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ABSTRAKT

Diplomova prace je zalozena na monitorovani uspesnosti transfekce bunécéné linie HEK293.
V teoretické Casti je popsan princip transfekénich metod, bunécéné linie, vektory a reportérové
geny. V praktické Casti byly pouzity bunky HEK293 EBNAI. Byl zkouman rozdil mezi
plasmidy GFP a EGFP. Déle byly pouzity rizné transfekcni reagenty za rtiznych kultivacnich
podminek.

ABSTRACT

Diploma thesis is based on monitoring the success of transfection of cell line HEK293. In
theoretical part are described principles of transfection methods, cell lines, vectors and
reporter genes. HEK293 EBNAI1 cells were used for practical part. It was studied the
difference between GFP and EGFP plasmids as well as usage of various transfection reagents
under different culture conditions.
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1. UVOD

Zména genetické informace byla od pocatku svéta dualezita pro celou evoluci zivocCichd.
Mutacemi, kiizenim druhGt a schopnosti pfizplisobit se novym podminkdm vznikaly
organismy, které¢ mély lepsi schopnosti pro pieziti. K tvorbé rekombinovanych genti dochézi
v pfirod¢ zcela bézn¢. Pravé tento proces je zodpovédny za cely vyvoj. Také clovék vyuzival
kiizeni (hybridizaci) po mnoho staleti. Nevédomky tak dlouhodob¢ experimentoval s DNA.
Kiizenim rostlin nebo zivocicht s nejlepsimi vlastnostmi ziskéval organismy, které mohl 1épe
vyuzivat. Vznikaly tak hospodarska zvitata a rostliny, které jsou pro nas dnes samoziejmosti.

Od formulovani Mendlovych zédkonl se zacala formulovat molekularni biotechnologie a
genetika. Zakladem genové manipulace je pfenos a zména DNA vedouci k tvorbé
rekombinovanych genl. Molekularni biotechnologie je pravem oznacovana jako posledni
velka revoluce 20. stoleti. Dava moznost tvorby rekombinantnich proteinti v raznych
organismech. Pouze mutacemi totiZ nelze vytvofit organismus, ktery by produkoval protein,
ktery sam nevyrabi. Po skonceni druhé svétové valky se staly rekombinantni proteiny stiedem
zdjmu pro farmaceutické spole¢nosti. Prvnim produktem tohoto typu byl rekombinantni
insulin, jehoz vyroba pro 1ékatfské ticely byla povolena v USA v roce 1982. V dnesni dob¢ se
biotechnologie vyuZziva pro vyrobu mnoha latek. Patii mezi né naptiklad lidsky ristovy
hormon, rekombinantni vakcina proti hepatitid¢ typu B, interferony a dalsi[1].



2. CiL PRACE

Cilem prace je urceni uspéSnosti transientni transfekce bunécné linie 293 HEK/EBNA 1.
Uspé$nost byla zjistovana pomoci plasmidi GFP a EGFP. Bylo pouzito riznych
transfekcnich reagentti, riizné koncentrace bun¢k a rizné kultiva¢ni podminky.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Transfekce

Zakladem genové manipulace a biotechnologie jsou zmény genetického materidlu k ptipravé
rekombinantnich molekul DNA a pfipadné jejich klonovani. Kromé mutaci, existuji 3 typy
rekombinace DNA: transformace, transdukce a konjugace. Transformace je pienos DNA do
genomu bakteridlnich bunék. Transdukce je pfenos DNA pomoci vird. Konjugace se
uplatiiuje u prokaryot. Je to vysledek sexudlniho kiiZzeni donoru a akceptoru genetického
materidlu. Transfekce je transformaci pro eukaryotické organismy. Pfenosem DNA vznikd
geneticky modifikovany organismus (GMO). Ten tvoii pomoci genové exprese
rekombinantni proteiny (r-proteiny) v hostitelské burice.

Transfekce je uziteny nastroj pro studium funk¢nosti geni, proteini a jejich regulaci.
Pfenos miize byt pfirozeny nebo umeély. Mezi pfirozené procesy patii pfenos DNA béhem
bakteridlni konjugace, pfirozena transformace béhem zivota organismu nebo pienos
v prub¢hu virové infekce. Uméelym prenosem je myslen cileny geneticky postup, pii kterém je
volna nebo klonovand DNA pienesena do bunék zivocichi ve vektorech pomoci infekce
(virova - biologickd metoda) nebo pomoci nevirovych metod (chemické a fyzikalni metody).
Dalsi moznosti klasifikace transfekce je podle podminek - in vivo a in vitro. Transfekce in
vitro je transfekci v laboratornich podminkach. Transfekce in vivo (do zivého) se vyuziva
pfedevS§im v genové terapii. Transfekce se také rozliSuje na stabilni a pfechodnou
(transientni). Vybér mezi stabilni a transientni transfekci je tzce spjat s ucelem
experimentu[2-6].

3.1.1 Rekombinantni proteiny

Vyroba rekombinantnich proteint hraje klicovou roli v moderni biotechnologii. Vyuziva se
produkce terapeutickych proteinl, enzyml a jinych uG¢innych biomolekul. Z pfirodnich
organismu se tyto produkty tézko ziskavaji. Jejich izolace je slozitd vzhledem k metabolismu
bun¢k. Pozadovaného proteinu nemusi byt tolik, je vazan na bunécné struktury nebo jej
bunécny systém pokldda za prebytek a rozklada jej. Proto byva vyroba rekombinantnich
proteinti Casto jediny pouZzitelny postup pro vyrobu vét§iho mnozstvi specifického proteinu.

Technologie rekombinantni DNA vyzaduje 4 aspekty: vektor pro pienos DNA, transfek¢ni
metodu (transfekéni reagent), bunécnou linii (hostitelsky organismus), a kultivacni médium.
Hlavni vyhodou pouziti r-proteini jako terapeutik je jejich vétsi ucinnost a méné vedlejSich
ucinki narozdil od syntetickych farmaceutickych produktti. Jsou vice zaméteny na skute¢nou
pri¢inu nemoci. Nesnazi se jen o zmirnéni nebo odstranéni symptomti. Prodej r-proteint
dosahuje fadove k desitkdm miliard dolarti ro¢né.[7-11]

3.1.2 Stabilni transfekce

Zakladnim rozdilem mezi stabilni a pfechodnou transfekci (Obr.1) je to, ze u stabilni se gen
zajmu zacleiiuje do genomu hostitelské bunky. To mé za nasledek tvorbu stabilni bunécné
linie, kterd bude pii expresi genu prezentovat sjednoceny genom. Hlavni vyhodou stabilni
transfekce je udrZeni transgenni exprese i po déleni hostitelské bunky. Ziska se tak klon, ktery
je transfekovan genem zajmu stabiln¢é. Farmaceutické spolecnosti rutin€ vyrabi rekombinantni
bunécné linie, které konstitutivné produkuji r-proteiny po delsi dobu kultivace.[12] Ovsem
vyvoj takového klonu je ¢asove i financn¢€ narocny.[5,13,14]



3.1.3 Transientni transfekce

U transientni transfekce, na rozdil od stabilni, nedochazi k zaclenéni cizi DNA do genomu
hostitelské bunky. K expresi genli dochézi jen po urcitou, limitovanou dobu. Tato doba je
zéavisla na schopnosti replikace. Geneticky material se jinak ztraci v disledku degradace a
béhem bunétného déleni. Proto je u transientni transfekce degradace plasmidové DNA az
50 % po jednom nebo dvou dnech po transfekci. Transientni transfekci se rychleji dosahuje
produkce r-proteinu nez jak je tomu u stabilni transfekce. Coz byva preferovanéjsi pfi
pozorovani funkce gent a proteini. Pozorovani se docili pomoci aktivace nebo inhibice
specifické genové exprese.

Produktivita transientni transfekce zalezi na faktorech zahrnujici pomér transfekovanych
bunck, efektivita genové transkripce a translace v hostitelskych buiikdch a rozsah post-
transla¢niho zpracovani a Gprav, nezbytnych pro spravnou funkci proteinu[13]. Pti prechodné
transfekci lze rekombinantni protein detekovat uvnitt bun€k jiz po 1-4 dnech po pfenosu
DNA. Jeho produkci mimo buniku lze zajistit po 5 dnech. Vytézky r-proteinu se pohybuji
fadove od miligramti az po gramy.[4,5,12,14]

A. Stable transfection B. Transient transfection
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Obr.1: Diagram transfekci. Stabilni(a): cizi DNA (Cervené znacena) je dorucena do jadra
prichodem pres bunécnou membranu a jadernou membranu. Véleni se do jaderného genomu
(Cerna). V cytosolu dochazi k expresi proteinu. Transientni (b): cizi DNA se dostava do jadra,
nezacleni se ale do genomu bunky. Cizi mRNA (modrd) mizZe byt prenesena do cytosolu.
Nasleduje exprese NK a tvorba proteinu (Sestivhelniky).[5]
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3.2 Vektory

Klonovaci vektor je molekula DNA, ktera ma schopnost piijmout cizorodou DNA, spojit se
s ni a autonomné se replikovat v hostitelské buiice/75]/. Kromé klonovacich vektori existuji
také expresni vektory. Pfi pfenosu genu do bunky pfijemce (recipienta, hostitele) je treba
zajistit, aby byl Uspésny, tj. aby se gen v buiice udrzel (nebyl likvidovan), aby se v ni
replikoval (tj. rozmnozoval) a exprimoval (tj. byl pifepisovdn a vyuzivan pro vyrobu
odpovidajici bilkoviny)[6]. Pravé expresi umoziuji expresni vektory. Expresni vektory maji
silny promotor, ktery se nachdzi proti sméru transkripce od klonovaciho mista. Promotor je
startovaci sekvence slouzici k rozpoznani a vazbé RNA-polymerazy béhem transkripce. Sila
promotoru je dana pravdépodobnosti zah4jeni transkripce. Geny kodujici protein, které maji
silnéjs$i promotor jsou vice exprimovany.

Vektory jsou plasmidy (bakterialni nebo kvasinkové), které se oznacuji jako nezivé. Nebo
se jedna o viry, které se oznacuji jako zivé vektory. Vektory piijaté buiitkou nemusi byt vzdy
pln¢ stabilni. B¢hem d¢leni bunék mize dojit ke =ztrat¢ plasmidu. Piitomnosti
rekombinantniho plasmidu v bunkdch dochazi k nékterym negativnim jeviim. Mize to byt
snizeni rastové rychlosti buné€k, zvysena citlivost bunék nebo 1 zmény jejich morfologie.[2]

3.2.1 Plasmidy

Pro vloZeni genu z4jmu se pouzivaji enzymy restrikéni endonukleésy, které plasmidy nastépi
v ur¢itém misté a tim jej linearizuji. Toto misto se nazyva MCS (multiple cloning site) nebo
polylinker. Jedna se o jedine¢né misto, které rozpoznaji restrikéni endonukleasy, do nichz se
zaCletiuje gen zajmu (DNA inzert). Pro odstranéni fosfatovych (koncovych) skupin DNA
inzertu se pouziva enzym alkalicka fosfatdsa. Poté je gen zdjmu spolecné s linearizovanym
plasmidem spojem pomoci enzymu T4 ligazy. Recirkulizaci vznika rekombinantni
(chimerickd) DNA. Ta se pfenese do vhodného hostitele, kde se replikuje a vstupuje do jeho
potomstva. Castéji se vyuzivaji upravené plasmidy od ,nativnich“ plasmid. P¥irodni
plasmidy jsou, na rozdil od upravenych, piili§ veliké. Usp&$nost transfekce je totiz nepfimo
dana velikosti plasmidu.

