg), který umožňuje episomální replikaci vektorů obsahujících replikační po-
čátek SV40.

• HEK 293E — Kultura stabilně transformovaná genem pro nukleární antigen 1 viru Epstein–
Barrové (EBNA1), který umožňuje episomální replikaci vektorů obsahujících replikační po-
čátek oriP.

• HEK 293–6E — Kultura transformovaná kratší verzí genu EBNA1, tzv. EBNA1t, který
vykazuje nižší cytotoxicitu, uzpůsobená pro kultivaci v suspenzi v bezsérovém prostředí, její
plný název je HEK 293F–EBNA1t [89].

2.3.2 Transfekce
Slovo transfekce vzniklo složením z trans a infekce, tedy transformace infekcí. Jedná se

o proces vkládání nukleových kyselin do hostitelského organismu. Transfekci rozlišujeme na stabilní
a transientní.

V případě stabilní transfekce se jedná o vložení rekombinantní DNA do genomu hostitele,
poté je vybrán nejproduktivnější klon. Tento způsob umožňuje dlouhodobou produkci proteinu,
a proto se často využívá v biofarmaceutickém průmyslu.

Při transientní transfekci není DNA začleněna do genomu. Po vyčerpání hostitelské buňky je
nutné provést transfekci znovu. Tento způsob se využívá pro rychlou produkci proteinu, například
pro strukturní a funkční charakterisaci proteinu.

Z mnoha transfekčních metod vybíráme dle typu hostitelského organismu, dále také dle
finanční a časové náročnosti a požadovaného výsledku.

Metody transfekce mohou být založeny na biologickém (přirozená virová či bakteriální
infekce), fyzikálním (mikroinjekce, elektroporace, sonoporace, biolistika) či chemickém principu.
Z chemických metod je nejlevnější precipitace DNA fosforečnanem vápenatým (Ca3(PO4)2) [90].
Dále mezi chemické metody patří lipofekce (DNA uzavřená v liposomech, které splývají s plazma-
tickou membránou) [91], tvorba nanočástic – komplexů DNA s polykationty (DEAE–dextran,
poly(L–lysin), polyethylenimin [92]), které jsou poté adsorbovány na povrch buňky a endocyto-
vány.
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2.3.2.1 Polyethylenimin jako transfekční činidlo

Polyethylenimin (PEI), nazývaný též polyaziridin, je polymer s opakující se jednotkou obsa-
hující aminoskupinu a CH2CH2 skupinu. Lineární PEI (lPEI) obsahuje všechny aminy sekundární
(viz Obrázek 9 na straně 18), kdežto rozvětvený PEI (bPEI) obsahuje kromě sekundárních aminů i
aminy primární a terciární (viz Obrázek 10 na straně 18). Na transfekce se používá více lineární
PEI pro svoji vyšší transfekční účinnost a nižší cytotoxicitu.

Obrázek 9: Lineární polyethylenimin, nejčastěji používané transfekční činidlo

Obrázek 10: Rozvětvený polyethylenimin

Lineární PEI je synthetisován ve dvou krocích. Nejprve se kationtovou polymerací připraví
poly(2–ethyl–2–oxazolin) a tento prekurzor je následně hydrolysován v nadbytku kyseliny chloro-
vodíkové (viz Obrázek 11 na straně 18). Takto nejprve vzniká kopolymer, s delším reakčním časem
se stupeň hydrolysy zvyšuje [93].

Obrázek 11: Příprava lineárního PEI kyselou hydrolysou poly(2–ethyl–2–oxazolinu)
Převzato z [93]

Během transfekce jsou nejprve vytvořeny kladně nabité komplexy DNA s PEI, které jsou
přitahovány k záporně nabité cytoplasmatické membráně a následně endocytovány. Z těchto endo-
somů je poté uvolněna DNA do cytoplasmy za přispění efektu „protonové houby“ [94].

2.4 Posttranslační modifikace
Po přeložení mRNA ribosomem mnohdy dochází ještě k posttranslační modifikaci (PTM)

vzniklého proteinu. Jedná se o kovalentní modifikace, které pomáhají stabilizovat terciární struk-
turu či regulují funkci enzymů. PTM jsou také důležité v buněčné signalisaci. Nejčastěji dochází
k modifikacím aminokyselin peptidového řetězce adicí nové funkční skupiny, jako je na příklad
fosfátová, acetátová či methylová skupina. Fosforylace jsou z PTM nejběžnější a často zajišťují re-
gulaci enzymové aktivity in vivo. Mnoho eukaryotních proteinů vyžaduje ke své funkci či stabilitě
připojení sacharidových jednotek a podléhají glykosylaci. Připojení lipidické molekuly k proteinu je
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často spojeno se zacílením tohoto proteinu k buněčné membráně, která je také lipidická. Označení
proteinu ubikvitinem slouží jako signál k degradaci proteinu.

Mezi další formy posttranslační modifikace patří také štěpení původního polypeptidového
řetězce či propojování peptidových řetězců přes −SH skupiny cysteinů za vzniku disulfidických
můstků.

2.5 Purifikace rekombinantních proteinů
Produkcí proteinu v tkáňových kulturách vzniká směs mnoha proteinu, sacharidů, lipidů

a nukleových kyselin. Sérií procesů zvaných proteinová purifikace je možné izolovat z této směsi
jediný typ proteinu. Protein by neměl purifikací ztratit svoji aktivitu.

Nejběžnější metodou purifikace rekombinantních proteinů je afinitní chromatografie založená
na specifické interakci afinitní značky a matrice. Afinitní značka je již během exprese s proteinem
fúzována, a to buď na N– či C–konci. Purifikace probíhá typicky ve třech krocích. Nejprve je protein
pomocí afinitní značky zachycen na matrici chromatografické kolony, poté je promýván a ve třetím
kroku eluován.

Nejčastěji používané afinitní značky:

• His–tag – také známý jako polyhistidinová kotva – je proteinový motiv skládající se alespoň
z šesti histidinových zbytků přímo za sebou, které velice dobře chelatují ionty niklu a kobaltu.
Právě tato vlastnost se využívá při purifikaci [95]. Jedná se o nejčastěji používaný tag.

• Avi–Tag – peptid, který je možné biotinylovat a následně izolovat pomocí streptavidinu [96].

• FLAG–tag – peptid rozeznávaný protilátkou [97].

• Strep–tag – peptid vázající se na streptavidin nebo modifikovaný streptavidin zvaný streptactin
[98].

• Fc–tag – odvozený z fc (z angl. fragment crystallizable) domény imunoglobulinu umožňuje
purifikaci skrze Protein–A Sepharosu.

Po purifikaci získaného proteinu je tag mnohdy potřeba odstranit – k tomu slouží například
proteasa viru tabákové mozaiky (TEV, angl. tobacco etch virus) [99], Thrombin, Factor Xa nebo
Enteropeptidasa.
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3 Cíle práce
Cílem práce bylo vypracovat metodu pro přípravu rekombinantního proteinu GCPIII v sav-

čích buňkách. K tomu bylo potřeba splnit následující postupné cíle:

• Zavedení kultivace HEK 293–6E v suspenzních podmínkách.

• Optimalizace transfekčních podmínek pro buněčnou linii HEK 293–6E.

• Příprava pěti různých plasmidů s genem pro extracelulární část myší GCPIII (mEXSTII)
pro transfekci HEK 293–6E.

• Příprava rekombinantního mEXSTII v buňkách HEK 293–6E z těchto plasmidů a porovnání
míry jejich exprese a aktivity.

