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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace je vénovana vlivu trypsinu na membrany bunécnych kultur.
K optimalizaci byly vybrany bunécné linie HEK293 netransfekované a bunécné linie stabilné
transfekované membranovymi kanaly Cay3.1, které byly postupné vystaveny ucinku 0,25;
0,375 a 0,5 % trypsinu. Jeho koncentrace ovliviiuje nejen odlu¢ovani adherovanych bunék na
podlozi, ale také degradaci bunéénych membran, coz ovliviiuje viabilitu bunéénych kultur.

Soucasti této prace je vytvoreni metodiky pro studium vlivu trypsinu na membrany
bunéénych linii HEK293.

Klicova slova

Trypsin, HEK293, membranovy kanal Cay3.1, kultivace a pasazovani.

ABSTRACT

This Bachelor’s thesis examines the effect of trypsin on the membranes of cell
cultures. HEK293 cell lines nontransfected and cell lines stably transfected through
the Cay3.1 membrane channels were selected for the optimization. They were gradually
exposed to 0.25, 0.375 and 0.5 % trypsin. The concentration of trypsin influences the
separation of the adherent cells on structure, as well as the degradation of cell membranes,
which influences the cell cultures viability.

Part of this thesis is an attempt to establish a methodology for the research of the effect
of trypsin on membranes of HEK293 cell lines.
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1 Uvod

Enzymy jsou biologicky aktivni latky, produkované zlazami travici soustavy. Maji
vyznamnou ulohu v chemickém procesu trdveni potravy. Pracuji jako biokatalyzatory
(urychlovace), které rozkladaji velké molekuly jidla (bilkoviny, lipidy, sacharidy) na
dostatecn¢ malé jednotky (aminokyseliny, mastné kyseliny, glukézu), které organismus
dokaze vstiebat. Podle toho, jaké molekuly $tépi, je délime na proteolytické, lipolytické a
sacharolytické.

Proteolytické enzymy rozkladaji bilkoviny (proteiny) potravy na peptidy az jednotlivé
aminokyseliny a zajistuji jejich vstfebani a vyuziti v organismu. Trypsin je proteolyticky
enzym, ktery fyziologicky umoziuje St€peni a vstifebavani vzniklych fragment z tenkého
stieva.

Bunéénd membrana obsahuje velké mnozstvi proteint, typicky kolem 50 % membranového
objemu. Tyto proteiny jsou pro buiiku dilezité, protoze jsou odpovédné za rizné biologické
aktivity. Bunééna membrana je vystavena vnéjSimu prostiedi a je dulezitym mistem pro
mezibunéénou komunikaci. Existuje velké mnozstvi proteinovych receptort a identifikacnich
proteintl, jako jsou antigeny, které jsou pfitomné na povrchu membrany. Trypsin jakoZzto
proteolyticky enzym tak muze tyto membranové proteiny degradovat a tim ovlivnit celkovy
stav bunky.

Cilem této prace je prostudovat vliv trypsinu na membrany bunéénych linii HEK293 a

vyhodnotit jeho nejvhodnéjsi koncentraci a dobu pouziti pii kultivacich.



2. Teoreticka ¢ast

2.1

Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy uvadi katalog Enzyme Nomenclature [1], ktery aktualizuje a

vydava nazvoslovny vybor pii IUBMB. Proteasy jsou klasifikovany jako soucast tiidy

3- hydrolasy (celkem je Sest enzymovych tfid). Peptidasy tvofi podtiidu 3, 4 — hydrolasy

pusobici na peptidové vazby. V ramci této podtiidy pak rozlisujeme celou fadu podtiid

(Tab. 1), kde nalezneme i nas studovany trypsin.

Tab.1:Klasifikace proteolytickych enzymi v Enzyme Nomenclature [1], [2]

Endopeptidasy s dosud neznamym mechanismem katalyzy tvori podpodtiidu EC 3.4.99.

Podpodtiida  Souhrnny nazev Typicky priklad Poznamka
EC 3.4.11 aminopeptidasy leucylaminopeptidasa, zahrnuje i byvalé EC
EC3.4.11.1 3.4.1
EC 3.4.13 dipeptidasy Glu-Gludipeptidasa, zahrnuje i byvalé EC
EC 3.4.13.7 3.4.3
EC 3.4.14 dipeptidylpeptidasy, dipeptidyldipeptidasa zahrnuje i byvalé EC
tripeptidylpeptidasy I,EC3.4.14.1 3.4.4
EC 3.4.15 peptidyldipeptidasy peptidyldipeptidasa
A, EC 3.4.15.1
EC 3.4.16 serinové karboxypeptidasa C, zahrnuje i byvalé EC
karboxypeptidasy EC 3.4.16.5 3.4.12
EC 3.4.17 metalokarboxypeptidasy |karboxypeptidasa A, zahrnuje i byvalé EC
EC 3.4.17.1 3.4.2,EC3.4.12
EC 3.4.18 cysteinové kathepsin X, EC 3.4.18.1
karboxypeptidasy
EC 3.4.19 w-peptidasy pyroglutamylpeptidasa zahrnuje i byvalé EC
I, EC 3.4.19.3 3.4.12
EC3.4.21 serinové endopeptidasy  ftrypsin, EC 3.4.21.4
EC 3.4.22 cysteinové endopeptidasy papain, EC 3.4.22.2 zahrnuje i byvalé EC
3.4.4
EC 3.4.23 aspartatovéendopeptidasy pepsin A, EC 3.4.23.1 zahrnuje 1 byvalé EC
3.4.4
EC 3.4.24 metaloendopeptidasy thermolysin, EC 3.4.24.27 zahrnuje i byvalé EC
3.4.4
EC 3.4.25 threoninovéendopeptidasy [komplex

endoproteinasproteasomu,
EC 3.4.25.1




2.1.1 Charakteristika trypsinu

Télo cloveéka potiebuje staly pfisun aminokyselin pro rist a opravy. Proteiny jsou
velmi odolné, proto se na jejich traveni ucastni enzymy. Traveni proteinti zacina v zaludku,
kde kyselina chlorovodikova rozklada proteiny a kde enzym pepsin zapocne hrubé traveni
proteintl. Intenzivngj$i traveni zacind v intestinu. V acinarnich bunkach Zlazy tvoti pankreas
sekret, bohaty na enzymy, z nichz nejvyznamnéjsi trypsin $tépi proteinové fetézce na fetézce
obsahujici jen n€kolik aminokyselin. Poté enzymy produkované enterocyty tyto kratké fetézce

$tépi az na jednotlivé aminokyseliny, které jsou vyuzity pro potieby organismu [3].

Trypsin patii mezi hydrolazy, ptesnéji do podskupiny serinovych proteaz (EC 3.4.21). Je
soucasti traviciho traktu obratlovc a spole¢né s chymotrypsinem trdvicim enzymem ho
muzeme nalézt v dvanactniku. Podobné jako pepsin $tépi peptidické vazby bilkovin
obsazenych v potravé [4]. Byl objeven v roce 1876 Wilhelmem Kiihnem v pankreatické §tave
jako prvni proteolyticky enzym vibec [5]. Trypsin (EC 3.4.21.4) se vyznaCuje mirné
alkalickym pH a striktni specifitou mista S§tépeni pro aminokyselinové zbytky lysinu a
argininu [6], [7].

Trypsin je slozen z 223 aminokyselin (AMK), jeho molekulova hmotnost ¢ini
23,3 kDa a isoelektricky bod (pl) je 10,5 [8]. Ke své aktivaci potiebuje jako kofaktor vapenaté

ionty a jeho aktivita je optimalné zachovana pii hodnoté pH 7-8 [9].

2.1.2 Aktivace trypsinu

Trypsin je stfedné velky lobularni protein, ktery je produkovan ve formé prekurzoru
neaktivniho (zymogenu) trypsinogenu. Pokud by byl enzym syntetizovan v aktivni formé,
tkan, kterd ho syntetizuje, by jim byla natravena (disledkem mize byt akutni pankreatitida)
[9]. Zymogeny jsou skladovany v granulach zvanych zymogenni granula, ktera maji stény
odolné proti enzymovému rozkladu. Zymogeny trypsinu, chymotrypsinu a elastazy nejsou
enzymaticky aktivni, ackoli obsahuji vSechny potfebné katalytické skupiny, protoze
specificka kapsa zymogent je nevhodné formovana [10].

Jeho aktivace probiha dvoustupiiovym procesem. Jakmile trypsinogen vstoupi z pankreatu do
dvanactniku, dochazi k §tépeni pomoci enteropeptidazy (EC 3.4.21.9), ktera je specifickou
serinovou proteazou lokalizovanou v membrané epitelu intestina, v bunkach enterocyti.
Dojde k odstépeni 14 AMK z N-konce preproenzymu za vzniku proenzymu. Néasleduje
odstépeni N-koncového hexapeptidu za vzniku B-trypsinu, ktery ma jeden polypeptidovy
fetézec o 223 aminokyselinach. Tento fetézec miiZze nasledné podléhat autolyze za vzniku
vicefetézcovych produkti (fetézce spojeny disulfidovymi vazbami) - a — trypsinu a
pseudotrypsinu [11].

Specifitou Stépeni se pseudotrypsin blizi chymotrypsinu (travici peptidaze). Specifita
pseudotrypsinu je velmi Siroka, coz byva pficinou, pro€ trypsin za urcitych okolnosti vykazuje
nizkou efektivitu [12].



Aktivace je také zrychlovana autokatalyticky vzniklym trypsinem a vapenatymi ionty.
Molekula trypsinu obsahuje 6 disulfidovych vazeb [13], [14].

V aktivnim misté trypsinu ma diilezitou roli zbytek histidinovy (His57), serinovy (Ser195) a
zbytek kyseliny asparagové (Asp102). Podil ma také zbytek kyseliny asparagové (Aspl189),
ktery je dulezity k uchyceni dlouhych kladné nabitych aminokyselinovych zbytkl lysinu a
argininu [15].

Obrazek 1 popisuje kaskadu aktivace zymogent, kdy enteropeptidaza iniciuje aktivaci.
Prekurzory chymotrypsinu, elastdzy, karboxypeptidazy A a dalSich jsou aktivovany trypsinem
taktéz [9], [10], [16].

Enteropeptidase

[ Trypsinogen JjPEE \
N

Proelastase  Elastase  Procarboxy-  Carboxy-
peptidase  peptidase

Gy N

Chymotrypsinogen  Chymotrypsin Prolipase Lipase

Obrazek 1: Aktivace zymogeni proteolytickym §tépenim

(Trypsinogen je aktivovan enteropeptidazou a vznika trypsin, ktery autokatalyticky zvysuje svoji tvorbu.

