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ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientmingfekce bezsérové bigmé kultury
pomoci polyethylenimiin

V teoretickécasti jsou obsazeny poznatky o vzniku rekombinahtmiolekul DNA, pouZiti
expresnich vektdr prenosu DNA a nasledné detekci rekombinantniho protei
Experimentalni cast byla zamena na nalezeni vhodné transi@k metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi Bilsami byly buiky 293HEK/EBNA.

V prvni ¢asti byl zvolen nejginnéjSi plazmid — pCEP4/SEAP. Dale byly zkoumary t
transfekni metody: Muller (2005), Durocher et al. (200 ackliwal et al. (2008). NejvysSi
dosazené exprese SEAP bylo dosazeno metodou Bactkliwal. (2008).

ABSTRACT

Master’'s thesis deals with the transient transbectif the serum free animal cell culture using
polyethyleneimines.

In the theoretical part formation of recombinant Akolecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinantginstare discussed.

The experimental part deals with efficiency of thelyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditio283HEK/EBNA cell line was chosen

as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP watected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher ef{2007) and Backliwal et al. (2008).

The highest recombinant protein expresion was hezhcising the method of Backliwal et al.
(2008).
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transientni transfekce, polyethyleniminjky 292HEK/EBNA , rekombinantni protein
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1 UVOD

Stale vyznamgSim odwtvim biotechnologického a farmaceutickéhdimyslu se stava
vyroba rekombinantnich protéinRekombinantni proteiny jsaiasto poZzadovany ve velkych
mnozstvich, jde o stovky miligramaz gramy r-proteiin Jedna se zejména o produkci
antikoagulani, vakcin, terapeutik, lidského insulindstovych hormoti apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu jéleZité, aby byl protein spragrsbalen, a aby
mu hostitelska hitka zajistila vSechny posttrangtd Upravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiS€no, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsoucséunky.

Zatim bylo testovano vice nez 1000 sekvenci DNAluUfigich proteiny potenciain
vyuzitelnych @i 1écbé lidskych nemoci. WSina tchto molekul byla exprimovéana
v hostitelskych biikach, giblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych tést 80 latek bylo
schvaleno jako lBva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikoéippavy r-proteii pomoci transientni transfekce
eukaryotnich butk 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cilenéhterpsu nukleové
kyseliny do hostitelskych bwhk. Fi prechodné (transientni) transfekci nedochazi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské by k zatlenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské nky a nasleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein de¢ekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni tséekce na zakladpoznatk publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZzenyrstvi je tvorba rekomhingh (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer technikylty rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovana DNA je ziskana kiuz donorového organismu, jehoz DNA kédujgakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZit dlen syntetizovany gen. Prvnim krokenti pvorbé
rekombinantnich molekul je hledani a izolace klamwho genu. K vyhledani cilové
sekvence DNA se konstruuji geonomové knihovny. @en@ knihovna je soubor
naklonovanych fragmefit DNA, které dohromady tw genom jednoho organizmu.
K vyhledani specifického genu se vyuzZiva metadéni geonomovych knihoven. [4]
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2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na péarovani komplementarnich dusikdtgzhjednéetzcovych nukleovych
kyselin pomoci vodikovych @stki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery jecasté&éné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementarni s klonovanou sekvenci DNAADdbnda nese zglu, ktera je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovérattzci sondy niZze byt zakomponovan
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondge sekvenci DNA detekovan
nag. radoigraficky. Sonda fize byt zn&ena i neradioaktivh) nag. imunologicky.

K hybridizaci Ize pouzit fragmenty po agar6zoveogélelektroforéze, kdy pomoci filtmich
papiiti a kapilarnich sil jsou fragmentygneseny (feblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovanyiag se sonda, ktera hybridizuje s cilovymi sekvarice
DNA — Southerfiv blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navazan antigen. Poté je do roztoku PibRana smis primarnich protilatek,
které se specificky vazou k antigen. Nasleds se pidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primarni protilatky a zaroveesou zné&ni, které je snadno detekovatelné,
napg.enzym (alkalicka fosfataza). Porigani substratu je substrat &min enzymem
na produkt a tato reakce je doprovazena barevnotnam Poté je signal sondy zjat
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuziva pokud klonovany gen kddgpeézu enzymu, ktery neni norméain
hostitelskou bitkou produkovan. Kolonie jsou z8mvany na misky s vhodnym substratem
(S8krob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amylazuna zaklad selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrat, aittidbsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuzivan, pokud klonovany deéduje syntézu esencialniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apodezbytného pro ipziti buiky. Gen
se fenese do butk, které nejsou schopnéist na substratech bez esencialni slozky.
Pokud buiky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopnié&trna minimélnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouZi kienosu cizorodé DNA do hostitelskych BknCim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySujgninost fenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovA mista pro restik endonukledzy. Resttiki endonukleazy jsou
enzymy, které vektor nagti a do tohoto mista je vlozen gen zdmu. Na vekjervzdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Déle vektoru oljsabelekni marker, ktery umailje
identifikovat, které biiky ziskaly vektor. Jako sel&ki markery secasto vyuZzivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (n&pampicilin). Po provedeniipnosu rekombinantni DNA
do hostitelskych buik senzitivnich na antibiotikum, jsou tiky vysety na médium
s piidavkem antibiotika. #Ziji jen ty buiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se né&stji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samorepli&uj
se extrachromozomalni molekuly DNA izolované z bakt Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dale fagové vektory odvozené od faga lambda a gd td13. Cizoroda DNA se mnozi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA fagarida. Poté se vytyoviriony (fagove
castice), které se skladaji z DNA zabalené v ki ke které je ipojen btik.
Za pritomnosti viriori se na vrst¥ burek zatnou tvdit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojujihody obou tyf vektori. Pomoci
fagovychc¢astic je DNA injikovana do hostitelskych bikn Kosmid obsahuje @vcos mista,
které se v hostitelské hoe spoji a vznikne kruhova molekula DNA. V hossk& buice jsou
poté uchovavany jako plazmidy. Dale kosmid obsalagn pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych hkéch, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodasmid je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulkal). Pomoci d&chto vektoti I1ze klonovat i soubory
geni (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vekiif4]

vektor Hostitelska buika Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofagh A1 E. coli 10 - 20
Kosmid E. coli 35 -45
Bakteriofag P1 E. coli 80 — 100
Bakterialni undly E. coli 50 — 300
chromozom

P1 bakteriofagovy uy E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy ungly kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umely chromozom Lidské hiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt sprévrexprimovany v bakterialnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuiji introny a exony. Proktcké buiky nejsou schopny vyishavat
introny z gepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych igenbakterialnich bikach byly
vytvoieny specialni postupy.
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Z organismu se vyizoluje celkova RNA. Eukaryotnidméorova RNA nese na 3" konci
polyadenylovy konec. Mediatorova RNA se ¢ldebd celkové pomoci kolony, ktera obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navazou plolyatleré konce mMRNA pomoci
vodikovych niistki. Poté jsou $peny vodikové ristky pomoci specialniho pufru a RNA
je eluovéana ven z kolony. Mediatorova RNA jfepsana do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptazi. Vysledkem je fragment dw¥etzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA miZze byt vnesen do hostitelskénlby E. coli. Pro expresi eukaryotnich gen
jsou vyuzivany kvasinkove, hmyzi a savektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryotiaigrkerovy gen pro selekci v hostitelské
buice, promotorovou sekvenci, transkmp a translani stop signaly, sekvence
pro posttranskrigni Gpravy RNA, poatek replikace fundni v hostitelské hice
(extrachromozomatreplikujici se DNA), nebo integkai misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské biiky. [4]

. . Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

—_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklada/Ze“dsti. Prokaryoticka oblast nese misto ori
(pocatek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinunkfni v buikach E. coli.
Pro eukaryotni biky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k nemmyExpresni oblast
obsahuje promotor, za kterym nasleduje klonovastar{MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich derjsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekmarker funkni v E. coli. Dale obsahuje ori
misto, sele&ni marker pro eukaryotni hostitelskounku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a terminatorovou sici. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrilkini endonukledzy jsou enzymy, které¢pst DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikendonukleazy byly izolovany #azanych
bakterialnich kmeih Jsou ozngeny zkratkami podle toho, z jaké baktérie byly arsk
(nag. EcoRlI zEscherichia coli. Pivodni vyznamdchto enzyni je ochrana fed cizorodymi
DNA, nag. virovymi. Aby se zamezilo &eni hostitelské DNA, je chréna ged pisobenim
enzymi methylaci. Tyto enzymy se vyuzivajii gvorbeé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je n&pen stejnou endonukleazou. &ni
fragment probiha za vznikuigcnivajicich nebo tupych kofc

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donoroveého organizmu je izolovana DNA. Poté jeenen cilovy gen a vy§ben pomoci
restrikini endonukledzy. Stejnou restiik endonukléazou je n&pen plasmid v cilovém
mis& pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Rfenlinearni molekula plasmidoveé
DNA s precnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle Zt@ho enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichany s cilovou DAANEs je inkubovana s DNA ligazou
za @Fitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (ptag-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do burk

V piirod casto probiha iirozeny genos DNA do hostitelskych bk K tomu dochazi
pii bakterialni konjugaci, ffirozené transformaci nebo kgmosu DNA Bhem virové infekce.
DNA lIze do bugk prenaset i za pomoci fyzikalnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky piFenos

Bunky a roztok DNA jsou inkubovany v prdeti roztoku chloridu vdpenatéhé geplog
0°C. Poté je roztok zaat na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a Gas@ postup#
pfiddva HEPES-fosfatovy pufr. Sis se inkubuje i laboratorni teplat, a poté je vznikla
sraZzenina dispergovana v ptesti bugk. Doba inkubace musi byt optimalizovana
(je zpravidla kratSi nez 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNAipnese fimo do jadra boky. Tato technika je velmi
narana a zabere mnohdasu. VyuzZiva se tpdevSim @ tvorbé transgennich ziat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena kiido projadra neboipno do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savf5]

2.5.3 Prenos pomoci liposora

Na zéklad hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném piesi shlukuji k sob a vytvai
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatiockynterakci se navzajentiahuji kladré
nabité lipidy se zaponnabitou DNA za vzniku agregatCéstice nesouci kladny naboj
interaguji se zapoénnabitou butcnou membranou, ktera je rasn hydrofobni, a poté
je uskuténén vstup do hostitelské hky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZze/ cen
transfeknich lipidi jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuwie pouze v menSich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace dumrlektrickym polem o vysokém n&p
Elektrotransformace probiha za nefyziologickychmatek.
Pripravi se elektrokompetentni kky a poté se na sfm burgk a prenasenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls ip nizké teplok. Nasleduje regenerace kn Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v Uzkémmezi elektrického n&f a doby trvani
pulzu.
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Tab. 2: Rozmezi elektrického riippro tizné typy bugk [6]

G - 7 — 15 kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, Ziv@iSné buiky 1-2kV/icm

Béhem elektroporace zahyne velky¢épb burgk. Zavisi na biologickych faktorech jako
je st&i burek, velikost buik, koncentrace a #gob regenerace bk
Molekularni mechanismus elektrotransformace neaimzrExistuje teorie ipchodné tvorby
hydrofilnich p6ru, kterd ddb popisuje &e probihajici fi pokusech s hikami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi ne@genymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby poK, transport molekul péry a navrat membrany deqainiho stavu.
Z doposud znamych experimentalnich dat lze vyvozaea mechanismusignosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem Hhiky, difize DNA indukovana elektrickym polem a pasiv
difuze. Aplikace elektrického pole neni podminkdermsu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. [f#@tiont se vaze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvé se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je sgeky pro povrchovy
receptor biiky a je zodpowdny za pdatesni interakci komplexu s hikou.
DNA je mozné penést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextrREI), ktery
asociuje se zapogmabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladmabity a vaze se
na zapora nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nasledujégmos komplexu pomoci endocytozy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

il

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internettpgcommons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni sléanina, jejiz zakladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se mize vyskytovat jako linearni forma, ktera se naclpéizbokojoveé teplat v pevném stavu.
Druhou formou je rozitveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy IP&& pouzivaji
jako transfekni ¢inidlo s iznym stupgm polymerace aidznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZzit préepos DNA. [7]

Molekula PElI ma pufrovaci schopnosti. Rézena forma tvii primarni, sekundarni
a tercialni aminy. Atomy dusiku obsazené v moleliEl mohou byt protonovany, coz udili
molekule nabojCim vice atom dusiku je v molekule obsazeno, tim {#5¢ naboj. Informace

Mriviw s

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvtveny polyethylenimin, zdroj internet: http://wwwplerpolymers.com/

Pred samotnou transfekci sépavi roztoky DNA a PEI o igsné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul akuzkomplexu DNA/PEI na zaklad
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI selgknou k sob a vzniknou kladé
nabité nandastice. Nandastice se poté navazi na bBamé zapord nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu b&mé membrany. [11] Dovriit bungk pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozonieg pisobenim lysozomalnich nukleaz. Uwnluiky
se uvolni DNA z endozomu diky pufrovaci schopnd3kl tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy ldfe[12] To vede k nahromadi
kladného naboje, coz apobi influx chloridovych aniofita vody do endozému. Endozém
nabobtna, uvnitse zvySuje osmoticky tlak, coz vede k prasknutiogtmu. [13]

Této domrnce vSak odporuje skuteost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI jefiplizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci ma PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Zthto divodi je nepravépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli g prasknuti endozomu. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovdomoci mikrotubui k jadru, kde
secast komplexu rozpadne dikyimmnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNAJ]
DNA pak samostath prechazi pes jadernou membranu a poté se wgadaleni
do chromozomu. Mechanismughto pochod neni zatim zcela obja&m [14] [16]

V pribéhu transfekce a uvaini DNA z komplexu zalezi nai@dem zvoleném pogru
DNA:PEL.

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopimmaarnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEI. Velikost byla stanowema 20 az 40 nm.i&né por&rové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zaamransfekce pomoci PEI byly
testovany viiznych objem. [7] [17] [18]
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Obr. 6: Schémaienosu DNA do jadra liky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buiky a organismy

Pri vybéru hostitelského organismu je peba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotnitiRxpresi eukaryotnich gérhostitelska biika zajisti vSechny
posttranskripni a posttranstai Gpravy. Vznikly protein jec¢asto identicky sirozerg
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buiky

Nejdetailréji prostudovany organizmus, ktery se pouziva proon&lani gef
je Escherichia coli Vyhodou je vysoka dinnost transformace a fakt, Ze existupda
expresnich vektdrs regulovatelnymi promotory futkich vE. coli. Nevyhodou je, Zéada
cizorodych proteifi se nevytvé ve funkni podolg.

Jako dalsi hostitelské organismyazly G - bakterii se vyuzivBacillus sp Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnoZzstvi extracelularnienzymi, které Ize lehce izolovat
z média. Snadno se kultivuji a adaptuji i@@u podminek kultivace. Lzefipravit fadu
mutanti hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedna se o jednobtimé eukaryotni organizmRada kvasinkovych génje homolognich
s geny mnohobunych eukaryotnich organizim maji podobnou buignou biochemii
a regulaci gein U kvasinek Ize stanovit dominanci a recesivitel.dVaji kratkou genetai
doba a vysoky ptet jedind, kultivuji se na definovanychigach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povazovany za bémpe (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umiaie pipravu I€iv pro humanni medicinu. Ty
eukaryotické proteiny v aktivni podéblze dosahnout sekrece do predf. K nefastji
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pouzivanym drutim pafti Saccharomyces cerevisjagichia pastoris Kluyveromyces lactis
aHansenula polymorphd4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pi genetickych manipulacich je totipotence, coZ zea&) Ze celou
rostlinu mizeme vygstovat z jakékoliv jejicasti. Mezi dalSi vyhody séadi schopnost
regenerace, velky pet semen, kratkA geném doba a asexudlnifikeni. Rostlinné
biochemické drahy poskytuji fmyslové suroviny a féva. Modelovym organizmem
pro ely molekularni genetiky jarabidopsis thaliana
Jednou z moznosti fgnosu cizorodé DNA je tpnos pomoci bakteriAgrobacterum
tumefaciens Tato bakterie firozere infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tom
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvencd. [5

2.6.4 Zivo&idné buiky

Jsou izolvany z tkani Zietchu a poté kultivovany in vitro. # kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobajfipzenym, proto se udrzujifipteplo® 37°C a v modifikované
atmosfée (5% CQ). VeSkeré manipulace sitkami musi byt provéghy ve sterilnim
prostedi. WetSina burk roste pisedla k pevnému povrchu, jako wiodni tkani. K fistu
je nutné pouzit kultiveni médium, které hikdm dodava poebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dulezité latky.

K nejcastji pouzivanym paif CHO (Chinese Hamster ovary) —iby pavodns izolované
z kieccich vajitek a 3T3 — biiky z mySich vajiek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidini kddedvinové biikky a HelLa (Henrietta
Lacks) — epitelialni bitky z rakovinnych bugk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiky byly poprvé pipraveny roku 1970 v laborafo Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskany ze zdravych pmeingch lidskych plodl a poprvé
kultivovany jako primarni HEK hiky. Pozdji byly upraveny pomoci ¢ii adenovirovych
geni. [20] Zkratka HEK oznéuje lidské embryondlni ledvinové itky a ¢islo 293 oznéuje
293. Grahaniv pokus.
Tyto buiky se dobe kultivuji a probih& u nich relatigrsnadna transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorke rekombinantnich protein ProtoZe se jedna o lidskéiiky, jsou u exprese zajity
spravne posttranskiipi a posttranstai modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
I pro tvorbu lidskych terapeutik.
Bunky 293HEK/EBNAL jsou biiky, jejichz DNA byla pozrinéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu bylclenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprdio
jako jaderny antigen, ktery umiadie epizomalni replikaci specifickych plazmid[21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickémiagku replikace sekvence vazajici se
na EBNAL. Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvenceisérgnsientni transfekci nereplikuji
a jejich p@et v buikach klesa viksledku bugéného d@leni. Ri transfekci specifickych
plazmidi do EBNA burk dochazi k replikaci specifickych plazniich k genosu plazmitl
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do dceinnych burk pri bunécném dleni. To vede k&Si expresi cilového genu &tsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dneSnb&gsou buiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivaneé biky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi €chto geti I1ze snadno detekovat a kvantitativstanovovat. Mohou tudiZ slouZit
jako nefitko exprese transgéns rmiznymi promotory, s iznou strukturou, v tuznych
genotypech a zaiznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferaza je bakterialni enzym, rkte nezpisobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZiva u eukarydtriorek, které jsou firozere rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Péadani extraktu z rostlin se z&eny
chloramfenikol peméinuje na zn&ny acetylovany chloramfenikol, ktery Ize
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotantitativre.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

Jedna se o bakterialni enzyi coli, ktery se oznaje jako GUS. Zatim nejusprejsi
transgen pouzivanyiiptvorbé transgennich rostlin. Tento enzymémn vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskuijici latky. Existly¢ metody detekce aktivity.
Fluorescetini. metoda, kterd& se provadi v homogenatu se  stdistra
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po o#ni rozlozeného MUG dlouhovinnym UV
365 nm dava modrou fluorescenci 570 nm.

Druh& metoda je histochemicka. Pouziva se chrommgaibstrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozS¢peni dava modrou barvu, ktera je nerozpustngstaza v bikach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze sitlusky Photinus pyralisnebo kodujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei Po dodani substratu (luciferin, ATP) k ktnému extraktu, nebo
do kultivatniho média dochazi k emisi tgai nefitelného luminometrem, scinttaim
pacitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substgn&rné drahy.
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2.7.4 Transgen pro zeler fluoreskujici protein (GFP)

Jedna se o gen z meduxgqorea victoriaProtein GFP femeéinuje modré sitlo na zelené.
Méa schopnost emitovat zelen&t8u po oz@éeni modrym sstlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodabbtratu nebo kofakiinr Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyzZ je fazovan s jinyrtpinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zrngnén chromofor, takZze fluoreskovanééte mize mit Gznou vinovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalick& fosfataza (ALP) je hydrolyticky enzym api@lné pasobici gi alkalickém pH,
vyskytuje se v krvi v mnohaiznych formach, které se vyttiav kostech a v jatrech, ale
i v jinych tké&nich, jako nap v ledvindch, placent stevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytujii icéti pri rustu kosti, v&hotenstvi,
zatimco patologickd zvySeniétginou souvisi s hepatobiliarnim procesem a s kostn
onemocgnim. U hepatobiliarnino onemaoari ukazuje na obstrukci zlavodu, jako nab
u cholesterazy vyvolané dovymi kameny, nadory nebo ziam. U kostnich onemoéni
je zvysen&innost ALP vyvolana zvySenou osteoblastickmonosti, jako nap u Pagetovy
nemoci, pi méknuti kosti (rachitid), kostnich metastazich a hyperparatyreoidismu.

Za gen zajmu byl Zazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu, ¢ezsnadno
detekovatelny protein. K b&dné suspenzi seridava substrat, ktery jecinkem alkalické
fosfatazy zminén na produkt. Tato reakce je provazena barevnaunawma intenzita zbarveni
je zmetena fotometricky.

2.8 Transientni (piechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuziva k produkci rekioamfiinich proteifi. Vyhodou
piechodné transfekce je rychlost produkce r-prétein
Pti prechodné transfekci nedochazi po proniknuti cizér@NA do hostitelské hiky
k zatlenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikmejédra hostitelské hiky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantnihoimuot@ekombinantni protein Ize detekovat
jiz par hodin po transfekci. DNA se riepaSi p mitbze na dcBnné buiky, tudiz
je transientni transfekc€aso¥ omezena. Vyky této transfekce séadow pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do s&h burtk mize byt jako trasfeini cinidlo pouzit
fosforegnan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Tifekse probiha bdi v malych
objemech bu&né suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dgisabjemi o velikosti
az stovek lith. Paty az deséaty den po provedeni transfekce doéhamdukci rkolilka
miligrami az grani r-proteinu. [17] [22] [18] [25] [26]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a metody

3.1.1 Chemikalie
Tab. 3: Pouzité chemikalie:

Plasmidové DNA: pCEP4, peBSV, pcDNA3,1, pcDNA 5] geEAK 8 , precisténé

Polyethylenimin (PEI), linearni (1 mg/mL)

Fosfatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukoza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (kaiské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g;,KPQO, 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 | destilované ¥pd

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova moti(0,4 % wi/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% wi/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomicky a pristroje
Tab. 4: Pouzitéifstroje a pomcky

Laminérni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CQ inkubétor (5% CQ 37°C)

Orbitalni fepaka

Spektrofotometr

Swtelny mikroskop

Pristroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva¢ni lahve T-75 crh

Sérologické pipety 1, 2, 5, 10, 25 ml

Mikropipety

Kryovialky na zamrazovani

Jednorazové tuby 12-50 ml

Jednorazové zkumavky eppendorf

Sterilni rukavice

Sterilni filtry a davkovae
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3.1.3 Burky a kultivaéni média

Pro tento experiment byly pouzity itky 293HEK/EBNA1l. Jak uZz bylo uvedeno
v teoretickésasti, jedna se o lidské ledvinovériy ziskané z potracenych pinddo genomu
téchto burk byl wlerén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimoyako jaderny
antigen, ktery umatuje epizomalni replikaci specifickych plazmid21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém ¢atku replikace sekvence vazajici se na EBNAL.
Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvence Bdnansientni transfekci nereplikuji a jejichqed
v bunkach klesa v @sledku bus¢ného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
pii bunééném cleni. [22]
Tyto buiky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvarith. Zpoatku se provadi
kultivace v kultiv&nich lahvich T-75, kdy jsou lily prisedlé na dé nadoby. Jako médium
se pouziva DMEM/F-12 s 10%idavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrziklguprisedlé
na drt nadoby. Jakmile hiky dosahnou 80-90% konfluence pasazuji se, rozsaeugo
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kaltivie pouzivano BV 293s médium
s 1% gidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérdBunky se uchovavaji veétyrhrannych
sklerenych lahvich. mlezité je zvolit spravny objem, ktenni asi 30% z objemu lahve,
aby bylo zaji&no optimalni mnoZstvi kysliku. Lahve se utwi$ na orbitélni tepaku, aby
se buikky neshlukovaly, umishou v humidifikovaném inkubatoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpiii priméru ot&eni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje peet burgk a jejich naiist. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové feod
a Burknerovi konirky se buiky spaitaji. jakmile buiky dosahnou exponencialni fazestu,
jsou @ipraveny pro transfekci. Pokud sec¢pb burgk zdvojnasobi za 24 hod, jsou by
v exponencialni fazi.