21



4 Materiál a Metody
4.1 Chemikálie

Bio–Rad (USA)
All blue standard (Precision Plus Protein Standards), ionex AGr 1–X8
Biotika (Česká republika)
ampicilin
Biotium (USA)
GelRed
Finnzymes (Finsko)
Phusion DNA Polymerasa
Invitrogen (USA)
TOPOr TA Cloningr Kit, TOP10 kompetentní buňky
Lachema (Česká republika)
dihydrogenfosforečnan draselný, glukosa, kyselina mravenčí
New England BioLabs (USA)
restrikční endonukleasy, T4 DNA–ligasa
Penta (Česká republika)
kyselina chlorovodíková, azid sodný, ethanol, ethanol pro UV spektroskopii, glycerol, hydroxid
sodný, chlorid sodný, isopropanol, methanol
Polysciences (USA)
polyethylenimin (PEI)
Qiagen (USA)
GelPilot DNA Weight Marker, MinElute PCR Purification Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit, QI-
Aquick Gel Extraction Kit, X–Gal
Roth (Německo)
scintilační roztok Rotiszintr eco plus
Serva (Německo)
peroxodisíran amonný
Sigma–Aldrich (USA)
bromfenolová modř, EDTA, akrylamid, 2–merkaptoethanol, dodecylsulfát sodný, LB agar, LB me-
dium, sacharosa, TEMED (tetramethylethylendiamin)
ThermoFisher Scientific (USA)
Casein Blocker v TBS, SuperSignal West Femto Chemiluminiscent Substrate
Top–Bio (Česká republika)
PPP Master Mix, deoxyribonukleotidy
United States Biochemical (USA)
N,N ’–methylen–bis(akrylamid), Tween 20 (polyoxyethylen sorbitan monolaurate), Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Zymo Research (USA)
Zyppy Plasmid Miniprep Kit

4.2 Buněčné linie, vektory a jiné
Plasmidy:
pTTo–GFPq, pTTo3c–SSH, pTT22SSP4, pTTVH8G, pYD5, pTT28, pYD11 (Y. Durocher, Ka-
nada)
Buněčné linie:
HEK 293–6E (Y. Durocher, Kanada)
Média:
kultivační: Freestyle–293 (Invitrogen, USA)
transfekční: Opti–MEM (ThermoFisher Scientific, USA)
Protilátky:
GCPII–04 (Exbio antibodies, ČR)
sekundární anti–myší protilátka konjugovaná s křenovou peroxidasou (Pierce, USA)
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Programy:
Vector NTI (ThermoFisher Scientific, USA)

4.3 Přístroje

Centrifuga 5415R, Eppendorf (Německo)
Centrifuga Allegra X–15R, Beckman Coulter (USA)
9450 pH meter, Unicam (UK)
Biometra TRIO 48, Analytik Jena (SRN)
NanoDrop 1000, Thermo Scientific (USA)
laboratorní váhy XA 110/X, RADWAG (Polsko)
fluorescenční mikroskop Olympus IX81, Olympus (Japonsko)
světelný mikroskop Nikon Eclipse TS 100, Nikon (Japonsko)
scintilační kapalinový spektrometr Tri–Carb 2900TR, Perkin Elmer (USA)
přístroj na počítání buněk Countess, Invitrogen (USA)
rotační inkubátor Innova 44, Eppendorf (Německo)
CCD kamera ChemiDoc–It 600, UVP (UK)
transiluminátor Quantum ST4, Vilber (Německo)
Mini Proban Tetracell, PowerPac HC, Bio–Rad (USA)
laminární box Euroflow Serie, typ EF/S, Telstar (Španělsko)
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4.4 Metody
4.4.1 Příprava DNA s mEXSTII se štěpnými místy metodou PCR

Z plasmidu obsahujícího extracelulární část myší GCPIII (mEXSTII) byl metodou PCR
amplifikován jen úsek obsahující mEXSTII a na jeho konce byly přidány úseky DNA kódující
místo pro restrikční endonukleasy pomocí primerů. Pro každý plasmid byla namíchána reakční
směs o objemu 30 µl obsahující 1x Phusion Buffer HF, 1µM kódující a reversní primer dle Ta-
bulky 1 na straně 23 (sekvence primerů jsou uvedeny v Tabulce 2 na straně 23), 400µM směs
deoxyribonukleotidů (dNTPs), templátovou DNA o koncentraci 33 pg/µl (pCR TOPO mEXSTII)
a Phusion polymerasu (0,6 U). V Tabulce 3 na straně 23 jsou uvedeny reakční podmínky, PCR
byla prováděna v přístroji Biometra TRIO 48 (Analytik Jena). Kroky č. 2 až 4 byly pětadvacetkrát
opakovány.

Tabulka 1 : Přehled reversních (R) a kódujících (F) primerů pro jednotlivé plasmidy
plasmid kódující primer reversní primer
pTT22SSP4 FmEXSTIIXbaI RmEXSTIIstopBamHI
pTTVH8G FmEXSTIIBamHI RmEXSTIIstopXbaI
pYD5 FmEXSTIIBamHI RmEXSTIIstopEcoRI
pTT28 FmEXSTIIXbaI RmEXSTIIBamHI
pYD11 FmEXSTIIBamHI RmEXSTIIXbaI

Tabulka 2 : Sekvence primerů
FmEXSTIIXbaI 5’–aaatctagagaaacaactacttctgctggttatc–3’
RmEXSTIIstopBamHI 5’–aaaggatccctataacacattggtcagtgtcc–3’
FmEXSTIIBamHI 5’–aaaggatccgaaacaactacttctgctggttatc–3’
RmEXSTIIstopXbaI 5’–aaatctagactataacacattggtcagtgtcc–3’
RmEXSTIIstopEcoRI 5’–aaagaattcctataacacattggtcagtgtcc–3’
RmEXSTIIBamHI 5’–aaaggatcctaacacattggtcagtgtccc–3’
RmEXSTIIXbaI 5’–aaaggatcctaacacattggtcagtgtccc–3’

Tabulka 3 : Reakční podmínky PCR
krok č. teplota v ∘C doba trvání v sekundách

1 98 60
2 98 15
3 50 30 25x
4 72 60
5 72 300

4.4.2 Horizontální agarosová elektroforesa
Elektrodový TAE pufr (50x): 2M Tris, 1M CH3COOH, 0,05M EDTA, pH 8.0
Vzorkový pufr: 40% (w/v) sacharosa, 0,1 (w/v) bromfenolová modř, 0,02% NaN3

Příprava agarosového gelu: V 250ml Erlenmayerově baňce bylo připraveno 30 ml 1% roztoku
agarosy v TAE pufru – 0,3 g agarosy bylo zahříváno v 30 ml TAE pufru do úplného rozpuštění,
poté doplněno do celkového objemu 30 ml destilovanou vodou. Následně byla do roztoku přidána
fluorescenční barva GelRed (1:100000) pro vizualisaci DNA.

Roztok agarosy byl nalit do připravené aparatury (Bio–Rad) s příslušnými hřebeny vytvá-
řejícími jamky. Po zatuhnutí byly hřebeny vyjmuty a gel převrstven TAE pufrem. Do jamek byly
naneseny vzorky DNA smíchané se vzorkovacím pufrem v poměru 5:1 a také DNA standard Gel-
Pilot 1 kb. Elektroforesa probíhala po dobu 30 minut při napětí 120 V. Po jejím skončení byly
fragmenty vizualisovány transiluminátorem Quantum ST4 (Vilber) a vyfoceny.

24



4.4.3 Izolace DNA z agarosového gelu
Produkty PCR byly vyříznuty pod UV lampou z agarosového gelu a vloženy do 1,5ml

zkumavek a DNA izolována dle protokolu „QIAquick Gel Extraction Kit“. Ke gelu bylo přidáno
trojnásobné množství QG pufru (600 µl) a směs byla zahřívána 5 minut na 50 ∘C a poté míchána
do úplného rozpuštění. Rozpuštěný gel byl nanesen na Qia Quick spin kolonku a centrifugován
1 minutu při 11000 g. Proteklá tekutina byla vylita. Kolonka byla následně promyta 750 µl PE
pufru (dvakrát centrifugace 1 minutu při 11000 g) a poté vložena do čisté 1,5ml zkumavky a DNA
z ní eluována 50 µl HPLC H2O (1 minuta při laboratorní teplotě, poté centrifugace 1 minutu při
11000 g).