Pusobenim trypsinu na chymotrypsinogen vznika chymotrypsin, piisobenim na proelastazu vznika elastaza,

pusobenim na prokarboxypeptidazu vznika karboxypeptidaza, pusobenim na prolipazu vznika lipaza) [17]
Trypsin a chymotrypsin (Obr. 2) obsahuji rozsahlé shodné sekvence a téméi identické
hlavni fetézce. Trypsin vSak §tépi polypeptidy pouze za kladné nabitym zbytkem, zatimco
chymotrypsin tak ¢ini za velkym hydrofobnim zbytkem. Tato odliSna specifita pro substrat je
ziejm¢ dana odliSnostmi v jejich specifickych vazebnych mistech pro substrat. Povrchové
smycky spojujici stény specifického mista a skladaji se z aminokyselin 185 - 188 a 221 - 225,
které se u chymotrypsinu 1 trypsinu lisi, 1 kdyz jsou tyto smycky v obou typech proteini

presné zachovany [17].
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Obrazek 2: A) Schéma krystalografické struktury trypsinu [18]
B) Schéma krystalografické struktury chymotrypsin [19]

2.1.3 Inhibice trypsinu

Nekteré latky ovliviiuji rychlost enzymovych reakci. Kdyz dojde ke snizeni rychlosti,
mluvime o inhibici, pfi zvyseni rychlosti o aktivaci. V zasad¢ mize byt inhibice reversibilni ¢i
ireversibilni. Ireversibilni inhibice v podstaté znamena kovalentni modifikaci funk¢énich
skupin enzymu nebo jeho destrukci.

Aktivace zymogent je ireversibilni. K omezeni nebo inaktivaci aktivnich enzymu se vyuzivaji
specifické inhibitory protedz. Napf. pankreaticky trypsinovy inhibitor (antitrypsin) je 6 kD
protein inhibujici trypsin tak, Ze se vaze velmi pevné do jeho aktivniho mista. Inhibicni
konstanta je 1 pM. Komplex nelze odd¢lit ani denaturaci 8 M mocéovinou nebo 6 M guanidin
HCI. Nejznaméjsim trypsinovym inhibitorem je tzv. Kunitziv inhibitor z hovéziho pankreatu
(6,5 kD) [20]. Inhibuje i chymotrypsin, ale slab&ji. Interakce trypsinu se svym inhibitorem.
Lys 15 inhibitoru vstupuje do aktivniho mista trypsinu a vytvaii iontovou vazbu s Asp 189
(Obr. 3).



Obrazek 3: Interakce trypsinu se svym inhibitorem [32]

(Obrazek zobrazuje komplex enzymu trypsinu se svym inhibitorem a volny inhibitor trypsinu)

Aktivni centrum serinovych protedz ma tvar povrchové prohlubnég, v némz je kli¢ovou

katalytickou skupinou hydroxylova skupina serinu spoleéné s bo¢nimi fetézci histidinu a
aspartatu. Presto, Ze jsou tyto tfi zbytky aminokyselin umistény na vzdalenych mistech
polypeptidového fetézce trypsinu, vzajemné spolu mistné kooperuji. Vodikovym mustkem je
spojen karboxyl zbytku Asp 102 s jednim z dusikovych atomt imidazolového kruhu His57.
Jeho atom dusiku tvofi vodikovou vazbu s hydroxylem reaktivniho serinu na povrchu
molekuly. Podél téchto vodikovych vazeb se posouva naboj zevnitt molekuly od Asp102k
Ser195 a naopak [19]. Obrazek 4 zobrazuje mechanismus hydrolytického $té€peni serinovych
proteaz.
Polypeptidovy substrat je vazan na povrch serinové protedzy vloZenim S$tépitelné vazby do
aktivniho mista enzymu, karbonylovy uhlik této vazby je umistén v blizkosti nukleofilniho
Ser195. Hydroxyl Ser195 napada karbonylovy uhlik stépeného peptidu a dusik His57 piijima
proton z hydroxylu. Vznikd tetrahedrdlni intermediat. Pfenosem protonu z bliZ§iho
dusikového atomu imidazolového kruhu, ktery je sou€asti nabojové Stafety, na atom dusiku
substratu se prerusi peptidova vazba N-C a vytvoii se prvni reakéni produkt R1-NH2.
Zbyvajici Cast substratu se pak kovalentné¢ véaze acylovou skupinou na Serl195. Vznikly
meziprodukt se nazyva acylenzy. Do reakce vstupuje voda. Nukleofilnim atakem nahradi N-
konce z rozstépeného peptidu a napada karbonyl uhliku. Jeji proton vytvoti vodikovou vazbu
mezi dusikovym atomem imidazolového kruhu a hydroxylovou skupinou zbytku serinu a
zbyly ion OH- se vaze na acyl §t€peného substratu. Tvoii se opét tetrahedralni intermediat.
Uvolnénim druhého produktu R2-COOH se aktivni misto enzymu uvede do piivodniho stavu
[19], [21].
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Obrazek 4: Schéma mechanismu hydrolyzy serinovou proteazou [12], [21]

2.1.4 Vyuziti trypsinu

Cytoplazmaticka membrana je  tenky semipermeabilni  (polopropustny)  obal
ohranicujici vnitek buniky od vné&jSiho prostfedi a kontrolujici pohyb latek do buiky a ven
Z buiiky. Bunétna membrana je selektivné permeabilni pro ionty a organické molekuly, a v
zasad¢ chrani bunku pied vngjSimi vlivy. Sklada se z lipidové dvouvrstvy se zakotvenymi
proteiny. Bunéfna membrana obsahuje velké mnozstvi proteint, typicky kolem 50 %
membranového objemu. Tyto proteiny jsou pro buiku dilezité, protoze jsou odpovédné za
riuzné biologické aktivity. Existuje velké mnoZstvi proteinovych receptori a identifikac¢nich
proteinli, jako jsou antigeny, které jsou pfitomné na povrchu membrany. K funkcim
membranovych proteinti také patii bunéény kontakt, povrchové rozpoznani, kontakt
cytoskeletu, signalizace, enzymatické aktivity nebo transport latek pfes membranu [22].
Plazmatické membranové proteiny jsou zodpovédné za Sirokou fadu funkci nezbytnych pro
udrzeni normalni fyziologické aktivity. Naptiklad EGF receptory je skupina proteina
nachazejicich se v plazmatické membrané, které plisobi jako rastové receptory. Pienaseji
vnéjsi signaly do nitra buiiky a mohou ménit fyziologické aktivity buniky v odezvé na externi

signaly [23]. Tzv. kadheriny tvofi skupinu transmembranovych proteinti podilejicich se na
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stavbé mezibunécnych spoju. Jejich schopnost adheze (pfilnuti) je podminéna piitomnosti
vapenatych kationtli v okolnim prostfedi. V typickém ptipad¢ se sklddaji z péti podobnych
extracelularnich domén a jedné vnitrobunééné domény, kterd se Casto vaze na cytoskelet.
Klasické kadheriny jsou Casto soucasti tzv. adheznich spoji a pies katenin se vazou na
aktinova filamenta. Patii k nim E-kadherin (na epiteliich i jinde), R-kadherin (na sitnici a
jinde), N-kadherin (v nervech, svalech, epitelech) a P-kadherin. V buné¢né membrané tedy
pusobi jako kotvy k propojeni cytoskeletu s extraceluldrni matrix a tim reguluji migraci
bunék a bunécnou adhezi [24], [25].

Deregulace membranovych proteinii muze zpusobit ¢etna onemocnéni, jako je vznik nadort.
Krom¢ toho mutace ErbB-2 receptori vedou k vyskytu karcinomu zaludku a hepatocelularni
rakoviny [26].

Trypsin jakozto proteolyticky enzym tak miize tyto membranové proteiny degradovat a tim
ovlivnit celkovy stav bunky. Nejcastéji se pouziva k oddéleni bun€k od substratu, jakmile
buinky dosahnou vysoké konfluence a dale se pasazuji. Jedna se tedy o rozruSeni
mezibunéénych kontaktl a kontakti bunék s kultivaénim povrchem pomoci proteazy trypsinu,
proto se Casto hovoii o tzv. trypsinizaci bun¢k [27], [28].

Izolovany trypsin se dale vyuziva napf. v cytogenetice, kde se nechava pisobit na
chromozomy. JelikoZ trypsin poskytuje dobie definované kladn€ nabité peptidové Stépy o
vhodné velikosti 10-12 AMK, je v proteomice (Tab. 2) vyuzivan ke §tépeni proteinti na smés
Stépnych peptidi pro analyzu hmotnostni spektrometrii [27], [29].

Tab.2:Proteolytické enzymy bézné pouzivané v proteomice [1]

Enzym Misto §tépeni Vyjimka Rozsah pH
Trypsin C-konec R-X, K-X X=P 7,0-9,0
Chymotrypsin C-konec F-, Y-, W-, L-, I-, V-a M-X X=P 7,5-8,5
EndoproteinasaGlu-C (v8-DE)  C-konec E-X, D-X X=P 4,0-8,0
EndoproteinasalLys-C C-konec K-X X=P) 8,5-8,8
Endoproteinasa Arg-C C-konec R-X X=P) 7,5-8,5
EndoproteinasaAsp-N N-konec X-D, X-E 6,0-8,5
Elastasa C-konec A, V, L, 1,G, S 8,5
Pepsin F,M, L, W (zvl. F-L, F-F, F-Y) 2-4
Pronase smés endo- a exoproteinas, §tépi 7.0-8,0 *
témét vSechny peptidové vazby
Subtilisin Siroka specifita, pref. C-konec nenabité 7,0-11,0
aminokyseliny
Thermolysin Siroka specifita (W, Y, F, I, L, V, A, M), 6,0-10,0

prevazné N-konec X-F, X-L

*
V zavislosti na povaze smési
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2.2  Bunééné kultury