Obr. 7: Kultivacni média (Lonza)xdroj internet: http://www.eastport.cz/
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3.1.4 Metody

RozmrazZeni busk a kultivace
Pasazovani a zamrazeni bBkin

Paitani bugk pomoci trypanové mad
Prevedeni na suspenzni linii

Izolace a purifikace plasmidové DNA
Metoda transfekce 1 - Muller (2005)
Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)
Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)
Stanoveni exprese reportérového genu

3.1.5 Rozmrazeni burgk a kultivace

Bunky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodabskladovany fi nizskych teplotach (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Ptedem bylo fipraveno 12 ml kompletniho vy&tého média do T-75 (75 épkultivacnich
lahvi, DMEM/F-12 s pidavkem 10% FCS, aby Bky prisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vymeénéno médiu za nové kompletni médium, aby sd&vogniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), kierpro buiky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odsato a nahrazeno novym kompletnidiemés gidavkem antibiotika G418
(geneticin). Fdava se 250 pug na 1 ml. Bky byly inkubovany p 37 °C a 5% CQ
v humidifikovaném inkubatoru dokud nedoséhly 803®&onfluence (normath4 — 7 dni).

Obr. 8: Buiky po rozmrazeni
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Obr. 9: Buiky HEK293 EBNAL1 3. den po rozmrazeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazeni buik

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buiky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, aby se biikky odpoutaly ode dna. Trypsirigobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovan a kontrolovan pod mikroskopem. Poté byteymatickd reakce zastavena
pridavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsinstupré Uplné rozbil burééné
membrany.

Pro dalSi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebran@®,— 1 ml ztrypsinizovanych begk

a pidano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniléalia s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovana biina suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 259 g a RT.
Byl odsat supernatant a kigny pelet byl resuspendovan fedem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + IDWISO). Burécna suspenze byla
rozpipetovana do kryovailek, které byly ihned puetyy do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy butiny, obaleny alobalem argmistny do mrazéaku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmrazen kontrolni vzorek, zda byliky spravié zamrazeny. Pokud bylo
zamrazeni Us§3né, byly buiky presunuty do kryogenniho boxu.
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3.1.7 Poeitani bunék pomoci trypanové modi

Bylo odebrano 100 pl z baéné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shlukyékun
a bylo gidano 100 pl 0,4% roztoku trypanové niedVSe byloradré promichano a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Birkerovy kdg s gikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovan vzorek a pod mikroskopem byggany zivé (zluté) a mrtvé
(modré) buky v 10 ¢tvercich a na levé a horni hranittverce. P&et buiek byl sp@itan
podle vzorce:

X =x[2[25

X - denzita busk v 1 ml

X — paiet bertk v 10¢tvercich

(2 — vztaZeno ngedéni burécné seuspenze: trypanove mod 1:1; 2,5 — vztazeno na roZm
jednohoctverce)

Obr. 10: Paitani burgk v Blrknero¥ komirce (hemocytometr) — Zluté (zivé) a modré (mrtvé)
buiky

3.1.8 Pievedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, ktery byl gedem vylkiat na pokojovou teplotu, aby serly odpoutaly
ode dna. Trypsin {sobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovan a komtvah
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce vesta gidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupriplné rozbily burécné stny.

Ztripsinizovana bu&na suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min 250 ¢

a [¥i pokojové teplat (RT — room temperature).

Poté byl odséat supernatant a bytidano 20 ml BV 293s s 1%iplavkem HS a hiky byly
resuspendovany. Zpatku byly buiky kultivovany v T-75 kultivénich lahvich v 20 ml
média a po dosazeni 90% konfluence byly zbavenyianéd sérem a resuspendovany
v ¢erstvém meédiu bez séra. Potégazeny do 250ngtyrhrannych sklegnych lahvi s 50 ml
média. Lahve byly umisbhy na orbitalni tepa&ku o rychlosti michani cca 100 rpm
pii praiméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan qa burgk a s fistem pdétu burek bylo postupg
navySovano mnozstvi kultivaiho média. Kongny objem buiéné suspenze byl 400 ml, kdy
bunky byly kultivovany v 1l étyrhrannych sklegnych lahvi. Denzita buk se udrzovala
do 4 miléri/ml a obsah HS se postupsniZzoval az na nulu. Do kultitniho média bylo
piidavano antibiotikum — geneticn, ktery zajistil edadi burgk. Pridavek geneticinu
do kultivatniho média byl 250 pug/ml.

3.1.9 lzolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro poz$i transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCl, peBSV, které obsahuji gen zajmu EBNAdoZz je gen Kkodujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence orioBpovidajici p&tu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci pladiové DNA.

Na Petriho misku byla z&kovana kulturaEscherichia colipomoci Kkizového roztru

a ponechana v termostatu (37°C). Po narostenirguttyla pomoci pedem vyzihané kiky
pienesena jedna kolonie do 10 ml LB médiafidgvkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod nepaice (220 rpm, rotni pramér 1,2 cm) pi teplo& 37 °C

— startovaci kultura.

Po 24 hod byla kulturaipsazena do 400 ml LB média davkem ampicilinu v pogtu
1:1000, tedy 400 pl.

DalSi den byla z&tena opticka denzita (Qf) suspenze a vypten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

1200

V[ml] =

600

Vypoéteny objem suspenze byl centrifugovan za podmia€iC, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovam 12 ml E1 pufru (sloXeniFrilohy) s gidavkem Rnazy.
Poté bylo pidano 12 ml lyzaniho pufru E2 do tuby obsahujici l#nou suspenzi a vSe bylo
promichano lehkym ot&nim tuby. Po 4 min byla lyze btk zastavena ijdavkem
neutraliz&niho E3 pufru a obsah tuby byly &@gromichan lehkym igtacenim. Timto byly
buinky permeabilizovany a dezintegrovany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, ktera higdem ekvilibrovana 25 ml ekvilibkaiho
pufru E4. Po prokapani roztoku kolonou byl na fipEt nanesen ekvilibkai pufr E4. Bimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru E5 prangtokolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml el&niho pufru E6 a eluat byl jiman do tuby.

Béhem procesu Ize proveést kontroly na gitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po @idavku neutralizénino pufru E3, nebo pofijgavku wash pufru E5, kdy kontroly
na gitomnost DNA vychézi negati¥n nebo po fidavku eléniho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivre.

Poté bylo keluatu fidano 10,5 ml isopropanolu. $m byla pdadre protepana

a centrifugovana po dobu 45 miii @°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a peigt b
pieveden do 5 ml 70% ethanolu najsténi, a dale byl centrifugovan po dobu 10 minRT

a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsthianol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bila barva peletu bylaémtma ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpustna v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o leosti pém 0,2 um a ni@din sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci bylyygty i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla usmisio odstedivky. Podminky centrifugace:
1 -4 min, 12 000 g. Pokud veSkery roztok DNA né&ptgies kolonku, byla centrifugace
opakovana.

Dale byla u vzorku zgfena koncentrace &stota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agarézovy gel a byla provedena korisitday na gelu.

Cistota vzorku by se #ha pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud¢jstota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovan proteiny. Pokudijstota &tSi nez 2, vzorek je kontaminovan RNA.
V piipact kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to op&kdm poslednich krdk
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladim v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobéadkhi

(déle nez 3 dny) byl umist do mrazaku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcictOr. 11-1§ jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnichrix@ch. Jedna se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje egkvenci a seleki marker funkni
(rezistence na ampicilin) &. coli. Dale obsahuje ori sekvenci, selekmarker pro eukaryotni
hostitelskou bitku a klonovaci misto MCS. Kazdy vektor obsahujew@lmista pro restréki
endonukleazy (napHind Ill, BamHl).
Jako hostitelské hitky byly zvoleny buky 293HEK/EBNA1L. Butky 293HEK/EBNAL jsou
buiky, jejichz DNA byla pozrminéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich gendoyiu
vélerén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je expn@o jako jaderny antigen, ktery
umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazniid [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém ¢htku replikace sekvence vazajici se na EBNAL. Rldygm
neobsahujici EBNAL1 sekvence sdéi pransientni transfekci nereplikuji a jejich ged
v bunkach klesa v @sledku buscného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
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pii bunééném dleni. To vede k §Si expresi cilového genu &t8i produkci rekombinantniho
proteinu. [22]

NiZze jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBS¥ré&tobsahuji gen zajmu EBNA1
a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAL nenesou.

3.1.10.1Plazmid peBSV1/SEAP
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; / Tl (1705
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Obr. 11: Mapa plazmidu pEBSV1/SEAP, zdroj interhép://bccm.belspo.be/

3.1.10.2Plazmid pCI/SEAP
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Obr. 12: Mapa plazmidu pCI/SEAP, zdroj internetphfiwww.promega.com/
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3.1.10.3Plazmid pCEP4/SEAP

pCEP4/CAT
10.9 kb

Obr. 13: Mapa plazmidu pCEP4/SEAP, zdroj intermetp://produkts.invitrogen.com/

3.1.10.4Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP

PCR Product

Fmel

FPmel
AspT181
Kpn |
BamH |
Bsix |
EcoR WV
Bst¥ |
Nat |
Xho |
Eco0109 |
Apa |

pcDNAS/FRT/

TO-TOPO*

pUC ar

Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS5/FRT/TO-TOPO/SEAPoghternet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5Plazmid pcDNA 3.1/SEAP
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Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEER

3.1.10.6Plazmid pEAKS8/SEAP
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Obr. 16: Mapa plazmidu pEAK8/SEAHR
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jedna se o transféki metodu pi nizké bur¢né denzit s vymenou meédia fed transfekci.
Byla pouzita bu&na suspenze (400 ml) ttema bukami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovany v BV 293s médiu.

Podminka: biiky double time {as zdojnasobeni ptu burék) = 24 hod

Transfekce byla prové&da ve 100métyrhranych lahvich.

Nejprve byly spoéitany buiky, které poté byly centrifugovany (5 min, 500 rpiRY).

Po centrifugaci byl slit supernatant anky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovana do 100ml flpée20 ml.

V kazdé lahvi byly sp&itany buiky.

Poté byla fipravena transfaini snes v pongru: transfekni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
finalni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pb/Rfidavek transféni snesi do média
byl v porreru: transfekni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 m|

Pavodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pug/ml a Riig/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NacCl.

Po smichani PEI a DNA byla s promichana a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
piidano 2 ml transfalni snesi do kazdé lahve s b&fmnou suspenzi. Lahve byly umisy na
orbitalni tepaku (cca 160 rpm, rotai prmimér 2,5 cm) a biky byly inkubovany

za podminek 37°C, 5 % GO Po 4 hodindch bylo do kazdé lahvédano 20 ml pedem
vyhiatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100aupzamrazeny ip teplot -20°C

do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfé&ki metoda s nizkou ba&nou denzitou bez vyémy média
pied transfekci.
Pokus byl proveden v 250r&tlyrhranych lahvich.
Podminka: biiky double time = 24 hod
Den ged transfekci byl v zasobni lahvi $dn pc&et burgk. Patet se pohyboval kolem
1 miléni/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml &iné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovano do 250ml lahvi po 22,5 ml a pgté do kazdé lahvetjano 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1%iigkého séra byloimlano odpo¥dné mnozstvi séra).
V kazdé lahvi byl sp@itan pd@et burgk. Denzita bui¢né suspenze byla fiplizné
0,5 milioni/ml. Lahve byly umistny pres noc naiepaku (cca 100 rpm, rotai pramer
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé lahvi sftan p@et burgk a byla gipravena transfaini smes.
SlozZeni transfedni smesi bylo v pongru: transfekni snmés DNA:PEI = 1.5, picemz finalni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/mki@avek transfetni sneési do média byl v posu:
transfekni snes: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichani PEI a DNA byla gsmvortexovana 5 s a poté byla inkubovana 15 miiiRp.
Po inkubaci bylo fidano 5 ml transfeki smési do kazdé lahve s bé&tnou suspenzi a lahve
byly umisgny na orbitalniitepaku (cca 100 rpm, rotai primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl ameaZeny se ip teplog -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jedna se o metodu transfekce s®nou suspenzi o vysoké derzi vymEnou média
pied transfekci.
Den ped transfekci byl v zasobni lahvi g@dn pd&et burgk a bur¢na suspenze byla
naredéna na polovinu.
V den transfekce byl @p spaitan paet burgk v zasobni lahvi a poté byla ze zasobni lahve
odebrana buitna suspenze a rozpipetovana do 12 falkon po 10Pwté byla bu&na
suspenze centrifugovandi @00g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odséatesoptant
a do kazdé falkony bylfglan 1 mlcerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (Bdanym
L-Glutaminem a Gluk6zou) + 0,1% PluronicieB pouzitim bylo médium <iplavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z fivodniho objemu 10 ml byl objem sniZzen na 1 &nz vznikla
burg¢na suspenze o vysoké hustot
V tomto pokuse byly provedeny 3 variantt@mych koncentracich DNA (Lgg/ml, 20ug/mi
a 50upg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozZstvi PEI.
K jednomililitrovym buré¢nym suspenzim bylyfmlany @gislusné mnoZzstvi DNA a poté PEI.
Smes byla inkubovana po dobu 4 hoti plo€ 37°C na orbitalniiepace (250 rpm, rotni
pramér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkoriydgno 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclonefigano gislusrté mnoZstvi valproové kyseliny
a u 5. varianty butyratu sodného. Do kontrolnidkdia nebyla nefidana transfedni snes.
Vzorky byly odebirany 5., 7., 11. a 14. den , a mgrany pi teplot -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

Kinetické fotometrické stanoveni v souladu s Inédional federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (IFCC).

Aktivita SEAP byla zjisovana pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatéRgakni
smes, substrat pro alkalickou fosfatazu, vznikla srafdm roztok R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovano 4 pl do 96tikavé desky, a poté bylgigano 200 ul
realkéni snesi. Po minutové inkubaci byladfena absorbance vzdrkii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovan®pi programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla Wipima pomoci kalibkmi kiivky sestrojené
na zaklad meéreni absorbance roztbkstandard (STD). Byly pouzity n&gedné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l0Od8x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/l (12 000x). [2]
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Princip:
4 - nitrofenyfosfat+ H,0 O fiff - fosfat+ 4 — nitrofenol
Slozeni a koncentrace roztok

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octanikénaty, siran zingnaty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poiru 4 : 1 = R1 : R2, séisnécinidlo je stabilni 4 tydny 2 — 8°C nebo
5 dni @i 15 — 25°C. Monoreagent chranitegl swétlem.

Vypocet

Carp = Cq; L{AA /min—AA, /min)/(Ag /min-A, /min)  [kat/1]

Csterrnenen katalyticka koncentrace standardu uvedenastafekat/I]
As........ absorbance vzorku

Ast....... absorbance standardu

Apl........ absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Rust zasobni buréné kultury

30

25 1 y = 0,7985x - 0,6161
2 _

20 | R?=0,9955

Kumulativni po €et bun ék

30 3|5

¢as (dny)

Obr. 17: Kumulativni p¢et burrk HEK293/EBNA na 1 ml v zavislosti ¢ase — Graf
ukazuje kumulativni pet burek ve sledovaném obdobi. Byla sledovana denzitécheén
suspenze v danyehsovych intervalech. By byly p@itdny pomoci hemocytometru a byl
sledovan naist pa‘tu burek.

Po dobu experimentu byla udrzovana &umd kultura, ktera slouzila jako zdroj hikn
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovana zajrsych podminek jako posttransiéekk
kultury (médium BV 293s, inkubovandgepaka, 37°C). Rst burgk byl sledovan, aby
se zjistilo, zda biiky dosahly exponencialniistové faze. Pokud se ¢ burgk za den
zdvojnasobi dosahly ity exponencialni faze a jsotipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Ristové Kivky burk HEK293/EBNA - Na obrazku jsou znazom riistové Kivky
burek HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PELizmych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pidavkem koského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsdmiveodobné, coz
swdci o tom, Ze fitomnost HS neovliwje rist burek po transfekci. Paty den po transfekci
u burek kultivovanych v BV 293s médiu (pop 1% pidavkem HS) biky dosahly maximalni
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denzity, a poté se béina denzita zéala snizovat zdévod: amrti burgk. V HYclone médiu
bylo maximalniho ptiu burek dosazeno jedenacty den po transfekci. V médiloRkyduiky
rostly delSi dobu a do vy3Sich hustot &nych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdrive bylo poteba o¥fit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenziprese
a winnosti transfekce. Pro transfekci byly pouZity woglk uvedené v tabulcé. 3. Metreni
bylo provaéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibr&iivka SEAP standafd
atabulka s nastenymi koncentracemi (viz. tHohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy.

Pro transfekci byly pouzity plazmidy pEAK 8, pCER%BSV, které obsahuji gen EBNAL,
usnadujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pidéré gen EBNAL nenesou.
Transfekce byla prov@&da v duplikatech, ve&trnacti 100mlétyrhranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidve dvou sadach) + 2 kontrolni lahve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pCl

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana expré&s&PS Hodnoty exprese SEAP byly
na arovni pozadi gfeni. Treti den po transfekci se narené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzork, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojnasobily prgmzadi. Dale
se hodnoty exprese zvysily u vzark pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzoiks pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCl a peBSV i nadaistaly na arovni
pozadi.

NejvysSi hodnoty koncentraci alkalické fosfatazyveorki byly nangfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici p@ERly az trojnasobné proti hodnotam
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedemypb transfekci se hodnoty koncentrace
zataly snizovat, coz bylo Zizobeno nejspiSe umrtim kikna rozpadem SEAP.

Jako nejdinngjSi se ukazal plazmid pCEP4. DalSi vhodné plazmidytransientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. PlazmidgBSV, pEAK 8 a pCl se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekbiunkdch HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako &&ja¢jSi plazmid pro transientni transfekci
do burtk HEK293/EBNA i dive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci raodk znazoiuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po premédransfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 Xp@orek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrazku je patrné, Ze nejvySSi koncemt@GEAP byla jitomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvySena exprese i veciado 2 (pcDNA5) a 5 (pcDNAS.1).
Hodnoty v grafu jsou gimérem hodnot r¥eni ziskanych vzdy ze dvou kultivieh lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP n#&ase uplynulém od transfekce

VedlejSim produktem pokusufigkterém byl uéovan nejdinnéjsi vektor pro transfekci je
kiivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti éase uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosazeno sedmy den po transfekci.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP rase — graf zndzéuje nénist exprese SEAP
po transfekci u plazmidu pCEP4. NejvySSi hodnotyc&ntrace SEAP bylo dosazeno 3 den

36



po transfekci. Koncentrace SEAP potistala stejna az do poslednihogianého dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokus cilem najit nejvhodijsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEI. Srovnavany byly metody podle Muller@g)) Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobji popsany vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) bylojak
reportérovy plazmid pouzit pPCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla prové&da v duplikatech, veétrnacti 100mictyihranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmid po dvou sadach) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi &iaméd
koncentrace SEAPu vzatkbyla nandfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty nagené dive [2], coz niize byt zgisobeno iumrtim buk.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250rtlythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1%dk@ho séra + 4 kontrolni lahve.
Pokus byl provéagh se suspenzi o nizké tiné denzié (0,5 miléni/ml), coZz mohlo byt
piicinou nedspchu. Namdiené hodnoty absorbance se &€nshodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durodiye vyhodnocena jako n&ana.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzit
2,4 miloni/ml. Burgcna suspenze byla rozpipetovana do falkon po 1®mddfedna a poté
bylo odsadto médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Bistivemédiem dopknym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bi#mé suspenzeiptransfekci byla 24 x 1%ml.
Transfekce byla ug8né. Nejvyssi detekované exprese SEAP byla Ad/ml pii transfekci
20 ug/ml DNA odebranémétrnacty den po transfekci. Hladina expresézen dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilatky u vzorkikamcentraci DNA § transfekci
50 ug/ml DNA. [27]
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Tab. 6: Transfedni podminky u jednotlivych metod

koncentrace pom ér transfek éni kultiva €ni médium pom ér
DNA DNA:PEI médium transfek éni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 2,5 1.5 BV 293s BV 293s 1:10
BV 293s (pfip. + 1%
Durocher 1 1:5 HS) BV 293s (pfip. + 1% HS) 1:10
Hyclone
15 DMEM/F12
20 1:2 (Biowest) + 0,1%
Backliwal 50 Pluronic -
+ 3mM butyrat sodny
50 + 4 mM kyselina
50 valproova

Tab. 7: Michani transfékich snési na jednu lahev

puvodni koncentrace
metoda DNA (ug/ml) DNA (uh) 1 mg/ml PEI (pl) fedéni pomoci
Muller 500 100 500 150 mM NaCl
Durocher 5 25 1000 PBS
289,4 103,6 60
Backliwal 830 120,4 200 -
289,4 138,2 80
18 14,72
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Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu expr&8&AP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -
vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durochenrek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosazeno za pouziti yn&adkliwal. Asi desetinu \&#ku
exprimovaneho proteinu tiovyteZzek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové h@daot
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zaklad vysledki méieni byl jako nejlepSi metoda vyhodnocena metodakiBead
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovalgalikanasobs vysSich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzarknetody Muller (2005). Usg$nost transfekce u metody Backliwal
byla zajiStna nejspiSe vysokohustotni inou suspenzi a také vysSimiiqavky DNA
a PELI.

Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejgnééinna. Divodem niize byt pouzivani
buréénych suspenzi o niz8i hustoburék a nizkymi koncentraceni DNA figavanymi
k bunkdm. Také postup provedeni transfekce se zceldupeliod pedeSlych dvou metod.
Metoda Duroscherijilava transfeéni smés do findlniho objemu b@tiné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je traglste provaéha v mensSim objemu
a nasleda je zastavenarfdavkem média. U metody Muller byly detekovany haotyrexprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv ma také kultivéni médium, ve kterém jsouwsgtovany biiky. V médiu HYclone
buiky dosahovaly vySSi denzity a Zivotnost Bkibyla delSi neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na dinnost transfekce

Pomoci metody Backliwal (2008) bylo &ovano mnozstvi DNA vhodné pro transientni
To je mér nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistiéjvysSi dinnost @i 50 pg/ml
DNA. [27]
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Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntBgiA pi transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vabrkejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly diany
po transfekci 20 pg/ml DNA. Hodnoty v grafu jsodrpirem hodnot R¥eni ziskanych vzdy
ze dvou kultivénich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitor i histon deacetylaz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjd/an vliv inhibitofi histon deacetylaz
(butyréat sodny, kyselina valproova) na hladinu espr [28]
Koncentrace SEAP u vzorku gigavkem butyratu sodného #{(p50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyraZnneliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolnindodnoty
koncentrace SEAP gigavkem valproové kyseliny v médiu byly poléni nez hodnoty
vzorku bez pidavku (g 50 pug/ml DNA pro transfekci).
| kdyZz paiet burgk ve vzorcich obsahujicichtipavek butyratu sodného byl nizkyiepto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotde#iFSu vzorki bez gidavku, kde byl
pocet burgk vySSi. To znamena, Zeigavek butyratu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu burgk.

—&— 50 ug DNA
50 ug DNA + NaButyrat
) —¥— 50 ug DNA + valproic

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
€as (dny)

Obr. 23: Zavislost koncentrace SEAP n@@mnost inhybital histon deacetylaz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzbdbsahujicich 50 pg/ml DNA: bezgavku, s pidavkem
butyratu sodného do média addgavkem kyseliny valproové do meédia. Hodnoty wgjsadu
przmerem hodnot ¥eni ziskanych vzdy ze dvou kulivigh lahvi.
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5 ZAVER

V této diplomové praci zabyvajici se problematiktansientni transfekce bezsérove
burg¢né kultury pomoci polyethyleniminu byla hledana im@ini metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmi@ cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouziti
se dosahne nejvySSich hodnot exprese SEAP. ¢iNafj§im plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouzit v ndsledujicikpezimentech.