4.4.4 Štěpení vektorů a PCR produktů restrikčními endonukleasami
Pro návrh reakčních podmínek (teplota, čas, pufr) byla použita internetová aplikace „Double

Digest Finder“ [100]. V Tabulce 4 na straně 24 jsou shrnuty použité restrikční endonukleasy s vhod-
nými pufry jak pro štěpení plasmidů (vektorů), tak i pro štěpení insertů, které mají být do těchto
plasmidů vloženy1. Jak je vidět, ne všechna štěpení je možno provést současně (odlišný pufr),
a tedy musí být nejprve provedeno štěpení jedním enzymem a teprve po pročištění štěpit druhým
enzymem v jiném prostředí, tedy sekvenčně.

Všechna štěpení probíhala 1 hodinu při 37 ∘C v celkovém objemu 50 µl. Reakční směs ob-
sahovala vždy 1 µg DNA, jednu (nebo obě) restrikční endonukleasu (dle Tabulky 4) o koncentraci
10 U/50 µl, kde U (unit, jednotka) odpovídá množství enzymu potřebnému ke konverzi 1 µmol
substrátu za minutu, a 1x koncentrovaný reakční pufr NEB 3.1, respektive NEB 2.1, jak je uvedeno
v Tabulce 4.

Tabulka 4 : Přehled použitých restrikčních endonukleas
insert vektor

plasmid enzym 1 pufr enzym 2 pufr enzym 1 pufr enzym 2 pufr
pTT22SSP4 BamHI 3.1 XbaI 3.1 BamHI 3.1 NheI 2.1
pTTVH8G BamHI 3.1 XbaI 3.1 BamHI 3.1 NheI 2.1
pYD5 BamHI 3.1 EcoRI 3.1 BamHI 3.1 EcoRI 3.1
pTT28 BamHI 3.1 XbaI 3.1 BamHI 3.1 NheI 2.1
pYD11 BamHI 3.1 XbaI 3.1 BamHI 3.1 XbaI 3.1

4.4.5 Ligace fragmentů mEXSTII a rozštěpených vektorů
Pro ligaci insertů (mEXSTII) s vektory byla namíchána reakční směs o objemu 10 µl, která

obsahovala 1x koncentrovaný T4 DNA ligase pufr, 1 µl vektoru, 5 µl insertu a na závěr byl při-
dán 1 µl T4 DNA ligasy. Jako kontrola byla provedena též nulová ligace, kdy do reakční směsi
místo insertu byla přidána voda, a to pro všech pět vektorů. Ligace probíhala při 16 ∘C přes noc.
Následující den byla provedena transformace E. coli touto směsí.

4.4.6 Transformace E. coli plasmidovou DNA
K 10 µl ligační směsi bylo přidáno 30 µl kompetentních TOP10 buněk a následně byl prove-

den teplotní šok. Směs byla nejprve inkubována 30 minut na ledu, poté 90 sekund při 42 ∘C a opět
30 sekund na ledu. Směs byla následně naředěna 300 µl LB média a inkubována 1 hodinu při 37 ∘C.
250 µl směsi bylo natřeno na agarové plotny obsahující ampicilin, které byly uloženy do 37 ∘C přes
noc. Druhý den byly spočítány narostlé kolonie a v závislosti na počtu narostlých kolonií bylo
odebráno 1–6 kolonií od každého plasmidu (viz Tabulka 5 na straně 25). Každá odebraná kolonie
byla suspendována v 12,5 ml LB média s ampicilinem o koncentraci 100 µg/ml a přes noc vložena
do rotačního inkubátoru s teplotou 37 ∘C.

4.4.7 Minipreparace plasmidové DNA
Následující den byly buňky centrifugovány při 4000 g po dobu deseti minut a supernatant byl

odlit. Peleta byla poté zpracována dle protokolu Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research).
Nejprve byla suspendována v 600 µl H2O a přenesena do 1,5ml zkumavky, k buňkám bylo při-
dáno 100 µl lyzačního pufru a převracením zkumavek směs promíchána. Okamžitě bylo přidáno

1Rozštěpením DNA enzymem XbaI je vytořen stejný kohezní konec jako při rozštěpení enzymem NheI.
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Tabulka 5 : Počty narostlých a odebraných kolonií
mEXSTII nulová ligace odebráno

pTT22SSP4 (3) 21 3 3
pTTVH8G (4) 12 7 3
pYD5 (5) 1 0 1
pTT28 (6) 126 87 6
pYD11 (7) 1 0 1

350 µl neutralizačního pufru a směs opět důkladně promíchána, dokud nebyla zbarvena zcela žlutě,
a centrifugována 3 minuty při 13000 g. Supernatant byl pipetován na Zyppy–Spin kolonky, které
byly znovu rychle centrifugovány po dobu 15 sekund a proteklá tekutina byla vylita. DNA na
kolonce byla dále promývána nejprve 200 µl Endo–Wash pufru a dále 400 µl Zyppy–Wash pufru.
Po promytí byla kolonka vložena do čisté 1,5ml zkumavky a DNA eluována 30 µl HPLC H2O (30s
centrifugace až 1 minutu od napipetování H2O).

4.4.8 Sekvenace vektorů
Každý vektor byl sekvenován natřikrát použitím tří různých primerů – první primer pYD11

seq FWD nasedá před hypotetickým začleněním insertu a je kódující, druhý primer pTT22SSP4
seq R nasedá za hypotetickým začleněním insertu a je reversní a třetí primer ZOO 3 nasedá uvnitř
insertu a je reversní. Takto by měla být osekvenována celá oblast insertu i přilehlé úseky DNA
před i za insertem. Sekvence všech tří primerů jsou uvedeny v Tabulce 6 na straně 25.

K přibližně 450 ng plasmidové DNA (používá se množství DNA v rozmezí od 400 do 500 ng
DNA) byl přidán primer tak, aby jeho výsledná koncentrace byla 2,5 µM, a směs doplněna vodou
do 10 µl. Sekvenaci provedla firma GATC Biotech. Výsledky byly zpracovány v programu Vector
NTI.

Tabulka 6 : Sekvence sekvenačních primerů
pYD11 seq FWD 5’–ggggtgagtactccctctca–3’
pTT22SSP4 seq R 5’–cagttggcaagttgtaccaac–3’
ZOO 3 5’–gcctgaagcaattccaagtctttgg–3’

4.4.9 Příprava insertu mEXSTII pro plasmid pYD5 (druhý pokus) klonováním do
TOPO vektoru

Protože jeden z vektorů se nepodařilo připravit přímým štěpením PCR produktu mEXSTII
se štěpnými místy, byl nejprve klonován do TOPO vektoru. Tento PCR produkt byl opatřen tzv.
„lepivými konci“ s přesahem deoxyadenosinu na 3’ konci za použití PPP Master Mixu (Top Bio),
který obsahuje Taq polymerasu, jež je právě synthesy těchto přesahů schopna. K 10 µl z gelu
izolovaného PCR produktu s BamHI a EcoRI místy bylo přidáno 10 µl 2x PPP Master Mixu. Po
10 minutách při 72 ∘C byl použit MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) k přečištění DNA. K
20 µl reakce bylo přidáno 100 µl PB pufru a celých 120 µl bylo naneseno na MinElute kolonku. Směs
byla centrifugována 1 minutu při 13000 g, proteklá tekutina byla vylita. Na kolonku bylo naneseno
750 µl PE pufru, opět byla provedena centrifugace 1 minutu, proteklá tekutina vylita a kolonka
ještě jednou centrifugována pro odstranění zbytků pufru. Kolonka byla následně umístěna do 1,5ml
zkumavky. Pro eluci DNA bylo na kolonku nejprve naneseno 40 µl destilované vody a po jedné
minutě byla provedena minutová centrifugace.