Definovat bunécné kultury lze jako procesy in vitro za uclelem udrZeni
zivotaschopnosti, rozsifeni a vyuziti bun¢k zivych organismi. Mohou to byt kultury
prokaryotické (bakterie, mykoplasmy) a také eukaryotické (kvasinky, prvoci, rostlinné a
zivoc€isné bunky). Pojem bunécnd kultura je v uzké souvislosti s vyrazy tkanova kultura nebo
organova kultura. Pfestoze myslenka kultivovat buiiky in vitro pochazi jiz z 19. stoleti,
rutinné se kultivace pouzivaji od 50. let 20. stoleti.
Bunééné kultury maji rozsahly vyznam a vyuziti napt. ve virologii - diagnostika virovych
onemocnéni, kultivace a izolace viru, vyroba virovych vektori pro genovou terapii ¢i vyroba
vakcin proti virim, dale vyroba enzymu, hormonti, monoklonalnich protilatek, interleukint a
dalsich proteinii pro 1éCebné, diagnostické ¢i védecké ucely; testovani latek, 1éCiv a jejich
toxicity ¢i teratogenity, vyzkum rakoviny a vyvoj protinadorovych 1é¢iv; studium regulace
bunécného cyklu a diferenciace bunck; prenatdlni vySetfeni, postnatalni vySetfeni,
chromozomové vySetfeni nadorovych bunék; produkce transgennich plodin [6].
Bunééna kultura se zaklada izolaci urCitého typu bunék ze zvifete, ¢lovéka ¢i rostliny. K
izolaci se pouzivaji nejriznéjsi techniky zaloZzené na mechanické disociaci tkané a traveni
pomoci proteolytickych enzymi (trypsin, kolagenaza) v ptfitomnosti EDTA (vaze Ca2+).
Separace bun€k ze suspenze probihd na zakladé rozdilnych fyzickych vlastnosti (rizné
velikosti a hustota - centrifugace) nebo tendenci ur¢itych typt bunék silné se lepit na sklo ¢i
plast (odd¢€leni od bun¢k, které se lepi mén¢). VEtsina bunék mize zit, mnozit se a exprimovat
diferenciacni charakteristiky in vitro v kultiva¢nich naddobach. Pro rist bunck je dilezita
optimalni teplota (37 °C), pfistup kysliku (filtry) a COz (udrzeni pH medii; zvySeny parcialni
tlak, 5-7.5 %), a také vysoka relativni vlhkost. Bufiky mohou byt kontinualné¢ pozorovany pod
mikroskopem anebo biochemicky analyzovany. Tak je mozné studovat vliv, bud’ ptidani,
nebo odebrani specifické molekuly (hormony, ristové faktory) a také interakce mezi riznymi
bunécnymi typy. VétSina bunék ziskanych z tkani vyzaduje pro sviij riist pevny povrch, na
kterém se uchyti. Dno plastové misky modifikované chemicky nebo gama zafenim takovy
povrch poskytuje. Casto musi byt miska pokryta n&jakou z komponent extracelularni matrix
(kolagen, laminin, fibronektin), aby bunky piezivaly a délily se. N&které bunky jsou schopné
proliferovat v suspenzi bez nutnosti adheze [7].

2.2.1 Bunééné linie

V soucasné dobé jako dva hlavni zdroje linii jsou organizace ECACC (European
Collection of Cell Cultures) a ATCC (American Tissue and Cultures Collection). Linie maji
definovany fenotyp a doporucené kultiva¢ni podminky. Jejich vyuziti v bunécné biologii je

dano zddanym sledovanym parametrem.

Bunééné linie se ziskdvaji cilenou selekci z primdrnich kultur pomoci fyzikalnich nebo

chemickych mutageni nebo pfimo z nadorovych bunék. Jsou plné adaptovany na podminky



in vitro a mohou byt pasazovany avSak pouze urCitou dobu. Jejich charakter se vSak méni
béhem pasazovani a buiiky V kultuie se ¢asto 1i§i velmi vyrazné od bun¢k tkani, ze kterych

byly ziskany. Jejich charakteristickym znakem je heteroploidni poc¢et chromozomd.

Transfekce savéich bun€k je proces, pii kterém je do eukaryotické buniky vlozen plazmidovy
konstrukt, ktery obsahuje kodujici sekvenci pro rekombinantni protein. Je znamo mnoho
transfekénich technik. Transfek¢ni techniky lze obecné rozdélit na fyzikdlni (napf.
elektroporace - pouziva kratké silné elektrické pulsy, které na bunééné membrané docasné
oteviou pory, kterymi vstupuje vektor do cytoplazmy) a chemické (napt. precipitace
fosforeCnanem vapenatym nebo s uzitim liposomt). Principem chemickych metod je vazba
riiznych molekul na DNA, které usnadiiuji transdukci. Radime sem napiiklad lipofekei, kdy
jsou prenasSeCem castice lipidi (liposomy), které splyvaji s bunéénou membranou, vnikaji do
buiikky a po degradaci v lysosomech se DNA uvoliiuje, pfesunuje do jadra, kde se muize
integrovat s bunéénym genomem. UZivaji se ale i dalsi latky s navazanou DNA, umoziiujici
vazbou na specifické receptory vstup pienasené DNA. Transfekce muze byt docasna
(transientni), nebo stabilni. Pfi transientni transfekci DNA vstupuje do jadra hostitelské
buiiky, kde dochazi k transkripci, ale nedojde k stabilni integraci do genomu. To ma za
nasledek pomérné rychlou expresi poZzadovaného proteinu, kterd ovsem po nékolika dnech az
tydnech mizi. Pti stabilni transfekci je cizorodd DNA ndhodné zaclenéna do genomu
hostitelské buiiky a replikuje se zaroven s ni. K zaclenéni cizorodé DNA dojde pouze v
malém poctu bunék, proto je nutné tyto buitky namnoZit a podrobit selekci. Stabilni transfekce

je na rozdil od transientni zdlouhavéjsi, ale vede k ziskani stalého produkcniho klonu bunék

[30].

Bunééna linie HEK293 byla odvozena z ledviny zdravého lidského embrya (human
embryonal kidney — HEK). Linie byla poprvé vytvotena roku 1970 v Nizozemi Dr. Frankem
Grahamem. Jedna se o lidské epitelialni bunky, které jsou transformované pomoci lidského
DNA viru - adenoviru typu 5 [27]. Transformace byla provedena inzerci ptiblizné 4,5 kb
genomu viru do 19. lidského chromosomu. Oznaceni linie ¢islem 293 je symbolické a
poukazuje na 293. transformacni pokus, ze kterého znama linie vzesla. Transformace byla
provedena precipitaci DNA v prostiedi chloridu vapenatého. Mnoho let byla tato linie
povazovana za bunky odvozené od epitelialni ledvinné tkan€. Nicméné skutecnost, Ze bunky
pochézeji z kultivovanych bunék ledvin, nevypovidda mnoho o pfesném bunééném pivodu
HEK293. Embryonalni ledvinové kultury mohou obsahovat malé mnoZstvi témé&f vSech typl
bun¢k lidského téla. Graham a jeho spolupracovnici vSak ptedlozili dikazy, Ze buinky
HEK293 a né¢kolik dalSich lidskych bunécnych linii, které jsou generované transformaci
adenovirem lidskych embryondlnich ledvinnych bunék, maji mnoho vlastnosti nezralych
neurontl. Dnes se pokladaji za bunécnou linii odvozenou z neuralnich ledvinnych bunék [31].
Tato bunécnd linie je vhodna predevsSim pro sledovani vlastnosti, které nejsou zavislé na

konkrétnim typu bunék, HEK293 se v mnohém podobaji neurontim. Vyhodou HEK293
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bunécné linie je to, Ze jakozto expresni systém pochézejici z lidskych bunék by mél
poskytovat sav¢i r-proteiny se spravnymi a piirozenymi posttranslaénimi modifikacemi. Na
rozdil od prokaryotickych expresnich systémi je vSak pomérné nachylny na infekci, ma delsi
generacni dobu, vyzaduje drahd kultivaéni média a kvalitni vybaveni laboratote. Jako
experimentalné transformované bunécné linie nejsou HEK293 dobrym bunéénym modelem,
ktery je zakladnim predmétem vyzkumu. Nicméné jsou velmi snadno transfekovatelné, a tak
mohou byt pouzity v pokusech, ve kterych chovéani bunky samotné neni pfedmétem zajmu.
Prikladem vyuziti HEK293 mohou byt napfiklad studie uc¢ink 1¢kti na sodikové kandly,
testovani indukovatelného systému RNA interference testovani izoforem selektivni protein
kinazy C, ¢i jsou vhodné ke sledovani zmén exprese konkrétnich proteini v zavislosti na
zménénych podminkach [28], [32], [33]. HEK293 buinky se také pouzivaji proto, ze
neexprimuji velké mnozstvi napétove fizenych kandli. Existuje tedy predpoklad, ze proudova
odezva z téchto bunék je cela z kanalu, ktery je do bun€k vpraven transfekci. Dalsi vyhodou

této linie je rychla proliferace a jednoducha kultivace.

Postupem ¢asu byly odvozeny rizné varianty ptivodni linie HEK293, aby se dosahlo vyssi
urovné transfekce, rychlejsiho ristu a snazsi kultivace. NejzndméjSimi a nejvyuzivangj$imi
variantami jsou:

HEK?293S - Linie adaptovana na suspenzni kultivaci, kterd byla pouzita pro tvorbu stabilnich
linii exprimujicich opsin po indukci tetracyklinem [40].

HEK293T - Linie stabilné transfekovana genem pro velky T antigen polyomaviru SV40,
ktery umoziuje episomalni replikaci plazmida obsahujicich replikacni pocatek SV40.
HEK?293F - Linie uzptsobena pro kultivaci v suspenznim a bezsérovém prostiedi (komeréné
nékdy oznacovana angl. ptidomkem ,,freestyle®, téZ odvozeného ze ,,serum-free* kultivace).
HEK?293E - Linie stabiln¢ transfekovana genem pro nuklearni antigen 1 viru Epstein-Barrové
(EBNA1), ktery umoznuje episomalni replikaci plazmidi obsahujicich replikacni pocatek
oriP tohoto viru.

HEK293 - 6E (Gplny nazev HEK293F-EBNALt) - Linie stabilné transfekovana genem
EBNAIt, coZ je kratsi verze genu EBNAI. Tato zkracend verze rovnéz umoziuje episomalni
replikaci oriP plazmidi a bunky pfitom vykazuji lepsi rGstové vlastnosti nez u klasické

HEK293E linie. Ob¢ linie je mozné péstovat v suspenzi v bezsérovém médiu [35].