Eukaryotni plasmidové vektory jsou konstruovany jako kyvadlovy vektor, tzv. shuttle. To
znamena, ze maji pocatek replikace 1 selekéni markery funk¢ni v prokaryotickych i
eukaryotickych systémech. Byly vyvinuty pfedevs§im kviili schopnosti post-transla¢nich uprav
eukaryot. Toho se vyuziva pro replikaci v prokaryotdch a expresi v eukaryotach. Takovy
plasmid je slozen ze 2 ¢asti (Obr.2). Prokaryoticky plasmid a eukaryoticka transkripéni
jednotka s expresni Casti. Prokaryoticka ¢ast obsahuje pocatek replikace (ori) a selekéni
marker (rezistence na ATB). V eukaryotické ¢asti je také pocatek replikace (ori), pro pouziti
v eukaryotnich systémech. Expresni ¢ast obsahuje polylinker (MCS) se silnym promotorem a
oblasti s terminac¢ni oblasti (terminator). Ten dava signal k ukonceni transkripce.
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Nedilnou soucasti jsou selekéni markery. Jsou to ¢asti genu plasmidu, které maji funkci
selekce. Selekéni metody jsou zalozené na genetickém, imunochemickém nebo fyzikalné
chemickém principu/6/. Vétsinou se jednd o geny, které davaji buiikkdm rezistenci na urcité
antibiotikum. Nejcastéji se jednd o rezistenci na ampicillin, hygromycin, kanamycin,
neomyci, tetracyklin apod. Diky nému lze lehce rozlisit, které bunky piijali vektor. D&je se
tak na zaklad¢ fenotypového projevu. V eukaryotické ¢asti se jako selekéni marker pouziva
rezistence na rozdilné antibiotikum jak v prokaryotické ¢asti.[3,6,8,10,15-17]
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Obr.2: Typicky eukaryotni expresni vektor. Cdsti eukaryotického expresniho vektoru jsou

eukaryoticka transkripcni jednotka s promotorem (p), multiple cloning site (MCS) pro gen

zajmu a DNA segment s terminacnim a polyadenylacnim signalem (t); eukaryoticky selekcni
euky .

marker (ESM); pocatek replikace funkcni v eukaryotickych bunkach (ori™); pocatek
replikace funkcni v E.coli (ori®) a E.coli selekcni marker — rezistence na ampllicin (Amp")[16]

3.2.2 Viry

DalSim typem vektori jsou viry. V nékterych publikacich jsou zahrnuty mezi vektory, v
jinych jsou oznaceny jako metoda pienosu DNA. Proto jsou popsany v kapitole 3.3.1. Virové
vektory se uzivaji k sledovani stabilni i transientni transfekce.

3.2.3 Kosmidy
Kosmidy jsou vektory, odvozené od plasmidu a bakteriofaga A. Uvniti bakterialnich bun¢k
zaujima kosmid kruznicovou podobu, ale protoze neobsahuje vSechny geny bakteriofaga A,

nemuze tedy prochazet lytickym cyklem[17]. Nicmén¢ mutze nést delsi fragmenty DNA nez
bakteriofag A.[16,17]
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3.3 Transfekéni metody

Transfekéni metody l1ze rozdélit do 3 skupin: biologické(virové), chemické a fyzikalni. Téchto
metod bylo vytvofeno obrovské mnoZzstvi, ovSem jen nékteré jsou pouzitelné pro vyuziti
v prumyslovém méfitku. Vybér transfekéni metody a vybrany typ hostitelskych bunéck
ovliviluje uspéSnost transfekce. Zalezi na aplikaci, pouzitych bunkach, Casové limitaci,
mnozstvi pozadovaného produktu a bezpecnosti.[3,5,12,14]

3.3.1 Virovy pienos

Metoda pfenosu zalozend na virovych casticich. Viry pfenédseji svou DNA do hostitelské
bunky pfirozenou cestou béhem infekce. Musi ovsem dojit k Gipravé virti pred jejich pouzitim.
Prvnim krokem je odstranéni patogennich gent. Déle se do viru dodavéa gen z4jmu, aniz by
doslo k vysttihnuti genti udrzujici spravny zivotni cyklus viru.

Jedna se o biologicky typ pfenosu DNA do bunék. Transfekce pomoci virovych ¢astic se
nazyva transdukce. Virové vektory jsou povazovany za zivé na rozdil od plasmidovych
vektorii. Virové Castice maji vysokou ucinnost ptenosu do bunék. Jsou vhodné pro genové
manipulace s zivo¢iSnymi bunikami bez plasmidu. Kazdy druh viru je limitovan svoji
klonovaci kapacitou (Tabulka 1). Klonovaci kapacita je maximalni mozné mnozstvi bazi,
které Ize vlozit do genomu viru. Virovy pfenos se vyuziva predevSim v genové terapii. Mezi
nejcastéji pouzivané viry pro pfenos DNA do bunék patfi:

e Adenoviry, viry nesouci dvoufetézovou DNA (dsDNA-double stranded), které
napadaji v§echny typy bunck. Exprese je silna, ale do¢asna. Adenoviry se neintegruji
do hostitelského genomu, vznika tak nestabilni genom s transientni expresi. Dalsi
nevyhodou je silna imunologick4 odpovéd'.

e Adeno-asociované viry maji jednotfetézovou DNA (ssDNA-single stranded). Pfi
replikaci jsou zavislé na pfitomnosti adenovirti. Nemaji imunologickou odpovéd.
Ale negativem je pozdni pocatek exprese a problémy pro vyssi objemy.

e Genom retroviri je ve form¢ jednofetézové RNA (ssRNA) molekuly. Retroviry
nevyvolavaji imunologickou odpovéd, ale jsou uréeny pouze pro dé€lici se bunky.
Dochazi u nich k integraci virového genomu do hostitelského genomu, ktera je
ovSem nahodna.

e Lentivirus je jeden z typu retroviru. Oproti retrovirim je schopen svlj genom
zaClenit 1 do ned¢licich se bun€k. Integruji se ndhodné do hostitelského genomu. Je u
nich mozna mutageneze.

e Herpesviry maji dsDNA. Vyhodou herpesviri je dlouhodobd exprese gent.
Nevyhodou je jejich toxicita.

Mezi viry, které napadaji prokaryotické bunky patii bakteriofagy. Bakteriofag A je
nejvyznamnéjSim z bakteriofagh. Ma dvoufetézcovou DNA. V porovnani s plasmidovymi
vektory dosahuje jeho klonovaci kapacita az 23 kb, coz je asi dvakrat vice nez u
plasmidovych vektora[17].[2,6,14,18,19]
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Tabulka 1: Prehled klonovaci kapacity nejbéznéji pouzivanych viru ve srovnani s plasmidem

a kosmidem v kilobazich (kb) [14,16]

Typ vektoru klonovani kapacita [kb]
Adenovirus 7,5
Adeno-asociovany virus 4.5
Retrovirus 8

Lentivirus 8
Herpesvirus 10-40
Plasmid 0,1-10
Bakteriofdg A 10-23

Kosmid 35-45

3.3.2 Chemicky prenos

Chemické latky, pouzivané na transfekci, 1ze rozd¢€lit na anorganické slouceniny, kationické
polymery a kationické lipidy. Problémem pienosu DNA do buné¢k je jejich zaporny naboj
biomembran. DNA tedy nemiize zcela bez problému projit lipofilnimi membranami, které
jsou rovnez nabité negativne. Jsou proto pouzity rizné metody pro neutralizaci naboje nebo
jeho zménu na kladny, aby mohl komplex DNA-transfekéni roztok projit pies membranu do
bunky (obr.3). Nevirové metody jsou méné efektivni jak virové metody, ale nejsou spjaty
s imunologickou odpovedi.[12,20,21]

Extracellular Cytoplasm
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L5 ‘_'i s
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Intracellular

Obr.3: Schématické zobrazeni prenosu DNA do jadra pomoci nevirovych metod: komplex s
DNA se navaze na receptor zprostiedkujici endocytozu, dojde ktvorbé endosomu a
endocytoze; v cytoplasmé dochazi k rozpadu endosomu a prenosu DNA do jadra; v jadre
dochazi k transkripci: genové expresi; mRNA prechazi z jadra do ribosomu kde dochazi
k translaci: tvorbé proteinu[22]
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Anorganické slouceniny

Z anorganickych latek je nejvyznamnéjsSim transfekénim cinidlem fosforeCnan vapenaty
(CaPi).

Pouziti je nasledujici. Bunky jsou spolecné¢ s DNA inkubovany v chloridu vapenatém pii
teplot¢ 0 °C. Poté je zajistén teplotni puls, ktery mlze byt nahrazen pfidavkem DMSO
(dimethyl sulfoxid) nebo glycerolu. Pro srazeni DNA se pouzivda HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid) fosfatovy puftr. Po jeho pfidani (za pokojové teploty a tficeti
minutové inkubaci) dojde ke srazeni DNA spolecné s fosforecnanem vapenatym. Tato
srazenina tvoifi vysokomolekularni komplex, ktery adheruje na povrch bunék. Komplex pak
piechazi pres membranu pomoci fagocytozy. Do jadra prechazi DNA pomoci lysosomti.

Jedna se o levnou metodu pro stabilni i transientni expresi, protoze nevyzaduje drahé
reagenty nebo vybaveni. OvSem Casova narocnost neumoznuje transfekci velkych objemt
pro technické odvétvi. Tato metoda byla poprvé pouzita vroce 1973 pro vneseni DNA
adenoviru do sav¢ich bunék Grahamem a Van der Ebem[19]. Za urcitych podminek mutze
CaPi-DNA koprecipitace pienést plasmidovou DNA do 80-90 % bunck HEK?293[12].
[3,12,20,23]

Kationické polymery

Kationické polymery jsou dalsi skupinou latek, které se pouzivaji na ptenos DNA do bunék.
Jedna se o syntetické latky jako polyethylenimin, DEAE-dextran a poly-L-lysin. Komplex
tvoteny z DNA a polymeru, nesouci naboj, se nazyva polyplex[24].

Ptenos DNA zacina zformovanim nano-¢astice polyplexu ve vodném pufrovaném prostiedi
z polymeru a DNA. Tvorba komplexu je fizena kineticky. Zprostiedkovéana je pomoci iontové
vazby. Tvorba polykationtového komplexu je rychla a téméft irrevizibilni. Komplex se vaze
nespecifickymi nekovalentnimi vazbami na povrch buiiky. Nano-Castice polyplexu chrani
DNA a zprostiedkovava vstup do bun¢k endocytozou. Uvniti buiiky klesa pH endozomu ze 7
na 5,5. Tim dochazi k uvolnéni DNA do cytoplasmy. Poté se DNA dostava cytoplasmatickym
transportem k jadru. Pro vniknuti do jadra existuji dva mechanismy. Prvni je pasivni transport
DNA béhem déleni bunék. Druhy je aktivni transport pomoci jadernych port. Uéinnost
transfekce polyplexem zavisi na schopnosti polymeru kondenzovat DNA v mimobunécném
prostiedi a disociovat v bunééném prostoru. To je dano néckolika faktory, jako je relativni
molekulova hmotnost (Mr) polymeru, pocet a hustota naboji nebo slozeni komplexu. Pro
slozeni komplexu je nejvyznamnéjs$i pomér polymer/DNA. Tento faktor se Castéji vyjadiuje
jako vztah N/P. Je to pomér mezi kladné nabitymi atomy dusiku polymeru a zaporné nabitymi
fosfatovymi skupinami DNA, ktery urCuje stabilitu komplexu a ucinnost transfekce. V
rozmezi hodnot 2-3 je jiz stabilita zajiSténa. Snizenim objemu komplexu a jeho vySSim
kladnym nébojem se zvySuje uspeSnost transfekce. Nadbytkem polymeru, tedy i vySSim
pomérem N/P, je ddno sniZzeni objemu castic (z 1000 nm na 100-200 nm). Proto maji
katonické polymery vlastnost zkondenzovat DNA na mensi velikost nez naptiklad katonické
lipidy. Vys§im pomérem N/P je silngjsi zeta ({ ) potencidl, ktery udéluje komplexu vyssi
kladny néboj. Zeta potencial je rozdil potenciali na pohybovém rozhrani, ktery se ustavuje pii
pohybu tuhé faze vii¢i roztoku. Urcuje tak povrchovy naboj liposomil. Velky zeta potencial
zabrafuje agregaci a fizi liposomil, zaroveinl 1épe umoziuje transfekci.[21,22,24,25]
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Diethylaminoethyl-dextran (DEAE-dextran) je jednou z nejstarSich latek pouzivanych pro
transfekci. Komplex DEAE-dextran osciluje se zdporn¢ nabitymi molekulami DNA, vznika
tak kladn¢ nabity komplex, ktery se vaze na zaporné nabitou lipidovou membranu. Do buné¢k
prechazi komplex endocytdzou. Nevyhodou je inhibice bunééného ristu a snizeni koncentrace
séra béhem transfekce. Nevznikaji stabilni transfektanty, proto se pouziva u prechodné
transfekce. Usp&Snost transfekce zavisi na typu bunék a mize dosihnout az 80 %. Pfi
transfekci se vyuziva chlorochinin a DMSO. Chlorochinin zpomaluje degradaci plasmidové
DNAJ4]. DMSO miize pifechodn¢ zvysit absorpci DNA na povrchu bunék.[3,4,20,23]