Takto přečištěná DNA byla klonována do pCR™II–TOPOr vektoru podle protokolu TOPOr

TA Cloningr Kit (Invitrogen). K 0,8 µl DNA bylo přidáno 0,2 µl roztoku solí (Invitrogen) a 0,2 µl
pCR™II–TOPOr vektoru. Směs byla ponechána 30 minut při laboratorní teplotě.

K 1,2 µl směsi bylo přidáno 35 µl TOP10 kompetentních buněk a teplotním šokem byla
provedena transformace. Ke směsi bylo přidáno 300 µl LB média a ponecháno 1 hodinu při 37 ∘C.
Na agarosovou plotnu obsahující ampicilin bylo naneseno 40 µl X–Galu2 (40 ng/ml) a po vyschnutí

2X–Gal, neboli 5–bromo–4–chloro–3–indolyl–β–D–galaktopyranosid, je analogem laktosy a pokud je rozštěpen,
necukernatá složka kondenzuje za vzniku intenzivně modrého 5,5’–dibromo–4,4’–dichloro–indiga. Buňky se správně
klonovaným insertem nemají schopnost štěpit laktosu, tedy ani X–Gal, neboť klonovací místo je uvnitř genu nutného
pro správnou funkci β–galaktosidasy. Kolonie s klonovaným insertem tedy budou bílé, bez insertu budou modré.
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bylo naneseno 300 µl buněčné směsi a plotny byly inkubovány při 37 ∘C přes noc. Následující den
byly odebrány 4 bílé kolonie, každá do 12,5 ml LB média s ampicilinem. Následovala inkubace
přes noc při 37 ∘C a následující den byla provedena minipreparace DNA. Poté následovalo štěpení
restrikčními endonukleasami. Další postup byl shodný s přípravou ostatních vektorů.

4.4.10 Příprava roztoku lPEI na transfekce
50 mg lPEI bylo rozpuštěno v přibližně 40 ml HPLC H2O, pH upraveno HCl na hodnotu 2,0

a směs byla míchána do rozpuštění. Následně bylo pH upraveno na 7,0 a doplněno vodou do 50
ml. Výsledná koncentrace lPEI tedy je 1 mg/ml.

4.4.11 Transfekce HEK 293–6E připravenými plasmidy
Veškerá práce s buňkami HEK 293–6E byla prováděna v laminárním boxu, aby se zamezilo

kontaminaci. Transfekce v malém objemu byly prováděny na destičkách se šesti jamkami. Den před
plánovanou transfekcí byly buňky naředěny tak, aby v den transfekce měly hustotu přibližně 1, 7·106

buněk na mililitr. Do každé jamky bylo napipetováno 1,8 ml buněk. Dřívějšími experimenty bylo
zjištěno, že nejlepších výsledků transfekce je dosahováno pokud poměr DNA:PEI je 1:7. K 95 µl
transfekčního média OPTIMEM v 1,5ml zkumavce byly přidány 2 µg DNA a poté 14 µl roztoku
lPEI (o koncentraci 1 mg/ml). Směs byla ponechána v boxu při laboratorní teplotě 10 minut
a poté byl veškerý objem zkumavky pipetován k buňkám. Destičky s buňkami byly umístěny
do rotačního inkubátoru (120 rpm) temperovaného na 37 ∘C s 5% atmosférou CO2. Pro expresi
proteinů je doporučená produkce buňkami 3 až 5 dní.

4.4.12 Sklízení HEK 293–6E
Pro porovnání míry exprese s časem byly buňky sklízeny postupně, a to po 72, 96 a 120

hodinách. Po 120 hodinách byly buňky zcela sklizeny.
Protože buňky mají schopnost částečně adherovat na stěny destiček, nejprve byly suspendo-

vány pipetou. Poté bylo do 1,5ml zkumavky odebráno 500 µl buněk. Ty byly nejprve centrifugovány
2 minuty při 1200 rpm pro odstranění buněk, médium bylo následně centrifugováno 10 minut při
13000 g. Supernatant byl uchováván před dalšími pokusy při −20 ∘C.

4.4.13 Polyakrylamidová SDS elektroforesa za redukujících a denaturujících podmí-
nek

Vzorkový pufr (6x): 350mM Tris/HCl (pH 6,8), 30% (v/v) glycerol, 2mM 2–merkaptoethanol,
350mM SDS, 180µM bromfenolová modř

Elektrodový pufr (5x): 140mM Tris/HCl (pH 8,8), 1,4M glycin, 20mM SDS

Zaostřovací gel (6%): 250mM Tris/HCl (pH 6,8), 6,6% akrylamid, 0,1% (w/v) SDS, 0,2%
(v/v) TEMED, 0,1% (w/v) APS

Separační gel (11%): 375mM Tris/HCl (pH 8,8), 11% akrylamid, 0,1% (w/v) SDS, 0,2% (v/v)
TEMED, 0,1% (w/v) APS

K 15 µl média z transfekovaných buněk byly přidány 3 µl vzorkového pufru a tato směs byla
inkubována 5 minut při 96 ∘C, aby byly proteiny přítomné v médiu zcela denaturovány. Vertikální
elektroforesa všech vzorků byla prováděna 40 minut při napětí 200 V, jako DNA standard byl
použit All blue marker (Bio–Rad).

4.4.14 Elektropřenos a imunodetekce GCPIII
Elektrodový přenosový pufr: 192mM glycin, 25mM Tris/HCl, 10% (v/v) methanol

PBS: 10mM Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCl (pH 7,4)

Po skončení elektroforesy byl gel nejprve omyt v přenosovém pufru, rovněž nitrocelulosová
membrána byla v tomto pufru omyta, a poté gel na membráně byl obklopen v pufru namočenými
filtračními papíry a umístěn do cely Mini Trans–Blot (Bio–Rad). Přenos proteinů na membránu
probíhal 60 minut při napětí 100 V v aparatuře od firmy Bio–Rad.

Nitrocelulosová membrána byla následně blokována 5 ml roztoku kaseinu v PBS (Casein
Blocker 1:500). Po jedné hodině byla do blokovacího roztoku k membráně přidán 1 µg myší pri-
mární protilátky GCPII–04 a inkubována přes noc při 4 ∘C. Následující den byla membrána třikrát
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promyta roztokem PBS s 0,05% Tweenem 20. Poté byla uložena na jednu hodinu do roztoku kase-
inu v PBS (1:250000) se sekundární proti myší protilátkou konjugovanou s křenovou peroxidasou
(𝛼–M–HRP). Poté byla opět třikrát promyta roztokem PBS+0,05% Tween 20 a následně vyvolána
soupravou SuperSignal West Femto (Thermo Scientific), chemiluminiscenční signál byl zachycen
CCD kamerou ChemiDoc–It 600 (UVP). Pro odhad relativního množství proteinu pro jednotlivé
klony a časy sběru byl použit program ImageJ.

4.4.15 Stanovení aktivity GCPIII s použitím radioaktivně značeného substrátu BCG
Reakční pufr: 20mM Tris/HCl (pH 7,4), 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0,1% Tween 20

Pufr k zastavení reakce (STOP pufr): 200mM KH2PO4, 2mM 2–merkaptoethanol (pH 7,4)

Substrát: 50nM [3H]BCG značený tritiem na C3 a C4 uhlících skeletu glutamátu (BCG, [GLU-
TAMATE –3, 4– 3H]), 950nM BCG

Protože největší množství proteinu obsahovala vždy média z buněk sklízených po 120 hodi-
nách, dále se pracovalo již jen s nimi. Jako negativní kontrola sloužilo médium z buněk transfe-
kovaných plasmidem s genem pro GFP, pro stanovení maximální aktivity enzymu byla použita
extracelulární část lidské GCPIII značená Avi tagem (h–AviEXSTII).