2.2.2 Bunécny riist

Rychlost rhstu bunék v kultufe odrdZi miru adaptace na podminky prostiedi,
dostupnost Zivin, a u adherentnich buné€k volna plocha pro pfisednuti. Bunéény rust se sklada
z nékolika fazi: jsou to lag faze, faze exponencidlniho rlstu neboli logaritmickd, dale
nasleduje faze stacionarni (plateau) a faze odumirani (obr. 5).
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Obrazek 5: Kiivka buné¢ného ristu [6]

(lag phase — obdobi disperze a uchycovani, log phase (exponentialphase) — faze exponencialniho rustu,
stationary phase - klesa ristova rychlost, buiiky se pfestavaji mnozit, eventualné jich ubyva, death phase - faze
odumirani, kdy jiz mrtvé buiiky nejsou nahrazovany zivymi)

Lag faze nastava po piesazeni bun€k a vyznacuje se pomalym, nebo téméi zddnym
bunéénym délenim. V této adaptacni fazi adherentni bunky resyntetizuji ¢asti glykolalyxu,
které ztratily béhem trypsinizace. Délka lag faze zavisi na dvou faktorech. Prvnim je faze, ve
které byly buniky pfed ptfesazenim. U bunck piesazenych v aktivni rGstové fazi je lag faze
krat$i. Druhym faktorem je hustota pfesazenych bunck. Buiiky pfesazené v nizké hustoté se
hif adaptuji na nové podminky, coz prodluzuje lag fazi. Faze logaritmicka je faze aktivniho
rustu a déleni bunék. Oznacuje se téz jako exponencialni nebo log faze. V této fazi jsou buiky
v nejlepsi kondici a faze je idealni pro studium bunéénych pochodi. Faktory ovlivilyjici trvani
této faze jsou: pocatecni koncentrace bun€k pii pifesazeni, rychlost bunétného déleni,
dostupnost zivin a hromadéni metabolickych produkt. U adherovanych bunék jesté hraje roli
dostupnost volné plochy, nebot’ kontakty inhibuji rist. Béhem faze stacionarni dochazi k
redukci rustu z divodl nedostatku Zivin a hromadéni metabolickych produkti. Prestoze uz
nedochézi ke zvySovani hustoty, mrtvé builky jsou jesté nahrazovany Zivymi. Specializované
proteiny jsou syntetizovany misto strukturnich a mohou nastat zmény na povrchu bun¢k. Tato
faze mize byt prodlouZena nahrazenim média Cerstvym, nicméné nékteré bunééné linie ji
Spatné snasi a snadno prechazi do faze odumirdni. Po stacionarni fazi nésleduje faze
odumirani, kdy jiz mrtvé buiiky nejsou nahrazovany zivymi. Jedna se kone¢nou a nevratnou
fazi, kdy buniky pro nedostatek zivin a kysliku podléhaji autodestrukci.
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Obecné, bunky se nedoporucuji nechat dortist do 100% konfluence, protoze nasledné, diky
kontaktni inhibici, dochazi k umirani bun¢k. Konfluence se hodnoti mikroskopicky. Pfi cca
70-90 % konfluenci bun¢k se kultura tzv. pasazuje. Jedna se o rozruseni mezibunéénych
kontaktl a kontaktd bun€k s kultivacnim povrchem pomoci proteazy trypsinu. Pracovni

postup pasazovani je popsan dale.

2.2.3 Kaultivace bunék

Jednou z nejdiilezitéjSich strategii pro poznavani bunééného cyklu je péstovani bunék
mnohobunééného organismu in vitro. Mozné je péstovani v explantatech z vynaté ¢asti tkané
(organova kultura), nebo je mozné ziskat populaci izolovanych bunék (bunééna kultura).
Nejjednodussim piipadem je ziskani populace, ktera pochazi z jediné bunky (buné¢né linie ¢i
bunécné klony).
Zivodisné buiiky je nutné péstovat na pevné podloZce, protoZe jejich déleni vyzaduje adhezi k
podloZce. Pii kultivaci in vitro péstujeme buniky v médiich, ktera dostatetné napodobuji
extracelularni tekutinu in vivo systému. Musi obsahovat dostate¢né mnozstvi zivin, které jim
umozni rist az po nékolik dni. Také musi umoznovat rychlou difuzi kysliku a oxidu
uhli¢ittho — promichavanim u suspenznich kultur ¢i vytvofenim tenké vrstvy nad
adherovanymi buitkami u adherentnich kultur. Médium se zpravidla méni dvakrat az tfikrat
tydné (subkultivace). Kultivaéni médium musi obsahovat ve vhodnych koncentracich latky
potiebné pro zivot a proliferaci bunék. Mezi nejvyznamngjsi latky patii bilkoviny, vitaminy,
rastové faktory, anorganické soli, pufry, glukosa ¢i jiny zdroj energie, peptidy, mastné
kyseliny, lipidy a stopové prvky. Nékdy je médium potieba doplnit o 5 - 10 % krevniho séra,
které obsahuje rustové faktory. Piidavkem séra dodavame bunkam stovky biologicky

vyznamnych sloucenin. Tyto slouceniny maji zasadni vliv na zivot a rist bun¢k. Nejcastéji se

Vv

pouzivaji kravska séra ¢i séra z telecich fétti. Dostupna je cela fada zivocisnych sér, béznéji se
pouzivaji 1 napf. séra z koné¢ ¢i kralika. Séra se sterilizuji filtraci, jind jsou tepelné
inaktivovana, coz zabraiuje pfenosu mozné virové infekce [36]. Pfidavani séra k médiu vSak
pfindsi 1 své problémy, slozeni séra totiZ neni nikdy pfesné definované. MiiZze se tim ménit
rast a vlastnosti kultur. Komer¢ni spolecnosti tento problém fesi tak, ze prodavaji smésna
séra, kde se odliSnosti riznych jedincti zpraiméruji. Nedefinovatelnost séra vSak stale ztézuje
praumyslovou vyrobu, srovnavani vysledkti a znesnadiiuje purifikaci r-proteina [37]. Od
uzivani séra se dnes upousti 1 z divodu etickych a v neposledni fadé€ 1 ekonomickych, protoze
sérum uz ze své podstaty neni pravé levné. Média bezsérova se pouzivaji pro studium
rustovych faktorii. Pro rtizné faze prace s kulturou, at’ se jednd o kultivaci, transfekci ¢i
produkci, potiebujeme riizna chemické prostredi. Komercné jsou dostupna média vhodnd pro
vSechny faze, avSak Castou vyménou médii podstupujeme riziko snizené viability ¢i rychlosti
ve kterych by buiiky byly viabilni, rychle rostly, dobfe se transfekovaly. Pii piipravé

kultivatniho média je nutné dodrzet optimalni pH (7,4), osmolaritu (290 mosm/kg) a
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atmosféra musi kromé kysliku obsahovat i urcité procento oxidu uhli¢itého. Takto péstované
bunky se mnozi, vyCerpavaji ziviny a tedy je nutné po urcité dob¢ buiiky presadit (pasazovat)
do Cerstvého média. Buniky se od substratu uvolni, mechanicky nebo enzymaticky pomoci
trypsinu, a jejich ¢ast se opet nasadi do kultivacni nddoby. Buiiky je takto mozné zmrazit a
neomezen¢ skladovat.

Bunééné kultury maji velmi mnohostranné vyuziti. Kontinudlnim sledovanim je mozné
pozorovat fadu bunécnych procest. Také je mozné ptimo sledovat ptisobeni vngjSich faktora
fyzikalnich a chemickych latek. Bunééné kultury dnes slouzi hlavné jako preferenéni model
pro studium toxického plisobeni latek, coz nahrazuje pokusy s laboratornimi zvifaty.

V samotném experimentu se pouzivaly bunécné linie HEK293 dvou typt. Jedna bunécna linie
byla tvofena netransfekovanymi buiikami, druha byla stabilné transfekovand membranovym
kanalem Cay3.1.

Napétim fizené brany vapenatych kanalii zprostfedkovavaji vstup Ca®" do bun&k v zavislosti
na depolarizaci membrany. Elektrofyziologické studie odkryvaji rizné Ca?* proudy urcené dle
daného L-, N-, P-, Q-, R-, a T-typu. Cay3.1 patii mezi kalciové kanaly typu T, také oznaCovan
jako alG. Tento typ kalciového kanalu mizeme naleznout u neuronovych a srde¢nich bunék.
Pro jeho aktivaci sta¢i nizky membranovy potencial (low voltage activated - LVA). Kalciové
kanaly jsou tvofeny proteiny, které se skladaji z vice proteinovych podjednotek. Mezi tyto
podjednotky patii alfa-1 podjednotka (o velikosti 190-250 kDa) tvofici por a dale kombinace
podjednotek beta, alfa-2, delta a gamma. Podjednotka beta se nachdzi uvnitf bunky,
disulfidem véazanym komplex subjednotek alfa-2 delta tvofi prostor prochazejici skrz
membranu. Je znamo deset typu podjednotek alfa-1, ¢tyfi komplexy alfa-2 delta, &tyti
subjednotky beta a dvé subjednotky gama. Mnohacetné geny a spojené¢ genetické varianty
koduji ¢leny kazdé rodiny podjednotek. Rozsahlad biofyzikalni a farmakologicka rtiznorodost
pfirozenych kalciovych proudll je pfisuzovana riznym kombinacim jejich molekuldrnich
identit.

Rodina Cay3.1 alfa-1 subjednotek vede L-typ Ca?* proudi, které iniciuji kontrakei sval,
endokrinni sekreci a transkripci genu, a jsou primarné fizeny druhym pienosem fosforylacni
cesty proteinu. Rodina Cay 2 alfa-1 podjednotek vede N-typ, P/Q-typ a R-typ Ca?* proudi,
které iniciuji rychly synapticky pfenos a jsou primarné fizeny piimou interakci s G proteiny a
SNARE proteiny a druhotné fosforylaci proteinu. Rodina Cay3.1 alfa-1 subjednotek vede T-
typ Ca** proudi, které jsou aktivovany a deaktivovany nejrychleji z Ca** typa proudt a pii
nejnegativnéj$im membranovém potencidlu. Jasna struktura a systém regulace téchto tfi rodin
Ca®* kanalt poskytuje ptizptisobivou Skalu cest vstupu Ca®* v zavislosti na ménicim se
membranovém potencidlu a Skalu moznosti jak regulovat vstup Ca®" cestou druhého pienosu

a interagujicimi proteiny [40].
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Obrazek 6: netrasfekované buiky HEK293 po 48hod. inkubaci pfi pouzité koncentraci 0,25 % trypsinu

2.2.4 Pasazovani bunék

Pas4dz je pracovni postup, pii kterém dochdzi k odstranéni adherentnich bunck z
rustové plochy (kultivaéni lahev, petriho misky, atd.) a jejich umisténi na nové rstové plochy
v nizsi koncentraci. Tento postup je dulezity u bunék, které se d€li (rostou), jelikoz kultivaéni
plocha ma omezenou velikost a vétSina bunéénych linii roste v monovrstvé. Po dosazeni
maximalni plochy se builky samovolné pusti do kultivaéniho média a jsou jiz dale
nepouzitelné. Tomuto jevu je tedy nutno zabrénit.

Pocet bun¢k v nové kultivacni lahvi po pasazi by mél byt ptiblizné 20 % pivodniho poctu.
Toto je optimalni mnozstvi pro spravny rast a proliferaci. Pokud je bun€k méné, rostou
pomaleji a mohou se samovolné poustét do kultivacniho média. Pokud je jich naopak vice,
zvySuje se rychlost riistu a pasaz je nutno opakovat diive.