Polyethylenimin (PEI) se vyskytuje se ve dvou forméch. V linearni (obr.4), ktery ma
velikost 22 kDa, a vétvené (obr.5) s velikosti 25 kDa. Stupen vétveni PEI ovliviiuje funkce
komplexu. Vétveny PEI tvoii menSi komplexy s vyS$i uCinnosti transfekce, ale i vyssi
toxicitou ve srovnani s linearni formou. Struktura primarniho aminu u nevétvené formy ma za
nasledek hor$i kondenzaci DNA. PEI, stejné jako vSechny katonické polymery nema
hydrofobni domény. Nemuze proto tvofit nebo rozkladat endosomy pouhym kontaktem
s endosomalni membranou jak katonicke lipidy.[13,24-26]

|

Obr.4: nevetvend forma PEI

Obr.5: vétvenda forma PEI
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Transfek¢ni aktivita PEI je dana schopnosti tvofit kyselé lysosomy. Tento efekt protonové
houby zprostfedkuje rozpad lysozomu (Obr. 6). Tyto vlastnosti umoziuji vysokou pufrovaci
kapacitu, kterd zlepSuje tUnik komplexu zendosomu. Z tohoto divodu vyzaduje PEI
specifické pH prosttedi, coz limituje produkéni média i podminky transfekce. Tvorba DNA-
PEI komplexu vede ke sniZeni objemu 10*-10°%krat jako samotnd DNA. PEI je bran jako
jeden znejvhodnéjSich katonickych polymerd pro transfekci. Je to dano jednoduchou
manipulaci a pfedevSim cenou ve srovnani s katonickymi lipidy a ostatnimi transfekénimi
reagenty. Nicméné PEI ma velmi tizkou hranici mezi efektivni ddvkou pro naruseni endosomu
a cytotoxickou davkou.[13,26-28]
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Obr. 6: Ve fyziologickém prostredi je protonovano pouze 1-6 atomu dusiku. Uvniti bunky
dojde ke snizeni pH v endosomu. V diisledku toho zacne komplex DNA/PEI vadzat protony
vodiku. Na tento nedostatek protonii vodiku reaguje enzym ATPaza, ktery zprostredkuje
aktivni prenos vodikovych protonit z vnéjsiho okoli. Vytvari se ndbojovy gradient. Tim
dochazi k soustiedeni CI anionit v endosomu. Zvysujici se koncentrace CI ma za nasledek
zvySeni osmotického tlaku. Vazba vody vyrovndava osmoticky tlak. Dochazi k nabobtnani
endosomu dokud nedojde k jeho lyzi. Rozpadem endosomu se DNA uvolni lehce do prostiedi
cytoplasmy.

Jednou z moznosti modifikace PEI je pouziti anti-mitotickych ¢inidel po transfekci. Ty
narusuji mikrotubuly v cytoskeletu buiiky. Dochazi tak k zadrzeni bunék v G2/M fazi. Dalsi
moznost je zkoncentrovani bunék centrifugaci pied transfekci na 20 x 10° bundk/ml[13]. Pro
genové terapie in vivo se Casto pouziva polyplex DPA (DNA/PEI/Alginat). Alginat, ktery je
ze skupiny polyuronidd, totiz zmirfiuje imunitni reakci a zvySuje G€innost transfekce[26].

Poly-L-lysin (PLL) je polymerem odvozenym od aminokyseliny lysinu. Na rozdil od PEI
nema ve struktufe sekundérni ani terciarni aminy, proto u n¢ho nedochazi k efektu protonové
houby. Diky tomu mé samotny PLL bez modifikace nizkou ucinnost transfekce. Pfidanim
histidinu do zékladni struktury PLL Ize navodit efekt protonové houby jako u PEIL Pro bunky
je mén¢ toxicky nez PEI, protoze je oproti nému Iépe biodegradabilni. Toho se vyuziva v in
vivo aplikacich.[24,29,30]
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Kationické lipidy

Kationické lipidy jsou synteticky vyrobené slouceniny, urcené pro prenos DNA do bun¢k.
Diky amfifilnim vlastnostem jsou schopny tvofit ve vodném prostiedi liposom. Amfifilni
molekula je tvofena dvéma Castmi s riiznou rozpustnosti. Jedna ¢ast je hydrofobni — nepolarni
fetézec, druha cast je hydrofilni polarni hlavice[22]. Liposom spole¢né¢ s DNA tvoti kladné
nabité komplexy - lipoplexy. Metoda uziti lipoplext se nazyva lipofekce. Pro tvorbu liposomu
je zapotiebi piitomnost i neutralniho (pomocného) lipidu. Casto to byva cholesterol. Zakladni
struktura kationického lipidu je vzdy stejna (obr.7). Délka celého fetézce je vétSinou od C8:0
do CI18:1. Hlava miize byt sloZzena zaminli, aminokyselin, peptidi nebo heterocykld.
Spojovaci link ovliviiuje chemickou stabilitu a biodegradabilitu. Je spojem mezi kladné
nabitou hlavou a hydrofobnim zbytkem. Lipidovy zbytek ovliviiuje fluiditu membrany.
Obsahuje-li nenasycené¢ MK, je fluidita membran vyssi.[14,20,24,31]
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Obr. 7.: Zakladni struktura kationického lipidu: hydrofilni hlava nesouct kladny nadboj;

spojovaci link; hydrofobni zbytek tvoren z dlouhych uhlovodikovych retézcu lipidu.[20]

Elektrostatické sily umoziuji reakci DNA s kladnym ndbojem hlavy, coz je doprovazeno
velkymi strukturdlnimi zménami. Dochazi tak k enkapsulaci DNA. Vznikajici polyplex ma
vice strukturadlnich variant. Nejednodusi je formace propojenych liposomt molekulami DNA
(obr.8b). Nejbéznéji se vyskytujici - vicevrstvé Utvary (obr. 8¢ a 8d) vznikaji po znacné
reorganizaci lipidové dvojvrstvy liposomu. DNA vstupuje do liposomu, kryta lipidovou
dvouvrstvou z obou stran. Mohou vznikat i dvojvrstvé tuby, které obsahuji DNA uvnitt (obr.
8e). Tyto struktury zvané Spagety, mohou byt soucast z vicevrstvych liposomt nebo z nich
vycnivat. Existuje také struktura inverzni hexagonalni faze. U inverznich liposomt nesmétuje
polarni ¢ast molekuly vné struktury ale naopak dovnitt (obr. 8f). Tvorbou lipoplexti je DNA
chranéna vici enzymatické degradaci nukledzami. Diky sitovému kladnému naboji je
lipoplex schopen se navazat na bunéénou membranu. Naboj zalezi na poméru DNA/lipid.
Velka c¢ast ndboje lipidu je totiz neutralizovana zapornym néabojem DNA. Lipoplex je
schopen, diky struktufe podobné biomembranam, pfechazet do bun¢k endocytézou. Tvar a
struktura lipoplexu ma vliv na stabilitu DNA, na enkapsulacni vlastnosti a na G¢innost genové
transfekce. Struktura zalezi na mnoha faktorech jako je pH, teplota, iontova sila, pomér
DNA/lipid a velikost lipozomt.

Lipofekce je metodou pro stabilni expresi. Liposomy byly pro pfenos DNA pouzity poprvé
v 70 letech. Kationické lipidy jsou efektivni transfekéni reagenty, piekazkou je jen jejich
vysoka cena.[12,14,20,22,31]
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Obr.8: Po adsorpci na povrch kationického liposomu(a) muze vznikat komplex propojenych
liposomii molekulami DNA(b). Nebo je vyvolana transformace lipidu, ktera vede k riznym
strukturam jako plosné dvojvrsty(c), vicevrstvé struktury-vacky(d), dvojvrstvé tuby-
sphagetti(e) nebo svazek inverzni hexagonalni faze(f).[31]

3.3.3 Fyzikalni prenos

Pro ptfenos DNA do bun¢k se, kromé chemickych ¢inidel nebo virti, vyuzivaji 1 fyzikalni sily.
Fyzikalni pfenos je pomérné Casto zaloZen na transfekci samostatné ,,nahé“ DNA. Tyto
techniky byvaji velice jednoduché na manipulaci. Transfekce fyzikalnimi metodami ma
pomérné vysokou Uspé$nost, protoze je ¢astecné vyieSen problém pienosu DNA ptes lipofilni
biomembranu.

Mezi nevyhody patii limitace nastroji a vybavenim. Jejich aplikovatelnost je zaloZena na
spravné optimalizaci. Nékteré fyzikalni sily mohou totiz zptsobit poskozeni nebo 1 usmrceni
bun¢k. Vétsina fyzikalnich metod nebylo doposud Gspesné adaptovano na transientni genovou
expresi ve velkém, technologicky vyuzitelném meétitku. Patii sem napiiklad transfekce
pomoci elektrického proudu (elektroporace), ultrazvukem nebo pifimo mikroinjekci.[12,14,18]

Elektroporace

Zakladem metody je ucinek elektrického impulzu s vysokym napétim na buné¢nou membranu
nebo tkan. Vysledkem je vyss$i permeabilita v disledku reorganizace lipidové dvojvrstvy a
tvorby reverzibilnich pérti, kterymi mohou prostupovat malé molekuly jako ATP, barvivo,
antibiotika, peptidy, oligonukleotidy nebo DNA. Mechanismus elektroporace vSak neni znam
dopodrobna. Poprvé byl pouzit elektricky proud pro transfekci v roce 1982 E. Neumannem.
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Po kultivaci bunék a pfed samotnou elektroporaci je tieba bunky zchladit, poptipadé
zmrazit, aby pro n€ nebyl elektricky impulz velkym Sokem. Poté se vlozi buiiky do kyvety
spolecné s elektropora¢nim pufrem a ptida se DNA. Kyveta je vystavena elektrickym pulsim
o vysokém napé€ti. Bunéénd membrana se chova jako kondenzator, s vyjimkou iontovych
kanalkti. Diky tomu nemutze proud projit skrz membranu. Zarovenn dochazi ke kolapsu
membrany. Tvofi se pfechodné kanalky, které maji samovolnou tendenci se uzavirat. Nizka
teplota tento proces zpomaluje. Je to dano vlastnostmi biomembran pfi raznych teplotach. Pti
nizsi teplot€ ma biomembrana vice rigidni (uspotadanou) strukturu. Zatimco pfti vyssi teploté
ma spisSe fluidni charakter. Proto ochlazeni bun€k piispiva k pomalejSimu uzavirani docasné
vytvofenych kanalki pro pfestup DNA.

Metoda je vhodna pro pienos do vSech typi buné¢k, vyzaduje ovSem optimalizované
elektroporacni roztoky a rezimy pro kazdy typ bun€k[20]. Elektroporaci lze pouzit na
piechodnou i stabilni transfekci. Rozmezi elektrického napéti pro dany typ bunck udava
tabulka 2.[3,4,13,22,32-34]

Tabulka 2: Elektroporacni napé€ti pro nékteré typy bunék[3]

Typ bunék Elektrické napéti [kV/cm]
bakterialni G- 7-15
G+ az 35
rostlinné, Zivoc¢isné 1-2
Mikroinjekce

Pomoci kapilarni mikroinjekce je mozné vlozit DNA do cytoplasmy jednotlivych bunék.
Metoda tak obchdzi naroCnost prenosu DNA pfes membranu. Existuje mensi
pravdépodobnost, Ze dojde k mutacim v hostitelské nebo transfekované DNA. K manipulaci
je ovSem zapotiebi mikroskop, mikromanipulator a kapilarni jehly. Metoda neni vhodna pro
transfekci ve vétsim meéfitku. Pouziva se pro vneseni DNA do embryonalnich bunék pro
vytvoreni transgennich organismi.[14,20,23,33]

Gene gun

Metoda oznafovand také jako biolisticka transfekce. Mikroskopické ¢astice wolframu nebo
zlata jsou obaleny DNA. Céstice jsou pak pohanény vysokou rychlosti. Jsou de facto
,hastfelovany* do bunck. Metodu je potfeba optimalizovat. Musi byt dosazena rovnovaha
mezi poCtem a velikosti Castic nastfelovanych do bunck, poskozenim, které zplsobi a
mnozstvim DNA, které doruci[33]. Metoda vykazuje vysokou ucinnost transfekce jako
elektroporace. Nevyhodou oproti elektroporaci je moznost poskozeni hostitelského
organismu. Jedna se o pomérné drahou metodu vzhledem k potfebnému zatizeni.[14,33]

Magnetické castice (MATra)
Metoda nazvana Magnet Assisted Transfection (MATra). Vyuziva magnetickych nanocastic

MagTag, na které je uchycena NK a v silné¢ magnetickém poli se dostdva do cilovych
bunék.[20]

Ultrazvuk

Ultrazvuk mtize byt pouzit pro pienos DNA do bunék. Mechanismus této transfekce neni
doposud presn¢ zndm.[14]
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3.4 Hostitelské buiky

Pro ptenos DNA se pouzivaji produkéni organismy, potfebné k zajisténi tvorby r-proteind.
Jsou dvojiho typu, eukaryotni a prokaryotni. U bun€k prokaryotniho typu probiha transkripce
a translace soucastné. Naopak, vzhledem k pfitomnosti jaderné membrany u eukaryotnich
bunék, nejsou tyto déje simultanni. Existuje mnoho typd bunécnych linii, ov§em jen nékteré
spliiuji 3 pozadované kritéria: vysokou ucinnost transfekce pouzitim béznych transfekénich
metod, dobra adaptace na kultivaéni podminky a efektivitu ndklad.[10,12,14]

3.4.1 Prokaryotni organismy

Ve srovnani s eukaryotickymi, jsou prokaryotické organismy jednodussi. Vyhodou bakterii je
jednoducha manipulace, jsou levné a mohou rychle produkovat velké mnozstvi r-proteinu.
Nevyhodou je Spatna rozpustnost proteinu a nedostatecné post-translaéni modifikace. Ty jsou
nezbytné pro spravnou biologickou aktivitu komplexnich proteinti. To z nich déld nevhodné
hostitelské organismy pro expresi proteind pro farmaceutické ucely, které musi mit zajiSténou
spravnou strukturu. Bakterie vétSinou ukladaji r-proteiny do inkluznich télisek.