K 10 µl média v 1,5ml zkumavce bylo přidáno 80 µl pufru. Enzymová reakce byla startována
přidáním 10 µl substrátu a promícháním, poté byly vzorky na 60 minut umístěny do 37 ∘C.

Ionexová chromatografie: Do skleněných Pasteurových pipet byla vložena skleněná kulička
a poté pipetovány 2 ml nosiče AG 1–X8 (Bio-Rad) suspendovaného 1:1 s odvzdušněnou destilovanou
vodou (ddH2O). Poté byla kolona dvakrát promyta přibližně 1,3 ml ddH2O. Na takto připravenou
kolonu bylo naneseno 200 µl reakční směsi. Do scintilačních lahviček bylo dáno 6 ml scintilačního
roztoku Rotiszintr eco plus (Roth) a do nich eluován na ionexu zachycený glutamát přídavkem
dvakrát 1,25 ml 1M HCOOH. Obsah scintilačních lahviček byl důkladně promíchán a scintilace
změřena kapalinovým scintilačním spektrometrem Tri–Carb 2900TR (Perkin Elmer).
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5 Výsledky
Hlavním cílem bylo vytvořit pět plasmidů pro transfekci buněk HEK 293–6E s genem pro

extracelulární část myší GCPIII a dále mezi sebou porovnat množství a aktivitu vzniklých pro-
teinů. Plasmidy se mezi sebou liší v použité značce pro afinitní chromatografii a jejím umístění
buď na N– či C– konci proteinu, dále v přítomnosti či nepřítomnosti místa pro odštěpení této
značky proteasou viru tabákové mozaiky (TEV, angl. tobacco etch virus) a v signální sekvenci pro
sekreci (SEAP – sekretovaná alkalická fosfatasa, VEGF – vaskulární endotheliální růstový faktor,
IgGk – 𝜅 řetězec lidské protilátky IgG). Schematické znázornění podstatné části plasmidu s již
klonovaným mEXSTII je na Obrázku 12 na straně 28. Plasmidy spolu s plasmidy pro testování
účinnosti transfekce (plasmidy s genem pro GFP – zelený fluorescenční protein a SEAP – sekretova-
nou alkalickou fosfatasu) poskytl Yves Durocher (Kanada). Pro zjednodušení práce byly plasmidy
očíslovány, a to takto: 1. pTTo–GFPq (test transfekce, GFP), 2. pTTo3c–SSH (test transfekce,
SEAP), 3. pTT22SSP4, 4. pTTVH8G, 5. pYD5, 6. pTT28, 7. pYD11.

Obrázek 12: Schematické znázornění plasmidů. mEXSTII: extracelulární část myší GCPIII; SEAP
sig.: signální peptid pro sekreci sekretované alkalické fosfatasy; VEGF sig.: signální peptid pro
vaskulární endotheliální růstový faktor; IgGk sig.: signální peptid z 𝜅 řetězce lidské protilátky IgG;
TEV: rozpoznávací sekvence pro proteasu viru tabákové mozaiky; HIS: histidinová kotva; Fc(IgGk):
Fc část 𝜅 řetězce lidské protilátky IgG

5.1 Příprava DNA s mEXSTII se štěpnými místy metodou PCR
Metodou PCR byl amplifikován z templátové DNA úsek obsahující gen pro mEXSTII (pCR

TOPO mEXSTII, připravený v naší laboratoři), pro každý plasmid s rozdílnými štěpnými místy
na 5’ a 3’ konci. Agarosovou elektroforesou byla rozdělena směs různě dlouhých částí DNA dle
velikosti (viz Obrázek 13 na straně 28). Gen pro mEXSTII je velký přibližně 2000 bp, fragmenty
o této velikosti byly vyříznuty z gelu a přečištěny. Dle síly proužků na agaru můžeme usoudit, že
amplifikace proběhla úspěšně ve všech případech.

Obrázek 13: Agarosová elektroforesa po PCR. V první jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp (proužek každých 1000 bp), v dalších pěti jamkách
označených čísly 3 až 7 jsou konstrukty mEXSTII s kombinací štěpných míst vhodných pro následné
klonování do plasmidů 3 až 7. Fragmenty o velikosti přibližně 2000 bp byly vyříznuty.

5.2 Štěpení vektorů a PCR produktů restrikčními endonukleasami
Plasmidy 3 až 7 i fragmenty 3 až 7 získané PCR byly štěpeny restrikčními endonukleasami

(viz Tabulka 4 na straně 24). Po štěpení byla opět provedena agarosová elektroforesa pro oddě-
lení rozštěpených a nerozštěpených plasmidů, respektive pro oddělení malých fragmentů z konců
insertů. V případě insertů byly opět vyřezávány proužky o velikosti přibližně 2000 bp, v případě
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plasmidů se velikosti rozštěpených plasmidů mírně liší, avšak všechny se pohybují okolo 5000 bp.
Jelikož všechny inserty a také plasmidy 5 a 7 bylo možno štěpit současně dvěma restrikčními endo-
nukleasami, ale plasmidy 3, 4 a 6 bylo nutné štěpit sekvenčně, nejsou všechny plasmidy na jednom
gelu.

Úspěšnost štěpení insertů není možné zhodnotit na základě výsledků elektroforesy (viz Ob-
rázek 14 na straně 29), neboť odštěpované části byly velmi malé a na gelu tedy není vidět rozdíl
mezi rozštěpeným a nerozštěpeným insertem. Správnost štěpení plasmidů 5 a 7 není zaručena
(proužky jsou velice rozmazané – viz Obrázek 15 na straně 29) a obzvlášť u plasmidu 5 je množství
rozštěpené části velmi malé. Sekvenční štěpení plasmidů 3, 4 a 6 dopadlo v pořádku (usuzováno
dle síly proužku odpovídající velikosti přibližně 5000 bp – viz Obrázek 16 na straně 30),.

Obrázek 14: Agarosová elektroforesa po štěpení. V první jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp (proužek každých 1000 bp), v dalších čtyřech
jamkách označených čísly 3 až 6 jsou konstrukty mEXSTII s kombinací štěpných míst vhodných
pro následné klonování do plasmidů 3 až 6 (štěpen 1 µg DNA). Fragmenty o velikosti přibližně
2000 bp byly vyříznuty.

Obrázek 15: Agarosová elektroforesa po štěpení. V první jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp (proužek každých 1000 bp), v další jamce označené 7
ins. je nanesen konstrukt mEXSTII s kombinací štěpných míst vhodných pro následné klonování do
plasmidu 7 – zde byl vyříznut proužek odpovídající velikosti 2000 bp. Další dráha byla vynechaná,
a poté následují dvě jamky označené 5 plasm. a 7 plasm. obsahující rozštěpené plasmidy 5 a 7 –
zde byly vyříznuty proužky odpovídající velikosti 5000 bp. Štěpen 1 µg DNA.

5.3 Ligace fragmentů mEXSTII a rozštěpených vektorů
Po extrakci plasmidů a insertů obsahujících gen pro mEXSTII z gelu byla provedena ligace.

Kromě toho byla provedena též kontrolní ligace, kdy do směsi nebyl vložen insert. Všemi těmito
deseti vzorky byly transformovány E. coli, a protože všechny vektory obsahují gen zajišťující re-
sistenci na antibiotikum ampicilin, byly kultivovány na Petriho miskách s agarem obsahujícím
ampicilin. Následující den byly spočítány narostlé kolonie na jednotlivých miskách (viz Tabulka 5
na straně 25) a vybrané kolonie dále kultivovány. Na miskách s plasmidem 5 a plasmidem 7 na-
rostla pouze jediná kolonie, tedy byla odebrána, na miskách bez insertu nevyrostlo nic. Na miskách
s plasmidem 3 a 4 byl výrazný rozdíl v počtu kolonií narostlých na misce s insertem a bez insertu,
z misek s insertem tedy byly odebrány 3 klony od každého plasmidu. Avšak E. coli transformované
plasmidem 6 vytvořily mnoho kolonií jak na miskách s insertem, tak na miskách bez insertu, bylo
tedy odebráno 6 klonů. Odebrané klony byly pojmenovány 3.1, 3.2, 3.3, 4.1, atd., tedy první číslice
označuje plasmid, číslice za tečkou označuje konkrétní klon. Všechny misky byly dále skladovány
při 4 ∘C pro případ, že by žádná odebraná kolonie neobsahovala správně klonovaný plasmid.
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Obrázek 16: Agarosová elektroforesa po štěpení. V první jamce je nanesen DNA standard GelPilot
1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp (proužek každých 1000 bp), v dalších jamkách
označených čísly 3, 4 a 6 jsou rozštěpené plasmidy 3, 4 a 6 (štěpen 1 µg DNA). Fragmenty o velikosti
přibližně 5000 bp byly vyříznuty.