Buiiky jsou po transfekci rezistentnéjsi a rostou vice oddélené, coz je pro demonstracni ucely
vhodné. Bunky jsou kultivovany v riistovém médiu, jehoz hlavni slozkou je EMEM, kter¢ je
dale doplnéno o dalsi ristové a zasobni latky (obsahuje 10 % FBS, 1 %
penicilin/streptomycin, 1 % L-glutamine a u stabilné transfekované linie jesté genomicin jako
antibioticky selektor).

Pro natraveni peptidové vazby, kterou jsou buiiky pfichyceny k ristové ploSe, se pouziva
trypsin-EDTA (Sial), ktery se uchovava pii teploté -20 °C.

2.2.5 Viabilita bunék

Bunky se déli exponencialné tedy az do té doby, nez se v disledku kontaktni inhibice
zacne rust bunék zpomalovat. V této chvili zacina stacionarni faze. NejCastéji se proto pii
praci s bunéénymi kulturami snaZime udrzovat buiiky pouze ve fazi exponencidlni a tésné
pfed dosazenim stacionarni faze se bunky pfi tzv. subkultivaci vhodné nafedi cerstvym

médiem. Tim se bunkdm poskytne vhodné prostiedi pro jejich opetovné déleni. Bunky se v
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kultute vzdjemné ovliviiuji a produkuji ristové faktory. Rizné bunécné linie snesou béhem
kultivace in vitro odlisné hustoty populaci. V piipadé, Ze je bun€k v kultufe velmi malo,
mnozi se pomaleji kvili nizké koncentraci ristovych faktorti, nebo dokonce miize dojit k
jejich apoptoze [36], [38].

Pii vysSich hustotach mohou adherentni kultury dosdhnout tzv. konfluence, kdy se bunky
navzajem dotykaji a tvoii souvislou vrstvu. Dé€leni bun€k se v této fazi zastavi. Nékteré
kultury vSak konfluence nedosahnou a piestanou se délit jiz ve fazi, kdy se za¢nou dotykat
vybézky bunck. Naproti tomu nékteré nadorové buiiky rostou i po vytvofeni konfluetni
vrstvy. Pii vysokych hustotach nejsou vétSinou buiiky dostateéné dobie zasobovany zivinami
a zaCinaji odumirat [39].

Nékteré kultury nemtzeme kultivovat neomezené, buniky se Casem piestavaji délit a
odumiraji. To plati zejména pro bunky odebrané z dospé€lého jedince. Tomuto jevu se da
zabranit spontanni transformaci, chemickou imortalizaci ¢i virovou transformaci.

Viabilitou se rozumi zivotaschopnost kultury. U bunéénych kultur vyjadfujeme viabilitou
procento zivych bunék z pocétu vSech bunck. Dalsi dilezitou vlastnosti kultury je bunécna
hustota, ktera vyjadiuje pocet bunék vztazeny na jednotku objemu (nejcastéji v milionech
bun¢k na mililitr). Bunénou hustotu ménici se v Case lze prepocitat na dobu zdvojeni kultury,
tzn. primérnou generacéni dobu. Ta se u sav€ich bunéénych linii obvykle pohybuje kolem 20 -

30 hodin, primérné ¢ini piiblizné jeden den [36].

2.2.6 Urc¢eni mnozstvi bunék

Urceni poctu bunék patii mezi zakladni postupy jak pfi jejich samotném péstovani
(naptiklad pro stanoveni hustoty bun€k nasazovanych po pasazi), tak v pokusech s
kultivovanymi buitkami. Pouziva se fada postupii. V tfad¢ piipadi staci pocet bunék stanovit
odhadem nebo semikvantitativné — odhaduje se napiiklad pocet bunék v zorném poli
mikroskopu pfi daném zvétSeni, u adherentnich buné€k procento kultivacniho povrchu pokryté
bunikami apod..

Pro pifesné stanoveni poctu bun€k se stale standardné pouziva pocitani v cytometrické
komiirce (napt. v Biirkerové nebo v Tiirkove). Pfesnost této metody je ovSem vyvazena jeji
pracnosti a Casovou naro¢nosti. Nejcastéji se vyuziva tzv. Trypan Blue Exclusion test,
zaloZeny na skute€nosti, ze zdrava (Zivd) buika, pokud je vystavena okolnimu prostiedi se
specifickym barvivem (napf. trypanova modf), nevpusti barvivo do intraceluldrniho prostoru
diky integrit¢ bunééné membrany a funkcénosti transportnich systémt. Naopak bunky mrtvé ¢i
poskozené se nabarvi trypanovou modfi. Bunéénou suspenzi v roztoku trypanové modii pak
hodnotime mikroskopicky, kdy uréime jak pocet bun¢k v daném objemu bunééné suspenze,
tak 1 podil zivych (nenabarvenych) bun¢k v celkové bunécné populaci.

Rychlejsi metodou je prutokova cytometrie. Nevyhodou, kromé potieby pomérné drahého
pfistroje, je ovSem nutnost kalibrovat pfistroj na kazdy bunécny typ. Stanovuje-li se pocet

bun¢k opakované za presné definovanych podminek, lze s vyhodou vyuzit rozptylu svétla na
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bunééné suspenzi a méfit hustotu suspenze turbidimetricky. Dal§i moznosti je stanoveni
koncentrace nékterych bunécénych soucasti — nejCastéji se meii mnozstvi celkové bilkoviny ve
vzorku (je ovSem nutné zabranit zkresleni bilkovinami séra, které se ptidava do kultiva¢niho
média) nebo koncentrace DNA. Nékdy se také vyuziva stanoveni aktivity vhodnych enzymii.
V uvahu piipada také stanoveni celkové metabolické aktivity bunék pomoci MTT testu —

vyuziva se redukce derivatu tetrazoliové modii (MTT) enzymy dychaciho fetézce.
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3. Vysledky a diskuze

Cilem této prace bylo optimalizovat koncentraci trypsinu, pfi které by jeho tc¢inek byl
dostate¢ny, a zaroven se minimalizovala umrtnost pouzivanych bunék. K optimalizaci byly
vybrany bunécéné linie HEK293 netransfekované a bunécné linie stabilné transfekované
membranovymi kandly Cay3.1, které byly postupné vystaveny ucinku 0,25; 0,375 a 0,5 %
trypsinu.

Moji bakalafskou praci jsem zacala navstévou a naslednym pozorovanim bunécnych linii
netransfekovanych a stabiln¢ transfekovanych membranovymi kanaly Cay3.1. Cely proces,
véetné laboratornich praci, jsem konzultovala s panem Ing. Svobodou, ktery ma velké
zkuSenosti v této problematice. JelikoZ jsem béhem studia neméla moZznost pracovat v
laboratofi, bylo pro m¢ toto téma velmi inspirativni a piinosné. Pan Ing. Svoboda mé naucil
zékladni metodiku, postupy a chovani pfi praci v laboratofi, véetné bezpecnostnich pokynii.
Cely semestr jsem stravila v laboratofi, kde bylo hlavnim ukolem zjistit za jaké koncentrace
trypsinu, ze tfi moznych, se za¢nou bunky odlepovat od podlozi. Celkem prob&hlo vice nez 60
pozorovani a méfeni. V navazujicim letnim semestru, jsem se vénovala podrobnému
zkoumani téchto bunék pomoci mikroskopu. Tato prace spocivala hlavné v obarveni bunék
trypanovou modii a jejim naslednym vyhodnocovanim. K tomuto procesu byla pofizovana

fotodokumentace, ktera je nedilnou soucasti této prace.

3.1 Material

Pristroje a pomiicky

e inkubator CO2 Cell od BMT
e mikroskop Olympus IX71

e clektricka pipeta

e serologické pipety 15 ml

e centrifuga na 15ml pipety

e Biirkerova komtrka

e lednice

e nitrilové rukavice
Chemikalie

e EMEM (Sigma)

e 10% FBS (Sigma)

e PBS

e 1% penicilin/streptomycin (Sigma)
e 1% L-glutamin (Sigma)

e 1% Genomycin (Sigma)

e 10 % DMSO (Sigma)
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e Trypsin— EDTA 10x (Sigma)
e trypanova modr (Sigma)
e 70 % ethanol

Bunécné linie

e HEK293

e HEK293 transfekovand membranovym kanalem Cay 3.1

3.2 Kultivace

Jak bylo uvedeno, v samotné experimentalni ¢asti se pouzivaly bunécné linie HEK293
dvou typt. Jedna bunécna linie byla tvofena netransfekovanymi buitkami, druhé byla stabilné
transfekovand membranovym kanalem Cay3.1.

Kultivace bunc¢k bunééné linie HEK293 byla kultivovdna v inkubatoru CO2 Cell od BMT pfi
teploté 37 °C a v atmosfétfe obohacené 5 % oxidu uhli¢itého. Kultura byla péstovana v médiu
EMEM obohaceném 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS). Bunécna kultura byla posléze

presazena dle potteb pokusu na médium EMEM pfipravené stejnym zptisobem.

3.3 Pasazovani

Dulezitym ukolem pfi pasdzovani a nasledném sledovéani vyvoje bunék je zvoleni
spravné koncentrace trypsinu. Toto bylo sledovéano pfi koncentracich 0,25 % 0,375 % a 0,5 %
trypsinu. Cely pracovni postup se provadi za sterilnich podminek. Vhodna je prace v
nitrilovych rukavicich (bez pudru). Aby nedochazelo ke kontaminaci vzorki, ¢i ztraté bunck,
je nutné oSetfit pracovni plochy pied i po praci, stejné tak vSe vloZzené do laminarniho boxu,
70 % ethanolem.

V nasledujicich krocich je struéné€ popsan postup pasdzovani:

Vyjmout bunky z inkubatoru

Kontrola bunék pod mikroskopem

Odstranit médium - 5ml pipetou

Promyt 2x5ml PBS....

Ptidat 1ml trypsinu, promichat

Nechat odstat a sledovat ¢as, za ktery se buitkky zacnou poustét
Poté co se zacnou buniky poustét, klepnout o ruku

Pfidat 1ml média Sml pipetou a ponechat ji v lahvi

© o N s wDhRE

Oplachnout povrch - 5-7X

-
©

Premistit buiiky do centrifuga¢nich zkumavek
Centrifugovat 5 minut na 1000 otacek

Po centrifugaci kontrola sedimentu

1ml pipetou odstranit supernatant

el ol
w N e
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14. Ptidat 1ml média do jedné zkumavky a resuspendovat
15. Ptremistit bunky do druhé a opét resuspendovat
16. Umistit bunky do kultivac¢ni 1dhve

17. Umistit o¢isténé lahve ethanolem do inkubatoru

Pti pasdzovani byl k buitkdm pfidan trypsin, ktery mé za ukol natrdvit peptidovou
vazbu, pomoci které jsou bunky piichyceny k podlozi. Byl tak sledovan ¢as za jak dlouho se
za¢nou adherované buiky odlepovat. Veskeré tdaje jsou uvedeny v Tab. 3 a 4, jak pro
netransfekované buinky HEK293 tak pro HEK293 stabilné transfekované membranovymi
kanaly Cay3.1. Graficky jsou zohlednény pramérné naméfené hodnoty v Obr.7.