Nejvice prostudovanym organismem je Escherichia coli. Probiha u néj jednoducha a G¢inna
transformace plasmidové DNA. OvSem nerozpustnost cilovych proteinii je limitujici
zasadnim zplsobem. Byly proto vyvinuty rizné postupy feSici tento problém. Klasickym
postupem je modifikace rlstovych podminek zménou teploty na nizsi. I piesto nepatii mezi
tradicni prumyslové organismy. Gramnegativni bakterie rodu Bacillus produkuji r-proteiny
extracelularné a to ve velkém mnozstvi. Jsou schopny snadné adaptace na zmény podminek
kultivace. U zbylych grampozitivnich a gramnegativnich bun¢k je u¢innost pienosu DNA do
bunck nizka a je nedostatek vhodnych vektor. Proto je u nich nizka exprese klonovanych
genti.[2,13,35]

3.4.2 Eukaryotni organismy

Eukaryotni organismy maji slozit€j$i aparat. PfedevSim jsou schopny post-transla¢nich tprav,
diky nimz mohou produkovat r-proteiny v aktivni podob¢. K post-translacnim Gpravam patii
tvorba disulfidickych vazeb, glykosilace a modifikace AK uvniti proteinu. Patii sem
kvasinky, hmyzi, rostlinné a zivo¢isné bunky.[14,16]

Kvasinky

Biotechnologicky tradi¢ni mikroorganismus, ktery je dobrou alternativou k prokaryotnim
bunikdm. Jsou to jednoducha eukaryota s mikrobialnim charakterem. Rostou pomérné velkou
rychlosti s velkym poctem jedincl. Pichia pastoris a Saccharomyces cerevisiae jsou
nejbeznéjsi kmeny pro tvorbu exogennich r-proteinti. Vzhledem k pouzivani Sachcaromyces
cerevisiae po mnoha staleti, je pfedpokladédna jeho bezpecnost (GRAS:Generaly recognized
as safe). Do prostiedi sekretuje malou Skalu proteinti, coz je vyhodné pii purifikaci. Pro

kvasinky je =zapotfebi vySSiho technického zazemi a narocnéjsi manipulace jak
u prokaryotnich organismii.[2,13,14,16]
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Hmy?zi buiiky

Samotné hmyzi buiiky se pouZivaji ziidka. Cast&jsi je jejich varianta napadena bakulovirem.
Hmyzi buniky jsou kultivované in vitro a jako vektor je pouzit bakulovirus. Tento typ bunék
se pro vyrobu r-proteint pouziva jiz ptes 20 let. Diky tomu bylo dosazeno mnoha zlepSeni
jako je zjednoduseni izolace rekombinantniho viru nebo kvantifikace metody. Maji schopnost
expresi eukaryotnich proteinii, Upravou a zpracovanim podobny jako sav¢i bunky. Post-
translacni modifikace u hmyzich a sav¢ich bunék jsou témét stejné. Rozdil je, stejné jako u
kvasinek, v tvorbé N-glykosidové vazby. Virion (virova castice) produkuje ochranny matrix
polyhedrin. Promotor tohoto proteinu je silny. Nahrazenim kodujici oblasti polyhedrinu
expresni jednotkou ma za nésledek vysokou expresi transgenu. Hlavni limitaci expresniho
systému bakulovirGi je ¢asova a financni naroc¢nost vedouci k produkci rekombinantniho
bakuloviru.[13,14,16]

Rostlinné buriky

Vyhodou je snadna kultivace, kratkd generani doba a asexudlni kfiZeni. Post-translaénimi
upravami se op¢ét shoduji se savéimi buitkami, ovSem krom glykosilace.[10]

Transgenni rostliny jsou vhodné pro produkci r-proteinti a uziti v zemédé€lstvi. Mezi
modifikace patii: rezistence k herbicidim, Skidctim, vétsi tolerance ke stresu nebo
skladovacim podminkdm. Moznost ziskani r-proteinu je napiiklad rhizosekreci. Jedna se o
sekreci proteini pomoci kofenil transgennich rostlin do vodného prostiedi. Nevyhodou

vvvvvvvvvv

r-proteint z jejich bunék.[2]

Zivo¢isné buiiky

Mezi nejvyznamngjsi patii buiiky savéi. Na rozdil od nizSich eukaryot a prokaryot jsou
schopny provést veskeré potiebné post-translacni upravy. Vcetné fosforylace, O- a N-
glykosilace a modifikace aminokyselin. Vyuzivaji se proto na tvorbu terapeutickych lidskych
proteini. Také na vyhledavani urcitych genii a rozpoznavani jejich funkce nebo na piipravu
transgenniho organismu jako modelti pro studium genetickych chorob, pfiprav hospodatskych
zvitat s vylepSenymi uzitkovymi vlastnostmi a vytvareni cizorodych proteinli (animal
farming). Zajem o stabilni, G¢inné expresni systémy pro produkci humannich proteint stale
stoupd[36]. Hlavni nevyhodou je maly vytézek proteinu. Maximum se pohybuje okolo 5g/1,
coz je zlomek v porovnani s kvasinkami nebo bakteriemi.

Zivo¢isné buiiky jsou izolovany z tkani a poté kultivovany in vitro. Kultivace je nastavena
tak, aby co nejvice pfipominala pfirozené¢ podminky bunék. Jedna se o inkubaci pii teploté
37 °C v modifikované atmosféra 5 % CO,. Manipulace s buitkami vyZzaduje sterilni prostfedi.
Vétsina bunék roste piisedle, pottebuji proto pevny podklad. Mezi takové bunky patii bunky
izolované z tkani. Naopak buiiky z krevniho séra ptisedle nerostou. Pro pfisedlé bunky je
nezbytna neustald vymeéna kultivaéniho média.
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Nejcastéji jsou pouzivany bunécné kmeny vychazejici z kmeni CHO a HEK293. Ob¢ tyto
linie pafi mezi prisedlé buitkky. CHO (Chinese hamster ovary cells) jsou bunky izolované
z vajicek kieCka Cinského. Byly to prvni sav¢i buiikky pouzity pro tvorbu r-proteinu. Tato
hlodav¢i linie je uzivana pro rozsifeni nebo selekci bunéénych technik a mize byt adaptovana
na médium bez séra. Pouzivd se jako hostitelska buiikka pro vyvoje lékli. Pro preklinické
testovani, pro stabilni rozvoj bunécné linie.

Farmaceuticky primysl cCasto preferuje pro vyrobu stabilni bunécné linie CHO pied
HEK293. Je to dano dosud dosazenymi vysledky z touto bunécnou linii.[2,7,10,12,14,37]

3.4.3 HEK293 EBNA1

Bunécna linie HEK293 EBNAI1 je suspenze adaptovanych lidskych embryonélnich
ledvinovych bunék, které stabilné tvoii Epstein-Barr virus nuklearni antigen 1. Izolovany byly
v 70. letech. Cislo 293 znaéi &islo pokusu pana Grahama. Byly transformovany fragmentem
DNA 5 adenovird. EBNA 1 oznacuje Epstein-Barr virus. Tento zaclenény gen je exprimovan
jako jaderny antigen, ktery umoziuje replikaci exogenni plasmidové DNA. Bunka tak mize
mit vysoky pocet plasmidovych kopii v produkéni fazi, coz vede k vys$sim vytézkiim proteind.

Buniky HEK293 jsou hojné pouzivany na produkci r-proteinti. Maji mnoho vyhod jako
vysoké vytézky transfekce s vétSinou transfekénich metod, lehce rostou v suspenznich
kulturdch a mohou byt adaptovany na média neobsahujici sérum. Je to nejpouzivané;si
bunécéna linie na transientni transfekci ve velkém méritku[12].[7,10,38,39]

3.5 Kultiva¢ni médium

Médium hraje velkou roli pii rastu a transfekci savcich bun¢k. Kazdé¢ kultivaéni médium musi
obsahovat vhodny a snadno utilizovatelny zdroj energie, déale ristové faktory a latky
regulujici bunécény cyklus[10]. Média obsahujici sérum obsahuji smés hormond, Zivin, ristové
faktory a jiné nedefinované slozky. Jako séra se pouzivaji FBS (fetal bovine serum = fetalni
hovézi sérum), a HS (horse serum = koniské sérum). V posledni dob¢ je tendence pouzivat
média bez séra. Je to predevsim kvili vysoké cené a biologické bezpecnosti (kontaminace).
Také je snaha omezit komponenty odvozené ze zvitat kviili etickym divodim. Dalsi vyhodou
médii bez séra je ulehceni downstream procest jako je purifikace a izolace produktu. Jako
nahrazky séra se pouzivaji média obohacend proteinovymi hydrolyzaty (peptony). Ty jsou
zvitecitho nebo rostlinného plivodu. Tyto média podporuji vysokou bunécnou hustotu a
umoziuji dobrou expresi a purifikaci produkti. Byly zkonstruovany jak pro CHO, tak pro
HEK293 bunécné linie.

Pro média bez séra je nevhodna transfekéni metoda CaPi koprecipitace. Tato metoda je plné
zavisld na séru. Pfedpokladd se ze sérum tvofi ochranny obal pro komplex
DNA/CaPi.[10,12,40]
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3.6 Reportérové systémy

Reportérové systémy jsou transgeny, vkladané do vektor, uzivané pro vizualizaci a
hodnoceni exprimovaného proteinu. Jednd se o nedestruktivni zplsoby analyzy.
V soucasnosti se pouzivaji nejcastéji gen pro luciferdzu (lux a luc), B-glukuronidédza (GUS),
fluorescencni proteiny (GFP) a gen pro chloramfenikol acetyltransferazu (CAT).

3.6.1 Luciferaza

Luciferdza je enzym svétlusek Photinus pyralis, ktery katalyzuje oxidaci proteinu D-
luciferinu. K této reakci je zapotiebi Mg®", ATP a atomarni kyslik. D& je dvoufizovy,
nejprve heterocyklicky D-luciferin (Obr. 91) reaguje s ATP za vzniku luciferyl adenylatu.
Poté dochazi k oxidativni dekarboxylaci za vzniku oxyluciferinu (Obr. 9II), ktery je
v singletovém excitovaném stavu. Pfechodem do zdkladniho energetické¢ho stavu dochazi
k samovolné bioluminiscen¢ni emisi zaieni o vinové délce 562 nm. To je detekovano pomoci
luminometri, scintilaCnich PC nebo CCD kamerou.

Pro zvySeni intenzity signdlu se pfidava koenzym A do reakéni smési. Metoda je relativné
drahd. Béhem vyvoje jinych luciferasovych substratli majicich vyssi produkci svétla a vice
sofistikovangjSich detekCnich pfistroji je mozné, ze se luciferasa mize rozvinout v uzitecny
reportérovy systém pro in vivo analyzy[4]. Pouziva se na in vivo aplikace, diky své malé
toxicité.[2,4,33,41,42]
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Obr.9: protein luciferin (I) a produkt jeho oxidativni dekarboxylace — oxyluciferin (I1)[41]

3.6.2 B-glukuronidasa - GUS

B-glukuroniddsa je bakteridlnim enzymem, izolovanym z E. coli. Mize byt produkovan
v prokaryotickych 1 eukaryotickych bunikach. Je jednim z nejrozsitenéjSich reportéru v in vivo
a in vitro aplikacich. Jeji stanoveni je rychlé a jednoduché. Své uplatnéni nachazi pfedevsim u
transgennich rostlin. Miize byt stanovena jak kvalitativnim tak 1 kvantitativnim zptisobem.