Množství a čistota minipreparované DNA byla stanovena měřením absorbance na přístroji
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Koncentrace je určována z hodnoty absorbance při 260 nm,
čistota DNA z poměru absorbance při 260 nm/280 nm – pro čistou DNA by tento poměr měl
být přibližně 1,8. S vyšší kontaminací proteinem se tento poměr snižuje v důsledku absorbance
proteinů při 280 nm. Pro kontaminaci jinými látkami než proteiny s absorpčním maximem při
280 nm se také měří absorbance při 230 nm (například znečištění fenolem). Poměr absorbance
260 nm/230 nm by měl pro čistou DNA být 2,0 až 2,2. V tabulce 7 na straně 30 je uvedena jak
koncentrace DNA pro jednotlivé klony, tak oba důležité poměry indikující míru znečištění.

Tabulka 7 : Koncentrace a čistota připravených klonů měřená na přístroji NanoDrop 1000
klon ng·µl−1 260/280 260/230 klon ng·µl−1 260/280 260/230
3.1 657 1,74 1,41 6.1 368 1,79 1,68
3.2 527 1,79 1,87 6.2 392 1,79 1,68
3.3 514 1,74 1,57 6.3 432 1,78 1,66
4.1 657 1,87 2.35 6.4 416 1,79 1,84
4.2 719 1,89 2.43 6.5 419 1,75 1,48
4.3 651 1,87 2,28 6.6 466 1,68 1,27
5 437 1,79 1,70 7 591 1,81 2,03

5.4 Kontrolní štěpení vektorů
Pro kontrolu správnosti klonování insertů do plasmidů byla nejprve zvolena metoda kontrol-

ního štěpení. Přehled použitých restrikčních endonukleas je uveden v Tabulce 8 na straně 30 spolu
s pufrem potřebným pro správnou činnost enzymu. Pro návrh reakčních podmínek (teplota, čas,
pufr) byla použita internetová aplikace „Double Digest Finder“ [100]. Je vidět, že všechny dvojice
enzymů vyžadují stejné podmínky, tedy je možné provést štěpení současně oběma enzymy. Pod-
mínky kontrolního štěpení byly stejné jako v případě štěpení insertů v kapitole 4.4.4. Vzorky byly
analysovány agarosovou elektroforesou a porovnány s predikcí vytvořenou v programu VectorNTI
(viz Obrázek 17 na straně 31).

Tabulka 8 : Přehled použitých restrikčních endonukleas pro kontrolní štěpení vytvořených plas-
midů

plasmid enzym 1 pufr 1 enzym 2 pufr 2
pTT22SSP4 BamHI 3.1 XhoI 3.1
pTTVH8G BamHI 3.1 SalI 3.1
pYD5 BamHI 3.1 EcoRI 3.1
pTT28 BamHI 3.1 XhoI 3.1
pYD11 BamHI 3.1 XbaI 3.1

Porovnáním záznamu z elektroforesy s predikcí můžeme usoudit, že v pořádku jsou pravdě-
podobně klony 3.1, 3.3, 4.1, 4.2, 5, 6.4 a 7 (Obrázek 18 na straně 31 a Obrázek 19 na straně 32).
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Obrázek 17: Predikce kontrolního štěpení v programu VectorNTI. V první dráze je 500bp DNA
standard, dráhy 2 až 11 znázorňují štěpení jednotlivých plasmidů jednak se klonovaným genem pro
mEXSTII (+), jednak bez klonovaného genu (∅). Dráhy 2 a 3 – pTT28 (6), 4 a 5 – pTT22SSP4
(3), 6 a 7 – pTTVH8G (4), 8 a 9 – pYD5 (5), 10 a 11 – pYD11 (7).

Obrázek 18: Agarosová elektroforesa – kontrolní štěpení. V první jamce je nanesen DNA standard
GelPilot 1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp (proužek každých 1000 bp). Další jamky
jsou označeny názvy jednotlivých klonů (štěpen 1 µg DNA).

5.5 Sekvenace vektorů
Z připravených klonů, které dle kontrolního štěpení se zdály správné, byly pro sekvenování

vybrány klony 3.3, 4.2, 5, 6.4 a klon 7. Sekvenaci provedla firma GATC Biotech a v programu
VectorNTI byla ověřena správnost jednotlivých klonů. Klony 3.3, 6.4 a 7 byly v pořádku, klon 4.2
vykazoval bodovou mutaci, která však nevyústí v záměnu aminokyseliny, a v klonu 5 nebyl dle
sekvenace začleněný insert. Plasmid 5 byl tedy připraven znovu.

5.6 Příprava insertu mEXSTII pro plasmid pYD5 (druhý pokus) klono-
váním do TOPO vektoru
Pro přípravu plasmidu 5 s insertem mEXSTII byl nejprve využit amplifikovaný úsek s ge-

nem pro mEXSTII, o jehož přípravě hovořím v kapitole 4.4.1. Tento úsek DNA byl klonován
do pCR™ II–TOPOr vektoru a osekvenován. Sekvenace odhalila chybně amplifikované místo ro-
zeznávané restrikční endonukleasou. Příprava úseku DNA s genem pro mEXSTII se štěpnými místy
na obou stranách metodou PCR byla zopakována a tento úsek byl opět klonován do pCR™ II–
TOPOr vektoru, připraveným vektorem byly transformovány E. coli a ty kultivovány na Petriho
miskách ošetřených ampicilinem a pomocí X–Galu byly rozlišeny kolonie s vektorem od těch bez
vektoru. Následující den byly odebrány 4 bílé kolonie, které byly dále kultivovány a plasmidová
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Obrázek 19: Agarosová elektroforesa – kontrolní štěpení. V první jamce je nanesen DNA standard
GelPilot 1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp (proužek každých 1000 bp). Další jamky
jsou označeny názvy jednotlivých klonů (štěpen 1 µg DNA). V poslední jamce je nanesen DNA
standard GelPilot 100 bp Plus, který zobrazuje rozmezí 100 bp až 1000 bp s rozestupem 100 bp
(tučně vyznačeno 500 bp) a nejvyšší proužek zobrazuje 1500 bp.

DNA poté purifikována miniprepací. Klony byly pojmenovány 5.1, 5.2, 5.3 a 5.4. Následovalo ště-
pení plasmidů restrikčními endonukleasami BamHI a EcoRI (viz Obrázek 20 na straně 32).

Obrázek 20: Agarosová elektroforesa – štěpení pCR™ II–TOPOr vektoru s klonovanými inserty.
V první jamce je nanesen DNA standard GelPilot 1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp
(proužek každých 1000 bp). Další jamky jsou označeny názvy jednotlivých klonů (štěpen 1 µg
DNA).

Fragmenty o velikosti 2000 bp byly vyříznuty a extrahovány z gelu. Vzorek 5.1 byl ligován
s rozštěpeným vektorem pYD5. Následující postup byl shodný s přípravou ostatních plasmidů.
Tedy po ligaci byly transformovány bakterie E. coli a kultivovány na Petriho misce s agarem
ošetřeným ampicilinem. Následující den byly odebrány a dále kultivovány 4 kolonie (na misce
vyrostlo přibližně 80 kolonií, na misce s nulovou ligací 2 kolonie), které byly označeny 5.1, 5.2, 5.3
a 5.4.