Tab. 3: Cas, za ktery se zatnou netransfekované buiiky HEK293 odlepovat od podlozi (min)

Netransfekované 0,25 % trypsin 0,375 % trypsin 0,5 % trypsin
buitky HEK293
2,15 1,46 1,46
2,36 1,20 1,16
1,57 1,24 1,05
2,06 1,31 1,17
2,08 1,54 1,00
2,10 1,39 1,04
2,21 1,29 1,11
2,13 1,27 1,23
2,03 1,41 1,09
2,00 1,29 0,59
Prameér 2,10 1,34 1,09
Smérodatna odchylka | 0,19 0,10 0,21

Tab. 4: Cas, za ktery se zatnou stabilné transfekované buiiky HEK293 odlepovat od podlozi (min)

HEK293 stabiln¢ 0,25 % trypsin 0,375 % trypsin 0,5 % trypsin

transfekovanémembr.

kandly Cay3.1.
2,48 1,34 1,03
2,03 1,30 0,57
2,23 1,25 1,06
2,23 1,30 1,14
2,20 1,36 0,59
2,22 1,52 1,11
2,33 1,40 1,07
2,34 1,27 1,04
2,38 1,40 1,06
2,56 1,31 1,10

Pramér 2,30 1,35 0,93

Smérodatna odchylka | 0,14 0,15 0,23
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Obrazek 7: Zavislost koncentrace trypsinu na primérném case, kdy se adherované bunky odpoutaji od podlozi

Jak je z vysledkd patrné u netransfekovanych bunék HEK293, se nejrychleji od
podlozi odlepuji buiiky vystavené 0,5 % koncentraci trypsinu. Naopak nejpomaleji se odlepuji
buriky vystavené nejmensi — tedy 0,25 % koncentraci trypsinu. U bunék HEK293 stabilné
transfekovanych membranovymi kanaly Cay3.1 je vysledek stejny. Pfi porovnani ¢asu obou
bunéénych linii se nejrychleji odpoutdvaji bunky transfekované pii koncentraci 0,5 %
trypsinu a nejpomaleji opét bunky HEK293 transfekované vystavené 0,25 % koncentraci
trypsinu.

3.4 Stanoveni viability

Na zékladé ptedchoziho pasdzovani, se nasledn¢ pracuje se samotnymi bunkami.
Pocitaji se viabilni a neviabilni buniky. Jak jiz bylo zminéno, po pasaZovani se burniky obarvuji
trypanovou modii. Zivé (viabilni) buiiky piidané barvivo nepiijimaji a ziistanou tedy
neobarvené. Mrtvé (neviabilni) buiiky jsou zcela tmavé diky obsazenému barvivu. Na zakladé
této znalosti je 1ze v zorném poli od sebe rozlisit.

Pfi pokusech se bunky roztfidi do 3 kategorii podle pouziti trypsinu, tedy na 0,25 % trypsin,
0,375 % trypsin a 0,5 % trypsin a nasledné se po¢itd mnozstvi zivych a mrtvych bunék. Pokud
bychom chtéli znat pouze odhad, tak u adherentnich buné¢k mulzeme stanovit procento
kultivacniho povrchu pokryté buiikami. V nasem ptipad€ je nutné piesné stanoveni poctu
bun¢k a pro tento piipad se pouziva cytometrické komulrky (Biirkerova komtrka). Pfesnost
této metody je ovSem vyvaZena jeji pracnosti a ¢asovou narocnosti. Obrazky 8-10 a 13-15
zobrazuji buiiky obou bunéénych linii vzdy za pouziti 0,25 %, 0,375 %, a 0,5 % trypsinu(tedy
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netransfekované bunky HEK293 a HEK293 stabilné transfekované membranovymi kanaly
Cay 3.1.) pod mikroskopem.

--

Obrazek 8: Snimky bunék transfekovanych za pouZiti 0,25% trypsinu (fluorescenéni mikroskop Olympus IX71,
objektiv se zvétsenim 10x)

(24

Jako méfitko pro porovnani U¢inku trypsinu, bylo sledovani rustu jednotlivych
bunéénych kultur a nasledné hodnoceni viabilnich a neviabilnich bun¢k. U jednotlivych
bunéénych linii byl sledovan G¢inek 0,25%; 0,375% a 0,5 % trypsinu. Pfesnost pocitani bunék
mohla byt zatizena lidskym faktorem zejména pii odebrani vzorku kultury, pifi fedéni
trypanovou modii a také pti samotném pocitani bun¢k. Uvedené hodnoty jsou proto uvedené
primérem, aby se pfipadnd nepfesnost minimalizovala. Jednotlivé vysledky jsou uvedené v
Tab. 5-10 a nasledné graficky zobrazeny v Obr. 11, 12, 16 a 17.

Tab. 5: Tabulka s hodnotami viabilnich a neviabilnich bunék HEK293 stabilné transfekované membranovymi
kanaly Cay 3.1 za pouziti 0,25% trypsinu

Viabilni Neviabilni
13 6
10 7
7 5
12 5
15 6
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Pomoci fluorescenéniho mikroskopu jsou potizené snimky, které zobrazuji viabilni a
neviabilni buiky HEK293 stabilné transfekované membranovymi kanaly Cay3.1 za pouZiti
0,25 % trypsinu.

Hodnoty uvedené v tabulce 6 znazornuji pocty zivych a mrtvych bunék.

-

Obrazek 9: Snimky bunék transfekovanych za pouziti 0,375% trypsinu (fluorescenéni mikroskop Olympus IX71,
objektiv se zvétsenim 10x)

Tab. 6: Tabulka s hodnotami viabilnich a neviabilnich bunék HEK293 stabilné transfekované membranovymi
kanaly Cay3.1 za pouziti 0,375% trypsinu

Viabilni Neviabilni
11 10
9 8
7 5
8 9
5 10

U druhého méteni jsme snimky opét potidily na fluorescenénim mikroskopu. Jedna se
o snimky viabilnich a neviabilnich bunék HEK293 stabiln¢ transfekovanych membranovymi
kanaly Cay3.1 za pouziti 0,375 % trypsinu. Tabulka 6 pod snimky opét vyjadiuje kolik je
zivych a mrtvych bunék pti pouziti 0,375 % trypsinu.
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Obrazek 10: Snimky bungk transfekovanych za pouziti 0,5% trypsinu (fluorescenéni mikroskop Olympus 1X71,
objektiv se zvétsenim 10x)

Tab. 7: Tabulka s hodnotami viabilnich a neviabilnich bunék HEK293 stabilng transfekované membranovymi

kanaly Cay 3.1za pouziti 0,5% trypsinu

Viabilni Neviabilni
2 15
9 20
8 16
6 9
5 10

Pti tfetim méfeni viability bunék HEK293 stabilné transfekovanych membranovymi
kanaly Cay 3.1 byla pouzita 0,5 % koncentrace trypsinu. Toto métfeni bylo nejrychlejsi a
potizené snimky poukézaly na skutec¢nost, ze Cetnost neviabilnich bun¢k pii pouziti 0,5 %

trypsinu je mnohem vétsi nez u viabilnich. Tento vysledek je zaznamenan i v tabulce 7.
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pocet viabilnich transfekovanych bunék

O T T T T 1
mO0,25 m 0,375 m0,5 koncentrace trypsinu %

Obriazek 11: Zavislost koncentrace trypsinu na poctu viabilnich transfekovanych bun¢k

20 -

16 -

14 A

10 -

pocet neviabilnich transfekovanych bunék

0 T T T T 1
koncentrace trypsinu %

m0,25 ®0375 ®O0,5

Obrazek 12: Zavislost koncentrace trypsinu na poctu neviabilnich transfekovanych bunék

Obrazek 11 znazoriiuje =zavislost koncentrace trypsinu na poctu viabilnich
transfekovanych bunék. Jak je z grafu patrné, hodnoty naméfené u stabiln¢ transfekovanych
bun¢k HEK293 vykazuji tedy nejvyssi viabilitu pti 0,25 % koncentraci trypsinu. Naopak
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A4

nejvice neviabilnich bunék bylo spoc¢itano pii nejvyssi koncentraci trypsinu — tedy 0,5 %
koncentrace. Obrazek 12 popisuje zavislost koncentrace trypsinu na pocétu neviabilnich
stabiln¢ transfekovanych bunék. Tady je situace piesné¢ opacnd nez u obrazku 12. Nejveétsi
umrtnost vykazuji bunky pfi pouziti 0,5 % trypsinu a nejmensi pii koncentraci 0,25 %
trypsinu.

--

-
3

.g{ o 2

Obrazek 13: Snimky netransfekovanych bunék za pouZiti 0,25% trypsinu (fluorescenéni mikroskop Olympus IX71,
objektiv se zvétsenim 10x)

V tomto pozorovani bylo pracovano s netransfekovanymi buiikami HEK293 za pouziti
0,25 % trypsinu. Snimky pofizené fluorescencnim mikroskopem (Obr. 13) byly pouzity pro
vypocet zivych a mrtvych bunék. Hodnoty byly zaznamenany do tabulky 8, ze které je patrné,
kolik bun€k je viabilnich a kolik neviabilnich za pouziti 0,25 % trypsinu. Je ziejmé, ze
pfevlada mnoZstvi viabilnich bun¢k nad neviabilnimi.

Tab. 8: Tabulka s hodnotami viabilnich a neviabilnich netransfekovanych bunék HEK293 za pouziti 0,25 %

trypsinu
Viabilni Neviabilni
12 6
8 8
6 5
10 5
13 3
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Obriazek 14: Snimky netransfekovanych bunék za pouZiti 0,375% trypsinu (fluorescenéni mikroskop Olympus
IX71, objektiv se zvétsenim 10x)

Obrazek 14 zachycuje snimky poftizené fluorescencnim mikroskopem. Jedna se o
snimky netransfekovanych bunék HEK293 za pouziti 0,375 % trypsinu. Tabulka 9 pod
snimky opét vyjadiuje kolik je zivych a mrtvych bunék pti pouziti 0,375 % trypsinu. Mizeme

konstatovat, Ze jejich mnozstvi, tedy viabilnich a neviabilnich, je pfiblizné stejné.