Kvantitativni fluorometricka analyza je zaloZena na reakci se substratem 4-MUG (4-methyl
umbeliferyl-B-D-galaktosid). Dochazi k hydrolyze na MU (methylumbelliferone), ktery je
ozéfen dlouhovinnym UV o délce 365 nm. Poté dava enzym modrou fluorescenci - 570 nm.
Kvalitativni analyza je histochemicka. Provadi se s chromogennim substratem X-gluc (5
bromo-4-chloro-3-indolyl p-D-glucuronide). Po roz$tépeni substraitu dojde k tvorbé
nerozpustné modré sraZeniny, kterd ziistava v bunkach. Diky tomu lze lokalizovat bunétnou
expresi.[2,4,33]
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3.6.3 Green fluorescence protein — GFP

GFP je protein ziskany z Aernorea victoria. Tento reportér mize poskytovat jednoduchou
metodu pro hodnoceni procenta bunck, které byly transfekovany a mtze slouzit jako marker
pro buiiky v populaci, které pfijaly transfekovanou DNA[4].

GFP ma sudovity tvar s velikosti 28 kDa. Vné&jsi vrstva ma terciarni strukturu 3 skladané
listy, které jsou spojeny a helix strukturou. GFP tvofi trojice aminokyselin: serin tyrosin
glycin, které tvofi cyklizovanou sekundérni strukturu (Obr. 10). Sekvenci serin-tyrosin-glycin
mé 1 fada jinych proteinii, nicméné samotnd sekvence jesté nezplsobuje fluorescenci, tu
zpusobuje teprve az jeji cyklizace[43]. V Zijicich meduzach Aequorea victoria dochazi
proteinu. Zménou konformace dochazi k excitaci chromoforu do vys$si energetické hladiny.
Po navraceni chromoforu na nizsi energetickou hladinu dochazi k luminuscenci. Z excitacnich
a emisnich pikit (Obr. 11) tak lze vycist schopnost absorpce modrého svétla a emitace
zelené¢ho.
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Obr. 10: Na levé strané je zobrazena tercidarni struktura GFP. Na pravé strané sekundarni

aminokyselinové slozeni, které je v cyklické formeé zodpovédné za fluorescenci.

Velkou vyhodou pouziti GFP je to, ze pro detekci neni potfeba substrat ani kofaktor.
Detekuje se pomoci flow-cytometru, fluorescen¢niho mikroskopu nebo fluorimetru.

V roce 2008 byla udélena Nobelova cena za chemii za ,,objev a rozvoj green fluorescent
protein, GFP.“ Cenu ziskali védci Osamu Shimomura, Martin Chalfie a Roger Y. Tsien.
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GFP lze vyuzit jako fuzni protein mezi GFP a proteinem zdjmu. Schopnost fluorescence na
C- 1 na N-konci fetézce zistava i po fuzi. Diky tomu je mozné sledovat pohyb proteinu a jeho
expresi uvniti buniky v pribéhu Casu. V dnesni dob¢ se pouzivaji modifikace ,,divoké™ GFP,
které byly vytvofeny pomoci fizenych mutaci. Genetickou Upravou byl zménén chromofor,
takze fluoreskované svétlo mize mit riiznou emisni vinovou délku. Je tak k dispozici velka
Skala barevnych reportnich genli. Modry EBFP, azurovy ECFP, zluty YFP a vyznamny
cerveny dsRED protein. DsRED protein bylo problém zkonstruovat kvili velké molekulové
vaze a délce aminokyselinového fetézce. DSRED je vyznamny ptfedevSim pii vyzkumu
organu a tkani, protoze cervené svétlo prostupuje hloubégji tkdnémi a té€lnimi tekutinami nez
svétlo zelené.[2,4,33,36,43,44]

100

FLUORESCENCE

vy

vinové délky odpovidaji vinovym délkam modrého svétla. Emisni maximum je ve vinové délce
okolo 509 nm, které odpovida barve zelené.[43]

3.6.4 Chloramfenikol acetyltransferasa — CAT

Jedna se o bakteridlni enzym, ktery se Casto pouziva jako reportérovy gen v savcich buikéach.
Tento enzym katalyzuje pienos acetylovych skupin z acetyl-CoA na chloramfenikol[4].
Vyuzivd se radioaktivniho znaeni s '‘C-chloramfenikolem. Po piidani CAT dojde
k acetylaci. Separace acetylovanych a neacetylovanych forem chloramfenikolu je provedena
chromatograficky. Lze jej hodnotit kvalitativné 1 kvantitativné.

CAT byl prvnim bakteridlnim enzymem ziskanym z rostlin. Analyza tohoto enzymu je
relativné jednoduchd a spolehliva. Nevyhodou je ovSem cCasova a finan¢ni ndro¢nost kviili
radioaktivnosti substratu.[2,4,33]
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4. PRAKTICKA CAST

4.1 Material

Pro praktickou ¢ast byly pouzity chemikalie vypsané v tabulce 3.

4.1.1 Chemikalie

Tabulka 3.: Pouzité chemikalie

chemikalie vyrobce Poznamka
plasmid maxGFP Amaxa Cistota:1,97
plasmid EGFP-C3 Clontech Cistota:2
plasmid LPL C-6His/pcDNAS | Invitrogen Cistota:2,2
DMEM/F12 Lonza

FBS Lonza fetalni hovézi sérum
Trypsin(EDTA) Lonza

DMSO (dimethyl sulfoxid) Sigma-Aldrich

Fyziologicky roztok Ardeapharma

GenelJuice Novagen

LB médium Conda

Resuspendacni roztok(P1)

Lyzaéni roztok(P2) QIAGEN Giga
Neutralizacni roztok(P3) Kit

Ekvilibracni pufr - QBT

Promyvaci pufr — QC

Eluacni pufr - QF

Isopropanol Lachema

Etanol Penta

PBS (phospate buffered saline) | GIBCO

PEI (polyethylenimine) Polysciences 25 kDa
Trypton N1 Organo Technie

HCI Lachner

Trypanova modf Sigma-Aldrich | 0,4 % w/v

Sterilni destilovana voda
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4.1.2 Pristroje, nastroje a software

e Laminarni sterilni box

¢ Humidifikovany CO, inkubator (37 °C, 5 % CO5)

e Humidifikovany inkubator (37 °C, 0 % CO,)

e Centrifuga

e FLIM, inverzni a fluorescencni mikroskop s Hg vybojkou (Intraco Micro)
e vortex

e Kultiva¢ni lahev T-75(75cm?)

e Jednorazové tuby 10-50 ml

e Serologické pipety 5,10,25 ml

e Kryovialky na zamrazovani

e Kryogenni box s dusikem

¢ Biirknerova komurka

e Jamkové kultivacni desky: 24 jamkové a 12 jamkové

e Zkumavky eppendorf - 1,5ml

e Sterilni filtry

e Sterilni rukavice

e MS office

e Imagel - program pro zpracovani obrazovych dat, obsahujici statistické zpracovani
e Fotoaparat Canon Power Shot G9

4.1.3 Buiiky a médium

V experimentalni ¢asti byly pouzity builkky HEK293 EBNAI, které jsou blize popsany
v teoretické cCasti v kapitole 3.4.3. Jednd se o bunky se zaClenénym EBNAI genem,
pochazejici z Eppstein-Barr viru. Tento gen koduje jaderny antigen, diky nému miize burika
produkovat vyssi pocet plasmidi. Proto jsou bunky obsahujici tento gen schopné produkovat
vice r-proteinu. Kultivace téchto bunck je nenaroc¢nd. Jako médium se pouzivdi DMEM/F12
(sloZeni v kapitole 11.1) s 10 % FBS (fetal bovine serum). Diky FBS jsou buiiky piisedlé na
dné kultiva¢nich nadob.

4.1.4 Transfek¢ni reagenty

V prvni i druhé fadé pokust byl pouzit transfekéni reagent GenelJuice. V druhé fad¢ pokusii
byl pouzit i kationicky polymer PEI. Byla pouzita jeho linearni forma s velikosti 25 kDa.
Geneluice je slozen z netoxického bunécného proteinu a malého mnozstvi polyaminu. D4 se
tedy tadit mezi chemické typy pienosu. Pouziva se pro stabilni i transientni transfekci
v eukaryotickych systémech. Jeho slozeni mu umozituje ptisobeni v sérovych i bezsérovych
médiich. Jedna se o suspenzi v 80 % ethanolu.. Uchovéva se v teplotnim prostredi 4 °C.
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4.2 Metody

Manipulace s bunkami
Manipulace s plasmidy
Transfekce

Fluorescen¢ni mikroskopie

4.2.1 Manipulace s buiikkami

RozmraZeni bunék

Bunky 293 HEK/EBNAT1 jsou dlouhodobé skladovany v tekutém dusiku v kryogennim boxu
s teplotou -194 °C.

Ptedem bylo ohfdto 6 ml média, DMEM/F12 s 10 % FBS, v 13 ml tub&. Po vytazeni bun¢k
z tekutého dusiku byly zahtaty na 37 °C. Po rozmraZeni bun¢k musi byt dalS$i manipulace
rychlé vzhledem k obsahu DMSO v zmrazovacim médiu. DMSO je kryoprotektivni latkou pfi
nizkych teplotach, pfi vyssich je pro bunky toxicky. Bunky jsou pipetovany do média, poté je
cely obsah centrifugovan (3 minuty, 200x g a pokojové teploté (RT)). Po odsati
supernatantu, obsahujicim DMSO byl obsah rozsuspendovan s pfidanymi 3 ml média a
ptepipetovan do T-75. Obsah T-75 byl doplnén médiem s 10 % FBS na 20 ml.

Kultivace a pasaz bunék

Bunky se kultivovaly v humidifikovaném inkubdtoru s 5% CO, ptfi 37 °C. Kultivace
probihala dokud buiiky nebyly z80-90 % konfluentni (Obr.12). Po dosazeni takovéto
konfluence bylo médium odsano z lahve. Buiiky byly promyty 10 ml fyziologického roztoku,
aby byly vyplaveny inhibitory trypsinu ze séra. Pfidavkem 4 ml EDTA/Trypsin doslo
k odpoutani bunék. Po odpoutani, ptiblizné po 4 minutich, bylo ptfidano 4 ml média
(DMEM/F12 s 10 % FBS), aby nedoslo k rozbiti bunéénych stén trypsinem. Nasledovalo
rozsuspendovani shlukii. Pro dalsi kultivaci bylo pouzilo 0,25-1 ml trypsinizovanych buné¢k
pfidanych do novych T-75 lahvi s 20 ml kompletniho média. Pro kultivaci nebyly pouzity
zadné antibiotika.

ZamraZeni bunék

Buiiky urcené pro zamrazeni by mély byt 80 % konfluentni. Nejprve se trypsinizuji stejnym
postupem jako u pasdzovani. Po zastaveni trypsinizace 4 ml kompletniho média se builky
centrifuguji. Centrifuguje se pfi RT (room temperature - pokojova teplota), 7 minut
pii 1200 x g. Po odsati supernatanu jsou builkky resuspendovany v 12 ml zamraZovaciho
média, ktery je ulozena v lazni s ledovou tfisti. Médium je slozeno z DMEM/F12 s 10 % FBS
a 10 % DMSO. DMSO je potieba filtrovat pies sterilni filtr, jelikoZ neni sterilni. Tato smés se
rozpipetuje do 1 ml kryovialek, popiSe a zabalené do buniciny a alobalu vlozi do mrazéku
s teplotou -80 °C. Po 24 hodinach byly kryovialky pfemistény do tekutého dusiku v kryoboxu.
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Obr.12: Bunky priblizné 80-90 % konfluentni

4.2.2 Manipulace s plasmidy

Pro experimentalni méfeni byly pouzity plasmidy pmaxGFP, eGFP a kontrolni plasmid LPL
s kodujici sekvenci pro lipoprotein lipazu.

Priprava plasmidii

Ptiprava plasmidl spocivala v jejich izolaci a purifikaci. Byly izolovany 2 plasmidy GFP a
EGFP. Postup byl proveden podle piirucky QIAGEN Plasmid Purification Handbook za
vyuziti QIAGEN Giga Kit.

Prvnim krokem bylo rozmraZzeni plasmidt v Escherichia coli. Obsah byl rozsuspendovan
v 10 ml LB médiu (slozeni média — viz 11.2) a inkubovan pfes noc pfi teplote¢ 37 °C
na tiepacce (300 rpm).

Tato startovaci kultura byla inokulovdna do 2,5 1 LB média a nechana kultivovat se pfi
37 °C pftes noc na ttepacce (300 rpm).