Byly testovany ii metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliw#2008).
Jako nejdinngjSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008)r&t dava pouzitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pug/ml, 20 pg/a 50ug/ml) pouzité pro transfekci
s vysokohustotni bwinou suspenzi. Bylo zji&to, Ze nejtinngjSi je koncentrace
20 ug DNA/mI transfedni snEsi.

Dale byl sledovan vliv inhibitdr histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valpé&)o
na hladinu exprese. Bylo zjito, Ze pitomnost inhibitodi v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu kkn
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

r-protein
DNA
cDNA
RNA
MRNA
E. coli
HEK bunky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
3T3
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklicka deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

mediatorova ribonukleova kyselina
Escherichia coli

lidské embryonalni ledvinovéiiky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohtetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohtetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomarnich sil (atomisde microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajika kiecka ¢inského

vajika mysi Svycarskeé

herpesvirus 4
B-glukuronidaza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelenfluorerkujici protein

alkalicka fosfataza

kaské serum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfatdza

standard

Mezinarodni federace klinické chemie a lalmrat
mediciny (Internationa federation of clinical chetry
and laboratory medicine)
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8 SEZNAM PRILOH

Slozeni médii a pulr

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibnd kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEARstové Kivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (200Tstove Kivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalimwakiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové Kivky
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9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufii

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouzito pro kultivaci b&ék kmeneEscherichia coli Z tchto burgk byla
nésleds izolovana plazmidova DNA.

Tab. 8: SloZzeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/l)
trypton 10

kvasntny extrakt 5

NacCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifiqal@azmidové DNA [2]

Roztok E1- resuspendai, uchovavanip pokojove teplot

50 mM Tris

10 mM EDTA

piidavek HCI pro apravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné fidat 100 pg/ml RNazy A, ktera je uchovavadat@plot 4 °C

Roztok E2- lyza&ni, uchovavan i pokojové teplot
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3— neutralizéni, uchovavanip pokojoveé teplot
3,1 M octan sodny
piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4— ekvilibrani, uchovavan ip pokojové teplot
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E5- promyvaci, uchovavariigokojové teplot
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6- elwni, uchovavanip pokojové teplot
1250 mM NacCl

100 mM Tris

piidavek HCI pro Upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivactipedlych 293HEK/EBNA bugk.

Tab. 10: SloZzeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka

koncentrace (mg/ml)

CaCl (anhydrid) 116,00
Fe(NGy)s - 9H0 0,05
FeSQ - 7H0 0,42
KCI 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSQ, - 7H0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCG; 1,20
NaH.PO, - 7HO0 134,00
NaHPQ, - H,0 62,50
ZnSQ- 7TH0 0,43
Glucose 3,1510
HEPES 3,5745
Hypoxanthine 2,04
Linoleic Acid 0,04
Lipoic Acid 0,10
Phenol Red - Na 8,00
Putrescine - 2HCI 0,08
Sodium Pyruvate 110,00
Thymidine 0,36
L-Alanine 4,46
L-Arginine - HCI 147,35
L-Asparagine - bD 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - kD 17,56
L-Cystine 24,00
L-Glutamic Acid 7,36
L-Glutamine 365,1
L-Alanyl-L-Glutamine (UltraGlutamine 1) 868,00
Glycine 18,76
L-Histidine - HCI - HO 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HCI 91,37
L-Methionine 17,24
L-Phenylalanine 35,48
L-Proline 17,27
L-Serine 26,26
L-Threonine 53,56
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9.1.4 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenzni linie btkn293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotenat vapenaty 4 mgl/l
Pluronic F-68 1qll
diethanolamin 3 ugl/l

fyton Difco select 2 g/l

pepton z laktalbuminu 2 gl
lipidovy koncentrét 1 mg/l
lidsky insulin 5 g/l

lidsky transferrin ATF 5 g/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZze jsou uvedené grafy — kalibra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min

pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance \ienych ¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Daleoys zde uvedeny tabulky s vysledy

koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovn&ohcentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pCl

2 peak8 8 pCl

3 pcDNA 5 9 pcDNA 3.1
4 pcDNA 5 10 pcDNA 3.1
5 pCEP4 11 peBSV

6 pCEP4 12 peBSV
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Transfekce — 1. den po transfekci

0,0025 -

0,0020 -

0,0005 -

0,0000

y = 0,0036x + 0,0002
R® = 0,7454

0,0015 - //
00010 | * .

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50

mean A A SEAP standard

Obr. 24: Kalibracni kiivka SEAP — 1. den po transfekci

Tab.13: Koncentrace vzaik- 1. den po transfekci

Koncentrace vzorku
1 0,20] (ug/ml)
2 0,21| (ug/ml)
3 0,20] (ug/ml)
4 0,21| (ug/ml)
5 0,24| (ug/ml)
6 0,20] (ug/ml)
7 0,21| (ug/ml)
8 0,20] (ug/ml)
9 0,20] (ug/ml)
10 0,22| (ug/ml)
11 0,21| (ug/ml)
12 0,21| (ug/ml)
STD 6000x |1,83| (ug/ml)
STD 8000x | 1,49( (ug/ml)
STD 10000x| 0,98] (ug/ml)
STD 12000x| 1,27 (ug/ml)
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0,25

0,24 -
0,23
0,22
0,21

0,2

koncentrace SEAP (ug/ml)

0,19

0,18 -

plazmidy

10

11

12

Obr. 25: Koncentrace SEAP — 1. den po transfekci

Transfekce — 2. den po transfekci

0,0025

0,0020 ~

0,0005 ~

0,0000

y = 0,0041x + 0,0002
R?=0,7754

L 4
0,0010 ~

0,20

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,25

0,30 0,35 0,40 0,45

mean A A SEAP standard

Obr. 26: Kalibracni kiivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzark- 2. den po transfekci

Koncentrace vzorku

1 0,21| (ug/ml)
2 0,20( (ug/ml)
3 0,25| (ug/ml)
4 0,30( (ug/ml)
5 0,45| (ug/ml)
6 0,50] (ug/ml)
7 0,23| (ug/ml)
8 0,22| (ug/ml)
9 0,21| (ug/ml)
10 0,32| (ug/ml)
11 0,21] (ug/ml)
12 0,23| (ug/ml)
STD 6000x |1,81| (ug/ml)
STD 8000x |1,49| (ug/ml)
STD 10000x| 0,96| (ug/ml)
STD 12000x| 1,22 (ug/ml)
Z 06
2 0.5
g 0.4
w03
g 0.2
€ 0.1
<~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
plazmidy
Obr. 27: Koncentrace SEAP — 2. den po transfekci

52




Transfekce — 3. den po transfekci

0,0025
0,0020
0,0015
0,0010
0,0005

0,0000

concentration SEAP standard (mg/ml)

y = 0,0039x + 0,0003

R?=0,8077

//

0,20

0,25 0,30 0,35 0,40 0,45

mean A A SEAP standard

Obr. 28: Kalibra’ni kiivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzark- 3. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,31| (ug/ml)
2 0,31| (ug/ml)
3 0,45| (ug/ml)
4 0,51 (ug/ml)
5 1,01 (ug/ml)
6 1,22( (ug/ml)
7 0,34| (ug/ml)
8 0,33] (ug/ml)
9 0,35| (ug/ml)
10 0,45| (ug/ml)
11 0,35( (ug/ml)
12 0,31| (ug/ml)
STD 6000x | 1,90 (ug/ml)
STD 8000x | 1,50| (ug/ml)
STD 10000x| 1,02 (ug/ml)
STD 12000x| 1,26 (ug/ml)
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koncentrace SEAP(ug/ml)
o
[0}

plazmidy

Obr. 29: Koncentrace SEAP — 3. den po transfekci

Transfekce — 5. den po transfekci

Na nasledujicich grafech a v tabulkadch jsou uvedemy rekteré hodnoty vzork U
ostatnich vzork doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

y = 0,0029x + 0,0003

0,0025 - )
R® =0,9886

0,0020 +
0,0015 -

0,0010 -

(mg/ml)

0,0005 -

0,0000 ‘ ‘ ‘ 1
0,20 0,30 0,40 0,50 0,60

concentration SEAP standard

mean A A SEAP standard

Obr. 30: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzark- 5. den po transfekci
Koncentrace vzorkii

1 0,31 (ug/ml)
2 0,30 (ug/ml)
3 0,45 (ug/ml)
5 1,05 (ug/ml)
6 1,19 (ug/ml)
9 0,35 (ug/ml)

12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91f (ug/ml)
STD 8000x 1,38 (ug/ml)
STD 10000x|1,20[ (ug/ml)
STD 12000x|0,94 (ug/ml)

_;_x
T =

[ R
ol o =

koncentrace SEAP {ug/ml}

04
B 1o
] T T T T T

2 3 L 5 9 12

1

plazmidy

Obr. 31: Koncentrace SEAP — 5. den po transfekci



Transfekce — 6. den po transfekci

concentration SEAP standard
(mg/ml)

0,0025 -
0,0020 -
0,0015 -
0,0010 +

0,0005 -

0,0000

y = 0,0033x + 0,0002
R? =0,9915

0,20

025 030 035 040 045 050 0,55

mean A A SEAP standard

Obr. 32: Kalibra’ni kiivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzark- 6. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,21| (ug/ml)
2 0,44 (ug/ml)
3 0,36| (ug/ml)
5 1,04 (ug/ml)
6 1,14 (ug/ml)
9 0,27| (ug/ml)
12 0,21] (ug/ml)
STD 6000x |1,84( (ug/ml)
STD 8000x |1,42[ (ug/ml)
STD 10000x| 1,14 (ug/ml)
STD 12000x] 0,88 (ug/ml)
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1.2

1
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04
e i
1 2 3 ] 5] g 12

plazmidy

koncentrace SEAP {ug/ml}

Obr. 33: Koncentrace SEAP — 6. den po transfekci

Transfekce — 7. den po transfekci

0,0025 - y = 0,0039x + 0,0001

R? = 0,9997

0,0020 |
=
3 0,0015 1
c
<
2 0,0010 |
o —~
< £
B 0,0005 1
c £
2 0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
= 020 025 030 035 040 045 0,50
3
c
8 mean A A SEAP standard

Obr. 34: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci



Tab.18: Koncentrace vzaik- 7. den po transfekci

1,2

Koncentrace vzorki
1 0,11] (ug/ml)
2 0,11| (ug/ml)
3 0,32| (ug/ml)
5 1,14 (ug/ml)
6 1,21 (ug/ml)
9 0,19| (ug/ml)
12 0,12| (ug/ml)
STD 6000x |1,90[ (ug/ml)
STD 8000x |1,41] (ug/ml)
STD 10000x|1,14| (ug/ml)
STD 12000x]| 0,93 (ug/ml)
Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci
1,4

0,8
0,6
0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

.

plazmidy

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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Nize jsou uvedenédistoveé Kivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

3.5

N
&)

y=0.1112x+ 2.6483
R?=0.4417

1.5 -

denzita (mil/mL)
(mil/mL)
N

0.5

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

¢as (dny)

Obr 36: Ristova kivka — peak8, vzorek 1

3.5
2 3 y = 0,131x + 2,9414
EE 5] R2 = 0,249
= =
£ & 2]
&
o 1.5
1,
0.5 1
0 . . . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr. 37: Ristova Kivka — peak8, vzorek 2
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35
[
3 —\
\—///
25 |
E o y =-0,031x + 2,9086
5 R?=0,0931
g 15
© 1 a
05
O T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
€as (dny)
Obr. 38: Ristova Kivka — pcDNA 5, vzorek 3
4
3.5 y = -0,0491x + 3,0095
3 R*=0,0215
L
E’ 25
E 2
SE
N 15
(4]
©
1
05
0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)
Obr. 39: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 5
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denzita (mil/mL)

4.5

3.5 1

2.5

y =-0.2491x + 4.2595

15 - 5
R*=0.6613

0.5 -

cas (dny)

Obr.

40: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 6

denzita (mil/mL)

2 | y =-0,044x + 3,2164
R*=0,0269

(mil/mL)

0 1 2 3 4 5
cas (dny)

Obr.

41: Ristova Kivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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denzita (mil/mL)

(mil/mL)

D

3.5
3 <w
25 - y =0,075x + 2,875
5 R®=0,4328
1.5 4
1
0.5
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 42: Ristova Kivka — peBSV, vzorek 12

denzita (mil/mL)

1.5 1 y = -0,3431x + 3,7009
1 R? = 0,8357
0.5 1
0 | | ‘
0 1 2 3 4 5 6 !

cas (dny)

Obr. 43: Ristova Kivka — kontrola
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9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Nize jsou uvedené grafyistovych Kivek kontrolnich vzork u nichZz nebyla provedena
transfekce, déleustové Kivky mérené po transfekci bezsérovych kultur a d@mych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s Hdavkem kaského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R? = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T
0 2 4 6 8
¢as (dny)

Obr. 44: Ristova Kivka — kontrolni vzorek (bezsérova kultura)

-
£
:
< 0.4 - y = -0.0154x + 0.6615
T 031 R? = 0.0769
S 0.2-

0.1 -

0 ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8
€as (dny)

Obr. 45: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 1
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denzita (mil/mL)

1.2

0.8 -

0.6 ) y = 0.0423x + 0.5641
2
04 ] R? = 0.3674
0.2 -
0 * ‘
0 4 6
¢as (dny)

Obr. 46: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem koiiského séra

denzita (mil/mL)

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

y=0,0462x+0,6321
R?=0,8981

4 6
€as (dny)

Obr. 47: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra
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0 2 4 6 8
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Obr. 48: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 1

1,4
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0,8 1
1

0,6

y = 0,0327x + 0,8359
0,4 ,
R?=0,1619

denzita (mil/mL)

0,2

0 T T T
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Obr. 49: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 2
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9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZze jsou uvedené grafy — kalilbra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance viznych¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Dale jsalezuvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci

0,0025
£ 0,0020 -
= y = 0,0037x + 9E-06
E R? =0,9998
5 00015
]
©
& 0,0010 -
7]
o
X 0,0005 -
n
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@]
% 0,0000 T T T T T T T T
= o0 015 020 025 030 035 040 045 050 0,65
S _0,0005 mean A A standard
(@]
(&)

Obr. 50: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 2,016| (ug/ml)
DNA 15ug/ml 0,85| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,03| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,9624 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 1,9235| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 2,9484 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4119| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4933| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 1,41 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 0,92| (ug/ml)
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7.den po transfekci

0,003

0,002 -

0,002 A

0,001 -

0,001 A

y = 0,0035x + 2E-07
R? = 0,9998

0,000 \

concentration SEAP standard (mg/ml)

-0,001

0,2 0,3
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mean A A SEAP standard

0,5
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0,6

Obr. 51: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,8516 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 3,1088| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,0258 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,8648| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,2348| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,4014 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,2919| (ug/ml)
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11. den po transfekci

0,001 -

0,001 -
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y = 0,0036x + 1E-05
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0,6

Obr. 52: Kalibra’ni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcichl-den po transfekci

Koncentrace vzork(

DNA 15ug/ml 6,488 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,25| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,18 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 12,34 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,6392| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 5,2764 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,5204 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,68 | (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,7246| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,9632| (ug/ml)
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14. den po transfekci
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0,002 y = 0,0034x - 1E-05
R? = 0,9979
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Obr. 53: Kalibracni kiivka SEAP — 14. den po transfekci

Tab.22: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcictd-den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug 7,8048| (ug/ml)
DNA 15ug 1,22 (ug/ml)
DNA 20ug 9,96| (ug/ml)
DNA 20ug 14,72 | (ug/ml)
DNA 50ug 4,588| (ug/ml)
DNA 50ug 6,509 | (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,2344| (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,1664 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 3,2226 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 2,1261| (ug/ml)




Nize jsou uvedendstove Kivky u vzorki a kontrol.

denzita (mil/mL)

y=-0,1763x + 3,3846
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Obr. 54: Ristova Kivka- kontrola 1
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Obr. 55: Ristova Kivka - kontrola 2
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Obr. 56: Ristova Kivka - 15 pg/ml DNA A
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Obr. 57: Ristova Kivka - 15 ug/ml DNA B
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Obr. 58: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA B
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Obr. 60: Ristova Kivka - 50 ug/ml DNA A
3
25 | y =0,0135x + 2,0365
' 0\ R? =0,0388 /
2 B
-
£
E 15
g
‘N
e
S
l i
05
0 : : : : :
0 6 8 10 12 14 16
€as (dny)

Obr. 61: Ristovéa kivka - 50 pg/ml DNA B
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Obr. 62: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + butyrat sodny A
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Obr. 63: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + butyrat sodny B
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Obr. 64: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + valproové kyselina A
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Obr. 65: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + valproové kyselina B
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ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientmingfekce bezsérové bigmé kultury
pomoci polyethylenimiin

V teoretickécasti jsou obsazeny poznatky o vzniku rekombinahtmiolekul DNA, pouZiti
expresnich vektdr prenosu DNA a nasledné detekci rekombinantniho protei
Experimentalni cast byla zamena na nalezeni vhodné transi@k metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi Bilsami byly buiky 293HEK/EBNA.

V prvni ¢asti byl zvolen nejginnéjSi plazmid — pCEP4/SEAP. Dale byly zkoumary t
transfekni metody: Muller (2005), Durocher et al. (200 ackliwal et al. (2008). NejvysSi
dosazené exprese SEAP bylo dosazeno metodou Bactkliwal. (2008).

ABSTRACT

Master’'s thesis deals with the transient transbectif the serum free animal cell culture using
polyethyleneimines.

In the theoretical part formation of recombinant Akolecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinantginstare discussed.

The experimental part deals with efficiency of thelyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditio283HEK/EBNA cell line was chosen

as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP watected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher ef{2007) and Backliwal et al. (2008).

The highest recombinant protein expresion was hezhcising the method of Backliwal et al.
(2008).
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1 UVOD

Stale vyznamgSim odwtvim biotechnologického a farmaceutickéhdimyslu se stava
vyroba rekombinantnich protéinRekombinantni proteiny jsaiasto poZzadovany ve velkych
mnozstvich, jde o stovky miligramaz gramy r-proteiin Jedna se zejména o produkci
antikoagulani, vakcin, terapeutik, lidského insulindstovych hormoti apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu jéleZité, aby byl protein spragrsbalen, a aby
mu hostitelska hitka zajistila vSechny posttrangtd Upravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiS€no, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsoucséunky.

Zatim bylo testovano vice nez 1000 sekvenci DNAluUfigich proteiny potenciain
vyuzitelnych @i 1écbé lidskych nemoci. WSina tchto molekul byla exprimovéana
v hostitelskych biikach, giblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych tést 80 latek bylo
schvaleno jako lBva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikoéippavy r-proteii pomoci transientni transfekce
eukaryotnich butk 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cilenéhterpsu nukleové
kyseliny do hostitelskych bwhk. Fi prechodné (transientni) transfekci nedochazi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské by k zatlenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské nky a nasleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein de¢ekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni tséekce na zakladpoznatk publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZzenyrstvi je tvorba rekomhingh (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer technikylty rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovana DNA je ziskana kiuz donorového organismu, jehoz DNA kédujgakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZit dlen syntetizovany gen. Prvnim krokenti pvorbé
rekombinantnich molekul je hledani a izolace klamwho genu. K vyhledani cilové
sekvence DNA se konstruuji geonomové knihovny. @en@ knihovna je soubor
naklonovanych fragmefit DNA, které dohromady tw genom jednoho organizmu.
K vyhledani specifického genu se vyuzZiva metadéni geonomovych knihoven. [4]
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Obr. 1: Schéma klonovani gefb]



2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na péarovani komplementarnich dusikdtgzhjednéetzcovych nukleovych
kyselin pomoci vodikovych @stki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery jecasté&éné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementarni s klonovanou sekvenci DNAADdbnda nese zglu, ktera je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovérattzci sondy niZze byt zakomponovan
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondge sekvenci DNA detekovan
nag. radoigraficky. Sonda fize byt zn&ena i neradioaktivh) nag. imunologicky.

K hybridizaci Ize pouzit fragmenty po agar6zoveogélelektroforéze, kdy pomoci filtmich
papiiti a kapilarnich sil jsou fragmentygneseny (feblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovanyiag se sonda, ktera hybridizuje s cilovymi sekvarice
DNA — Southerfiv blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navazan antigen. Poté je do roztoku PibRana smis primarnich protilatek,
které se specificky vazou k antigen. Nasleds se pidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primarni protilatky a zaroveesou zné&ni, které je snadno detekovatelné,
napg.enzym (alkalicka fosfataza). Porigani substratu je substrat &min enzymem
na produkt a tato reakce je doprovazena barevnotnam Poté je signal sondy zjat
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuziva pokud klonovany gen kddgpeézu enzymu, ktery neni norméain
hostitelskou bitkou produkovan. Kolonie jsou z8mvany na misky s vhodnym substratem
(S8krob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amylazuna zaklad selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrat, aittidbsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuzivan, pokud klonovany deéduje syntézu esencialniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apodezbytného pro ipziti buiky. Gen
se fenese do butk, které nejsou schopnéist na substratech bez esencialni slozky.
Pokud buiky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopnié&trna minimélnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouZi kienosu cizorodé DNA do hostitelskych BknCim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySujgninost fenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovA mista pro restik endonukledzy. Resttiki endonukleazy jsou
enzymy, které vektor nagti a do tohoto mista je vlozen gen zdmu. Na vekjervzdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Déle vektoru oljsabelekni marker, ktery umailje
identifikovat, které biiky ziskaly vektor. Jako sel&ki markery secasto vyuZzivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (n&pampicilin). Po provedeniipnosu rekombinantni DNA
do hostitelskych buik senzitivnich na antibiotikum, jsou tiky vysety na médium
s piidavkem antibiotika. #Ziji jen ty buiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se né&stji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samorepli&uj
se extrachromozomalni molekuly DNA izolované z bakt Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dale fagové vektory odvozené od faga lambda a gd td13. Cizoroda DNA se mnozi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA fagarida. Poté se vytyoviriony (fagove
castice), které se skladaji z DNA zabalené v ki ke které je ipojen btik.
Za pritomnosti viriori se na vrst¥ burek zatnou tvdit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojujihody obou tyf vektori. Pomoci
fagovychc¢astic je DNA injikovana do hostitelskych bikn Kosmid obsahuje @vcos mista,
které se v hostitelské hoe spoji a vznikne kruhova molekula DNA. V hossk& buice jsou
poté uchovavany jako plazmidy. Dale kosmid obsalagn pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych hkéch, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodasmid je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulkal). Pomoci d&chto vektoti I1ze klonovat i soubory
geni (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vekiif4]

vektor Hostitelska buika Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofagh A1 E. coli 10 - 20
Kosmid E. coli 35 -45
Bakteriofag P1 E. coli 80 — 100
Bakterialni undly E. coli 50 — 300
chromozom

P1 bakteriofagovy uy E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy ungly kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umely chromozom Lidské hiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt sprévrexprimovany v bakterialnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuiji introny a exony. Proktcké buiky nejsou schopny vyishavat
introny z gepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych igenbakterialnich bikach byly
vytvoieny specialni postupy.
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Z organismu se vyizoluje celkova RNA. Eukaryotnidméorova RNA nese na 3" konci
polyadenylovy konec. Mediatorova RNA se ¢ldebd celkové pomoci kolony, ktera obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navazou plolyatleré konce mMRNA pomoci
vodikovych niistki. Poté jsou $peny vodikové ristky pomoci specialniho pufru a RNA
je eluovéana ven z kolony. Mediatorova RNA jfepsana do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptazi. Vysledkem je fragment dw¥etzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA miZze byt vnesen do hostitelskénlby E. coli. Pro expresi eukaryotnich gen
jsou vyuzivany kvasinkove, hmyzi a savektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryotiaigrkerovy gen pro selekci v hostitelské
buice, promotorovou sekvenci, transkmp a translani stop signaly, sekvence
pro posttranskrigni Gpravy RNA, poatek replikace fundni v hostitelské hice
(extrachromozomatreplikujici se DNA), nebo integkai misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské biiky. [4]

. . Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

—_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklada/Ze“dsti. Prokaryoticka oblast nese misto ori
(pocatek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinunkfni v buikach E. coli.
Pro eukaryotni biky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k nemmyExpresni oblast
obsahuje promotor, za kterym nasleduje klonovastar{MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich derjsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekmarker funkni v E. coli. Dale obsahuje ori
misto, sele&ni marker pro eukaryotni hostitelskounku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a terminatorovou sici. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrilkini endonukledzy jsou enzymy, které¢pst DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikendonukleazy byly izolovany #azanych
bakterialnich kmeih Jsou ozngeny zkratkami podle toho, z jaké baktérie byly arsk
(nag. EcoRlI zEscherichia coli. Pivodni vyznamdchto enzyni je ochrana fed cizorodymi
DNA, nag. virovymi. Aby se zamezilo &eni hostitelské DNA, je chréna ged pisobenim
enzymi methylaci. Tyto enzymy se vyuzivajii gvorbeé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je n&pen stejnou endonukleazou. &ni
fragment probiha za vznikuigcnivajicich nebo tupych kofc

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donoroveého organizmu je izolovana DNA. Poté jeenen cilovy gen a vy§ben pomoci
restrikini endonukledzy. Stejnou restiik endonukléazou je n&pen plasmid v cilovém
mis& pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Rfenlinearni molekula plasmidoveé
DNA s precnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle Zt@ho enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichany s cilovou DAANEs je inkubovana s DNA ligazou
za @Fitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (ptag-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do burk

V piirod casto probiha iirozeny genos DNA do hostitelskych bk K tomu dochazi
pii bakterialni konjugaci, ffirozené transformaci nebo kgmosu DNA Bhem virové infekce.
DNA lIze do bugk prenaset i za pomoci fyzikalnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky piFenos

Bunky a roztok DNA jsou inkubovany v prdeti roztoku chloridu vdpenatéhé geplog
0°C. Poté je roztok zaat na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a Gas@ postup#
pfiddva HEPES-fosfatovy pufr. Sis se inkubuje i laboratorni teplat, a poté je vznikla
sraZzenina dispergovana v ptesti bugk. Doba inkubace musi byt optimalizovana
(je zpravidla kratSi nez 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNAipnese fimo do jadra boky. Tato technika je velmi
narana a zabere mnohdasu. VyuzZiva se tpdevSim @ tvorbé transgennich ziat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena kiido projadra neboipno do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savf5]

2.5.3 Prenos pomoci liposora

Na zéklad hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném piesi shlukuji k sob a vytvai
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatiockynterakci se navzajentiahuji kladré
nabité lipidy se zaponnabitou DNA za vzniku agregatCéstice nesouci kladny naboj
interaguji se zapoénnabitou butcnou membranou, ktera je rasn hydrofobni, a poté
je uskuténén vstup do hostitelské hky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZze/ cen
transfeknich lipidi jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuwie pouze v menSich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace dumrlektrickym polem o vysokém n&p
Elektrotransformace probiha za nefyziologickychmatek.
Pripravi se elektrokompetentni kky a poté se na sfm burgk a prenasenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls ip nizké teplok. Nasleduje regenerace kn Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v Uzkémmezi elektrického n&f a doby trvani
pulzu.
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Tab. 2: Rozmezi elektrického riippro tizné typy bugk [6]

G - 7 — 15 kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, Ziv@iSné buiky 1-2kV/icm

Béhem elektroporace zahyne velky¢épb burgk. Zavisi na biologickych faktorech jako
je st&i burek, velikost buik, koncentrace a #gob regenerace bk
Molekularni mechanismus elektrotransformace neaimzrExistuje teorie ipchodné tvorby
hydrofilnich p6ru, kterd ddb popisuje &e probihajici fi pokusech s hikami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi ne@genymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby poK, transport molekul péry a navrat membrany deqainiho stavu.
Z doposud znamych experimentalnich dat lze vyvozaea mechanismusignosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem Hhiky, difize DNA indukovana elektrickym polem a pasiv
difuze. Aplikace elektrického pole neni podminkdermsu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. [f#@tiont se vaze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvé se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je sgeky pro povrchovy
receptor biiky a je zodpowdny za pdatesni interakci komplexu s hikou.
DNA je mozné penést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextrREI), ktery
asociuje se zapogmabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladmabity a vaze se
na zapora nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nasledujégmos komplexu pomoci endocytozy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

il

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internettpgcommons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni sléanina, jejiz zakladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se mize vyskytovat jako linearni forma, ktera se naclpéizbokojoveé teplat v pevném stavu.
Druhou formou je rozitveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy IP&& pouzivaji
jako transfekni ¢inidlo s iznym stupgm polymerace aidznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZzit préepos DNA. [7]

Molekula PElI ma pufrovaci schopnosti. Rézena forma tvii primarni, sekundarni
a tercialni aminy. Atomy dusiku obsazené v moleliEl mohou byt protonovany, coz udili
molekule nabojCim vice atom dusiku je v molekule obsazeno, tim {#5¢ naboj. Informace

Mriviw s

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvtveny polyethylenimin, zdroj internet: http://wwwplerpolymers.com/

Pred samotnou transfekci sépavi roztoky DNA a PEI o igsné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul akuzkomplexu DNA/PEI na zaklad
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI selgknou k sob a vzniknou kladé
nabité nandastice. Nandastice se poté navazi na bBamé zapord nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu b&mé membrany. [11] Dovriit bungk pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozonieg pisobenim lysozomalnich nukleaz. Uwnluiky
se uvolni DNA z endozomu diky pufrovaci schopnd3kl tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy ldfe[12] To vede k nahromadi
kladného naboje, coz apobi influx chloridovych aniofita vody do endozému. Endozém
nabobtna, uvnitse zvySuje osmoticky tlak, coz vede k prasknutiogtmu. [13]

Této domrnce vSak odporuje skuteost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI jefiplizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci ma PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Zthto divodi je nepravépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli g prasknuti endozomu. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovdomoci mikrotubui k jadru, kde
secast komplexu rozpadne dikyimmnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNAJ]
DNA pak samostath prechazi pes jadernou membranu a poté se wgadaleni
do chromozomu. Mechanismughto pochod neni zatim zcela obja&m [14] [16]

V pribéhu transfekce a uvaini DNA z komplexu zalezi nai@dem zvoleném pogru
DNA:PEL.

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopimmaarnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEI. Velikost byla stanowema 20 az 40 nm.i&né por&rové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zaamransfekce pomoci PEI byly
testovany viiznych objem. [7] [17] [18]
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Obr. 6: Schémaienosu DNA do jadra liky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buiky a organismy

Pri vybéru hostitelského organismu je peba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotnitiRxpresi eukaryotnich gérhostitelska biika zajisti vSechny
posttranskripni a posttranstai Gpravy. Vznikly protein jec¢asto identicky sirozerg
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buiky

Nejdetailréji prostudovany organizmus, ktery se pouziva proon&lani gef
je Escherichia coli Vyhodou je vysoka dinnost transformace a fakt, Ze existupda
expresnich vektdrs regulovatelnymi promotory futkich vE. coli. Nevyhodou je, Zéada
cizorodych proteifi se nevytvé ve funkni podolg.

Jako dalsi hostitelské organismyazly G - bakterii se vyuzivBacillus sp Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnoZzstvi extracelularnienzymi, které Ize lehce izolovat
z média. Snadno se kultivuji a adaptuji i@@u podminek kultivace. Lzefipravit fadu
mutanti hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedna se o jednobtimé eukaryotni organizmRada kvasinkovych génje homolognich
s geny mnohobunych eukaryotnich organizim maji podobnou buignou biochemii
a regulaci gein U kvasinek Ize stanovit dominanci a recesivitel.dVaji kratkou genetai
doba a vysoky ptet jedind, kultivuji se na definovanychigach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povazovany za bémpe (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umiaie pipravu I€iv pro humanni medicinu. Ty
eukaryotické proteiny v aktivni podéblze dosahnout sekrece do predf. K nefastji
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pouzivanym drutim pafti Saccharomyces cerevisjagichia pastoris Kluyveromyces lactis
aHansenula polymorphd4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pi genetickych manipulacich je totipotence, coZ zea&) Ze celou
rostlinu mizeme vygstovat z jakékoliv jejicasti. Mezi dalSi vyhody séadi schopnost
regenerace, velky pet semen, kratkA geném doba a asexudlnifikeni. Rostlinné
biochemické drahy poskytuji fmyslové suroviny a féva. Modelovym organizmem
pro ely molekularni genetiky jarabidopsis thaliana
Jednou z moznosti fgnosu cizorodé DNA je tpnos pomoci bakteriAgrobacterum
tumefaciens Tato bakterie firozere infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tom
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvencd. [5

2.6.4 Zivo&idné buiky

Jsou izolvany z tkani Zietchu a poté kultivovany in vitro. # kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobajfipzenym, proto se udrzujifipteplo® 37°C a v modifikované
atmosfée (5% CQ). VeSkeré manipulace sitkami musi byt provéghy ve sterilnim
prostedi. WetSina burk roste pisedla k pevnému povrchu, jako wiodni tkani. K fistu
je nutné pouzit kultiveni médium, které hikdm dodava poebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dulezité latky.

K nejcastji pouzivanym paif CHO (Chinese Hamster ovary) —iby pavodns izolované
z kieccich vajitek a 3T3 — biiky z mySich vajiek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidini kddedvinové biikky a HelLa (Henrietta
Lacks) — epitelialni bitky z rakovinnych bugk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiky byly poprvé pipraveny roku 1970 v laborafo Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskany ze zdravych pmeingch lidskych plodl a poprvé
kultivovany jako primarni HEK hiky. Pozdji byly upraveny pomoci ¢ii adenovirovych
geni. [20] Zkratka HEK oznéuje lidské embryondlni ledvinové itky a ¢islo 293 oznéuje
293. Grahaniv pokus.
Tyto buiky se dobe kultivuji a probih& u nich relatigrsnadna transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorke rekombinantnich protein ProtoZe se jedna o lidskéiiky, jsou u exprese zajity
spravne posttranskiipi a posttranstai modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
I pro tvorbu lidskych terapeutik.
Bunky 293HEK/EBNAL jsou biiky, jejichz DNA byla pozrinéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu bylclenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprdio
jako jaderny antigen, ktery umiadie epizomalni replikaci specifickych plazmid[21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickémiagku replikace sekvence vazajici se
na EBNAL. Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvenceisérgnsientni transfekci nereplikuji
a jejich p@et v buikach klesa viksledku bugéného d@leni. Ri transfekci specifickych
plazmidi do EBNA burk dochazi k replikaci specifickych plazniich k genosu plazmitl
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do dceinnych burk pri bunécném dleni. To vede k&Si expresi cilového genu &tsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dneSnb&gsou buiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivaneé biky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi €chto geti I1ze snadno detekovat a kvantitativstanovovat. Mohou tudiZ slouZit
jako nefitko exprese transgéns rmiznymi promotory, s iznou strukturou, v tuznych
genotypech a zaiznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferaza je bakterialni enzym, rkte nezpisobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZiva u eukarydtriorek, které jsou firozere rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Péadani extraktu z rostlin se z&eny
chloramfenikol peméinuje na zn&ny acetylovany chloramfenikol, ktery Ize
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotantitativre.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

Jedna se o bakterialni enzyi coli, ktery se oznaje jako GUS. Zatim nejusprejsi
transgen pouzivanyiiptvorbé transgennich rostlin. Tento enzymémn vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskuijici latky. Existly¢ metody detekce aktivity.
Fluorescetini. metoda, kterd& se provadi v homogenatu se  stdistra
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po o#ni rozlozeného MUG dlouhovinnym UV
365 nm dava modrou fluorescenci 570 nm.

Druh& metoda je histochemicka. Pouziva se chrommgaibstrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozS¢peni dava modrou barvu, ktera je nerozpustngstaza v bikach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze sitlusky Photinus pyralisnebo kodujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei Po dodani substratu (luciferin, ATP) k ktnému extraktu, nebo
do kultivatniho média dochazi k emisi tgai nefitelného luminometrem, scinttaim
pacitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substgn&rné drahy.
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2.7.4 Transgen pro zeler fluoreskujici protein (GFP)

Jedna se o gen z meduxgqorea victoriaProtein GFP femeéinuje modré sitlo na zelené.
Méa schopnost emitovat zelen&t8u po oz@éeni modrym sstlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodabbtratu nebo kofakiinr Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyzZ je fazovan s jinyrtpinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zrngnén chromofor, takZze fluoreskovanééte mize mit Gznou vinovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalick& fosfataza (ALP) je hydrolyticky enzym api@lné pasobici gi alkalickém pH,
vyskytuje se v krvi v mnohaiznych formach, které se vyttiav kostech a v jatrech, ale
i v jinych tké&nich, jako nap v ledvindch, placent stevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytujii icéti pri rustu kosti, v&hotenstvi,
zatimco patologickd zvySeniétginou souvisi s hepatobiliarnim procesem a s kostn
onemocgnim. U hepatobiliarnino onemaoari ukazuje na obstrukci zlavodu, jako nab
u cholesterazy vyvolané dovymi kameny, nadory nebo ziam. U kostnich onemoéni
je zvysen&innost ALP vyvolana zvySenou osteoblastickmonosti, jako nap u Pagetovy
nemoci, pi méknuti kosti (rachitid), kostnich metastazich a hyperparatyreoidismu.

Za gen zajmu byl Zazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu, ¢ezsnadno
detekovatelny protein. K b&dné suspenzi seridava substrat, ktery jecinkem alkalické
fosfatazy zminén na produkt. Tato reakce je provazena barevnaunawma intenzita zbarveni
je zmetena fotometricky.

2.8 Transientni (piechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuziva k produkci rekioamfiinich proteifi. Vyhodou
piechodné transfekce je rychlost produkce r-prétein
Pti prechodné transfekci nedochazi po proniknuti cizér@NA do hostitelské hiky
k zatlenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikmejédra hostitelské hiky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantnihoimuot@ekombinantni protein Ize detekovat
jiz par hodin po transfekci. DNA se riepaSi p mitbze na dcBnné buiky, tudiz
je transientni transfekc€aso¥ omezena. Vyky této transfekce séadow pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do s&h burtk mize byt jako trasfeini cinidlo pouzit
fosforegnan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Tifekse probiha bdi v malych
objemech bu&né suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dgisabjemi o velikosti
az stovek lith. Paty az deséaty den po provedeni transfekce doéhamdukci rkolilka
miligrami az grani r-proteinu. [17] [22] [18] [25] [26]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a metody

3.1.1 Chemikalie
Tab. 3: Pouzité chemikalie:

Plasmidové DNA: pCEP4, peBSV, pcDNA3,1, pcDNA 5] geEAK 8 , precisténé

Polyethylenimin (PEI), linearni (1 mg/mL)

Fosfatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukoza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (kaiské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g;,KPQO, 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 | destilované ¥pd

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova moti(0,4 % wi/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% wi/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomicky a pristroje
Tab. 4: Pouzitéifstroje a pomcky

Laminérni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CQ inkubétor (5% CQ 37°C)

Orbitalni fepaka

Spektrofotometr

Swtelny mikroskop

Pristroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva¢ni lahve T-75 crh

Sérologické pipety 1, 2, 5, 10, 25 ml

Mikropipety

Kryovialky na zamrazovani

Jednorazové tuby 12-50 ml

Jednorazové zkumavky eppendorf

Sterilni rukavice

Sterilni filtry a davkovae
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3.1.3 Burky a kultivaéni média

Pro tento experiment byly pouzity itky 293HEK/EBNA1l. Jak uZz bylo uvedeno
v teoretickésasti, jedna se o lidské ledvinovériy ziskané z potracenych pinddo genomu
téchto burk byl wlerén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimoyako jaderny
antigen, ktery umatuje epizomalni replikaci specifickych plazmid21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém ¢atku replikace sekvence vazajici se na EBNAL.
Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvence Bdnansientni transfekci nereplikuji a jejichqed
v bunkach klesa v @sledku bus¢ného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
pii bunééném cleni. [22]
Tyto buiky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvarith. Zpoatku se provadi
kultivace v kultiv&nich lahvich T-75, kdy jsou lily prisedlé na dé nadoby. Jako médium
se pouziva DMEM/F-12 s 10%idavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrziklguprisedlé
na drt nadoby. Jakmile hiky dosahnou 80-90% konfluence pasazuji se, rozsaeugo
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kaltivie pouzivano BV 293s médium
s 1% gidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérdBunky se uchovavaji veétyrhrannych
sklerenych lahvich. mlezité je zvolit spravny objem, ktenni asi 30% z objemu lahve,
aby bylo zaji&no optimalni mnoZstvi kysliku. Lahve se utwi$ na orbitélni tepaku, aby
se buikky neshlukovaly, umishou v humidifikovaném inkubatoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpiii priméru ot&eni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje peet burgk a jejich naiist. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové feod
a Burknerovi konirky se buiky spaitaji. jakmile buiky dosahnou exponencialni fazestu,
jsou @ipraveny pro transfekci. Pokud sec¢pb burgk zdvojnasobi za 24 hod, jsou by
v exponencialni fazi.

Obr. 7: Kultivacni média (Lonza)xdroj internet: http://www.eastport.cz/
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3.1.4 Metody

RozmrazZeni busk a kultivace
Pasazovani a zamrazeni bBkin

Paitani bugk pomoci trypanové mad
Prevedeni na suspenzni linii

Izolace a purifikace plasmidové DNA
Metoda transfekce 1 - Muller (2005)
Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)
Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)
Stanoveni exprese reportérového genu

3.1.5 Rozmrazeni burgk a kultivace

Bunky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodabskladovany fi nizskych teplotach (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Ptedem bylo fipraveno 12 ml kompletniho vy&tého média do T-75 (75 épkultivacnich
lahvi, DMEM/F-12 s pidavkem 10% FCS, aby Bky prisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vymeénéno médiu za nové kompletni médium, aby sd&vogniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), kierpro buiky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odsato a nahrazeno novym kompletnidiemés gidavkem antibiotika G418
(geneticin). Fdava se 250 pug na 1 ml. Bky byly inkubovany p 37 °C a 5% CQ
v humidifikovaném inkubatoru dokud nedoséhly 803®&onfluence (normath4 — 7 dni).

Obr. 8: Buiky po rozmrazeni
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Obr. 9: Buiky HEK293 EBNAL1 3. den po rozmrazeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazeni buik

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buiky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, aby se biikky odpoutaly ode dna. Trypsirigobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovan a kontrolovan pod mikroskopem. Poté byteymatickd reakce zastavena
pridavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsinstupré Uplné rozbil burééné
membrany.

Pro dalSi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebran@®,— 1 ml ztrypsinizovanych begk

a pidano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniléalia s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovana biina suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 259 g a RT.
Byl odsat supernatant a kigny pelet byl resuspendovan fedem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + IDWISO). Burécna suspenze byla
rozpipetovana do kryovailek, které byly ihned puetyy do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy butiny, obaleny alobalem argmistny do mrazéaku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmrazen kontrolni vzorek, zda byliky spravié zamrazeny. Pokud bylo
zamrazeni Us§3né, byly buiky presunuty do kryogenniho boxu.
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3.1.7 Poeitani bunék pomoci trypanové modi

Bylo odebrano 100 pl z baéné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shlukyékun
a bylo gidano 100 pl 0,4% roztoku trypanové niedVSe byloradré promichano a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Birkerovy kdg s gikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovan vzorek a pod mikroskopem byggany zivé (zluté) a mrtvé
(modré) buky v 10 ¢tvercich a na levé a horni hranittverce. P&et buiek byl sp@itan
podle vzorce:

X =x[2[25

X - denzita busk v 1 ml

X — paiet bertk v 10¢tvercich

(2 — vztaZeno ngedéni burécné seuspenze: trypanove mod 1:1; 2,5 — vztazeno na roZm
jednohoctverce)

Obr. 10: Paitani burgk v Blrknero¥ komirce (hemocytometr) — Zluté (zivé) a modré (mrtvé)
buiky

3.1.8 Pievedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, ktery byl gedem vylkiat na pokojovou teplotu, aby serly odpoutaly
ode dna. Trypsin {sobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovan a komtvah
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce vesta gidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupriplné rozbily burécné stny.

Ztripsinizovana bu&na suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min 250 ¢

a [¥i pokojové teplat (RT — room temperature).

Poté byl odséat supernatant a bytidano 20 ml BV 293s s 1%iplavkem HS a hiky byly
resuspendovany. Zpatku byly buiky kultivovany v T-75 kultivénich lahvich v 20 ml
média a po dosazeni 90% konfluence byly zbavenyianéd sérem a resuspendovany
v ¢erstvém meédiu bez séra. Potégazeny do 250ngtyrhrannych sklegnych lahvi s 50 ml
média. Lahve byly umisbhy na orbitalni tepa&ku o rychlosti michani cca 100 rpm
pii praiméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan qa burgk a s fistem pdétu burek bylo postupg
navySovano mnozstvi kultivaiho média. Kongny objem buiéné suspenze byl 400 ml, kdy
bunky byly kultivovany v 1l étyrhrannych sklegnych lahvi. Denzita buk se udrzovala
do 4 miléri/ml a obsah HS se postupsniZzoval az na nulu. Do kultitniho média bylo
piidavano antibiotikum — geneticn, ktery zajistil edadi burgk. Pridavek geneticinu
do kultivatniho média byl 250 pug/ml.

3.1.9 lzolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro poz$i transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCl, peBSV, které obsahuji gen zajmu EBNAdoZz je gen Kkodujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence orioBpovidajici p&tu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci pladiové DNA.

Na Petriho misku byla z&kovana kulturaEscherichia colipomoci Kkizového roztru

a ponechana v termostatu (37°C). Po narostenirguttyla pomoci pedem vyzihané kiky
pienesena jedna kolonie do 10 ml LB médiafidgvkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod nepaice (220 rpm, rotni pramér 1,2 cm) pi teplo& 37 °C

— startovaci kultura.

Po 24 hod byla kulturaipsazena do 400 ml LB média davkem ampicilinu v pogtu
1:1000, tedy 400 pl.

DalSi den byla z&tena opticka denzita (Qf) suspenze a vypten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

1200

V[ml] =

600

Vypoéteny objem suspenze byl centrifugovan za podmia€iC, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovam 12 ml E1 pufru (sloXeniFrilohy) s gidavkem Rnazy.
Poté bylo pidano 12 ml lyzaniho pufru E2 do tuby obsahujici l#nou suspenzi a vSe bylo
promichano lehkym ot&nim tuby. Po 4 min byla lyze btk zastavena ijdavkem
neutraliz&niho E3 pufru a obsah tuby byly &@gromichan lehkym igtacenim. Timto byly
buinky permeabilizovany a dezintegrovany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, ktera higdem ekvilibrovana 25 ml ekvilibkaiho
pufru E4. Po prokapani roztoku kolonou byl na fipEt nanesen ekvilibkai pufr E4. Bimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru E5 prangtokolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml el&niho pufru E6 a eluat byl jiman do tuby.

Béhem procesu Ize proveést kontroly na gitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po @idavku neutralizénino pufru E3, nebo pofijgavku wash pufru E5, kdy kontroly
na gitomnost DNA vychézi negati¥n nebo po fidavku eléniho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivre.

Poté bylo keluatu fidano 10,5 ml isopropanolu. $m byla pdadre protepana

a centrifugovana po dobu 45 miii @°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a peigt b
pieveden do 5 ml 70% ethanolu najsténi, a dale byl centrifugovan po dobu 10 minRT

a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsthianol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bila barva peletu bylaémtma ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpustna v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o leosti pém 0,2 um a ni@din sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci bylyygty i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla usmisio odstedivky. Podminky centrifugace:
1 -4 min, 12 000 g. Pokud veSkery roztok DNA né&ptgies kolonku, byla centrifugace
opakovana.