Všechny klony byly kontrolně štěpeny restrikčními endonukleasami BamHI a EcoRI v pro-
středí pufru NEB3.1 po dobu jedné hodiny při 37 ∘C a analysovány agarosovou elektroforesou (viz
Obrázek 21 na straně 33).

Klony 5.1 a 5.3 byly odeslány na sekvenaci, oba byly klonované správně, dále však bylo
pracováno již jen s klonem 5.3, neboť zde měla plasmidová DNA vyšší čistotu.

5.7 Transfekce HEK 293–6E
Pro optimalizaci transfekčních podmínek byl použit plasmid pTTo–GFPq, který produkuje

zelený fluorescenční protein (GFP). Dle doporučení by měl být poměr DNA:PEI mezi 1:2 a 1:3. Nej-
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Obrázek 21: Agarosová elektroforesa – kontrolní štěpení. V první jamce je nanesen DNA standard
GelPilot 1 kb, který zobrazuje rozmezí 1000 až 10000 bp (proužek každých 1000 bp). Další jamky
jsou označeny názvy jednotlivých klonů (štěpen 1 µg DNA).

prve tedy byly buňky transfekovány s poměrem DNA:PEI 1:2, 1:2,5 a 1:3. Účinnost transfekce byla
stanovována průtokovou cytometrií (FACS, z angl. Fluorescence–Activated Cell Sorting). Vzhle-
dem k tomu, že účinnost transfekce se neustále zvyšovala, v následujícím experimentu byly použity
poměry DNA:PEI 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9 a 1:10, jako negativní kontrola byly použity
buňky transfekované plasmidem pTT22SSP4–mEXSTII.

V Tabulce 9 na straně 33 jsou uvedeny počty živých buněk, účinnost transfekce a průměr
flurescence GFP ze všech živých buněk. Na základě těchto dat byl pro další transfekce zvolen poměr
DNA:PEI 1:7 (viz Obrázek 22 na straně 33).

Fluorescence GFP byla též detekována fluorescenčním mikroskopem (viz Obrázek 23 na straně 34).

Tabulka 9 : Optimalizace poměru DNA:PEI průtokovou cytometrií. V prvním sloupci jsou uve-
deny poměry DNA:PEI, NC znamená negativní kontrolu, kdy buňky nebyly transfekovány GFP.
V dalším sloupci jsou uvedeny počty živých buněk, které FACS detekoval. Poté účinnost transfekce,
tedy % buněk, které vykazovaly fluorescenci odpovídající GFP vzhledem ke všem živým buňkám.
V posledním sloupci je uveden průměr hodnot fluorescence GFP ze všech živých buněk.

DNA:PEI Živých buněk Účinnost transfekce Průměr fluorescence GFP
NC 1181 0,1 77
1:2 1281 3,0 939
1:3 1382 3,3 2838
1:4 1333 19,8 16203
1:5 1500 48,1 37879
1:6 1437 49,1 40157
1:7 1427 50,7 41174
1:8 1469 52,3 39895
1:9 322 52,5 43802

1:10 1697 53,4 37783

Obrázek 22: Transfekce GFP. Záznam z průtokové cytometrie buněk HEK 293–6E 24 hodin po
transfekci. A) negativní kontrola B) buňky transfekované plasmidem s GFP (DNA:PEI 1:7). Na
svislé ose grafů je vynesen počet buněk, na vodorovné ose relativní fluorescence GFP.
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Obrázek 23: Buňky HEK 293–6E tři dny po transfekci. A) Buňky transfekované plasmidem
s GFP, B) buňky transfekované plasmidem neobsahujícím GFP. Fluorescence byla detekována
fluorescenčním mikroskopem Olympus IX81.

Pro přípravu proteinu mEXSTII byly buňky transfekovány plasmidy 3.3, 4.2, 5.3, 6.4 a 7
s poměrem DNA:PEI 1:7. Buňky byly sklizeny v čase 3, 4 a 5 dnů po transfekci, aby bylo možné
porovnat vývoj množství mEXSTII v čase. Sklizená média byla označena stejně jako plasmidy,
kterými byly buňky transfekovány, a písmenem A, B nebo C, kde A: exprese proteinu buňkami 72
hodin, B: exprese proteinu buňkami 96 hodin, C: exprese proteinu buňkami 120 hodin. Média byla
před další analysou uložena do −20 ∘C.

5.8 Polyakrylamidová SDS elektroforesa, elektropřenos a imunode-
tekce mEXSTII
Proteiny v médiích byly rozděleny nejprve polyakrylamidovou SDS elektroforesou za redu-

kujících a denaturujících podmínek, poté přeneseny na nitrocelulosovou membránu. Protilátkou
GCPII–04 byl imunodetekován mEXSTII, pomocí sekundární protilátky konjugované s křenovou
peroxidasou a soupravy WestFemto (Thermo Scientific) byly proteiny vizualizovány a chemilu-
miniscenční signál byl zachycen CCD kamerou ChemiDoc–It 600 (UVP) (viz. Obrázek 24 na
straně 34).

Obrázek 24: Imunodetekce mEXSTII v médiích. Jamky jsou označeny názvem klonu a písmeny
A, B, C, kde A: exprese proteinu buňkami 72 hodin, B: exprese proteinu buňkami 96 hodin, C:
exprese proteinu buňkami 120 hodin. Symbol ∅ značí médium z buněk transfekovaných plasmidem
pTTo–GPq (negativní kontrola). Vzorky byly naneseny v množství odpovídajícím 15 µl média. Pro
odhad velikostí je též nanesen standard velikostí All blue.

Je vidět, že pro každý klon platí, že největší množství proteinu je ve vzorku C, tedy v médiích
sklizených po 120 hodinách. Další analysa byla prováděna již jen s těmito vzorky. Zároveň je vidět,
že v médiích z buněk transfekovaných plasmidy 3.3, 4.2, 5.3 a 6.4 je velké množství proteinu na
rozdíl od buněk transfekovaných plasmidem 7. Protein produkovaný z plasmidů 5.3 a 7 má vyšší
hmotnost kvůli objemné Fc značce.

Poté byl experiment proveden ještě jednou s desetkrát nižší nanáškou média na gel, již jen
pro porovnání médií z buněk sklizených po 120 hodinách. Z gelu byly proteiny opět přeneseny
na nitrocelulosovou membránu a detekovány primární protilátkou GCPII–04, sekundární proti-
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látkou konjugovanou s křenovou peroxidasou a vyvolány soupravou West Femto (viz Obrázek 25
na straně 35)).

Při tomto množství již mEXSTII z plasmidu 7 prakticky není vidět, nejvíce je mEXSTII
exprimována z buněk transfekovaných plasmidem 6.4. V programu ImageJ byla pro jednotlivé
proužky odpovídající mEXSTII na membráně spočítána suma hodnot pixelů pro odhad množství
proteinu v jednotlivých proužcích. Na Obrázku 26 na straně 35 je porovnání relativního množství
enzymu v jednotlivých proužcích. Proložením kalibrační řady přímkou bylo vypočteno množství
mEXSTII na membráně v ng a poté koncentrace mEXSTII v médiích – 3.3 (25,1 ng/µl), 4.2
(12,6 ng/µl), 5.3 (15,5 ng/µl), 6.4 (44,8 ng/µl), 7 (8,8 ng/µl). Hodnota pro plasmid 7 je velice
nepřesná, neboť množství mEXSTII bylo mimo kalibrační řadu.