Dalsi den byly buniky centrifugovany pti 6000 x g pti 4 °C po dobu 15 minut. Bakteridlni
pelet byl resuspendovan v 125 ml pufru P1 (resuspendac¢ni), ktery obsahoval RNazu A.
Slozeni pufrii je obsaZeno v kapitole 11.3. Bakterie byly kompletné resuspendovany pomoci
vortexu nebo opetovnym pipetovanim nahoru a dolu, dokud nezbyl zddny shluk buné¢k. Po
pfidani 125 ml P2 pufru (lyzacni), byl cely obsah pétkrat promichan jemnym obracenim tuby
a inkubovan pfi pokojové teplot¢ (RT) 5 minut. Dale bylo ptfidano 125 ml chlazeného
neutralizacniho P3 pufru. Opét byla suspenze pétkrdt promichdna obracenim tuby a
inkubovéana 20 minut na ledu, aby doSlo klepSi precipitaci genomové DNA, proteini,
bunécnych zbytkli a SDS. Lyzat byl centrifugovan pii 6000 x g po dobu 30 minut.
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Ekvilibrace kolony byla zajistétna 75 ml QBT pufru 15 minut pfed pouzitim kolony.
Supernatant byl poté davkovan na kolonu. Po odkapéani supernatantu, byla zachycenda DNA
precisténa 300 ml QC pufru. Poté bylo eluovano 100 ml QF pufru. Nasledovala precipitace
vyeluované plasmidové DNA s pouzitim 70 ml isopropanolu, obsah byl protiepavan po dobu
2 minut a nakonec zcentrifugovan - 5000 x g, 4 °C po dobu 60 minut. Supernatant byl odlit a
pelet promyt 10 ml 70 % etanolem. Nésledovala dalsi centrifugace - 13000 x g, 4 °C po dobu
10 minut. Supernatant DNA byl opatrné dekantovan bez naruseni peletu a vysusen v proudé
vzduchu po dobu 10 minut. Poté byla DNA resuspendovana do TE pufru.

Cistota a koncentrace vyizolované plasmidové DNA byla méfena spektrofotometricky.
Cistota byla méfena jako podil absorbance DNA a absorbance RNA, tedy pomér A260 ku
A280. Vysledky cistoty a koncentrace ukazuje Tabulka 4. (viz Ptiloha) Za vhodné cistou je
povazovana DNA o hodnoté 2,0>A260/A280>1,8.

pmaxGFP

Jeden z proteinti odvozenych z GFP. Je ziskan z Pontellina species. Plasmid maxGFP je
pouzivan na pozitivni kontrolu pfi sledovani uspéSnosti transfekce. Ma lehce vyssi
fluorescenci v porovnani s EGFP (enhanced GFP = zlepsend GFP). Detekce se provadi
pomoci fluorescenénich mikroskopt a pritokové cytometrie (FCM — flow cytometry). Mapa
plasmidu je na Obr. 13.

pmaxGFP
{3486 bp)

Kpril (980

MAal MRS

Obr. 13: Mapa plasmidu pmaxGFP
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pEGFP-C3

Plasmid EGFP (enhanced = vylepSeny) je jednou z variant GFP. Podle vyrobce by uspésnost
transfekce, stejné jako mortalita bun¢k, méla byt srovnatelnd s plasmidem maxGFP. Plasmid
EGFP byl vytvofen pro vysSi fluorescenci v porovnani s ,nativhim*“ GFP. Excita¢ni
maximum méa pfi 488 nm a emisni maximum pifi 507 nm. Plasmid ma zaménéné
aminokyseliny Phe-64 za Leu a Ser-65 za Thr. Vektor obsahuje pocatek replikace pouzitelny
pro expresi v sav¢ich bunkach. Bakteridlni ¢ast obsahuje rezistenci na kanamycin, pouZzitelny

v E. Coli. Mapa plasmidu je zndzornéna na Obr. 14.

Asel
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EGFP

pEGFP-C3 -
srG | (1323)
4.7 kb SV40
Kan"/ poly A MCS
Neo' £ ' (1328-1413)
SV40 ori on S
PV Miul (1638
Dra Il (1868)

Stul
(2573)

Obr. 14: Mapa plasmidu pEGFP-C3

LPL C-6His/pcDNA 5

Jednd se o kontrolni plasmid, ktery obsahuje kodujici sekvenci pro lipoprotein lipazu (LPL).
Tato sekvence byla vlozena do pcDNA jako inzert. Tento inzert byl vlozen mezi sekvence

Kpnl/Xhol v oblasti multiple cloning site:

Kpnl/Kozak/signal sequence hmm38/Nhel/LPL/6xHis/GGQ/Xhol

, kde Kpnl, Nhel, HindIIl a Xhol jsou mista rozpoznana restrikénimi endonukleasami.
Sekvence GGQ kodduje trojici aminokyselin — 2 x glycin a kyselinu glutamovou. Inzert byl

vlozen do pcDNAS/FRT/TO (Obr.15).
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Obr.15: mapa plasmidu pcDNAS/FRT/TO

4.2.3 Transfekce

Po piipravé bunék o vhodné konfluenci a izolaci plasmida byly buiiky transfekovany pomoci
transfekcnich metod.

V prvnim pokuse byl testovan rozdil mezi plasmidy maxGFP a eGFP pomoci transfekéniho
reagentu GeneJuice. Tento pokus mél také za ukol rozhodnout vhodnou koncentraci plasmidu
pro transfekci.

V druhé sadé¢ pokusi byl pozorovan rozdil mezi kultivaci v CO, a v kultivaci
bez ptitomnosti CO,. V kazdém kultivatnim prosttedi byly pouzity dvé transfekéni smeési.
Jedna smés obsahovala jako transfekéni reagent GeneJuice (GJ). Druhd smés obsahovala
linearni PEI. Jako reportérovy plasmid byl vybran vhodné;si plasmid z prvni fady pokusi.
Také koncentrace plasmidu byla vybrana na zaklad¢ vysledkl z prvniho pokusu.

Vypocet bunécéné hustoty
Ptiblizné€ 24 hodin pfed samotnou transfekci byl piipraven jamkovy set s kompletnim médiem
(DMEM/F2 a 10 % FBS) a bunikami o pozadované koncentraci.

Pro urCeni koncentrace trypsinizovanych bunck se vyuziva trypanové modrfi. 100ul bunck
bylo pfidano k 100 ul trypanové modfi a promichdno. Po 5 minutové inkubaci pii pokojové
teploté byla suspenze vlozena do Biirknerovy komirky pod ptilozené kryci sklicko (Obr. 16).
Pod mikroskopem byly spocteny zivé buiiky v 10 ctvercich. Celkovy pocet bunék byl ziskan
jako soucin:

n=x-2-25

kde 7 je celkovy pocet bunék v 1 ml, x je soudet bunék v 10 étvercich. Cislo 2 je vztaZeno na
fedéni a 2,5 zahrnuje relativni objem Ctverce.
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Obr. 16: Pocitani bunék v Biirknerové komiirce (hemocytometr) — zluté (Zivé) a modré
(mrtvé) bunky[45]

Kultivace v jamkovych deskdch

Kultivace probihala v jamkovych deskach. Ty byly nachystany den pted transfekci (T-1).
Pted transfekci bylo médium odsato a vymeénéno za transfekéni médium (TO). Den po
transfekci bylo potfeba médium opét vyménit za produkéni médium (T1). Média jsou popsana
v designu pokusii - tabulky 5 a 6.

V prvni fadé pokust byly bunky kultivovany ve dvou 24 jamkovych deskach. Jeden pro

maxGFP a druhy pro EGFP. Kultivace jamkovych seti probihala v humidifikovaném
inkubatoru s 5 % CO, pii 37 °C.
Druha sada pokust vyzadovala kultivaci ve dvou 12 jamkovych deskach. Kazdy jamkova
deska obsahovala polovinu bunék s PEI a polovinu s GJ. Jedna jamka byla ponechana jako
negativni kontrola. Jedna jamkovéa deska byla kultivovana v humidifikovaném inkubatoru
ptistupem 5 % CO, pri teplote 37 °C. Druhd byla kultivovana v inkubétoru bez pfistupu CO,
o stejné teploté. Rozdil v kultivaci byl patrny na prvni pohled. Po vyjmuti z inkubatoru bylo
médium u kultivac¢nich desek bez pristupu CO, nacervenalé. Naopak u kultivacnich desek
s ptistupem CO;, se zménila barva média na bled¢ zlutou. Diivodem je snizeni pH média
pomoci HCO iontd, které se tvoii v reakci s vodou.

Po transfekci byly buiiky kultivovany za stejnych podminek jako pted transfekci a to az do
konce zpracovani vysledkli. Buikky v prvnim ani v druhém pokusu nebyly béhem kultivace
protfepavany na tfepackach.
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Transfekce

Pokus 1

Pied transfekci bylo potfeba odsat médium. 100ul média se zvortexuje s transfekénim
reagentem a necha se adaptovat 5-15 minut. Poté se piida plasmid o pozadované koncentraci a
pomeéru k reagentu. Také se necha adaptovat 5-15 minut. Tato transfekéni smés je pak ptidana
do pfedem pfipraveného transfek¢niho média. Kultivace bunck probihala stejné jako
pted transfekei.

Tabulka 5: Design pokusu 1

kultivace 24 jamkova deska
bunécna koncentrace 0,5 x 10° bundk/jamka
objem vzorku Iml/jamka

transfek¢ni reagent (TR) | GenelJuice

kultiva¢ni médium DMEM/F12+10 % FBS
transfek¢éni médium DMEM/F12 (bez FBS)
produkéni médium DMEM/F12 (bez FBS)
pocet opakovani 4

DNA:TR 1:3

¢ DNA [pg/ml] 0,1;0,25;0,5;1

Pokus 2

Pifi vyuziti Geneluice byla vzdy v tripletech do zkumavek eppendorf napipetovana
nasledujici transfekéni smés. 3 ul GeneJuice do 100 ul DMEM/F12 bez séra. Inkubace
5 minut za RT (pokojové teploty) a trikrat vortex po dobu 3 sekund. 0,1 ug plasmidu GFP a
0,25 png plasmidu LPL bylo vlozeno do smési GJ. Vznikld smés DNA-GJ se promichala
pipetou a inkubovala 5-15 minut ptfi RT. Poté byla smés vlozena do jamek. Desky se lehce
protiepaly, aby doslo k lepsi distribuci po celé plose jamky.

Pti pouziti PEI bylo nejprve nepipetovano 50 ul PBS v tripletech do ependofek, pak bylo do
kazd¢ ptidano 2,5 pg DNA v poméru 1:10 (GFP:LPL) a nakonec se vznikla smés DNA-PBS
tiikrat zamichala na vortexu po dobu 3 s. Mezitim byla do jiné ependorfky pfipravena smeés
650 ul PBS a 52 pl PEI, ktera byla taktéz promichand na vortexu po dobu 3 sekund. Smés
PBS-PEI byla po 100 pl ptiddvana do smési DNA-PBS. Takto vznikld smés DNA-PEI byla
inkubovéna pfi RT 15 min a po této dob¢ piepipetovana do jamek. Desky byly, stejné jako u
prvniho pokusu, lehce protfepany kvili distribuci komplexu DNA-transfekéni reagent.

V rozmezi 24 hodin po transfekci byl piidan ke smési s LPL pepton Trypton N1. Pepton je
piidavan post-transfekéné jako vyziva bun€k pro umozneni produkce daného genu zajmu
(genu pro LPL). Pfipravi se 20 % vodny roztok, ktery se poté steriln¢ (pies sterilni krouzky)
piidavé do kazdé¢ jamky s plasmidem LPL po 25 ul. Plasmid LPL by mé¢l slouzit jako kontrola
tirovn& exprese sekretovaného proteinu. Uroveir exprese LPL detekovand pomoci Western
blottu vSak byla velmi nizka. Vysledky Western blottu nejsou zahrnuty do diplomové prace.
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Tabulka 6: Design pokusu 2

kultivace 12 jamkové deska
bunécna koncentrace 2 x 10° bunék/jamka
objem vzorku Iml/jamka

transfekcni reagent (TR) | Geneluice, PEI linear
kultivaéni médium DMEM/F12+10 % FBS
transfekéni médium DMEM/F12 (bez FBS)
produk¢ni médium DMEM/F12 (bez FBS)
pocet opakovani 3

DNA:TR 1:3

¢ DNA[ug/ml] 1

4.2.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Transfekované bunky byly piiblizné po 2 az po 3 dnech pozorovany pomoci FLIM
(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) mikroskopu s rtutovou vybojkou. Na
pozorovani byl pouzit zeleny filtr (oznaceni G), ktery ma rozsah 460-550 nm. Timto
rozsahem pokryvéa ob€ emisni maxima, jak pro GFP i pro EGFP. Pro zaznamenani fotografii
byl pouzity fotoaparat Canon Power Shot G9. Pocitani fluoreskujicich (sviticich) bunék bylo
provadéno v programu Image J (Obr. 17) a nasledné staticky zpracované v programu
Microsoft Office Excel.