Dale byla u vzorku zgfena koncentrace &stota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agarézovy gel a byla provedena korisitday na gelu.

Cistota vzorku by se #ha pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud¢jstota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovan proteiny. Pokudijstota &tSi nez 2, vzorek je kontaminovan RNA.
V piipact kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to op&kdm poslednich krdk
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladim v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobéadkhi

(déle nez 3 dny) byl umist do mrazaku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcictOr. 11-1§ jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnichrix@ch. Jedna se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje egkvenci a seleki marker funkni
(rezistence na ampicilin) &. coli. Dale obsahuje ori sekvenci, selekmarker pro eukaryotni
hostitelskou bitku a klonovaci misto MCS. Kazdy vektor obsahujew@lmista pro restréki
endonukleazy (napHind Ill, BamHl).
Jako hostitelské hitky byly zvoleny buky 293HEK/EBNA1L. Butky 293HEK/EBNAL jsou
buiky, jejichz DNA byla pozrminéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich gendoyiu
vélerén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je expn@o jako jaderny antigen, ktery
umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazniid [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém ¢htku replikace sekvence vazajici se na EBNAL. Rldygm
neobsahujici EBNAL1 sekvence sdéi pransientni transfekci nereplikuji a jejich ged
v bunkach klesa v @sledku buscného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
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pii bunééném dleni. To vede k §Si expresi cilového genu &t8i produkci rekombinantniho
proteinu. [22]

NiZze jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBS¥ré&tobsahuji gen zajmu EBNA1
a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAL nenesou.

3.1.10.1Plazmid peBSV1/SEAP
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Obr. 11: Mapa plazmidu pEBSV1/SEAP, zdroj interhép://bccm.belspo.be/

3.1.10.2Plazmid pCI/SEAP
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Obr. 12: Mapa plazmidu pCI/SEAP, zdroj internetphfiwww.promega.com/
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3.1.10.3Plazmid pCEP4/SEAP

pCEP4/CAT
10.9 kb

Obr. 13: Mapa plazmidu pCEP4/SEAP, zdroj intermetp://produkts.invitrogen.com/

3.1.10.4Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP

PCR Product

Fmel

FPmel
AspT181
Kpn |
BamH |
Bsix |
EcoR WV
Bst¥ |
Nat |
Xho |
Eco0109 |
Apa |

pcDNAS/FRT/

TO-TOPO*

pUC ar

Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS5/FRT/TO-TOPO/SEAPoghternet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5Plazmid pcDNA 3.1/SEAP
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Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEER

3.1.10.6Plazmid pEAKS8/SEAP
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Obr. 16: Mapa plazmidu pEAK8/SEAHR
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jedna se o transféki metodu pi nizké bur¢né denzit s vymenou meédia fed transfekci.
Byla pouzita bu&na suspenze (400 ml) ttema bukami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovany v BV 293s médiu.

Podminka: biiky double time {as zdojnasobeni ptu burék) = 24 hod

Transfekce byla prové&da ve 100métyrhranych lahvich.

Nejprve byly spoéitany buiky, které poté byly centrifugovany (5 min, 500 rpiRY).

Po centrifugaci byl slit supernatant anky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovana do 100ml flpée20 ml.

V kazdé lahvi byly sp&itany buiky.

Poté byla fipravena transfaini snes v pongru: transfekni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
finalni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pb/Rfidavek transféni snesi do média
byl v porreru: transfekni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 m|

Pavodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pug/ml a Riig/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NacCl.

Po smichani PEI a DNA byla s promichana a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
piidano 2 ml transfalni snesi do kazdé lahve s b&fmnou suspenzi. Lahve byly umisy na
orbitalni tepaku (cca 160 rpm, rotai prmimér 2,5 cm) a biky byly inkubovany

za podminek 37°C, 5 % GO Po 4 hodindch bylo do kazdé lahvédano 20 ml pedem
vyhiatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100aupzamrazeny ip teplot -20°C

do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfé&ki metoda s nizkou ba&nou denzitou bez vyémy média
pied transfekci.
Pokus byl proveden v 250r&tlyrhranych lahvich.
Podminka: biiky double time = 24 hod
Den ged transfekci byl v zasobni lahvi $dn pc&et burgk. Patet se pohyboval kolem
1 miléni/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml &iné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovano do 250ml lahvi po 22,5 ml a pgté do kazdé lahvetjano 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1%iigkého séra byloimlano odpo¥dné mnozstvi séra).
V kazdé lahvi byl sp@itan pd@et burgk. Denzita bui¢né suspenze byla fiplizné
0,5 milioni/ml. Lahve byly umistny pres noc naiepaku (cca 100 rpm, rotai pramer
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé lahvi sftan p@et burgk a byla gipravena transfaini smes.
SlozZeni transfedni smesi bylo v pongru: transfekni snmés DNA:PEI = 1.5, picemz finalni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/mki@avek transfetni sneési do média byl v posu:
transfekni snes: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichani PEI a DNA byla gsmvortexovana 5 s a poté byla inkubovana 15 miiiRp.
Po inkubaci bylo fidano 5 ml transfeki smési do kazdé lahve s bé&tnou suspenzi a lahve
byly umisgny na orbitalniitepaku (cca 100 rpm, rotai primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl ameaZeny se ip teplog -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jedna se o metodu transfekce s®nou suspenzi o vysoké derzi vymEnou média
pied transfekci.
Den ped transfekci byl v zasobni lahvi g@dn pd&et burgk a bur¢na suspenze byla
naredéna na polovinu.
V den transfekce byl @p spaitan paet burgk v zasobni lahvi a poté byla ze zasobni lahve
odebrana buitna suspenze a rozpipetovana do 12 falkon po 10Pwté byla bu&na
suspenze centrifugovandi @00g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odséatesoptant
a do kazdé falkony bylfglan 1 mlcerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (Bdanym
L-Glutaminem a Gluk6zou) + 0,1% PluronicieB pouzitim bylo médium <iplavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z fivodniho objemu 10 ml byl objem sniZzen na 1 &nz vznikla
burg¢na suspenze o vysoké hustot
V tomto pokuse byly provedeny 3 variantt@mych koncentracich DNA (Lgg/ml, 20ug/mi
a 50upg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozZstvi PEI.
K jednomililitrovym buré¢nym suspenzim bylyfmlany @gislusné mnoZzstvi DNA a poté PEI.
Smes byla inkubovana po dobu 4 hoti plo€ 37°C na orbitalniiepace (250 rpm, rotni
pramér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkoriydgno 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclonefigano gislusrté mnoZstvi valproové kyseliny
a u 5. varianty butyratu sodného. Do kontrolnidkdia nebyla nefidana transfedni snes.
Vzorky byly odebirany 5., 7., 11. a 14. den , a mgrany pi teplot -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

Kinetické fotometrické stanoveni v souladu s Inédional federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (IFCC).

Aktivita SEAP byla zjisovana pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatéRgakni
smes, substrat pro alkalickou fosfatazu, vznikla srafdm roztok R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovano 4 pl do 96tikavé desky, a poté bylgigano 200 ul
realkéni snesi. Po minutové inkubaci byladfena absorbance vzdrkii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovan®pi programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla Wipima pomoci kalibkmi kiivky sestrojené
na zaklad meéreni absorbance roztbkstandard (STD). Byly pouzity n&gedné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l0Od8x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/l (12 000x). [2]
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Princip:
4 - nitrofenyfosfat+ H,0 O fiff - fosfat+ 4 — nitrofenol
Slozeni a koncentrace roztok

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octanikénaty, siran zingnaty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poiru 4 : 1 = R1 : R2, séisnécinidlo je stabilni 4 tydny 2 — 8°C nebo
5 dni @i 15 — 25°C. Monoreagent chranitegl swétlem.

Vypocet

Carp = Cq; L{AA /min—AA, /min)/(Ag /min-A, /min)  [kat/1]

Csterrnenen katalyticka koncentrace standardu uvedenastafekat/I]
As........ absorbance vzorku

Ast....... absorbance standardu

Apl........ absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Rust zasobni buréné kultury

30

25 1 y = 0,7985x - 0,6161
2 _

20 | R?=0,9955

Kumulativni po €et bun ék

30 3|5

¢as (dny)

Obr. 17: Kumulativni p¢et burrk HEK293/EBNA na 1 ml v zavislosti ¢ase — Graf
ukazuje kumulativni pet burek ve sledovaném obdobi. Byla sledovana denzitécheén
suspenze v danyehsovych intervalech. By byly p@itdny pomoci hemocytometru a byl
sledovan naist pa‘tu burek.

Po dobu experimentu byla udrzovana &umd kultura, ktera slouzila jako zdroj hikn
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovana zajrsych podminek jako posttransiéekk
kultury (médium BV 293s, inkubovandgepaka, 37°C). Rst burgk byl sledovan, aby
se zjistilo, zda biiky dosahly exponencialniistové faze. Pokud se ¢ burgk za den
zdvojnasobi dosahly ity exponencialni faze a jsotipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Ristové Kivky burk HEK293/EBNA - Na obrazku jsou znazom riistové Kivky
burek HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PELizmych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pidavkem koského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsdmiveodobné, coz
swdci o tom, Ze fitomnost HS neovliwje rist burek po transfekci. Paty den po transfekci
u burek kultivovanych v BV 293s médiu (pop 1% pidavkem HS) biky dosahly maximalni
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denzity, a poté se béina denzita zéala snizovat zdévod: amrti burgk. V HYclone médiu
bylo maximalniho ptiu burek dosazeno jedenacty den po transfekci. V médiloRkyduiky
rostly delSi dobu a do vy3Sich hustot &nych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdrive bylo poteba o¥fit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenziprese
a winnosti transfekce. Pro transfekci byly pouZity woglk uvedené v tabulcé. 3. Metreni
bylo provaéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibr&iivka SEAP standafd
atabulka s nastenymi koncentracemi (viz. tHohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy.

Pro transfekci byly pouzity plazmidy pEAK 8, pCER%BSV, které obsahuji gen EBNAL,
usnadujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pidéré gen EBNAL nenesou.
Transfekce byla prov@&da v duplikatech, ve&trnacti 100mlétyrhranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidve dvou sadach) + 2 kontrolni lahve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pCl

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana expré&s&PS Hodnoty exprese SEAP byly
na arovni pozadi gfeni. Treti den po transfekci se narené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzork, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojnasobily prgmzadi. Dale
se hodnoty exprese zvysily u vzark pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzoiks pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCl a peBSV i nadaistaly na arovni
pozadi.

NejvysSi hodnoty koncentraci alkalické fosfatazyveorki byly nangfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici p@ERly az trojnasobné proti hodnotam
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedemypb transfekci se hodnoty koncentrace
zataly snizovat, coz bylo Zizobeno nejspiSe umrtim kikna rozpadem SEAP.

Jako nejdinngjSi se ukazal plazmid pCEP4. DalSi vhodné plazmidytransientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. PlazmidgBSV, pEAK 8 a pCl se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekbiunkdch HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako &&ja¢jSi plazmid pro transientni transfekci
do burtk HEK293/EBNA i dive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci raodk znazoiuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po premédransfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 Xp@orek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrazku je patrné, Ze nejvySSi koncemt@GEAP byla jitomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvySena exprese i veciado 2 (pcDNA5) a 5 (pcDNAS.1).
Hodnoty v grafu jsou gimérem hodnot r¥eni ziskanych vzdy ze dvou kultivieh lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP n#&ase uplynulém od transfekce

VedlejSim produktem pokusufigkterém byl uéovan nejdinnéjsi vektor pro transfekci je
kiivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti éase uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosazeno sedmy den po transfekci.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP rase — graf zndzéuje nénist exprese SEAP
po transfekci u plazmidu pCEP4. NejvySSi hodnotyc&ntrace SEAP bylo dosazeno 3 den
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po transfekci. Koncentrace SEAP potistala stejna az do poslednihogianého dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokus cilem najit nejvhodijsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEI. Srovnavany byly metody podle Muller@g)) Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobji popsany vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) bylojak
reportérovy plazmid pouzit pPCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla prové&da v duplikatech, veétrnacti 100mictyihranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmid po dvou sadach) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi &iaméd
koncentrace SEAPu vzatkbyla nandfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty nagené dive [2], coz niize byt zgisobeno iumrtim buk.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250rtlythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1%dk@ho séra + 4 kontrolni lahve.
Pokus byl provéagh se suspenzi o nizké tiné denzié (0,5 miléni/ml), coZz mohlo byt
piicinou nedspchu. Namdiené hodnoty absorbance se &€nshodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durodiye vyhodnocena jako n&ana.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzit
2,4 miloni/ml. Burgcna suspenze byla rozpipetovana do falkon po 1®mddfedna a poté
bylo odsadto médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Bistivemédiem dopknym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bi#mé suspenzeiptransfekci byla 24 x 1%ml.
Transfekce byla ug8né. Nejvyssi detekované exprese SEAP byla Ad/ml pii transfekci
20 ug/ml DNA odebranémétrnacty den po transfekci. Hladina expresézen dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilatky u vzorkikamcentraci DNA § transfekci
50 ug/ml DNA. [27]
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Tab. 6: Transfedni podminky u jednotlivych metod

koncentrace pom ér transfek éni kultiva €ni médium pom ér
DNA DNA:PEI médium transfek éni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 2,5 1.5 BV 293s BV 293s 1:10
BV 293s (pfip. + 1%
Durocher 1 1:5 HS) BV 293s (pfip. + 1% HS) 1:10
Hyclone
15 DMEM/F12
20 1:2 (Biowest) + 0,1%
Backliwal 50 Pluronic -
+ 3mM butyrat sodny
50 + 4 mM kyselina
50 valproova

Tab. 7: Michani transfékich snési na jednu lahev

puvodni koncentrace
metoda DNA (ug/ml) DNA (uh) 1 mg/ml PEI (pl) fedéni pomoci
Muller 500 100 500 150 mM NaCl
Durocher 5 25 1000 PBS
289,4 103,6 60
Backliwal 830 120,4 200 -
289,4 138,2 80
18 14,72

14

12

10 4

koncentrace SEAP {ug/ml)
[mn}

. - | 0

1 2 3

VZorky

Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu expr&8&AP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -
vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durochenrek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosazeno za pouziti yn&adkliwal. Asi desetinu \&#ku
exprimovaneho proteinu tiovyteZzek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové h@daot
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zaklad vysledki méieni byl jako nejlepSi metoda vyhodnocena metodakiBead
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovalgalikanasobs vysSich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzarknetody Muller (2005). Usg$nost transfekce u metody Backliwal
byla zajiStna nejspiSe vysokohustotni inou suspenzi a také vysSimiiqavky DNA
a PELI.

Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejgnééinna. Divodem niize byt pouzivani
buréénych suspenzi o niz8i hustoburék a nizkymi koncentraceni DNA figavanymi
k bunkdm. Také postup provedeni transfekce se zceldupeliod pedeSlych dvou metod.
Metoda Duroscherijilava transfeéni smés do findlniho objemu b@tiné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je traglste provaéha v mensSim objemu
a nasleda je zastavenarfdavkem média. U metody Muller byly detekovany haotyrexprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv ma také kultivéni médium, ve kterém jsouwsgtovany biiky. V médiu HYclone
buiky dosahovaly vySSi denzity a Zivotnost Bkibyla delSi neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na dinnost transfekce

Pomoci metody Backliwal (2008) bylo &ovano mnozstvi DNA vhodné pro transientni
To je mér nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistiéjvysSi dinnost @i 50 pg/ml
DNA. [27]
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4 6 8 10 12 14 16
¢as (dny)

Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntBgiA pi transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vabrkejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly diany
po transfekci 20 pg/ml DNA. Hodnoty v grafu jsodrpirem hodnot R¥eni ziskanych vzdy
ze dvou kultivénich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitor i histon deacetylaz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjd/an vliv inhibitofi histon deacetylaz
(butyréat sodny, kyselina valproova) na hladinu espr [28]
Koncentrace SEAP u vzorku gigavkem butyratu sodného #{(p50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyraZnneliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolnindodnoty
koncentrace SEAP gigavkem valproové kyseliny v médiu byly poléni nez hodnoty
vzorku bez pidavku (g 50 pug/ml DNA pro transfekci).
| kdyZz paiet burgk ve vzorcich obsahujicichtipavek butyratu sodného byl nizkyiepto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotde#iFSu vzorki bez gidavku, kde byl
pocet burgk vySSi. To znamena, Zeigavek butyratu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu burgk.

—&— 50 ug DNA
50 ug DNA + NaButyrat
) —¥— 50 ug DNA + valproic

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
€as (dny)

Obr. 23: Zavislost koncentrace SEAP n@@mnost inhybital histon deacetylaz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzbdbsahujicich 50 pg/ml DNA: bezgavku, s pidavkem
butyratu sodného do média addgavkem kyseliny valproové do meédia. Hodnoty wgjsadu
przmerem hodnot ¥eni ziskanych vzdy ze dvou kulivigh lahvi.

40



5 ZAVER

V této diplomové praci zabyvajici se problematiktansientni transfekce bezsérove
burg¢né kultury pomoci polyethyleniminu byla hledana im@ini metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmi@ cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouziti
se dosahne nejvySSich hodnot exprese SEAP. ¢iNafj§im plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouzit v ndsledujicikpezimentech.

Byly testovany ii metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliw#2008).
Jako nejdinngjSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008)r&t dava pouzitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pug/ml, 20 pg/a 50ug/ml) pouzité pro transfekci
s vysokohustotni bwinou suspenzi. Bylo zji&to, Ze nejtinngjSi je koncentrace
20 ug DNA/mI transfedni snEsi.

Dale byl sledovan vliv inhibitdr histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valpé&)o
na hladinu exprese. Bylo zjito, Ze pitomnost inhibitodi v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu kkn
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

r-protein
DNA
cDNA
RNA
MRNA
E. coli
HEK bunky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
3T3
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklicka deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

mediatorova ribonukleova kyselina
Escherichia coli

lidské embryonalni ledvinovéiiky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohtetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohtetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomarnich sil (atomisde microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajika kiecka ¢inského

vajika mysi Svycarskeé

herpesvirus 4
B-glukuronidaza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelenfluorerkujici protein

alkalicka fosfataza

kaské serum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfatdza

standard

Mezinarodni federace klinické chemie a lalmrat
mediciny (Internationa federation of clinical chetry
and laboratory medicine)
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8 SEZNAM PRILOH

Slozeni médii a pulr

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibnd kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEARstové Kivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (200Tstove Kivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalimwakiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové Kivky
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9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufii

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouzito pro kultivaci b&ék kmeneEscherichia coli Z tchto burgk byla
nésleds izolovana plazmidova DNA.

Tab. 8: SloZzeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/l)
trypton 10

kvasntny extrakt 5

NacCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifiqal@azmidové DNA [2]

Roztok E1- resuspendai, uchovavanip pokojove teplot

50 mM Tris

10 mM EDTA

piidavek HCI pro apravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné fidat 100 pg/ml RNazy A, ktera je uchovavadat@plot 4 °C

Roztok E2- lyza&ni, uchovavan i pokojové teplot
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3— neutralizéni, uchovavanip pokojoveé teplot
3,1 M octan sodny
piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4— ekvilibrani, uchovavan ip pokojové teplot
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E5- promyvaci, uchovavariigokojové teplot
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6- elwni, uchovavanip pokojové teplot
1250 mM NacCl

100 mM Tris

piidavek HCI pro Upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivactipedlych 293HEK/EBNA bugk.

Tab. 10: SloZzeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka

koncentrace (mg/ml)

CaCl (anhydrid) 116,00
Fe(NGy)s - 9H0 0,05
FeSQ - 7H0 0,42
KCI 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSQ, - 7H0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCG; 1,20
NaH.PO, - 7HO0 134,00
NaHPQ, - H,0 62,50
ZnSQ- 7TH0 0,43
Glucose 3,1510
HEPES 3,5745
Hypoxanthine 2,04
Linoleic Acid 0,04
Lipoic Acid 0,10
Phenol Red - Na 8,00
Putrescine - 2HCI 0,08
Sodium Pyruvate 110,00
Thymidine 0,36
L-Alanine 4,46
L-Arginine - HCI 147,35
L-Asparagine - bD 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - kD 17,56
L-Cystine 24,00
L-Glutamic Acid 7,36
L-Glutamine 365,1
L-Alanyl-L-Glutamine (UltraGlutamine 1) 868,00
Glycine 18,76
L-Histidine - HCI - HO 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HCI 91,37
L-Methionine 17,24
L-Phenylalanine 35,48
L-Proline 17,27
L-Serine 26,26
L-Threonine 53,56
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9.1.4 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenzni linie btkn293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotenat vapenaty 4 mgl/l
Pluronic F-68 1qll
diethanolamin 3 ugl/l

fyton Difco select 2 g/l

pepton z laktalbuminu 2 gl
lipidovy koncentrét 1 mg/l
lidsky insulin 5 g/l

lidsky transferrin ATF 5 g/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZze jsou uvedené grafy — kalibra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min

pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance \ienych ¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Daleoys zde uvedeny tabulky s vysledy

koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovn&ohcentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pCl

2 peak8 8 pCl

3 pcDNA 5 9 pcDNA 3.1
4 pcDNA 5 10 pcDNA 3.1
5 pCEP4 11 peBSV

6 pCEP4 12 peBSV

49




Transfekce — 1. den po transfekci

0,0025 -

0,0020 -
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0,0000
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00010 | * .
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mean A A SEAP standard

Obr. 24: Kalibracni kiivka SEAP — 1. den po transfekci

Tab.13: Koncentrace vzaik- 1. den po transfekci

Koncentrace vzorku
1 0,20] (ug/ml)
2 0,21| (ug/ml)
3 0,20] (ug/ml)
4 0,21| (ug/ml)
5 0,24| (ug/ml)
6 0,20] (ug/ml)
7 0,21| (ug/ml)
8 0,20] (ug/ml)
9 0,20] (ug/ml)
10 0,22| (ug/ml)
11 0,21| (ug/ml)
12 0,21| (ug/ml)
STD 6000x |1,83| (ug/ml)
STD 8000x | 1,49( (ug/ml)
STD 10000x| 0,98] (ug/ml)
STD 12000x| 1,27 (ug/ml)
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Obr. 25: Koncentrace SEAP — 1. den po transfekci

Transfekce — 2. den po transfekci
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y = 0,0041x + 0,0002
R?=0,7754
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Obr. 26: Kalibracni kiivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzark- 2. den po transfekci

Koncentrace vzorku

1 0,21| (ug/ml)
2 0,20( (ug/ml)
3 0,25| (ug/ml)
4 0,30( (ug/ml)
5 0,45| (ug/ml)
6 0,50] (ug/ml)
7 0,23| (ug/ml)
8 0,22| (ug/ml)
9 0,21| (ug/ml)
10 0,32| (ug/ml)
11 0,21] (ug/ml)
12 0,23| (ug/ml)
STD 6000x |1,81| (ug/ml)
STD 8000x |1,49| (ug/ml)
STD 10000x| 0,96| (ug/ml)
STD 12000x| 1,22 (ug/ml)
Z 06
2 0.5
g 0.4
w03
g 0.2
€ 0.1
<~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
plazmidy
Obr. 27: Koncentrace SEAP — 2. den po transfekci
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Transfekce — 3. den po transfekci
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concentration SEAP standard (mg/ml)

y = 0,0039x + 0,0003

R?=0,8077
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Obr. 28: Kalibra’ni kiivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzark- 3. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,31| (ug/ml)
2 0,31| (ug/ml)
3 0,45| (ug/ml)
4 0,51 (ug/ml)
5 1,01 (ug/ml)
6 1,22( (ug/ml)
7 0,34| (ug/ml)
8 0,33] (ug/ml)
9 0,35| (ug/ml)
10 0,45| (ug/ml)
11 0,35( (ug/ml)
12 0,31| (ug/ml)
STD 6000x | 1,90 (ug/ml)
STD 8000x | 1,50| (ug/ml)
STD 10000x| 1,02 (ug/ml)
STD 12000x| 1,26 (ug/ml)
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Obr. 29: Koncentrace SEAP — 3. den po transfekci

Transfekce — 5. den po transfekci

Na nasledujicich grafech a v tabulkadch jsou uvedemy rekteré hodnoty vzork U
ostatnich vzork doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

y = 0,0029x + 0,0003

0,0025 - )
R® =0,9886

0,0020 +
0,0015 -

0,0010 -

(mg/ml)

0,0005 -

0,0000 ‘ ‘ ‘ 1
0,20 0,30 0,40 0,50 0,60

concentration SEAP standard

mean A A SEAP standard

Obr. 30: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzark- 5. den po transfekci
Koncentrace vzorkii

1 0,31 (ug/ml)
2 0,30 (ug/ml)
3 0,45 (ug/ml)
5 1,05 (ug/ml)
6 1,19 (ug/ml)
9 0,35 (ug/ml)

12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91f (ug/ml)
STD 8000x 1,38 (ug/ml)
STD 10000x|1,20[ (ug/ml)
STD 12000x|0,94 (ug/ml)

_;_x
T =

[ R
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koncentrace SEAP {ug/ml}
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B 1o
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Obr. 31: Koncentrace SEAP — 5. den po transfekci



Transfekce — 6. den po transfekci

concentration SEAP standard
(mg/ml)

0,0025 -
0,0020 -
0,0015 -
0,0010 +

0,0005 -

0,0000

y = 0,0033x + 0,0002
R? =0,9915

0,20

025 030 035 040 045 050 0,55

mean A A SEAP standard

Obr. 32: Kalibra’ni kiivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzark- 6. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,21| (ug/ml)
2 0,44 (ug/ml)
3 0,36| (ug/ml)
5 1,04 (ug/ml)
6 1,14 (ug/ml)
9 0,27| (ug/ml)
12 0,21] (ug/ml)
STD 6000x |1,84( (ug/ml)
STD 8000x |1,42[ (ug/ml)
STD 10000x| 1,14 (ug/ml)
STD 12000x] 0,88 (ug/ml)
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Obr. 33: Koncentrace SEAP — 6. den po transfekci

Transfekce — 7. den po transfekci

0,0025 - y = 0,0039x + 0,0001
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Obr. 34: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci



Tab.18: Koncentrace vzaik- 7. den po transfekci

1,2

Koncentrace vzorki
1 0,11] (ug/ml)
2 0,11| (ug/ml)
3 0,32| (ug/ml)
5 1,14 (ug/ml)
6 1,21 (ug/ml)
9 0,19| (ug/ml)
12 0,12| (ug/ml)
STD 6000x |1,90[ (ug/ml)
STD 8000x |1,41] (ug/ml)
STD 10000x|1,14| (ug/ml)
STD 12000x]| 0,93 (ug/ml)
Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci
1,4

0,8
0,6
0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

.

plazmidy

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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Nize jsou uvedenédistoveé Kivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

3.5

N
&)

y=0.1112x+ 2.6483
R?=0.4417

1.5 -

denzita (mil/mL)
(mil/mL)
N

0.5

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

¢as (dny)

Obr 36: Ristova kivka — peak8, vzorek 1
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EE 5] R2 = 0,249
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£ & 2]
&
o 1.5
1,
0.5 1
0 . . . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr. 37: Ristova Kivka — peak8, vzorek 2
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Obr. 38: Ristova Kivka — pcDNA 5, vzorek 3
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Obr. 39: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 5
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denzita (mil/mL)

4.5

3.5 1

2.5

y =-0.2491x + 4.2595

15 - 5
R*=0.6613

0.5 -

cas (dny)

Obr.