Tab. 9: Tabulka s hodnotami viabilnich a neviabilnich netransfekovanych bunék HEK293 za pouziti 0,375 %

trypsinu
Viabilni Neviabilni
9 9
8 8
9 4
10 10
7 13
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Obrazek 15: Snimky netransfekovanych bunék za pouZiti 0,5 % trypsinu (fluorescenéni mikroskop Olympus IX71,
objektiv se zvétSenim 10x)

Obrazek 15 zachycuje snimky znazornujici netransfekované buitky HEK293 za pouziti
0,5 % trypsinu. Znazornéna tabulka 10 zachycuje mnozstvi viabilnich a neviabilnich bunék
pfi této koncentraci. Méfeni tedy potvrdilo skutecnost, ze pti pouziti 0,5 % trypsinu je vetsi

mnozstvi bunék neviabilnich.

Tab. 10: Tabulka s hodnotami viabilnich a neviabilnich netransfekovanych bunék HEK293 za pouziti 0,5%

trypsinu
Viabilni Neviabilni
4 10
10 16
9 16
8 9
7 10
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pocet viabilnich netransfekovanych bunék

0 T T T T 1
m0,25 m0,375 m0,5 koncentrace trypsinu %

Obrazek 16: Zavislost koncentrace trypsinu na poctu viabilnich netransfekovanych bunék

= = = =
o N » o))
1 1 1 1]

pocet neviabilnich netransfekovanych bunék
(o]

O T T T T 1
m 0,25 m0,375 m0,5 koncentrace trypsinu %

Obrazek 17: Zavislost koncentrace trypsinu na poctu neviabilnich netransfekovanych bunék

Obrazek 16 popisuje graficky viabilitu netransfekovanych bunék HEK293. Z vysledka
vyplyva, Ze netransfekované bunky HEK293 vykazuji nejvyssi viabilitu pii 0,25 %
koncentraci trypsinu. Obrazek 17 popisuje zavislost koncentrace trypsinu na mnozstvi

neviabilnich bunék. Z grafu vyplyva, Ze nejvice neviabilnich bun¢k bylo spocitano pii 0,5 %
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koncentraci trypsinu. Pii porovnani obou bunéénych kultur Ize konstatovat, Zze pti koncentraci
0,25 % trypsinu je nejvice viabilnich bunék HEK293 stabilné transfekovanych. Nejvice
neviabilnich bunék je naopak pii koncentraci 0,5 % trypsinu u kultury netransfekované.

Pro ptehlednéjsi a jasngjsi vysledky byl vypocitan primér hodnot viabilnich bun€k a vSech
bunék v zorném poli jak u stabilné transfekovanych tak netransfekovanych HEK293 bunék.
Vysledné hodnoty byly zaznamenany v Tab. 11-16.

Tab. 11: Tabulka s hodnotami viabilnich a v8ech transfekovanych bunék HEK293 v zorném poli za pouziti

0,25 % trypsinu

Viabilni buiky Vsechny bunky
13,00 19,00
10,00 17,00
7,00 12,00
12,00 17,00
15,00 21,00
prumér 11,40 17,20
smérodatnéd odchylka 2,73 2,99

Tab. 12: Tabulka s hodnotami viabilnich a v8ech transfekovanych bun¢k HEK293 v zorném poli za pouZiti

procenta: 66 % viabilnich ze v§ech

0,375 % trypsinu

Viabilni buiky Vsechny bunky

11,00 21,00

9,00 17,00

7,00 12,00

8,00 17,00

5,00 15,00

pramér 8,00 16,40
smérodatnéd odchylka 2,00 2,94

Tab. 13: Tabulka s hodnotami viabilnich a vSech transfekovanych bunék HEK293 v zorném poli za pouziti

procenta: 48 % viabilnich ze v§ech

0,5 % trypsinu

Viabilni buiky Vsechny bunky
2,00 17,00
9,00 29,00
8,00 24,00
6,00 15,00
5,00 15,00
prameér 6,00 20,00
smérodatna odchylka 2,45 5,59

procenta: 30 % viabilnich ze vSech
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Tab. 14: Tabulka s hodnotami viabilnich a v8ech netransfekovanych bunék HEK293 v zorném poli za pouZiti

0,25 % trypsinu

Viabilni buiky Vsechny bunky
12,00 18,00
8,00 16,00
6,00 11,00
10,00 15,00
13,00 16,00
prameér 9,80 15,20
smérodatnd odchylka 2,56 2,32

Tab. 15: Tabulka s hodnotami viabilnich a v§ech netransfekovanych bunék HEK293 v zorném poli za pouziti

procenta: 65 % viabilnich ze v§ech

0,375 % trypsinu

Viabilni buiky Vsechny bunky
9,00 18,00
8,00 16,00
9,00 13,00
10,00 20,00
7,00 20,00
pramér 8,60 17,40
smérodatné odchylka 1,02 2,65

Tab. 16: Tabulka s hodnotami viabilnich a v§ech netransfekovanych bunék HEK293 v zorném poli za pouziti

procenta: 49 % viabilnich ze vSech

0,5 % trypsinu

Viabilni bunky Vsechny bunky
4,00 14,00
10,00 26,00
9,00 25,00
8,00 17,00
7,00 17,00
pramér 7,60 19,80
smérodatné odchylka 2,06 4,79

Z prumérnych hodnot viabilnich a vSech bunék v zorném poli (stabilné transfekovanych 1

netransfekovanych) byl spo€itan jejich procentudlni pomér u vSech pouzZitych koncentraci

procenta: 38 % viabilnich ze vSech

trypsinu. Tyto vysledky jsou uvedené v Tab. 17.
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Tab. 17: Tabulka s procentualnim pomérem viabilnich a vSech netransfekovanych a transfekovanych bunék
HEK293 v zorném poli za pouziti 0,25 %; 0,375 % a 0,5 % trypsinu

0,25 % trypsin | 0,375 % trypsin | 0,5 % trypsin
HEK293 stabiln¢ transfekované membr. kanaly | 66 % 48 % 30 %
Cay3.1.
HEK?293 netransfekované 65 % 49 % 38 %
20
18 -
16 -
14 - B Viabilni buriky HEK293
~ transfekované
‘o 12 A
3 m VSechny bunky HEK293
- 10 transfekované v zorném poli
Q0
g 8 - = Viabilni buiky HEK293
6 - netransfekované
m Vsechny bunky HEK293
4 7 netransfekované v zorném poli
2 -
0 T T 1

0,25 0,375 0,5 % trypsinu

Obrazek 18: Zavislost viability bun¢k HEK293 transfekovanych a netransfekovanych na koncentraci trypsinu

Z vyslednych hodnot tabulky 17 a grafickym znazornénim obrazkem 18 se jako
nejvhodngjsi koncentraci zda byt 0,25 % trypsin, i kdyz ¢asova prodleva jeho G¢inku je vyssi
nez pii ostatnich pouzitych koncentraci. Jeho koncentrace ma tedy nejmensi vliv na degradaci
bunééné membrany a tak i na zivotnost (viabilitu) jednotlivych bungk. Pfi sledovani uc¢innosti
trypsinu na jednotlivych typech bunéénych kultur se potvrdil pfedpoklad, Ze 0,25 % trypsin je
efektivngjsi u bunécné linie stabilné transfekované membranovymi kanaly Cay3.1. To lze
potvrdit i graficky obrazkem ¢. 19.
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16 - M viabilni netransfekované
M viabilni transfekované
I neviabilni netransfekované

14 -~ L L .
4 M neviabilni transfekované

12 A

[any
o
1

pocet bunék
[0

0,25% trypsin

Obrazek 19: Zavislost 0,25 % koncentrace trypsinu na po¢tu bunék (viabilnich netransfekovanych, viabilnich
transfekovanych, neviabilnich netransfekovanych a neviabilnich transfekovanych)

Tento obrazek ptesné zachycuje pocet viabilnich a neviabilnich bun¢k obou pouZitych
kultur pti koncentraci 0,25 % trypsinu. Vyssi viability stabilné transfekovanych bunék
HEK?293 je dosazeno nejpravdépodobnéji diky pfitomnym membranovym kandlim. Lze
predpokladat, ze jejich pfitomnost zvysuje stabilitu a tedy nasledné i jejich vyssi viabilitu nez
u buné¢k netransfekovanych.

Dalsim cilem této prace bylo vytvofeni navrhu pro metodiku studia vlivu trypsinu na
membrany bunéénych linii HEK293, ktery je uveden v piiloze. Tato metodika umoznuje
snadné a rychlé otestovani uvedené problematiky. Jednotlivé kroky metodiky popisuji cely
pracovni postup a sezndmi s problematikou kultivace, pasaZovani, barveni ¢i pocitani

jednotlivych viabilnich a neviabilnich bunék.
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4., Zavér

Bunéénd membrana obsahuje velké mnozstvi proteind, které jsou pro buiku velmi
dalezité, protoze jsou odpovédné za riazné biologické aktivity. Bunééna membrana je
vystavena vnéjSimu prostfedi a je dilezitym mistem pro mezibunécnou komunikaci. Existuje
velké mnozstvi proteinovych receptori a identifikacnich proteind, jako jsou antigeny, které
jsou piitomné na povrchu membrany. Trypsin, jakozto proteolyticky enzym, tak muze tyto
membranové proteiny degradovat a tim ovlivnit celkovy stav burky.

Zakladnim cilem této prace byla optimalizace koncentrace trypsinu na membrany bunécnych
linii HEK293. V prvni fazi byly srovnany Casové hodnoty pii stanovenych koncentracich
trypsinu (0,25; 0,375 a 0,5 %) u dvou typt linii - bunéc¢né linie HEK293 netransfekované a
bunécné linie stabiln¢ transfekované membranovymi kanaly Cay3.1. V dalsi casti byly
porovnany pocty viabilnich a neviabilnich bunék opét u bunééné linie HEK293
netransfekované a bunééné linie stabilné transfekované membranovymi kanaly Cay3.1.
Zuvedenych vysledki lze konstatovat, ze nejvice viabilnich bunék a zaroven nejméné
neviabilnich bunék obou linii bylo napocitano pii pouzité koncentraci 0,25 % trypsinu.
Naopak nejvice neviabilnich a nejméné viabilnich bunék bylo sledovano pii koncentraci
0,5 % trypsinu.

Jako nevhodnéjsi koncentrace tedy byla zvolena 0,25 % trypsin, i kdyz ¢asova prodleva jeho
ucéinku je vyssi nez pii ostatnich pouzitych koncentraci. Trypsin pii koncentraci 0,25 % ma
nejmensi vliv na degradaci bunééné membrany a tak 1 na Zivotnost jednotlivych bunék. Pti
porovnani efektivnosti u zvolenych linii se také potvrdil pfedpoklad, ze mnozstvi viabilnich
bunék je vétsi u bunééné linie stabilné transfekované membranovymi kanaly Cay3.1.