Obr. 17: Pocitani fluoreskujicich bunék pomoci programu Image J: modre znaceny
nefluoreskujici bunky, zelene — fluoreskujici burnky.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Pokus 1

Prvni experiment mél zjistit, ktery ze dvou reportérovych plasmidii ma lepsi vlastnosti pro
pouziti v nésledujicich experimentech. Na porovnani byly vybrany plasmidy maxGFP a
EGFP.

Pro oba plasmidy bylo stanoveno koncentra¢ni rozpéti: 0,1; 0,25; 0,5 a 1,0 ug/ml. V tomto
koncentra¢nim rozpéti byly plasmidy ve ¢tyfech opakovanich transfekovany do bunck. Po 2-3
dnech byly detekovany transfekované buiiky. Detekce probéhla pomoci fluorescencéniho
inverzniho mikroskopu (FLIM). Cely pokus byl proveden ve tiech opakovani.

5.1.1 Stanoveni optimalni koncentrace

Pro stanoveni optimalni koncentrace byly znameéfenych dat vybrany optimalni casové
intervaly. Jako optimalni Casovy interval byl vybran ten, ktery vykazoval nejvyssi hodnoty
transfekovanych bunék, a zaroven byl spolecny pro vSechna méfeni.

GFP

Graf 1: Fluorescence bun¢k transfekovanych pomoci plasmidu GFP v riznych koncentracich
v optimalnim ¢asovém intervalu (44-55h)
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EGFP

Graf 2: Fluorescence bunck transfekovanych pomoci plasmidu EGFP v riznych
koncentracich v optimalnim ¢asovém intervalu (44-55h)
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Pro kazdé meéteni byla pouzita jamkova deska se 4 jamkami pro GFP a 4 jamkami pro
EGFP. Méfeni bylo provedeno tfikrat. Hodnoty v grafech jsou tedy vysledkem primért 4
jamek ve 3 opakovanich. Jako optimalni Casovy interval bylo stanoveno ¢asové rozmezi 44-
55 h po transfekci. Z grafu 1 a grafu 2 byla vybrana optimalni koncentrace ¢ =1 pg/ml pro
oba pouzité plasmidy, ktera byla zaroven nejvyssi pouzitou koncentraci. Vysokou expresi
plasmidu o této koncentraci si lze vysvétlit jako pfimou iméru koncentrace plasmidii na dané
expresi a s tim souvisejici zvySovani uc¢innosti transfekce. Tedy ¢im je koncentrace plasmidu
vyssi, tim se zvySuje 1 pravdépodobnost exprese tohoto plasmidu.
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5.1.2 Srovnani exprese GFP a EGFP

Pro srovnani rozdili v expresi GFP a EFGP byly vybrany ¢asové intervaly 22-27 h a 44-55 h.
Tyto intervaly byly spolecné pro vSechna méfeni. Jako optimalni koncentrace byla vybrana
c =1 pg/ml. Vysledné hodnoty jsou opét priméry hodnot 4 jamek po 3 opakovanich.

Graf 3: Rozdil fluorescence bunék transfekovanych pomoci plasmidu GFP a EGFP
v optimalni koncentraci v ¢asovych intervalech
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Zhodnocenim grafu 3 lze fici, Zze pfi optimalni koncentraci ma vyssi GspéSnost transfekce
maxGFP oproti EGFP. Jak jiz bylo fec¢eno, plasmid maxGFP ma vétsi fluorescenci jak EGFP
(kapitola 5.2.2). Pravé z toho divodu bylo u néj mozné ptesnéji detekovat transfekované
buiky.

5.2 Pokus 2

Druhy experiment byl zaméfen na rozdil kultivaci. Paralelné byl také zkouSen rozdil
transfekénich reagentd PEI a GenelJuice. Z vysledkii prvnich experimenti byla vybrana
koncentrace plasmidu ¢ = 1 pg/ml a reportérovy plasmid maxGFP. Tento pokus byl provadén
v tripletech ve dvou opakovanich.
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5.2.1 Srovnani acinnosti transfekce pomoci GeneJuice a PEI

Béhem porovnani transfekénich smési GenelJuice a PEI probihalo zaroven porovnani zmény
kultiva¢nich podminek. Casové intervaly méfeni byly vybrany 45-49 h a 64-69h.

Byl srovnan rozdil pouzitych transfekcnich smési GeneJuice a PEI za stejnych kultivacnich
podminek jako u pokusu 1 (Graf 4). Tedy za kultivace pfi teploté 37 °C a 5 % CO,. Uz na
prvni pohled se 1épe osvédcil transfekéni reagent PEL

Graf 4: Porovnani fluorescence bunék transfekovanych s vyuzitim GJ a PEI v prosttedi 5 %
CO; v ¢asovém intervalu.
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5.2.2 Srovnani vlivu CO,

Pro porovnani vlivu CO; jako kultiva¢ni podminky byly vyuzity pro lepsi ptehled 3D grafy
(Graf' 5 a Graf 6). Bez pfitomnosti CO; byla Gspésnost transfekce u obou transfekéni reagenti
téméei stejna. Velky rozdil ovSem nastal za pfitomnosti CO,. Zde Geneluice vykazoval
mnohem mensi hodnoty transfekovanych bun¢k nez PEIL. Divodem by mohlo byt snizeni pH
prostiedi. GeneJuice je za nizSich hodnot pH téméf stejné ucinny jako PEIL Pii vysSich
hodnotach pH nemé Geneluice takovou ucinnost. Vyrobce také upozornuje na zbytky séra v
médiu. Nevymyti desek pii zmeén¢ média mohlo byt pfekazkou pro uspéSnou transfekci
GenelJuice.
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Graf 5: Fluorescence bunék transfekovanych pomoci GJ za riiznych kultiva¢nich podminek v
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Graf 6: Fluorescence bun¢k transfekovanych pomoci PEI za riznych kultivacnich podminek
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Grafy hrubych dat, zaznamenévajici samostatné opakovani, jsou shrnuty v pfiloze v kapitole
11.5. Pro prvni pokus se jedna o graty 7-12.(11.5.1) Pro druhou sadu pokusti to jsou grafy 13

a14.(11.5.2)
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6. ZAVER

Tato prace méla za cil zhodnotit ucinnost transfekce bunécné linie HEK293 EBNA1 pomoci
proteinu GFP.

Teoretickd cast se zabyva piedevsim typy transfekcnich metod, vektor, bunécnych linii,
kultiva¢nich médii a reportérovych systému. Také popisuje tvorbu rekombinantnich proteint
a rozdil mezi stabilni a pfechodnou transfekci.

Experimentalni Cast je rozdélena na dva bloky. V prvni ¢asti byl zhodnocen rozdil dvou
reportérovych GFP plasmidi v riznych koncentracich. Jako optimalni koncentrace byla
stanovena ¢ = | pg/ml pro optimalni ¢asovy interval 44-55 hodin po transfekci. Vyssi expresi,
respektive lepsi rozliSovaci schopnost vykazoval plasmid maxGFP. V druhé ¢asti experimenta
byl pouzit plasmid maxGFP s optimalni koncetraci. Druhd c¢ast je zamétena na rozdil
transfek¢nich ¢inidel Geneliuce a linearni PEI (polyethylenimin). V podminkéch nastavenych
pro prvni ¢ast experimentt, tedy kultivaci pfi teploté¢ 37 °C a 5 % CO,, byla vyssi G¢innost
transfekce s pouzitim linearniho polyethyleniminu. Pfi zménénych podminkach kultivace;
37 °C bez ptistupu CO,, byly ti€¢innosti obou reagentii t¢éméf srovnatelné.

42



7. SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1] CVAK, Ladislav; FUSEK, Martin. Moderni biotechnologie a farmaceuticky pramysl.
Chemicke listy. 2004, 12, s. 1087 — 1095.

[2] DOSKAR, J. Prednasky z molekuldrni genetiky II 2009, Vysoké uéeni technické v
Brné,Fakulta chemicka, 2009

[3] RITTICH, B. Prednasky z bioinzenyrstvi II 2009, Vysoké uceni technické v Brnég, Fakulta
chemicka, 2009

[4] STANKOVA, Ingrid. Priprava transgennich bunécnych linii a jejich analyza. Brno, 2009.
53 s. Diplomova prace. Masarykova univerzita v Brn¢, Pfirodovédecka fakulta.

[5] KIM, Tae; EBERWINE, James. Mammalian cell transfection: the present and the future.
Anal Bioanal Chem. 2010, 2, s. 3173-3178.

[6] VODRAZKA, Zdenék. Biochemie. Praha : Akademie véd Ceské republiky, 1999. 192 s.

[7] DUROCHER, Y., PERRET, S., KAMEN, A. High-level and high-throughput
recombinant protein production by transient transfection of suspension-growing human
293-EBNAL1 cells. Nucleic Acids Research. 2002, 30(2):¢9

[8] SORENSEN, Hans; MORTENSEN, Kim. Advanced genetic strategies for recombinant
protein expression in Escherichia coli. Journal of Biotechnology. 2005, 115, s. 113-128.

[9] DURRSCHMID, Karin, et al. Monitoring of transcriptome and proteome profiles to
investigate the cellular response of E. coli towards recombinant protein expression under
defined chemostat conditions. Journal of Biotechnology. 2008, 135, s. 34-44.

[10] SMID, J. Vyvoj protokolu pro transientni transfekci bunééné linie HEK293 EBNA1.
Brno, 2009. 57s. Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brnég, Fakulta chemicka.

[11] ALAN, Jan. Reseni 3D struktury proteinu na atomdrni iirovni se zamerenim na lektiny a
glykosyltransferasy. Brno, 2007. 70 s. Diplomova prace. Masarykova univerzita v Brnég,
Ptirodovédecka fakulta.

[12] BALDI, Lucia, et al. Recombinant protein production by large-scale transient expression
in mammalian cells : state of the art and future. Biotechnology letters. 2007, 29, 5, s. 677-684.

[13] LIU, Chaoting, et al. Transient Transfection Factors for High-Level Recombinant Protein
Production in Suspension Cultured Mammalian Cells. Molecular Biotechnology. 2008, 39, s.

141-153.

[14] EL-MOGY, Mohamed A. Adenovirus-based exogenous gene expression in mammalian
cells. St. Catharines, Ontario, Canada, 2009. 150 s. Dizerta¢ni prace. Brock University.

43



[15] HRSTKA, Miroslav. Obecna biologie. Brno : Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta
chemicka, 2005. 112 s. ISBN 80-214-3057-5.

[16] SPANOVA, A. Predndsky z molekuldrni biotechnologie 2009, Vysoké ugeni technické
v Brn¢, Fakulta chemicka, 2009

[17] SYSLOVA, Ivona. Klonovdni a exprese glykosyltransferas. Brno, 2007. 94 s. Diplomova
prace. Masarykova univerzita v Brn¢.

[18] BOECKLE, Sabine; WAGNER, Ernst. Optimizing Targeted Gene Delivery: Chemical
Modifi cation of Viral Vectors and Synthesis of Artifi cial Virus Vector Systems. The APPS
Journal. 2006, 4, s. 731-742.

[19] PYSZKOVA, Michaela. Pokroky v terapii cystické fibrézy a jinych monogenné
dedicnych chorob. Brno, 2010. 59 s. Bakalaiska prace. Masarykova Univerzita v Brné,
Ptirodovédecka fakulta.

[20] PAVEK, P. Predndsky z moderni techniky studia buiiky 2009, Univerzita Palackého
v Olomouci, Prirodovédecka fakulta, katedra bunééné biologie a genetiky, 2009

[21] GUO, Wenjin; LEE, Robert. Efficient Gene Delivery Using Anionic Liposome-
Complexed Polyplexes (LPDII). Bioscience Reports. 2000, 5, s. 419-432.

[22] SKRABALOVA, Michaela. Kationické liposomy pro transfekci bunék. Brno, 2007. 98 s.
Diplomova prace. Masarykova Univerzita v Brn¢, Piirodovédecka fakulta.

[23] NICKOLOFF, Jac; SPIRIO, Lisa; REYNOLDS, Richard. A Comparison of Calcium
Phosphate Coprecipitation and Electroporation. Molecular Biotechnology. 1998, 2, s. 93-101.

[24] ILARDUYA, Conchita; SUN, Yan; DUZGUNES, Nejat. Gene delivery by lipoplexes
and polyplexes. European Journal of Pharmaceutical Sciences . 2010, 40, s. 159-170.

[25] CHERNG, Jong-Yuh, et al. The characteristics and transfection efficiency of PEI
modified by biodegradable poly(b-amino ester). Journal of Materials Science. 2010, 21, s.
543-1551.

[26] JIANG, Ge, et al. DNA/PEI/Alginate Polyplex as an Efficient In Vivo Gene Delivery
System. Biotechnology and Bioprocess Engineering. 2007, 12, s. 684-689.