40: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 6

denzita (mil/mL)

2 | y =-0,044x + 3,2164
R*=0,0269

(mil/mL)

0 1 2 3 4 5
cas (dny)

Obr.

41: Ristova Kivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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denzita (mil/mL)
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D
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25 - y =0,075x + 2,875
5 R®=0,4328
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0 1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 42: Ristova Kivka — peBSV, vzorek 12

denzita (mil/mL)

1.5 1 y = -0,3431x + 3,7009
1 R? = 0,8357
0.5 1
0 | | ‘
0 1 2 3 4 5 6 !

cas (dny)

Obr. 43: Ristova Kivka — kontrola
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9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Nize jsou uvedené grafyistovych Kivek kontrolnich vzork u nichZz nebyla provedena
transfekce, déleustové Kivky mérené po transfekci bezsérovych kultur a d@mych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s Hdavkem kaského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R? = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T
0 2 4 6 8
¢as (dny)

Obr. 44: Ristova Kivka — kontrolni vzorek (bezsérova kultura)

-
£
:
< 0.4 - y = -0.0154x + 0.6615
T 031 R? = 0.0769
S 0.2-

0.1 -

0 ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8
€as (dny)

Obr. 45: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 1
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denzita (mil/mL)

1.2

0.8 -

0.6 ) y = 0.0423x + 0.5641
2
04 ] R? = 0.3674
0.2 -
0 * ‘
0 4 6
¢as (dny)

Obr. 46: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem koiiského séra

denzita (mil/mL)

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

y=0,0462x+0,6321
R?=0,8981

4 6
€as (dny)

Obr. 47: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra
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Obr. 48: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 1
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Obr. 49: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 2
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9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZze jsou uvedené grafy — kalilbra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance viznych¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Dale jsalezuvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci

0,0025
£ 0,0020 -
= y = 0,0037x + 9E-06
E R? =0,9998
5 00015
]
©
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% 0,0000 T T T T T T T T
= o0 015 020 025 030 035 040 045 050 0,65
S _0,0005 mean A A standard
(@]
(&)

Obr. 50: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 2,016| (ug/ml)
DNA 15ug/ml 0,85| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,03| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,9624 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 1,9235| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 2,9484 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4119| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4933| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 1,41 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 0,92| (ug/ml)
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7.den po transfekci

0,003

0,002 -

0,002 A

0,001 -

0,001 A

y = 0,0035x + 2E-07
R? = 0,9998

0,000 \

concentration SEAP standard (mg/ml)

-0,001

0,2 0,3

0,3 0,4 04

mean A A SEAP standard

0,5

0,5

0,6

Obr. 51: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,8516 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 3,1088| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,0258 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,8648| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,2348| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,4014 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,2919| (ug/ml)
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11. den po transfekci

0,001 -

0,001 -
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Obr. 52: Kalibra’ni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcichl-den po transfekci

Koncentrace vzork(

DNA 15ug/ml 6,488 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,25| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,18 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 12,34 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,6392| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 5,2764 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,5204 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,68 | (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,7246| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,9632| (ug/ml)
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14. den po transfekci

0,003
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Obr. 53: Kalibracni kiivka SEAP — 14. den po transfekci

Tab.22: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcictd-den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug 7,8048| (ug/ml)
DNA 15ug 1,22 (ug/ml)
DNA 20ug 9,96| (ug/ml)
DNA 20ug 14,72 | (ug/ml)
DNA 50ug 4,588| (ug/ml)
DNA 50ug 6,509 | (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,2344| (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,1664 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 3,2226 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 2,1261| (ug/ml)




Nize jsou uvedendstove Kivky u vzorki a kontrol.
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Obr. 54: Ristova Kivka- kontrola 1
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Obr. 55: Ristova Kivka - kontrola 2
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Obr. 56: Ristova Kivka - 15 pg/ml DNA A
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Obr. 57: Ristova Kivka - 15 ug/ml DNA B
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Obr. 58: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA B
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Obr. 60: Ristova Kivka - 50 ug/ml DNA A
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Obr. 61: Ristovéa kivka - 50 pg/ml DNA B
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Obr. 62: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + butyrat sodny A
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Obr. 63: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + butyrat sodny B
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Obr. 64: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + valproové kyselina A
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Obr. 65: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + valproové kyselina B
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ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientmingfekce bezsérové bigmé kultury
pomoci polyethylenimiin

V teoretickécasti jsou obsazeny poznatky o vzniku rekombinahtmiolekul DNA, pouZiti
expresnich vektdr prenosu DNA a nasledné detekci rekombinantniho protei
Experimentalni cast byla zamena na nalezeni vhodné transi@k metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi Bilsami byly buiky 293HEK/EBNA.

V prvni ¢asti byl zvolen nejginnéjSi plazmid — pCEP4/SEAP. Dale byly zkoumary t
transfekni metody: Muller (2005), Durocher et al. (200 ackliwal et al. (2008). NejvysSi
dosazené exprese SEAP bylo dosazeno metodou Bactkliwal. (2008).

ABSTRACT

Master’'s thesis deals with the transient transbectif the serum free animal cell culture using
polyethyleneimines.

In the theoretical part formation of recombinant Akolecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinantginstare discussed.

The experimental part deals with efficiency of thelyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditio283HEK/EBNA cell line was chosen

as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP watected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher ef{2007) and Backliwal et al. (2008).

The highest recombinant protein expresion was hezhcising the method of Backliwal et al.
(2008).
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1 UVOD

Stale vyznamgSim odwtvim biotechnologického a farmaceutickéhdimyslu se stava
vyroba rekombinantnich protéinRekombinantni proteiny jsaiasto poZzadovany ve velkych
mnozstvich, jde o stovky miligramaz gramy r-proteiin Jedna se zejména o produkci
antikoagulani, vakcin, terapeutik, lidského insulindstovych hormoti apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu jéleZité, aby byl protein spragrsbalen, a aby
mu hostitelska hitka zajistila vSechny posttrangtd Upravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiS€no, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsoucséunky.

Zatim bylo testovano vice nez 1000 sekvenci DNAluUfigich proteiny potenciain
vyuzitelnych @i 1écbé lidskych nemoci. WSina tchto molekul byla exprimovéana
v hostitelskych biikach, giblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych tést 80 latek bylo
schvaleno jako lBva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikoéippavy r-proteii pomoci transientni transfekce
eukaryotnich butk 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cilenéhterpsu nukleové
kyseliny do hostitelskych bwhk. Fi prechodné (transientni) transfekci nedochazi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské by k zatlenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské nky a nasleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein de¢ekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni tséekce na zakladpoznatk publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZzenyrstvi je tvorba rekomhingh (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer technikylty rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovana DNA je ziskana kiuz donorového organismu, jehoz DNA kédujgakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZit dlen syntetizovany gen. Prvnim krokenti pvorbé
rekombinantnich molekul je hledani a izolace klamwho genu. K vyhledani cilové
sekvence DNA se konstruuji geonomové knihovny. @en@ knihovna je soubor
naklonovanych fragmefit DNA, které dohromady tw genom jednoho organizmu.
K vyhledani specifického genu se vyuzZiva metadéni geonomovych knihoven. [4]
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2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na péarovani komplementarnich dusikdtgzhjednéetzcovych nukleovych
kyselin pomoci vodikovych @stki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery jecasté&éné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementarni s klonovanou sekvenci DNAADdbnda nese zglu, ktera je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovérattzci sondy niZze byt zakomponovan
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondge sekvenci DNA detekovan
nag. radoigraficky. Sonda fize byt zn&ena i neradioaktivh) nag. imunologicky.

K hybridizaci Ize pouzit fragmenty po agar6zoveogélelektroforéze, kdy pomoci filtmich
papiiti a kapilarnich sil jsou fragmentygneseny (feblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovanyiag se sonda, ktera hybridizuje s cilovymi sekvarice
DNA — Southerfiv blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navazan antigen. Poté je do roztoku PibRana smis primarnich protilatek,
které se specificky vazou k antigen. Nasleds se pidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primarni protilatky a zaroveesou zné&ni, které je snadno detekovatelné,
napg.enzym (alkalicka fosfataza). Porigani substratu je substrat &min enzymem
na produkt a tato reakce je doprovazena barevnotnam Poté je signal sondy zjat
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuziva pokud klonovany gen kddgpeézu enzymu, ktery neni norméain
hostitelskou bitkou produkovan. Kolonie jsou z8mvany na misky s vhodnym substratem
(S8krob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amylazuna zaklad selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrat, aittidbsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuzivan, pokud klonovany deéduje syntézu esencialniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apodezbytného pro ipziti buiky. Gen
se fenese do butk, které nejsou schopnéist na substratech bez esencialni slozky.
Pokud buiky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopnié&trna minimélnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouZi kienosu cizorodé DNA do hostitelskych BknCim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySujgninost fenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovA mista pro restik endonukledzy. Resttiki endonukleazy jsou
enzymy, které vektor nagti a do tohoto mista je vlozen gen zdmu. Na vekjervzdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Déle vektoru oljsabelekni marker, ktery umailje
identifikovat, které biiky ziskaly vektor. Jako sel&ki markery secasto vyuZzivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (n&pampicilin). Po provedeniipnosu rekombinantni DNA
do hostitelskych buik senzitivnich na antibiotikum, jsou tiky vysety na médium
s piidavkem antibiotika. #Ziji jen ty buiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se né&stji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samorepli&uj
se extrachromozomalni molekuly DNA izolované z bakt Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dale fagové vektory odvozené od faga lambda a gd td13. Cizoroda DNA se mnozi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA fagarida. Poté se vytyoviriony (fagove
castice), které se skladaji z DNA zabalené v ki ke které je ipojen btik.
Za pritomnosti viriori se na vrst¥ burek zatnou tvdit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojujihody obou tyf vektori. Pomoci
fagovychc¢astic je DNA injikovana do hostitelskych bikn Kosmid obsahuje @vcos mista,
které se v hostitelské hoe spoji a vznikne kruhova molekula DNA. V hossk& buice jsou
poté uchovavany jako plazmidy. Dale kosmid obsalagn pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych hkéch, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodasmid je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulkal). Pomoci d&chto vektoti I1ze klonovat i soubory
geni (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vekiif4]

vektor Hostitelska buika Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofagh A1 E. coli 10 - 20
Kosmid E. coli 35 -45
Bakteriofag P1 E. coli 80 — 100
Bakterialni undly E. coli 50 — 300
chromozom

P1 bakteriofagovy uy E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy ungly kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umely chromozom Lidské hiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt sprévrexprimovany v bakterialnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuiji introny a exony. Proktcké buiky nejsou schopny vyishavat
introny z gepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych igenbakterialnich bikach byly
vytvoieny specialni postupy.
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Z organismu se vyizoluje celkova RNA. Eukaryotnidméorova RNA nese na 3" konci
polyadenylovy konec. Mediatorova RNA se ¢ldebd celkové pomoci kolony, ktera obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navazou plolyatleré konce mMRNA pomoci
vodikovych niistki. Poté jsou $peny vodikové ristky pomoci specialniho pufru a RNA
je eluovéana ven z kolony. Mediatorova RNA jfepsana do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptazi. Vysledkem je fragment dw¥etzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA miZze byt vnesen do hostitelskénlby E. coli. Pro expresi eukaryotnich gen
jsou vyuzivany kvasinkove, hmyzi a savektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryotiaigrkerovy gen pro selekci v hostitelské
buice, promotorovou sekvenci, transkmp a translani stop signaly, sekvence
pro posttranskrigni Gpravy RNA, poatek replikace fundni v hostitelské hice
(extrachromozomatreplikujici se DNA), nebo integkai misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské biiky. [4]

. . Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

—_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklada/Ze“dsti. Prokaryoticka oblast nese misto ori
(pocatek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinunkfni v buikach E. coli.
Pro eukaryotni biky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k nemmyExpresni oblast
obsahuje promotor, za kterym nasleduje klonovastar{MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich derjsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekmarker funkni v E. coli. Dale obsahuje ori
misto, sele&ni marker pro eukaryotni hostitelskounku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a terminatorovou sici. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrilkini endonukledzy jsou enzymy, které¢pst DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikendonukleazy byly izolovany #azanych
bakterialnich kmeih Jsou ozngeny zkratkami podle toho, z jaké baktérie byly arsk
(nag. EcoRlI zEscherichia coli. Pivodni vyznamdchto enzyni je ochrana fed cizorodymi
DNA, nag. virovymi. Aby se zamezilo &eni hostitelské DNA, je chréna ged pisobenim
enzymi methylaci. Tyto enzymy se vyuzivajii gvorbeé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je n&pen stejnou endonukleazou. &ni
fragment probiha za vznikuigcnivajicich nebo tupych kofc

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donoroveého organizmu je izolovana DNA. Poté jeenen cilovy gen a vy§ben pomoci
restrikini endonukledzy. Stejnou restiik endonukléazou je n&pen plasmid v cilovém
mis& pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Rfenlinearni molekula plasmidoveé
DNA s precnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle Zt@ho enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichany s cilovou DAANEs je inkubovana s DNA ligazou
za @Fitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (ptag-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do burk

V piirod casto probiha iirozeny genos DNA do hostitelskych bk K tomu dochazi
pii bakterialni konjugaci, ffirozené transformaci nebo kgmosu DNA Bhem virové infekce.
DNA lIze do bugk prenaset i za pomoci fyzikalnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky piFenos

Bunky a roztok DNA jsou inkubovany v prdeti roztoku chloridu vdpenatéhé geplog
0°C. Poté je roztok zaat na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a Gas@ postup#
pfiddva HEPES-fosfatovy pufr. Sis se inkubuje i laboratorni teplat, a poté je vznikla
sraZzenina dispergovana v ptesti bugk. Doba inkubace musi byt optimalizovana
(je zpravidla kratSi nez 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNAipnese fimo do jadra boky. Tato technika je velmi
narana a zabere mnohdasu. VyuzZiva se tpdevSim @ tvorbé transgennich ziat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena kiido projadra neboipno do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savf5]

2.5.3 Prenos pomoci liposora

Na zéklad hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném piesi shlukuji k sob a vytvai
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatiockynterakci se navzajentiahuji kladré
nabité lipidy se zaponnabitou DNA za vzniku agregatCéstice nesouci kladny naboj
interaguji se zapoénnabitou butcnou membranou, ktera je rasn hydrofobni, a poté
je uskuténén vstup do hostitelské hky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZze/ cen
transfeknich lipidi jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuwie pouze v menSich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace dumrlektrickym polem o vysokém n&p
Elektrotransformace probiha za nefyziologickychmatek.
Pripravi se elektrokompetentni kky a poté se na sfm burgk a prenasenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls ip nizké teplok. Nasleduje regenerace kn Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v Uzkémmezi elektrického n&f a doby trvani
pulzu.

13



Tab. 2: Rozmezi elektrického riippro tizné typy bugk [6]

G - 7 — 15 kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, Ziv@iSné buiky 1-2kV/icm

Béhem elektroporace zahyne velky¢épb burgk. Zavisi na biologickych faktorech jako
je st&i burek, velikost buik, koncentrace a #gob regenerace bk
Molekularni mechanismus elektrotransformace neaimzrExistuje teorie ipchodné tvorby
hydrofilnich p6ru, kterd ddb popisuje &e probihajici fi pokusech s hikami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi ne@genymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby poK, transport molekul péry a navrat membrany deqainiho stavu.
Z doposud znamych experimentalnich dat lze vyvozaea mechanismusignosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem Hhiky, difize DNA indukovana elektrickym polem a pasiv
difuze. Aplikace elektrického pole neni podminkdermsu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. [f#@tiont se vaze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvé se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je sgeky pro povrchovy
receptor biiky a je zodpowdny za pdatesni interakci komplexu s hikou.
DNA je mozné penést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextrREI), ktery
asociuje se zapogmabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladmabity a vaze se
na zapora nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nasledujégmos komplexu pomoci endocytozy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

il

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internettpgcommons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni sléanina, jejiz zakladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se mize vyskytovat jako linearni forma, ktera se naclpéizbokojoveé teplat v pevném stavu.
Druhou formou je rozitveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy IP&& pouzivaji
jako transfekni ¢inidlo s iznym stupgm polymerace aidznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZzit préepos DNA. [7]

Molekula PElI ma pufrovaci schopnosti. Rézena forma tvii primarni, sekundarni
a tercialni aminy. Atomy dusiku obsazené v moleliEl mohou byt protonovany, coz udili
molekule nabojCim vice atom dusiku je v molekule obsazeno, tim {#5¢ naboj. Informace

Mriviw s

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvtveny polyethylenimin, zdroj internet: http://wwwplerpolymers.com/

Pred samotnou transfekci sépavi roztoky DNA a PEI o igsné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul akuzkomplexu DNA/PEI na zaklad
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI selgknou k sob a vzniknou kladé
nabité nandastice. Nandastice se poté navazi na bBamé zapord nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu b&mé membrany. [11] Dovriit bungk pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozonieg pisobenim lysozomalnich nukleaz. Uwnluiky
se uvolni DNA z endozomu diky pufrovaci schopnd3kl tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy ldfe[12] To vede k nahromadi
kladného naboje, coz apobi influx chloridovych aniofita vody do endozému. Endozém
nabobtna, uvnitse zvySuje osmoticky tlak, coz vede k prasknutiogtmu. [13]

Této domrnce vSak odporuje skuteost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI jefiplizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci ma PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Zthto divodi je nepravépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli g prasknuti endozomu. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovdomoci mikrotubui k jadru, kde
secast komplexu rozpadne dikyimmnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNAJ]
DNA pak samostath prechazi pes jadernou membranu a poté se wgadaleni
do chromozomu. Mechanismughto pochod neni zatim zcela obja&m [14] [16]

V pribéhu transfekce a uvaini DNA z komplexu zalezi nai@dem zvoleném pogru
DNA:PEL.

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopimmaarnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEI. Velikost byla stanowema 20 az 40 nm.i&né por&rové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zaamransfekce pomoci PEI byly
testovany viiznych objem. [7] [17] [18]
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Obr. 6: Schémaienosu DNA do jadra liky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buiky a organismy

Pri vybéru hostitelského organismu je peba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotnitiRxpresi eukaryotnich gérhostitelska biika zajisti vSechny
posttranskripni a posttranstai Gpravy. Vznikly protein jec¢asto identicky sirozerg
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buiky

Nejdetailréji prostudovany organizmus, ktery se pouziva proon&lani gef
je Escherichia coli Vyhodou je vysoka dinnost transformace a fakt, Ze existupda
expresnich vektdrs regulovatelnymi promotory futkich vE. coli. Nevyhodou je, Zéada
cizorodych proteifi se nevytvé ve funkni podolg.

Jako dalsi hostitelské organismyazly G - bakterii se vyuzivBacillus sp Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnoZzstvi extracelularnienzymi, které Ize lehce izolovat
z média. Snadno se kultivuji a adaptuji i@@u podminek kultivace. Lzefipravit fadu
mutanti hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedna se o jednobtimé eukaryotni organizmRada kvasinkovych génje homolognich
s geny mnohobunych eukaryotnich organizim maji podobnou buignou biochemii
a regulaci gein U kvasinek Ize stanovit dominanci a recesivitel.dVaji kratkou genetai
doba a vysoky ptet jedind, kultivuji se na definovanychigach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povazovany za bémpe (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umiaie pipravu I€iv pro humanni medicinu. Ty
eukaryotické proteiny v aktivni podéblze dosahnout sekrece do predf. K nefastji
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pouzivanym drutim pafti Saccharomyces cerevisjagichia pastoris Kluyveromyces lactis
aHansenula polymorphd4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pi genetickych manipulacich je totipotence, coZ zea&) Ze celou
rostlinu mizeme vygstovat z jakékoliv jejicasti. Mezi dalSi vyhody séadi schopnost
regenerace, velky pet semen, kratkA geném doba a asexudlnifikeni. Rostlinné
biochemické drahy poskytuji fmyslové suroviny a féva. Modelovym organizmem
pro ely molekularni genetiky jarabidopsis thaliana
Jednou z moznosti fgnosu cizorodé DNA je tpnos pomoci bakteriAgrobacterum
tumefaciens Tato bakterie firozere infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tom
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvencd. [5

2.6.4 Zivo&idné buiky

Jsou izolvany z tkani Zietchu a poté kultivovany in vitro. # kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobajfipzenym, proto se udrzujifipteplo® 37°C a v modifikované
atmosfée (5% CQ). VeSkeré manipulace sitkami musi byt provéghy ve sterilnim
prostedi. WetSina burk roste pisedla k pevnému povrchu, jako wiodni tkani. K fistu
je nutné pouzit kultiveni médium, které hikdm dodava poebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dulezité latky.