Obrázek 25: Imunodetekce mEXSTII v médiích po 120 h. V první jamce je nanesen standard
velikostí proteinů All blue. Další 4 jamky obsahují koncentrační řadu standardu mEXSTII (25 ng,
50 ng, 100 ng, 200 ng). V dalších jamkách jsou nanesena média označená názvy klonů z expresí
proteinu buňkami 120 hodin. Symbol ∅ značí médium z buněk transfekovaných plasmidem pTTo–
GPq (negativní kontrola). Nanesen vzorek odpovídající 1,5 µl média.

Obrázek 26: Semikvantitativní stanovení množství mEXSTII v médiích. První čtyři vzorky na
vodorovné ose tvoří kalibrační řadu mEXSTII (25 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng), následují vzorky
označené názvy klonů. Na svislé ose je relativní množství proteinu vztažené ke vzorku s nejmenším
množstvím proteinu. (Hodnoty získané programem ImageJ)

5.9 Stanovení aktivity mEXSTII s použitím radioaktivně značeného sub-
strátu BCG
V médiích z buněk sklizených po 120 hodinách byla měřena aktivita mEXSTII štěpením

radioaktivně značeného specifického substrátu GCPIII – 3[H]BCG3 (viz 1.2.2.4 na straně 12. Po
3[3H]BCG značený tritiem na uhlíkatém skeletu glutamátu na třetím a čtvrtém uhlíku (C3, C4)
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hodinové inkubaci médií se substrátem při 37 ∘C byla reakce zastavena přidáním stopovacího pufru
a ionexovou chromatografií byl oddělen odštěpený radioaktivní glutamát. Ten byl smíchán se scin-
tilačním roztokem a scintilace směsi byla změřena na přístroji Tri–Carb 2900TR (Perkin Elmer).

Pomocí známé hodnoty scintilace vzorků s kompletně rozštěpeným 3[H]BCG byly vypočteny
konverse substrátu, tedy míra, do které byl přeměněn v produkt. Nejprve byla měřena aktivita
v 10 µl média, kde mEXSTII z buněk transfekovaných plasmidy 3.3, 4.2, 5.3 a 6.4 dosahovala
aktivity odpovídající maximálnímu rozštěpení, mEXSTII z buněk trasfekovaných plasmidem 7 mělo
výrazně sníženou aktivitu. Poté byla nanáška média 1000x snížena a experiment byl opakován (viz
Obrázek 27 na straně 36). Protein s nejvyšší aktivitou produkovaly plasmidy 3.3 a 5.3, nižší aktivitu
vykazoval protein z plasmidu 4.3, výrazně snížená byla aktivita u mEXSTII z plasmidu 6.4. Při
tomto ředění již mEXSTII z buněk transfekovaných plasmidem 7 nevykazoval žádnou aktivitu.

Obrázek 27: Graf konverse substrátu BCG rekombinantním extracelulárním GCPIII exprimova-
ným do média. Prvních pět vzorků tvoří kalibrační řadu (štěpení purifikovaným rekombinantním
extracelulárním GCPIII, připraveným v hmyzích buňkách), poté následují média z buněk transfe-
kovaných plasmidy 3.3, 4.2, 5.3, 6.4 a 7, poslední vzorek označený symbolem ∅ je médium z buněk
transfekovaných plasmidem pTTo–GFPq (negativní kontrola). Aktivita byla měřena v 1 µl 100x
ředěného média.
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6 Diskuse
Pro přípravu mEXSTII v savčím expresním systému bylo třeba nejprve zavést kultivaci

suspenzních HEK 293–6E a následně optimalizovat transfekční podmínky.
Transfekce byla prováděna pomocí lineárního polyethyleniminu (lPEI). Dle doporučení by

poměr DNA:PEI měl být mezi 1:2 až 1:3. Pro nalezení vhodného poměru DNA:PEI byl použit
plasmid pTTo–GFPq. Buňky exprimující GFP byly poté detekovány průtokovou cytometrií. Při
prvním pokusu byly zvoleny poměry DNA:PEI 1:2, 2:5 a 1:3. Jelikož účinnost transfekce rostla
se zvětšujícím se množstvím PEI, byl navržen další experiment s poměry DNA:PEI 1:2, 1:3, 1:4,
1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9 a 1:10. Zohledněním jednak účinnosti transfekce, dále také množstvím živých
buněk a průměrem hodnot fluorescence GFP byl vybrán poměr DNA:PEI pro transfekci HEK
293–6E 1:7.

Dále bylo připraveno 5 plasmidů obsahujících značky pro afinitní chromatografii (His, Fc)
na N– či C–konci s extracelulární částí myší GCPIII (viz Obrázek 12 na straně 28). Sekvenací bylo
zjištěno, že v plasmidu pYD5 není začleněný insert, byl tedy připraven znovu.

Při druhém pokusu o přípravu pYD5–mEXSTII byl insert klonován do TOPO vektoru, z něj
teprve štěpen a následně ligován do rozštěpeného vektoru. Jelikož ani tímto způsobem nebyl získán
správně klonovaný plasmid, byl insert klonovaný do TOPO vektoru sekvenován. Sekvenace odhalila
chybně amplifikované místo rozeznávané restrikční endonukleasou, insert tedy nemohl být správně
štěpen. Insert byl tedy připraven znovu metodou PCR, opět klonován do TOPO vektoru, štěpen
a tentokrát již úspěšně ligován do plasmidu.

Všemi pěti připravenými plasmidy byly následně transfekovány buňky HEK 293–6E. Do-
poručená doba exprese byla 3 až 5 dní. Proto byly buňky sklízeny postupně, a to 72, 96 a 120
hodin od transfekce. Imunodetekcí bylo zjištěno, že pro všechny plasmidy bylo nejvíce proteinu
obsaženo v médiích z buněk sklizených 120 hodin od transfekce. Obsah mEXSTII byl poté po-
rovnáván již jen v těchto médiích. Zároveň byla nanesena i kalibrační řada standardu mEXSTII
pro semikvantitativní stanovení mEXSTII v médiích. Jelikož u proteinů nezáleží jen na celkovém
množství proteinu, ale na množství aktivního proteinu, byly v médiích měřeny i aktivity štěpením
specifického substrátu GCPIII BCG.

Protein se značkou His nebo Fc na C–konci vykazuje sníženou aktivitu, v případě velké
Fc značky byla výrazně snížena i exprese. Konstrukty se značkou na N–konci jsou exprimovány
dobře a zachovávají i aktivitu. V případě značky připojené bezprostředně k proteinu, byla exprese
i aktivita mírně snížena. Citlivost na připojení značky na C–konec odpovídá dříve publikovaným
výsledkům [46].

Dále bude možné produkovat mEXSTII ve velkém objemu z plasmidů obsahujících značku
na N–konci oddělenou peptidovou sekvencí pro štěpení TEV proteasou. Poté bude mEXSTII pu-
rifikována a její fyzikálně–chemické vlastnosti mohou být porovnány s mEXSTII z S2 buněk.
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Závěr
Byla úspěšně zavedena metoda kultivace suspenzních savčích buněk HEK 293–6E a byly

optimalizovány podmínky pro transfekci pro produkci rekombinantních proteinů.
Ideální poměr DNA a polyethyleniminu PEI pro transfekce byl stanoven jako 1:7 pro buňky

transfekované kontrolním plasmidem exprimujícím zelený fluorescenční protein.
Úspěšně bylo připraveno pět plasmidů obsahujících gen pro extracelulární část myší GCPIII

s různými afinitními značkami pro purifikaci proteinu.
Těmito plasmidy byly transfekovány buňky HEK 293–6E. Množství a aktivita exprimované

mEXSTII byla ve všech případech otestována a porovnána. Koncentrace proteinu v médiích dosáhla
maximální hodnoty 25 ng/µl.

Bylo zjištěno, že umístění afinitních značek na C–konci (zejména stericky náročné Fc značky)
vede k nižší aktivitě výsledného proteinu, pravděpodobně vinou chybného složení fúzního proteinu
v roztoku. Umístění značek na N–konci proteinu nemělo na produkci vliv.
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