[27] MASOTTI, Andrea, et al. Physicochemical and biological study of selected hydrophobic
polyethylenimine-based polycationic liposomes and their complexes with DNA. Bioorganic
& Medicinal Chemistry. 2007, 15, s. 1504-1515.

[28] EDINGER, Daniel; WAGNER, Ernst. Bioresponsive polymers for the delivery of

therapeutic nucleic acids. WIREs Nanomedicine and Nanobiotechnology [online]. 2011, 1,
[cit. 2011-04-19]. Dostupny z WWW: <http://onlinelibrary.wiley.com>.

[29] EMMANOUIL, Kalyopy, et al. Novel reducible linear L-lysine-modified copolymers as
efficient nonviral vectors. Journal of Controlled Release. 2010, 143, 3, s. 326-334 .

44



[30] DAL Jian, et al. Polyethylenimine-grafted copolymer of poly(L-lysine) and poly(ethylene
glycol) for gene delivery. Biomaterial. 2011, 32, s. 1694-1705.

[31] TARAHOVSKY, Y.S. Cell Transfection by DNA-Lipid Complexes — Lipoplexes.
BIOCHEMISTRY (Moscow). Ferbruary 2009, 74, 12, s. 1293-1304. ISSN 0006-2979.

[32] HIRT, Helmut, et al. Use of electroporation in genetic analysis of enterococcal virulence.
Methods in Cell Science. 1998, 20, s. 79-84.

[33] BLAZICKOVA, Jitka. Rostlinné explantatové kultury a jejich vyuziti pro studium
biologie telomer. Brno, 2007. 33 s. Bakalarska prace. Masarykova univerzita v Brng¢,
Ptirodovédecka fakulta.

[34] MAROVA, 1. Predndsky z biochemie I, Vysoké uéeni technické v Brné,Fakulta
chemicka, 2008

[35] SMITH, Harold. The transcriptional response of Escherichia coli to recombinant protein
insolubility. Journal of Structure and Functional Genomic. 2007, 8, s. 27-35.

[36] RODA, Aldo. Discovery and developement of the green fluorescent protein, GFP: The
2008 Nobel Prize. Anal Bioanal Chem. 3-2-2010, 396, s. 1619-1622.

[37] Galbraith, Douglas; Control of Culture Environment for Improved Polyethylenimine-
Mediated Transient Production of Recombinant Monoclonal Antibodies by CHO
Cells.Biotechnol Prog. 2006 May-Jun;22 (3) :753-62.

[38] SUN, Xiangming, et al. Enhancement of transient gene expression by fed-batch culture
of HEK 293 EBNAI cells in suspension. Biotechnology letters. 2006, 11, s. 843—848.

[39] Backliwal, G. et al. Rational vector design and multi-pathway modulation of HEK 293E
cells yield recombinant antibody titers exceeding 1 g/l by transient transfection under serum-
free conditions. Nucleic Acids Res 36, €96 (2008).

[40] MULLER, N. Transient gene expression for rapid protein production: Studies and
optimalization under serum-free conditions. PH.D. Thesis. Ecole polytechnique fédérale
de Lausanne, 2005. 120 p.

[41] DEMENTIEVA, Ekaterina, et al. Fluorescent Properties of Firefly Luciferases and Their
Complexes with Luciferin. Bioscience Reports. 2000, 1, s. 21-30.

[42] VIVANI, V.R. The origin, diversity, and structure function relationships of insect
luciferases. Cellular and Molecular Life Science. 2002, 11, s. 1833-1850.

[43] SKRHAK, Tomas. Vyuziti laseru 405 nm pro fluorescencni detekci v kapildrni

elektroforéze. Brno, 2008. 35 s. Bakalafska prace. Masarykova univerzita v Brné¢,
Ptirodovédecka fakulta.

45



[44] NAGY, Attila, et al. Thermal stability of chemically denatured green fluorescent protein
(GFP) A preliminary study. Thermochimica Acta. 2004, 1, s. 161-163.

[45] FRICOVA, Michaela. Transientni transfekce bezsérové bunécné kultury pomoci
polyethyleniminii. Brno, 2010. 75 s. Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brné¢,
Fakulta chemicka.

8. DALSI ZDROJE

Amaxa news #3
http://www.lonzabio.com/uploads/tx_ mwaxmarketingmaterial/amaxa-news-03.pdf

Clontech
http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3028-5.pdf

Novagen
http://iccb.med.harvard.edu/screening/RNAi1%20Libraries/Lipid%20Panel/25%20-
%20Novagen%20Genejuice.pdf

Qiagen (plasmid purification handbook)
http://kirschner.med.harvard.edu/files/protocols/QIAGEN QIAGENPIlasmidPurification EN.
pdf

Invitrogen
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/pcdnaSfrtto_man.pdf

46



9. SEZNAM POUZITYCH OBRAZKU

Obr.4:http://www.polysciences.com/Catalog/Department/Product/98/productld  1577/categ
oryld 283/

Obr.5:http://www.hyperpolymers.com/prodinf.html
Obr.6:http://www.nature.com/nrd/journal/v4/n7/fig_tab/nrd1775 F4.html
Obr.10:http://www.ticgroup.com.tw/menu/products/sci/School/GFP/GFP.asp
Obr.13:http://www.lonzabio.com/uploads/tx mwaxmarketingmaterial/amaxa-news-03.pdf
Obr.14:http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3028-5.pdf

Obr.15: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/pcdnaSfrtto man.pdf

47



10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DNA
HEK
EBNA
GFP
EGFP
GMO
r-protein
mRNA
NK
MCS
ORI
ESM
E.coli
dsDNA
ssDNA
ssRNA
kb
HEPES
DMSO
DEAE
Mr

N/P

c

PEI
kDa
ATP
DPA
PLL

GRAS
CO,
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deoxyribonukleova kyselina

human embryo kidney - lidské ledvinové embryonalni
Epstein-Barr virus

green fluorescent protein — zelen¢ fluoreskujici protein
enhanced (vylepseny) GFP

geneticky modifikovany organismus
rekombinantni protein

medidtorova DNA

nukleova kyselina

multiple cloning site

(origin) replikacni pocatek
eukaryoticky selek¢ni marker
Escherichia coli

double stranded (dvouietézcova) DNA
single stranded (jednofetézcova) DNA
single stranded RNA

kilobaze
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
dimethyl sulfoxid

diethylaminoethyl

relativni molekulova hmotnost
dusik/fosfor

zeta potencial

polyethylenimin

kilodalton

adenosintrifostat

DNA/PEI/Alginat

Poly-L-Lysin

potential of hydrogen

Magnet Assisted Transfection
gramnegativni

grampozitivni

kilovolt

centimetr

aminokyselina

generaly recognized as safe

oxid uhli¢ity



ug
ml

CHO
FBS
HS
GUS
CAT
M 2+
Cag2+
Cr

nm
PC
CCD
4-MUG
MU
uv
X-gluc
EBFP
ECFP
YFP
dsRED
EDTA
LB
PBS

GJ
Amp
apod.
Obr.
Leu
Phe

Ser

Thr
lux/luc
acetyl-CoA
rpm
MK
G2/M

gram
litr

mikrogram

mililitr

chinese hamster ovary — vajicka ¢inského kiecka
fetal bovine serum — hovézi fetalni sérum
horse serum — koniské sérum
B-glukuronidaza

chloramfenikol acetyltransferasa
hotecnaté ionty

vapenaté ionty

chloridovy iont

proton vodiku

nanometr

personal computer

Charge-Coupled Device
4-metylumbelliferyl glukuronid
methylumbelliferone

ultraviolet

5-bromo-4-chloro-3-indolyl B—D-glucuronide
enhanced blue (modry) fluorescent protein
cyan (azurovy) fluorescent protein

yellow (zluty) fluorescent protein

red (Cerveny) fluorescent protein

kyselina ethylendiamintetraoctova

Luria Bertani

phospate buffered saline

GenelJuice

ampllicin

a podobné

obrazek

leucin

fenylalanin

serin

threonin

luciferasa

acetyl koenzym A

revolutions per minute

mastna kyselina

faze bunécéného cyklu

49



11. PRILOHY

11.1 Slozeni média DMEM/F-12
Tabulka 7: Slozeni média DMEM/F12[25]

komponent Koncentrace
CaCl, (anhyd.) 116,00 mg/1
FG(NO3)3°9H20 0,05 l’l’lg/l
FeSO4+7H,0 0,42 mg/l
KCl 311,83 mg/l
MgCl,*6H,0 61,00 mg/1
MgS04+7H,0 100,00 mg/1
NaCl 6,99950 mg/1
NaHCO; 1,20000 g/
N32H2P04'7H20 134,00 mg/l
NaH2P04°H20 62,50 l’l’lg/l
ZnS04*7H,0 0,43 mg/1
Glucose 3,15100 g/1
HEPES 3,57450 g/1
Hypoxanthine 2,04 mg/1
Linoleic Acid 0,04 mg/1
Lipoic Acid 0,10 mg/1
Phenol Red*Na 8,00 mg/1
Putrescine2HCI 0,08 mg/1
Sodium Pyruvate 110,00 mg/1
Thymidine 0,36 mg/1
L-Alanine 4,46 mg/1
L-ArginineHCl 147,35 mg/l
L-Asparagine*H,0 7,50 mg/1
L-Aspartic Acid 6,66 mg/l
L-CysteinesHCI*H,0 17,56 mg/1
L-Cystine 24,00 mg/1
L-Glutamic Acid 7,36 mg/l
L-Glutamine 365,10 mg/1
L-Alanyl-L-Glutamine (UltraGlutamine 1) 868,00 mg/l
Glycine 18,76 mg/1
L-HistidinesHCI*H,0 31,48 mg/l
L-Isoleucine 54,37 mg/1
L-Leucine 58,96 mg/1
L-Lysine*HCl 91,37 mg/l
L-Methionine 17,24 mg/1
L-Phenylalanine 35,48 mg/1
L-Proline 17,27 mg/1
L-Serine 26,26 mg/l
L-Threonine 53,56 mg/1
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11.2 SlozZeni LB média

Tabulka 8: Slozeni LB média[25]

slozka Koncentrace
trypton 10 g/l
kvasni¢ny extrakt 5¢g/l

NaCl 10 g/1

11.3 SloZeni pufraénich roztoku

Tabulka 9: Slozeni pufracnich rotoki

pufr sloZeni Skladovani

P1 - resuspenda¢ni 50 mM Tris-Cl, pH =8 2-8 °C po pfidani RNazy A
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaza A

P2 - lyza¢ni 200 mM NaOH 15-25 °C
1 % SDS (w/v)

P3 - neutraliza¢ni 3 mM octan draselny 15-25 °C nebo 2-8 °C
pH=35,5

QBT - ekvilibracni 750 mM NaCl 15-25°C

50 mM MOPS, pH =7
15 % isopropanol (v/v)
0,15 % Triton X-100 (v/v)

QC - promyvaci 1 M NaCl 15-25 °C
50mM MOPS, pH="7
15 % isopropanol (v/v)

QF - eluac¢ni 1,25 mM NaCl 15-25°C
50 mM Tris-Cl, pH = 8,5
15 % isopropanol (v/v)

11.4 Koncentrace a Cistota izolovanych plasmidu

Tab. 4: Vysledné koncentrace a Cistota plasmidil

GFP EGFP
vzorek | c[ug/ml] | A260/A280 | vzorek | c[ug/ml] | A260/A280
1 5013,3 1,95 1 5699,2 2,00
2 4781,7 2,00 2 5993,7 2,00
3 4779,7 1,97 3 6219,9 2,00
X 4858,2 1,97 X 4776,7 2,00
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11.5 Hruba data

11.5.1 Pokus 1

Prvni opakovani

Graf 7: Fluorescence bunék transfekovanych pomoci plasmidu GFP v riiznych koncentracich
[ng/ml] v Case
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Graf 8.: Fluorescence bunck transfekovanych pomoci plasmidu EGFP v riznych
koncentracich [pg/ml] v Case
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Druhé opakovani

Graf 9.: Fluorescence bunék transfekovanych pomoci plasmidu GFP v rGznych koncentracich
[ug/ml] v Case
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10.:

Fluorescence bunék transfekovanych pomoci plasmidu EGFP v riznych
koncentracich [pg/ml] v ¢ase
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Tieti opakovani

Graf 11.:

Fluorescence bunck transfekovanych pomoci plasmidu GFP v riznych
koncentracich [pg/ml] v ¢ase
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Graf 12.:

Fluorescence bunék transfekovanych pomoci plasmidu EGFP v riznych
koncentracich [pg/ml] v Case
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11.5.2 Pokus 2

Prvni opakovani

Graf 13.: Porovnani fluorescence bunék s GI/PEIL v 5 % CO,/0 % CO, v Case
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Graf 14.: Porovnani fluorescence bun€k s GJ/PEI v 5 % CO,/0 % CO, v Case
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