K nejcastji pouzivanym paif CHO (Chinese Hamster ovary) —iby pavodns izolované
z kieccich vajitek a 3T3 — biiky z mySich vajiek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidini kddedvinové biikky a HelLa (Henrietta
Lacks) — epitelialni bitky z rakovinnych bugk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiky byly poprvé pipraveny roku 1970 v laborafo Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskany ze zdravych pmeingch lidskych plodl a poprvé
kultivovany jako primarni HEK hiky. Pozdji byly upraveny pomoci ¢ii adenovirovych
geni. [20] Zkratka HEK oznéuje lidské embryondlni ledvinové itky a ¢islo 293 oznéuje
293. Grahaniv pokus.
Tyto buiky se dobe kultivuji a probih& u nich relatigrsnadna transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorke rekombinantnich protein ProtoZe se jedna o lidskéiiky, jsou u exprese zajity
spravne posttranskiipi a posttranstai modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
I pro tvorbu lidskych terapeutik.
Bunky 293HEK/EBNAL jsou biiky, jejichz DNA byla pozrinéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu bylclenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprdio
jako jaderny antigen, ktery umiadie epizomalni replikaci specifickych plazmid[21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickémiagku replikace sekvence vazajici se
na EBNAL. Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvenceisérgnsientni transfekci nereplikuji
a jejich p@et v buikach klesa viksledku bugéného d@leni. Ri transfekci specifickych
plazmidi do EBNA burk dochazi k replikaci specifickych plazniich k genosu plazmitl

17



do dceinnych burk pri bunécném dleni. To vede k&Si expresi cilového genu &tsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dneSnb&gsou buiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivaneé biky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi €chto geti I1ze snadno detekovat a kvantitativstanovovat. Mohou tudiZ slouZit
jako nefitko exprese transgéns rmiznymi promotory, s iznou strukturou, v tuznych
genotypech a zaiznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferaza je bakterialni enzym, rkte nezpisobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZiva u eukarydtriorek, které jsou firozere rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Péadani extraktu z rostlin se z&eny
chloramfenikol peméinuje na zn&ny acetylovany chloramfenikol, ktery Ize
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotantitativre.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

Jedna se o bakterialni enzyi coli, ktery se oznaje jako GUS. Zatim nejusprejsi
transgen pouzivanyiiptvorbé transgennich rostlin. Tento enzymémn vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskuijici latky. Existly¢ metody detekce aktivity.
Fluorescetini. metoda, kterd& se provadi v homogenatu se  stdistra
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po o#ni rozlozeného MUG dlouhovinnym UV
365 nm dava modrou fluorescenci 570 nm.

Druh& metoda je histochemicka. Pouziva se chrommgaibstrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozS¢peni dava modrou barvu, ktera je nerozpustngstaza v bikach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze sitlusky Photinus pyralisnebo kodujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei Po dodani substratu (luciferin, ATP) k ktnému extraktu, nebo
do kultivatniho média dochazi k emisi tgai nefitelného luminometrem, scinttaim
pacitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substgn&rné drahy.
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2.7.4 Transgen pro zeler fluoreskujici protein (GFP)

Jedna se o gen z meduxgqorea victoriaProtein GFP femeéinuje modré sitlo na zelené.
Méa schopnost emitovat zelen&t8u po oz@éeni modrym sstlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodabbtratu nebo kofakiinr Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyzZ je fazovan s jinyrtpinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zrngnén chromofor, takZze fluoreskovanééte mize mit Gznou vinovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalick& fosfataza (ALP) je hydrolyticky enzym api@lné pasobici gi alkalickém pH,
vyskytuje se v krvi v mnohaiznych formach, které se vyttiav kostech a v jatrech, ale
i v jinych tké&nich, jako nap v ledvindch, placent stevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytujii icéti pri rustu kosti, v&hotenstvi,
zatimco patologickd zvySeniétginou souvisi s hepatobiliarnim procesem a s kostn
onemocgnim. U hepatobiliarnino onemaoari ukazuje na obstrukci zlavodu, jako nab
u cholesterazy vyvolané dovymi kameny, nadory nebo ziam. U kostnich onemoéni
je zvysen&innost ALP vyvolana zvySenou osteoblastickmonosti, jako nap u Pagetovy
nemoci, pi méknuti kosti (rachitid), kostnich metastazich a hyperparatyreoidismu.

Za gen zajmu byl Zazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu, ¢ezsnadno
detekovatelny protein. K b&dné suspenzi seridava substrat, ktery jecinkem alkalické
fosfatazy zminén na produkt. Tato reakce je provazena barevnaunawma intenzita zbarveni
je zmetena fotometricky.

2.8 Transientni (piechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuziva k produkci rekioamfiinich proteifi. Vyhodou
piechodné transfekce je rychlost produkce r-prétein
Pti prechodné transfekci nedochazi po proniknuti cizér@NA do hostitelské hiky
k zatlenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikmejédra hostitelské hiky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantnihoimuot@ekombinantni protein Ize detekovat
jiz par hodin po transfekci. DNA se riepaSi p mitbze na dcBnné buiky, tudiz
je transientni transfekc€aso¥ omezena. Vyky této transfekce séadow pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do s&h burtk mize byt jako trasfeini cinidlo pouzit
fosforegnan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Tifekse probiha bdi v malych
objemech bu&né suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dgisabjemi o velikosti
az stovek lith. Paty az deséaty den po provedeni transfekce doéhamdukci rkolilka
miligrami az grani r-proteinu. [17] [22] [18] [25] [26]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a metody

3.1.1 Chemikalie
Tab. 3: Pouzité chemikalie:

Plasmidové DNA: pCEP4, peBSV, pcDNA3,1, pcDNA 5] geEAK 8 , precisténé

Polyethylenimin (PEI), linearni (1 mg/mL)

Fosfatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukoza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (kaiské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g;,KPQO, 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 | destilované ¥pd

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova moti(0,4 % wi/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% wi/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomicky a pristroje
Tab. 4: Pouzitéifstroje a pomcky

Laminérni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CQ inkubétor (5% CQ 37°C)

Orbitalni fepaka

Spektrofotometr

Swtelny mikroskop

Pristroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva¢ni lahve T-75 crh

Sérologické pipety 1, 2, 5, 10, 25 ml

Mikropipety

Kryovialky na zamrazovani

Jednorazové tuby 12-50 ml

Jednorazové zkumavky eppendorf

Sterilni rukavice

Sterilni filtry a davkovae
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3.1.3 Burky a kultivaéni média

Pro tento experiment byly pouzity itky 293HEK/EBNA1l. Jak uZz bylo uvedeno
v teoretickésasti, jedna se o lidské ledvinovériy ziskané z potracenych pinddo genomu
téchto burk byl wlerén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimoyako jaderny
antigen, ktery umatuje epizomalni replikaci specifickych plazmid21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém ¢atku replikace sekvence vazajici se na EBNAL.
Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvence Bdnansientni transfekci nereplikuji a jejichqed
v bunkach klesa v @sledku bus¢ného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
pii bunééném cleni. [22]
Tyto buiky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvarith. Zpoatku se provadi
kultivace v kultiv&nich lahvich T-75, kdy jsou lily prisedlé na dé nadoby. Jako médium
se pouziva DMEM/F-12 s 10%idavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrziklguprisedlé
na drt nadoby. Jakmile hiky dosahnou 80-90% konfluence pasazuji se, rozsaeugo
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kaltivie pouzivano BV 293s médium
s 1% gidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérdBunky se uchovavaji veétyrhrannych
sklerenych lahvich. mlezité je zvolit spravny objem, ktenni asi 30% z objemu lahve,
aby bylo zaji&no optimalni mnoZstvi kysliku. Lahve se utwi$ na orbitélni tepaku, aby
se buikky neshlukovaly, umishou v humidifikovaném inkubatoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpiii priméru ot&eni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje peet burgk a jejich naiist. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové feod
a Burknerovi konirky se buiky spaitaji. jakmile buiky dosahnou exponencialni fazestu,
jsou @ipraveny pro transfekci. Pokud sec¢pb burgk zdvojnasobi za 24 hod, jsou by
v exponencialni fazi.

Obr. 7: Kultivacni média (Lonza)xdroj internet: http://www.eastport.cz/
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3.1.4 Metody

RozmrazZeni busk a kultivace
Pasazovani a zamrazeni bBkin

Paitani bugk pomoci trypanové mad
Prevedeni na suspenzni linii

Izolace a purifikace plasmidové DNA
Metoda transfekce 1 - Muller (2005)
Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)
Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)
Stanoveni exprese reportérového genu

3.1.5 Rozmrazeni burgk a kultivace

Bunky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodabskladovany fi nizskych teplotach (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Ptedem bylo fipraveno 12 ml kompletniho vy&tého média do T-75 (75 épkultivacnich
lahvi, DMEM/F-12 s pidavkem 10% FCS, aby Bky prisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vymeénéno médiu za nové kompletni médium, aby sd&vogniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), kierpro buiky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odsato a nahrazeno novym kompletnidiemés gidavkem antibiotika G418
(geneticin). Fdava se 250 pug na 1 ml. Bky byly inkubovany p 37 °C a 5% CQ
v humidifikovaném inkubatoru dokud nedoséhly 803®&onfluence (normath4 — 7 dni).

Obr. 8: Buiky po rozmrazeni
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Obr. 9: Buiky HEK293 EBNAL1 3. den po rozmrazeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazeni buik

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buiky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, aby se biikky odpoutaly ode dna. Trypsirigobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovan a kontrolovan pod mikroskopem. Poté byteymatickd reakce zastavena
pridavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsinstupré Uplné rozbil burééné
membrany.

Pro dalSi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebran@®,— 1 ml ztrypsinizovanych begk

a pidano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniléalia s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovana biina suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 259 g a RT.
Byl odsat supernatant a kigny pelet byl resuspendovan fedem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + IDWISO). Burécna suspenze byla
rozpipetovana do kryovailek, které byly ihned puetyy do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy butiny, obaleny alobalem argmistny do mrazéaku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmrazen kontrolni vzorek, zda byliky spravié zamrazeny. Pokud bylo
zamrazeni Us§3né, byly buiky presunuty do kryogenniho boxu.
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3.1.7 Poeitani bunék pomoci trypanové modi

Bylo odebrano 100 pl z baéné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shlukyékun
a bylo gidano 100 pl 0,4% roztoku trypanové niedVSe byloradré promichano a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Birkerovy kdg s gikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovan vzorek a pod mikroskopem byggany zivé (zluté) a mrtvé
(modré) buky v 10 ¢tvercich a na levé a horni hranittverce. P&et buiek byl sp@itan
podle vzorce:

X =x[2[25

X - denzita busk v 1 ml

X — paiet bertk v 10¢tvercich

(2 — vztaZeno ngedéni burécné seuspenze: trypanove mod 1:1; 2,5 — vztazeno na roZm
jednohoctverce)

Obr. 10: Paitani burgk v Blrknero¥ komirce (hemocytometr) — Zluté (zivé) a modré (mrtvé)
buiky

3.1.8 Pievedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, ktery byl gedem vylkiat na pokojovou teplotu, aby serly odpoutaly
ode dna. Trypsin {sobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovan a komtvah
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce vesta gidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupriplné rozbily burécné stny.

Ztripsinizovana bu&na suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min 250 ¢

a [¥i pokojové teplat (RT — room temperature).

Poté byl odséat supernatant a bytidano 20 ml BV 293s s 1%iplavkem HS a hiky byly
resuspendovany. Zpatku byly buiky kultivovany v T-75 kultivénich lahvich v 20 ml
média a po dosazeni 90% konfluence byly zbavenyianéd sérem a resuspendovany
v ¢erstvém meédiu bez séra. Potégazeny do 250ngtyrhrannych sklegnych lahvi s 50 ml
média. Lahve byly umisbhy na orbitalni tepa&ku o rychlosti michani cca 100 rpm
pii praiméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan qa burgk a s fistem pdétu burek bylo postupg
navySovano mnozstvi kultivaiho média. Kongny objem buiéné suspenze byl 400 ml, kdy
bunky byly kultivovany v 1l étyrhrannych sklegnych lahvi. Denzita buk se udrzovala
do 4 miléri/ml a obsah HS se postupsniZzoval az na nulu. Do kultitniho média bylo
piidavano antibiotikum — geneticn, ktery zajistil edadi burgk. Pridavek geneticinu
do kultivatniho média byl 250 pug/ml.

3.1.9 lzolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro poz$i transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCl, peBSV, které obsahuji gen zajmu EBNAdoZz je gen Kkodujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence orioBpovidajici p&tu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci pladiové DNA.

Na Petriho misku byla z&kovana kulturaEscherichia colipomoci Kkizového roztru

a ponechana v termostatu (37°C). Po narostenirguttyla pomoci pedem vyzihané kiky
pienesena jedna kolonie do 10 ml LB médiafidgvkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod nepaice (220 rpm, rotni pramér 1,2 cm) pi teplo& 37 °C

— startovaci kultura.

Po 24 hod byla kulturaipsazena do 400 ml LB média davkem ampicilinu v pogtu
1:1000, tedy 400 pl.

DalSi den byla z&tena opticka denzita (Qf) suspenze a vypten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

1200

V[ml] =

600

Vypoéteny objem suspenze byl centrifugovan za podmia€iC, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovam 12 ml E1 pufru (sloXeniFrilohy) s gidavkem Rnazy.
Poté bylo pidano 12 ml lyzaniho pufru E2 do tuby obsahujici l#nou suspenzi a vSe bylo
promichano lehkym ot&nim tuby. Po 4 min byla lyze btk zastavena ijdavkem
neutraliz&niho E3 pufru a obsah tuby byly &@gromichan lehkym igtacenim. Timto byly
buinky permeabilizovany a dezintegrovany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, ktera higdem ekvilibrovana 25 ml ekvilibkaiho
pufru E4. Po prokapani roztoku kolonou byl na fipEt nanesen ekvilibkai pufr E4. Bimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru E5 prangtokolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml el&niho pufru E6 a eluat byl jiman do tuby.

Béhem procesu Ize proveést kontroly na gitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po @idavku neutralizénino pufru E3, nebo pofijgavku wash pufru E5, kdy kontroly
na gitomnost DNA vychézi negati¥n nebo po fidavku eléniho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivre.

Poté bylo keluatu fidano 10,5 ml isopropanolu. $m byla pdadre protepana

a centrifugovana po dobu 45 miii @°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a peigt b
pieveden do 5 ml 70% ethanolu najsténi, a dale byl centrifugovan po dobu 10 minRT

a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsthianol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bila barva peletu bylaémtma ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpustna v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o leosti pém 0,2 um a ni@din sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci bylyygty i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla usmisio odstedivky. Podminky centrifugace:
1 -4 min, 12 000 g. Pokud veSkery roztok DNA né&ptgies kolonku, byla centrifugace
opakovana.

Dale byla u vzorku zgfena koncentrace &stota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agarézovy gel a byla provedena korisitday na gelu.

Cistota vzorku by se #ha pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud¢jstota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovan proteiny. Pokudijstota &tSi nez 2, vzorek je kontaminovan RNA.
V piipact kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to op&kdm poslednich krdk
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladim v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobéadkhi

(déle nez 3 dny) byl umist do mrazaku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcictOr. 11-1§ jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnichrix@ch. Jedna se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje egkvenci a seleki marker funkni
(rezistence na ampicilin) &. coli. Dale obsahuje ori sekvenci, selekmarker pro eukaryotni
hostitelskou bitku a klonovaci misto MCS. Kazdy vektor obsahujew@lmista pro restréki
endonukleazy (napHind Ill, BamHl).
Jako hostitelské hitky byly zvoleny buky 293HEK/EBNA1L. Butky 293HEK/EBNAL jsou
buiky, jejichz DNA byla pozrminéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich gendoyiu
vélerén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je expn@o jako jaderny antigen, ktery
umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazniid [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém ¢htku replikace sekvence vazajici se na EBNAL. Rldygm
neobsahujici EBNAL1 sekvence sdéi pransientni transfekci nereplikuji a jejich ged
v bunkach klesa v @sledku buscného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
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pii bunééném dleni. To vede k §Si expresi cilového genu &t8i produkci rekombinantniho
proteinu. [22]

NiZze jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBS¥ré&tobsahuji gen zajmu EBNA1
a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAL nenesou.

3.1.10.1Plazmid peBSV1/SEAP
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Obr. 11: Mapa plazmidu pEBSV1/SEAP, zdroj interhép://bccm.belspo.be/

3.1.10.2Plazmid pCI/SEAP
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Obr. 12: Mapa plazmidu pCI/SEAP, zdroj internetphfiwww.promega.com/
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3.1.10.3Plazmid pCEP4/SEAP

pCEP4/CAT
10.9 kb

Obr. 13: Mapa plazmidu pCEP4/SEAP, zdroj intermetp://produkts.invitrogen.com/

3.1.10.4Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP
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Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS5/FRT/TO-TOPO/SEAPoghternet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5Plazmid pcDNA 3.1/SEAP
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Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEER

3.1.10.6Plazmid pEAKS8/SEAP
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Obr. 16: Mapa plazmidu pEAK8/SEAHR
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jedna se o transféki metodu pi nizké bur¢né denzit s vymenou meédia fed transfekci.
Byla pouzita bu&na suspenze (400 ml) ttema bukami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovany v BV 293s médiu.

Podminka: biiky double time {as zdojnasobeni ptu burék) = 24 hod

Transfekce byla prové&da ve 100métyrhranych lahvich.

Nejprve byly spoéitany buiky, které poté byly centrifugovany (5 min, 500 rpiRY).

Po centrifugaci byl slit supernatant anky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovana do 100ml flpée20 ml.

V kazdé lahvi byly sp&itany buiky.

Poté byla fipravena transfaini snes v pongru: transfekni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
finalni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pb/Rfidavek transféni snesi do média
byl v porreru: transfekni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 m|

Pavodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pug/ml a Riig/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NacCl.

Po smichani PEI a DNA byla s promichana a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
piidano 2 ml transfalni snesi do kazdé lahve s b&fmnou suspenzi. Lahve byly umisy na
orbitalni tepaku (cca 160 rpm, rotai prmimér 2,5 cm) a biky byly inkubovany

za podminek 37°C, 5 % GO Po 4 hodindch bylo do kazdé lahvédano 20 ml pedem
vyhiatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100aupzamrazeny ip teplot -20°C

do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfé&ki metoda s nizkou ba&nou denzitou bez vyémy média
pied transfekci.
Pokus byl proveden v 250r&tlyrhranych lahvich.
Podminka: biiky double time = 24 hod
Den ged transfekci byl v zasobni lahvi $dn pc&et burgk. Patet se pohyboval kolem
1 miléni/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml &iné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovano do 250ml lahvi po 22,5 ml a pgté do kazdé lahvetjano 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1%iigkého séra byloimlano odpo¥dné mnozstvi séra).
V kazdé lahvi byl sp@itan pd@et burgk. Denzita bui¢né suspenze byla fiplizné
0,5 milioni/ml. Lahve byly umistny pres noc naiepaku (cca 100 rpm, rotai pramer
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé lahvi sftan p@et burgk a byla gipravena transfaini smes.
SlozZeni transfedni smesi bylo v pongru: transfekni snmés DNA:PEI = 1.5, picemz finalni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/mki@avek transfetni sneési do média byl v posu:
transfekni snes: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichani PEI a DNA byla gsmvortexovana 5 s a poté byla inkubovana 15 miiiRp.
Po inkubaci bylo fidano 5 ml transfeki smési do kazdé lahve s bé&tnou suspenzi a lahve
byly umisgny na orbitalniitepaku (cca 100 rpm, rotai primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl ameaZeny se ip teplog -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jedna se o metodu transfekce s®nou suspenzi o vysoké derzi vymEnou média
pied transfekci.
Den ped transfekci byl v zasobni lahvi g@dn pd&et burgk a bur¢na suspenze byla
naredéna na polovinu.
V den transfekce byl @p spaitan paet burgk v zasobni lahvi a poté byla ze zasobni lahve
odebrana buitna suspenze a rozpipetovana do 12 falkon po 10Pwté byla bu&na
suspenze centrifugovandi @00g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odséatesoptant
a do kazdé falkony bylfglan 1 mlcerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (Bdanym
L-Glutaminem a Gluk6zou) + 0,1% PluronicieB pouzitim bylo médium <iplavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z fivodniho objemu 10 ml byl objem sniZzen na 1 &nz vznikla
burg¢na suspenze o vysoké hustot
V tomto pokuse byly provedeny 3 variantt@mych koncentracich DNA (Lgg/ml, 20ug/mi
a 50upg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozZstvi PEI.
K jednomililitrovym buré¢nym suspenzim bylyfmlany @gislusné mnoZzstvi DNA a poté PEI.
Smes byla inkubovana po dobu 4 hoti plo€ 37°C na orbitalniiepace (250 rpm, rotni
pramér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkoriydgno 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclonefigano gislusrté mnoZstvi valproové kyseliny
a u 5. varianty butyratu sodného. Do kontrolnidkdia nebyla nefidana transfedni snes.
Vzorky byly odebirany 5., 7., 11. a 14. den , a mgrany pi teplot -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

Kinetické fotometrické stanoveni v souladu s Inédional federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (IFCC).

Aktivita SEAP byla zjisovana pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatéRgakni
smes, substrat pro alkalickou fosfatazu, vznikla srafdm roztok R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovano 4 pl do 96tikavé desky, a poté bylgigano 200 ul
realkéni snesi. Po minutové inkubaci byladfena absorbance vzdrkii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovan®pi programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla Wipima pomoci kalibkmi kiivky sestrojené
na zaklad meéreni absorbance roztbkstandard (STD). Byly pouzity n&gedné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l0Od8x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/l (12 000x). [2]
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Princip:
4 - nitrofenyfosfat+ H,0 O fiff - fosfat+ 4 — nitrofenol
Slozeni a koncentrace roztok

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octanikénaty, siran zingnaty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poiru 4 : 1 = R1 : R2, séisnécinidlo je stabilni 4 tydny 2 — 8°C nebo
5 dni @i 15 — 25°C. Monoreagent chranitegl swétlem.

Vypocet

Carp = Cq; L{AA /min—AA, /min)/(Ag /min-A, /min)  [kat/1]

Csterrnenen katalyticka koncentrace standardu uvedenastafekat/I]
As........ absorbance vzorku

Ast....... absorbance standardu

Apl........ absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Rust zasobni buréné kultury

30

25 1 y = 0,7985x - 0,6161
2 _

20 | R?=0,9955

Kumulativni po €et bun ék

30 3|5

¢as (dny)

Obr. 17: Kumulativni p¢et burrk HEK293/EBNA na 1 ml v zavislosti ¢ase — Graf
ukazuje kumulativni pet burek ve sledovaném obdobi. Byla sledovana denzitécheén
suspenze v danyehsovych intervalech. By byly p@itdny pomoci hemocytometru a byl
sledovan naist pa‘tu burek.

Po dobu experimentu byla udrzovana &umd kultura, ktera slouzila jako zdroj hikn
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovana zajrsych podminek jako posttransiéekk
kultury (médium BV 293s, inkubovandgepaka, 37°C). Rst burgk byl sledovan, aby
se zjistilo, zda biiky dosahly exponencialniistové faze. Pokud se ¢ burgk za den
zdvojnasobi dosahly ity exponencialni faze a jsotipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Ristové Kivky burk HEK293/EBNA - Na obrazku jsou znazom riistové Kivky
burek HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PELizmych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pidavkem koského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsdmiveodobné, coz
swdci o tom, Ze fitomnost HS neovliwje rist burek po transfekci. Paty den po transfekci
u burek kultivovanych v BV 293s médiu (pop 1% pidavkem HS) biky dosahly maximalni

34



denzity, a poté se béina denzita zéala snizovat zdévod: amrti burgk. V HYclone médiu
bylo maximalniho ptiu burek dosazeno jedenacty den po transfekci. V médiloRkyduiky
rostly delSi dobu a do vy3Sich hustot &nych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdrive bylo poteba o¥fit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenziprese
a winnosti transfekce. Pro transfekci byly pouZity woglk uvedené v tabulcé. 3. Metreni
bylo provaéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibr&iivka SEAP standafd
atabulka s nastenymi koncentracemi (viz. tHohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy.