Téchto vysledkl je dosaZeno nejpravdépodobnéji diky pfitomnym membranovym kanaltim.
Lze ptedpokladat, Ze jejich pfitomnost zvySuje stabilitu a tedy néasledné 1 jejich vyssi viabilitu
neZ u bunék netransfekovanych.

Nakonec byl vytvofen navrh pro metodiku studia vlivu trypsinu na membrany bunéénych linii
HEK293, ktery je uveden v pfiloze. Tato metodika umoziuje snadné a rychlé otestovani

uvedené problematiky.
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Priloha 1 — navrZzena metodika pro studium vlivu trypsinu na membrany
bunécnych linii HEK293

Teoreticka Cast

Bunééné linie se ziskavaji cilenou selekci z primarnich kultur pomoci fyzikalnich nebo
chemickych mutagenii nebo pfimo z nadorovych bunék. Jsou plné adaptovany na podminky
in vitro a mohou byt pasazovany neomezen¢ dlouhou dobu. Jejich charakter se vSak méni
béhem pasazovani a buniky v kultuie se ¢asto 1isi velmi vyrazn€¢ od buné€k tkani, ze kterych
byly ziskany. Jejich charakteristickym znakem je heteroploidni pocet chromozomt.

Bunécna linie HEK293 byla odvozena z ledviny zdravého lidského embrya (human
embryonal kidney — HEK). Jedna se o lidské epitelialni buriky, které jsou transformované
pomoci lidského DNA viru - adenoviru typu 5 [27]. Na rozdil od prokaryotickych expresnich
systémi je vSak pomérné nachylny na infekci, ma delSi generacni dobu, vyzaduje draha
kultiva¢ni média a kvalitni vybaveni laboratofe. Nicmén¢ jsou velmi snadno transfekovatelné,
a tak mohou byt pouzity v pokusech, ve kterych chovani buniky samotné neni predmétem
zajmu. HEK293 buiky se také pouzivaji proto, Ze neexprimuji velké mnozstvi napétoveé
fizenych kanald. Existuje tedy piedpoklad, Zze proudova odezva z téchto bunék je celd
Z kanalu, ktery je do bunék vpraven transfekci. Dalsi vyhodou této linie je rychla proliferace a
jednoducha kultivace.

Navrzenou metodiku se pouzivaly bunécné linie HEK293 dvou typt. Jedna bunécna
linie byla tvofena netransfekovanymi builkami, druhd byla stabilné transfekovana
membranovym kandlem Cay3.1.

Transfekce savCich bunék je proces, pii kterém je do eukaryotické buiky vlozen
plazmidovy konstrukt, ktery obsahuje kodujici sekvenci pro rekombinantni protein.
Transfekce miize byt doCasnd (transientni), nebo stabilni. Pfi transientni transfekci DNA
vstupuje do jadra hostitelské burniky, kde dochazi k transkripci, ale nedojde k stabilni integraci
do genomu. To ma za nasledek pomérné rychlou expresi poZadovaného proteinu, kterd ovSem
po nékolika dnech aZ tydnech mizi. Pii stabilni transfekci je cizorodd DNA nahodné
zaclenéna do genomu hostitelské bunky a replikuje se zéroven s ni. K zaclenéni cizorodé
DNA dojde pouze v malém poctu bunék, proto je nutné tyto buitky namnozit a podrobit
selekci. Stabilni transfekce je na rozdil od transientni zdlouhavéjsi, ale vede k ziskani stalého
produkéniho klonu bunék.

Bunéénd membrana obsahuje velké mnoZstvi proteinl, typicky kolem 50 %
membranového objemu.Tyto proteiny jsou pro buiku diilezité, protoze jsou odpovédné za
ruzné biologické aktivity. Buné¢na membrana je vystavena vnéjSimu prostiedi a je dilezitym
mistem pro mezibunécnou komunikaci. Existuje velké mnozstvi proteinovych receptort a
identifika¢nich proteind, jako jsou antigeny, které jsou pifitomné na povrchu membrany.
Trypsin jakoZto proteolyticky enzym tak muize tyto membranové proteiny degradovat a tim
ovlivnit celkovy stav bunky. Nejcastéji se pouziva Kk oddéleni bunék od substratu, jakmile
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bunky dosahnou vysoké konfluence a dale se pasazuji. Jednd se tedy o rozruSeni
mezibunécnych kontaktli a kontaktii bun€k s kultivaénim povrchem pomoci proteasy trypsinu,
proto se ¢asto hovoii o tzv. trypsinizaci bun¢k. Jak bude na zavér metodiky patrné, jeho

koncentrace zna¢né ovliviiuje rychlost odpoutdni adherovanych bunék od podlozi.
Kultivace, pasaZovani, barveni a poc¢itani bunék

Kultivace bunék in vitro (ve zkumavce) je snaha o napodobeni podminek v organismu.
Béhem kultivace se pouzivaji jednordzovy spotifebni material a specialni chemikalie pro
kultivaci bunéénych kultur. Pfi kultivaci dochazi k mnozeni bunck, které je nutné nasledné
natedit a pfenést do novych kultivacnich nadob. Tomuto postupu fikdme pasdzovani, pfi
kterém vznik4d sekundarni kultura neboli subkultura. K uvolnéni adherentnich bunék od
kultivacniho povrchu i od sebe navzajem se provadi plisobenim proteaz, v naSem piipadé
trypsinem. Pro pfesné stanoveni poctu bunc¢k se stile standardné¢ pouziva pocitani v
cytometrické¢ komtirce (v Biirkerové komtrce). Pfesnost této metody je ovSem vyvazena jeji
pracnosti a Casovou narocnosti. NejCastéji se vyuziva tzv. Trypan Blue Exclusion test,
zalozeny na skutecnosti, Ze zdrava (ziva) buiika, pokud je vystavena okolnimu prostiedi se
specifickym barvivem (napf. trypanova modf), nevpusti barvivo do intracelularniho prostoru
diky integrit¢ bunééné membrany a funkcnosti transportnich systémi. Naopak bunky mrtvé ¢i
poskozené se nabarvi trypanovou modii. Bunécnou suspenzi v roztoku trypanové modii pak
hodnotime mikroskopicky, kdy ur¢ime jak pocet bunck v daném objemu bunécné suspenze,

tak 1 podil zivych (nenabarvenych) bunék v celkové bunécné populaci.
Prakticka ¢ast
Pouzity material a pFistroje

e inkubator CO2 Cell od BMT

e mikroskop Olympus IX71

e clektricka pipeta

e serologické pipety 15 ml

e centifuga na 15ml pipety

e Burkerova komtrka

e lednice

e nitrilové rukavice
Chemikalie

e EMEM (Sigma)

e 10 % FBS (Sigma)

e PBS

e 1 9% penicilin/streptomycin (Sigma)
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e 1% L-glutamin (Sigma)

e 1% Genomycin (Sigma)

e 10 % DMSO (Sigma)

e Trypsin— EDTA 10x (Sigma)
e Trypanova modi (Sigma)

e 70 % ethanol

Bunééné linie

e HEK293

e HEK?293 transfekovand membranovym kanalem Cay3.1

Pracovni postup zahrnuje nasledujici kroky:

1. Kultivace
2. Pasazovani

3. Obarveni a testovani viability

1. Kultivace

Kultivace bun¢k bunécnych linii HEK293 se kultivuji v kultiva¢nich nadobach v
inkubdtoru pfi teploté 37 °C a v atmosféte obohacené 5 % oxidu uhli¢itého. Kultura se péstuje
v médiu EMEM obohaceném 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS). K této smési se ptidava 1
% antibiotikum (ATB) smés penicilin/streptomycin, 1% L-glutamine a v pfipadé bunécéné
linie transfekované Cay3.1 se do média piida také Genomycin, ktery vyselektuje pouze
buiiky transfekované kandlem Cay3.1. Bunéénd kultura se po inkubaci ptesazuje dle potieb
pokusu na médium EMEM pfipravené stejnym zptisobem (10 % FBS, 1 % ATB, 1% L-
glutamine, Genomycin).

2. Pasazovani

Cely pracovni postup se provadi za sterilnich podminek. Nutnd je prace v nitrilovych
rukavicich (bez pudru). Aby nedochdzelo ke kontaminaci vzorki, ¢i ztraté bunék, je nutné
oSetfit pracovni plochy pied i po praci, stejné tak vSe vlozené do boxu, 70 % ethanolem.

Nasledujicimi kroky jednoduSe popisuji proces pasaZovani a trypsinizaci.

Vyjmout buiiky z inkubatoru
Kontrola bun¢k pod mikroskopem
Odstranit médium - 5ml pipetou
Promyt 2x5ml PBS

Ptidat 1ml trypsinu, promichat

Nechat odstat a sledovat Cas, za ktery se buiiky zacnou poustét

No gk e

Poté co se zacnou buiiky poustéet, klepnout o ruku
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Pfidat 1ml média Sml pipetou a ponechat ji v lahvi
Oplachnout povrch - 5-7x

Premistit buiiky do centrifugacnich zkumavek
Centrifugovat Sminut na 1000 otacek

Po centrifugaci kontrola sedimentu

1ml pipetou odstranit supernatant

Pfidat 1ml média do jedné zkumavky a resuspendovat
Premistit buiky do druhé a opét resuspendovat
Umistit buniky do kultivacni 1ahve

Umistit o¢i$téné lahve ethanolem do inkubatoru

Obarveni a testovani viability

Na zaklad¢ predchoziho pasdzovani, se nasledné pracuje se samotnymi buitkami za

normalnich podminek (teplota cca 22 °C, atmosféricky tlak). Pocitaji se viabilni a neviabilni

bunky.

Jak jiz bylo zminéno, po pasédzovani se builky obarvuji trypanovou modii. Zivé

(viabilni) bunky zistanou neobarvené, mrtvé (neviabilni) builkky jsou zcela tmavé diky

obsazenému barvivu. Na zdklad€ této znalosti je lze v zorném poli od sebe rozliSit. Pii

pokusech se bunky rozttidi do 3 kategorii podle pouziti trypsinu, tedy na 0,25 % trypsin,

0,375 % trypsin a 0,5 % trypsin a nasledné se poc¢ita mnozstvi zivych a celkovy pocet bunék.

Z téchto vysledkt se nakonec udéla pomér. Jelikoz je nutné piesné stanoveni poctu zivych a

mrtvych buné€k, vyuziva se pro tento ptipad cytometrické komurky (Biirkerova komurka).
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