Pro transfekci byly pouzity plazmidy pEAK 8, pCER%BSV, které obsahuji gen EBNAL,
usnadujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pidéré gen EBNAL nenesou.
Transfekce byla prov@&da v duplikatech, ve&trnacti 100mlétyrhranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidve dvou sadach) + 2 kontrolni lahve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pCl

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana expré&s&PS Hodnoty exprese SEAP byly
na arovni pozadi gfeni. Treti den po transfekci se narené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzork, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojnasobily prgmzadi. Dale
se hodnoty exprese zvysily u vzark pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzoiks pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCl a peBSV i nadaistaly na arovni
pozadi.

NejvysSi hodnoty koncentraci alkalické fosfatazyveorki byly nangfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici p@ERly az trojnasobné proti hodnotam
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedemypb transfekci se hodnoty koncentrace
zataly snizovat, coz bylo Zizobeno nejspiSe umrtim kikna rozpadem SEAP.

Jako nejdinngjSi se ukazal plazmid pCEP4. DalSi vhodné plazmidytransientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. PlazmidgBSV, pEAK 8 a pCl se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekbiunkdch HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako &&ja¢jSi plazmid pro transientni transfekci
do burtk HEK293/EBNA i dive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci raodk znazoiuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po premédransfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 Xp@orek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrazku je patrné, Ze nejvySSi koncemt@GEAP byla jitomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvySena exprese i veciado 2 (pcDNA5) a 5 (pcDNAS.1).
Hodnoty v grafu jsou gimérem hodnot r¥eni ziskanych vzdy ze dvou kultivieh lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP n#&ase uplynulém od transfekce

VedlejSim produktem pokusufigkterém byl uéovan nejdinnéjsi vektor pro transfekci je
kiivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti éase uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosazeno sedmy den po transfekci.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP rase — graf zndzéuje nénist exprese SEAP
po transfekci u plazmidu pCEP4. NejvySSi hodnotyc&ntrace SEAP bylo dosazeno 3 den
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po transfekci. Koncentrace SEAP potistala stejna az do poslednihogianého dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokus cilem najit nejvhodijsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEI. Srovnavany byly metody podle Muller@g)) Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobji popsany vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) bylojak
reportérovy plazmid pouzit pPCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla prové&da v duplikatech, veétrnacti 100mictyihranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmid po dvou sadach) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi &iaméd
koncentrace SEAPu vzatkbyla nandfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty nagené dive [2], coz niize byt zgisobeno iumrtim buk.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250rtlythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1%dk@ho séra + 4 kontrolni lahve.
Pokus byl provéagh se suspenzi o nizké tiné denzié (0,5 miléni/ml), coZz mohlo byt
piicinou nedspchu. Namdiené hodnoty absorbance se &€nshodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durodiye vyhodnocena jako n&ana.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzit
2,4 miloni/ml. Burgcna suspenze byla rozpipetovana do falkon po 1®mddfedna a poté
bylo odsadto médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Bistivemédiem dopknym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bi#mé suspenzeiptransfekci byla 24 x 1%ml.
Transfekce byla ug8né. Nejvyssi detekované exprese SEAP byla Ad/ml pii transfekci
20 ug/ml DNA odebranémétrnacty den po transfekci. Hladina expresézen dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilatky u vzorkikamcentraci DNA § transfekci
50 ug/ml DNA. [27]
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Tab. 6: Transfedni podminky u jednotlivych metod

koncentrace pom ér transfek éni kultiva €ni médium pom ér
DNA DNA:PEI médium transfek éni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 2,5 1.5 BV 293s BV 293s 1:10
BV 293s (pfip. + 1%
Durocher 1 1:5 HS) BV 293s (pfip. + 1% HS) 1:10
Hyclone
15 DMEM/F12
20 1:2 (Biowest) + 0,1%
Backliwal 50 Pluronic -
+ 3mM butyrat sodny
50 + 4 mM kyselina
50 valproova

Tab. 7: Michani transfékich snési na jednu lahev

puvodni koncentrace
metoda DNA (ug/ml) DNA (uh) 1 mg/ml PEI (pl) fedéni pomoci
Muller 500 100 500 150 mM NaCl
Durocher 5 25 1000 PBS
289,4 103,6 60
Backliwal 830 120,4 200 -
289,4 138,2 80
18 14,72

14

12

10 4

koncentrace SEAP {ug/ml)
[mn}

. - | 0

1 2 3

VZorky

Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu expr&8&AP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -
vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durochenrek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosazeno za pouziti yn&adkliwal. Asi desetinu \&#ku
exprimovaneho proteinu tiovyteZzek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové h@daot
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zaklad vysledki méieni byl jako nejlepSi metoda vyhodnocena metodakiBead
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovalgalikanasobs vysSich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzarknetody Muller (2005). Usg$nost transfekce u metody Backliwal
byla zajiStna nejspiSe vysokohustotni inou suspenzi a také vysSimiiqavky DNA
a PELI.

Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejgnééinna. Divodem niize byt pouzivani
buréénych suspenzi o niz8i hustoburék a nizkymi koncentraceni DNA figavanymi
k bunkdm. Také postup provedeni transfekce se zceldupeliod pedeSlych dvou metod.
Metoda Duroscherijilava transfeéni smés do findlniho objemu b@tiné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je traglste provaéha v mensSim objemu
a nasleda je zastavenarfdavkem média. U metody Muller byly detekovany haotyrexprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv ma také kultivéni médium, ve kterém jsouwsgtovany biiky. V médiu HYclone
buiky dosahovaly vySSi denzity a Zivotnost Bkibyla delSi neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na dinnost transfekce

Pomoci metody Backliwal (2008) bylo &ovano mnozstvi DNA vhodné pro transientni
To je mér nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistiéjvysSi dinnost @i 50 pg/ml
DNA. [27]
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Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntBgiA pi transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vabrkejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly diany
po transfekci 20 pg/ml DNA. Hodnoty v grafu jsodrpirem hodnot R¥eni ziskanych vzdy
ze dvou kultivénich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitor i histon deacetylaz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjd/an vliv inhibitofi histon deacetylaz
(butyréat sodny, kyselina valproova) na hladinu espr [28]
Koncentrace SEAP u vzorku gigavkem butyratu sodného #{(p50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyraZnneliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolnindodnoty
koncentrace SEAP gigavkem valproové kyseliny v médiu byly poléni nez hodnoty
vzorku bez pidavku (g 50 pug/ml DNA pro transfekci).
| kdyZz paiet burgk ve vzorcich obsahujicichtipavek butyratu sodného byl nizkyiepto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotde#iFSu vzorki bez gidavku, kde byl
pocet burgk vySSi. To znamena, Zeigavek butyratu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu burgk.

—&— 50 ug DNA
50 ug DNA + NaButyrat
) —¥— 50 ug DNA + valproic

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
€as (dny)

Obr. 23: Zavislost koncentrace SEAP n@@mnost inhybital histon deacetylaz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzbdbsahujicich 50 pg/ml DNA: bezgavku, s pidavkem
butyratu sodného do média addgavkem kyseliny valproové do meédia. Hodnoty wgjsadu
przmerem hodnot ¥eni ziskanych vzdy ze dvou kulivigh lahvi.
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5 ZAVER

V této diplomové praci zabyvajici se problematiktansientni transfekce bezsérove
burg¢né kultury pomoci polyethyleniminu byla hledana im@ini metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmi@ cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouziti
se dosahne nejvySSich hodnot exprese SEAP. ¢iNafj§im plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouzit v ndsledujicikpezimentech.

Byly testovany ii metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliw#2008).
Jako nejdinngjSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008)r&t dava pouzitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pug/ml, 20 pg/a 50ug/ml) pouzité pro transfekci
s vysokohustotni bwinou suspenzi. Bylo zji&to, Ze nejtinngjSi je koncentrace
20 ug DNA/mI transfedni snEsi.

Dale byl sledovan vliv inhibitdr histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valpé&)o
na hladinu exprese. Bylo zjito, Ze pitomnost inhibitodi v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu kkn
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

r-protein
DNA
cDNA
RNA
MRNA
E. coli
HEK bunky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
3T3
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklicka deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

mediatorova ribonukleova kyselina
Escherichia coli

lidské embryonalni ledvinovéiiky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohtetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohtetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomarnich sil (atomisde microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajika kiecka ¢inského

vajika mysi Svycarskeé

herpesvirus 4
B-glukuronidaza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelenfluorerkujici protein

alkalicka fosfataza

kaské serum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfatdza

standard

Mezinarodni federace klinické chemie a lalmrat
mediciny (Internationa federation of clinical chetry
and laboratory medicine)
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8 SEZNAM PRILOH

Slozeni médii a pulr

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibnd kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEARstové Kivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (200Tstove Kivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalimwakiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové Kivky
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9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufii

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouzito pro kultivaci b&ék kmeneEscherichia coli Z tchto burgk byla
nésleds izolovana plazmidova DNA.

Tab. 8: SloZzeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/l)
trypton 10

kvasntny extrakt 5

NacCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifiqal@azmidové DNA [2]

Roztok E1- resuspendai, uchovavanip pokojove teplot

50 mM Tris

10 mM EDTA

piidavek HCI pro apravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné fidat 100 pg/ml RNazy A, ktera je uchovavadat@plot 4 °C

Roztok E2- lyza&ni, uchovavan i pokojové teplot
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3— neutralizéni, uchovavanip pokojoveé teplot
3,1 M octan sodny
piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4— ekvilibrani, uchovavan ip pokojové teplot
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E5- promyvaci, uchovavariigokojové teplot
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6- elwni, uchovavanip pokojové teplot
1250 mM NacCl

100 mM Tris

piidavek HCI pro Upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivactipedlych 293HEK/EBNA bugk.

Tab. 10: SloZzeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka

koncentrace (mg/ml)

CaCl (anhydrid) 116,00
Fe(NGy)s - 9H0 0,05
FeSQ - 7H0 0,42
KCI 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSQ, - 7H0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCG; 1,20
NaH.PO, - 7HO0 134,00
NaHPQ, - H,0 62,50
ZnSQ- 7TH0 0,43
Glucose 3,1510
HEPES 3,5745
Hypoxanthine 2,04
Linoleic Acid 0,04
Lipoic Acid 0,10
Phenol Red - Na 8,00
Putrescine - 2HCI 0,08
Sodium Pyruvate 110,00
Thymidine 0,36
L-Alanine 4,46
L-Arginine - HCI 147,35
L-Asparagine - bD 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - kD 17,56
L-Cystine 24,00
L-Glutamic Acid 7,36
L-Glutamine 365,1
L-Alanyl-L-Glutamine (UltraGlutamine 1) 868,00
Glycine 18,76
L-Histidine - HCI - HO 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HCI 91,37
L-Methionine 17,24
L-Phenylalanine 35,48
L-Proline 17,27
L-Serine 26,26
L-Threonine 53,56
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9.1.4 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenzni linie btkn293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotenat vapenaty 4 mgl/l
Pluronic F-68 1qll
diethanolamin 3 ugl/l

fyton Difco select 2 g/l

pepton z laktalbuminu 2 gl
lipidovy koncentrét 1 mg/l
lidsky insulin 5 g/l

lidsky transferrin ATF 5 g/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZze jsou uvedené grafy — kalibra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min

pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance \ienych ¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Daleoys zde uvedeny tabulky s vysledy

koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovn&ohcentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pCl

2 peak8 8 pCl

3 pcDNA 5 9 pcDNA 3.1
4 pcDNA 5 10 pcDNA 3.1
5 pCEP4 11 peBSV

6 pCEP4 12 peBSV
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Transfekce — 1. den po transfekci

0,0025 -

0,0020 -

0,0005 -

0,0000

y = 0,0036x + 0,0002
R® = 0,7454

0,0015 - //
00010 | * .

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50

mean A A SEAP standard

Obr. 24: Kalibracni kiivka SEAP — 1. den po transfekci

Tab.13: Koncentrace vzaik- 1. den po transfekci

Koncentrace vzorku
1 0,20] (ug/ml)
2 0,21| (ug/ml)
3 0,20] (ug/ml)
4 0,21| (ug/ml)
5 0,24| (ug/ml)
6 0,20] (ug/ml)
7 0,21| (ug/ml)
8 0,20] (ug/ml)
9 0,20] (ug/ml)
10 0,22| (ug/ml)
11 0,21| (ug/ml)
12 0,21| (ug/ml)
STD 6000x |1,83| (ug/ml)
STD 8000x | 1,49( (ug/ml)
STD 10000x| 0,98] (ug/ml)
STD 12000x| 1,27 (ug/ml)
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0,25

0,24 -
0,23
0,22
0,21

0,2

koncentrace SEAP (ug/ml)

0,19

0,18 -

plazmidy

10

11
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Obr. 25: Koncentrace SEAP — 1. den po transfekci

Transfekce — 2. den po transfekci

0,0025

0,0020 ~

0,0005 ~

0,0000

y = 0,0041x + 0,0002
R?=0,7754

L 4
0,0010 ~

0,20

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,25

0,30 0,35 0,40 0,45

mean A A SEAP standard

Obr. 26: Kalibracni kiivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzark- 2. den po transfekci

Koncentrace vzorku

1 0,21| (ug/ml)
2 0,20( (ug/ml)
3 0,25| (ug/ml)
4 0,30( (ug/ml)
5 0,45| (ug/ml)
6 0,50] (ug/ml)
7 0,23| (ug/ml)
8 0,22| (ug/ml)
9 0,21| (ug/ml)
10 0,32| (ug/ml)
11 0,21] (ug/ml)
12 0,23| (ug/ml)
STD 6000x |1,81| (ug/ml)
STD 8000x |1,49| (ug/ml)
STD 10000x| 0,96| (ug/ml)
STD 12000x| 1,22 (ug/ml)
Z 06
2 0.5
g 0.4
w03
g 0.2
€ 0.1
<~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
plazmidy
Obr. 27: Koncentrace SEAP — 2. den po transfekci
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Transfekce — 3. den po transfekci

0,0025
0,0020
0,0015
0,0010
0,0005

0,0000

concentration SEAP standard (mg/ml)

y = 0,0039x + 0,0003

R?=0,8077

//

0,20

0,25 0,30 0,35 0,40 0,45

mean A A SEAP standard

Obr. 28: Kalibra’ni kiivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzark- 3. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,31| (ug/ml)
2 0,31| (ug/ml)
3 0,45| (ug/ml)
4 0,51 (ug/ml)
5 1,01 (ug/ml)
6 1,22( (ug/ml)
7 0,34| (ug/ml)
8 0,33] (ug/ml)
9 0,35| (ug/ml)
10 0,45| (ug/ml)
11 0,35( (ug/ml)
12 0,31| (ug/ml)
STD 6000x | 1,90 (ug/ml)
STD 8000x | 1,50| (ug/ml)
STD 10000x| 1,02 (ug/ml)
STD 12000x| 1,26 (ug/ml)
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o
[0}

plazmidy

Obr. 29: Koncentrace SEAP — 3. den po transfekci

Transfekce — 5. den po transfekci

Na nasledujicich grafech a v tabulkadch jsou uvedemy rekteré hodnoty vzork U
ostatnich vzork doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

y = 0,0029x + 0,0003

0,0025 - )
R® =0,9886

0,0020 +
0,0015 -

0,0010 -

(mg/ml)

0,0005 -

0,0000 ‘ ‘ ‘ 1
0,20 0,30 0,40 0,50 0,60

concentration SEAP standard

mean A A SEAP standard

Obr. 30: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzark- 5. den po transfekci
Koncentrace vzorkii

1 0,31 (ug/ml)
2 0,30 (ug/ml)
3 0,45 (ug/ml)
5 1,05 (ug/ml)
6 1,19 (ug/ml)
9 0,35 (ug/ml)

12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91f (ug/ml)
STD 8000x 1,38 (ug/ml)
STD 10000x|1,20[ (ug/ml)
STD 12000x|0,94 (ug/ml)

_;_x
T =

[ R
ol o =

koncentrace SEAP {ug/ml}

04
B 1o
] T T T T T

2 3 L 5 9 12

1

plazmidy

Obr. 31: Koncentrace SEAP — 5. den po transfekci



Transfekce — 6. den po transfekci

concentration SEAP standard
(mg/ml)

0,0025 -
0,0020 -
0,0015 -
0,0010 +

0,0005 -

0,0000

y = 0,0033x + 0,0002
R? =0,9915

0,20

025 030 035 040 045 050 0,55

mean A A SEAP standard

Obr. 32: Kalibra’ni kiivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzark- 6. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,21| (ug/ml)
2 0,44 (ug/ml)
3 0,36| (ug/ml)
5 1,04 (ug/ml)
6 1,14 (ug/ml)
9 0,27| (ug/ml)
12 0,21] (ug/ml)
STD 6000x |1,84( (ug/ml)
STD 8000x |1,42[ (ug/ml)
STD 10000x| 1,14 (ug/ml)
STD 12000x] 0,88 (ug/ml)
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Obr. 33: Koncentrace SEAP — 6. den po transfekci

Transfekce — 7. den po transfekci
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R? = 0,9997

0,0020 |
=
3 0,0015 1
c
<
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Obr. 34: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci



Tab.18: Koncentrace vzaik- 7. den po transfekci

1,2

Koncentrace vzorki
1 0,11] (ug/ml)
2 0,11| (ug/ml)
3 0,32| (ug/ml)
5 1,14 (ug/ml)
6 1,21 (ug/ml)
9 0,19| (ug/ml)
12 0,12| (ug/ml)
STD 6000x |1,90[ (ug/ml)
STD 8000x |1,41] (ug/ml)
STD 10000x|1,14| (ug/ml)
STD 12000x]| 0,93 (ug/ml)
Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci
1,4

0,8
0,6
0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

.

plazmidy

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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Nize jsou uvedenédistoveé Kivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

3.5

N
&)

y=0.1112x+ 2.6483
R?=0.4417

1.5 -

denzita (mil/mL)
(mil/mL)
N

0.5

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

¢as (dny)

Obr 36: Ristova kivka — peak8, vzorek 1

3.5
2 3 y = 0,131x + 2,9414
EE 5] R2 = 0,249
= =
£ & 2]
&
o 1.5
1,
0.5 1
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr. 37: Ristova Kivka — peak8, vzorek 2
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Obr. 38: Ristova Kivka — pcDNA 5, vzorek 3
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Obr. 39: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 5
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Obr.

40: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 6
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Obr.

41: Ristova Kivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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Obr. 42: Ristova Kivka — peBSV, vzorek 12
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Obr. 43: Ristova Kivka — kontrola
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9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Nize jsou uvedené grafyistovych Kivek kontrolnich vzork u nichZz nebyla provedena
transfekce, déleustové Kivky mérené po transfekci bezsérovych kultur a d@mych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s Hdavkem kaského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R? = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T
0 2 4 6 8
¢as (dny)

Obr. 44: Ristova Kivka — kontrolni vzorek (bezsérova kultura)

-
£
:
< 0.4 - y = -0.0154x + 0.6615
T 031 R? = 0.0769
S 0.2-

0.1 -

0 ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8
€as (dny)

Obr. 45: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 1
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0 * ‘
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Obr. 46: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem koiiského séra
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4 6
€as (dny)

Obr. 47: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra

64




0.9 - -

0.8 v\
0.7 ~

0.6 y = 0.7833
R?=0

denzita (mil/mL)
o
(&)

O T T T
0 2 4 6 8

¢as (dny)

Obr. 48: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 1
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Obr. 49: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 2
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9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZze jsou uvedené grafy — kalilbra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance viznych¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Dale jsalezuvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci

0,0025
£ 0,0020 -
= y = 0,0037x + 9E-06
E R? =0,9998
5 00015
]
©
& 0,0010 -
7]
o
X 0,0005 -
n
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@]
% 0,0000 T T T T T T T T
= o0 015 020 025 030 035 040 045 050 0,65
S _0,0005 mean A A standard
(@]
(&)

Obr. 50: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 2,016| (ug/ml)
DNA 15ug/ml 0,85| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,03| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,9624 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 1,9235| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 2,9484 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4119| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4933| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 1,41 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 0,92| (ug/ml)
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7.den po transfekci

0,003

0,002 -

0,002 A

0,001 -
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y = 0,0035x + 2E-07
R? = 0,9998
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0,6

Obr. 51: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,8516 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 3,1088| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,0258 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,8648| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,2348| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,4014 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,2919| (ug/ml)

67



11. den po transfekci

0,001 -
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Obr. 52: Kalibra’ni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcichl-den po transfekci

Koncentrace vzork(

DNA 15ug/ml 6,488 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,25| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,18 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 12,34 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,6392| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 5,2764 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,5204 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,68 | (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,7246| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,9632| (ug/ml)

68




14. den po transfekci
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Obr. 53: Kalibracni kiivka SEAP — 14. den po transfekci

Tab.22: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcictd-den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug 7,8048| (ug/ml)
DNA 15ug 1,22 (ug/ml)
DNA 20ug 9,96| (ug/ml)
DNA 20ug 14,72 | (ug/ml)
DNA 50ug 4,588| (ug/ml)
DNA 50ug 6,509 | (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,2344| (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,1664 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 3,2226 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 2,1261| (ug/ml)




Nize jsou uvedendstove Kivky u vzorki a kontrol.

denzita (mil/mL)

y=-0,1763x + 3,3846

R%=0,4922

(2]

8 10
€as (dny)
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Obr. 54: Ristova Kivka- kontrola 1
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\
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8 10
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Obr. 55: Ristova Kivka - kontrola 2
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Obr. 56: Ristova Kivka - 15 pg/ml DNA A
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Obr. 57: Ristova Kivka - 15 ug/ml DNA B
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Obr. 58: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA B
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Obr. 60: Ristova Kivka - 50 ug/ml DNA A
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Obr. 61: Ristovéa kivka - 50 pg/ml DNA B
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Obr. 62: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + butyrat sodny A
3
2,5 -
[
y =-0,0842x + 2,0064
21 R?=0,405
-
E
E 15
o
N
c
(<]
° 1
0,5 -
0 : : : : : :
0 2 4 6 8 10 12 14 16
¢as (dny)

Obr. 63: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + butyrat sodny B

74




2,5 1
¢
2 i
g y = -0,0842x + 2,0064
= R? = 0,4652
E 15
s
‘N
&
© 1 i
0,5 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 8 10 12 14 16
¢as (dny)
Obr. 64: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + valproové kyselina A
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Obr. 65: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + valproové kyselina B
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ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientmingfekce bezsérové bigmé kultury
pomoci polyethylenimiin

V teoretickécasti jsou obsazeny poznatky o vzniku rekombinahtmiolekul DNA, pouZiti
expresnich vektdr prenosu DNA a nasledné detekci rekombinantniho protei
Experimentalni cast byla zamena na nalezeni vhodné transi@k metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi Bilsami byly buiky 293HEK/EBNA.

V prvni ¢asti byl zvolen nejginnéjSi plazmid — pCEP4/SEAP. Dale byly zkoumary t
transfekni metody: Muller (2005), Durocher et al. (200 ackliwal et al. (2008). NejvysSi
dosazené exprese SEAP bylo dosazeno metodou Bactkliwal. (2008).

ABSTRACT

Master’'s thesis deals with the transient transbectif the serum free animal cell culture using
polyethyleneimines.

In the theoretical part formation of recombinant Akolecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinantginstare discussed.

The experimental part deals with efficiency of thelyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditio283HEK/EBNA cell line was chosen

as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP watected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher ef{2007) and Backliwal et al. (2008).

The highest recombinant protein expresion was hezhcising the method of Backliwal et al.
(2008).

KLi COVA SLOVA
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1 UVOD

Stale vyznamgSim odwtvim biotechnologického a farmaceutickéhdimyslu se stava
vyroba rekombinantnich protéinRekombinantni proteiny jsaiasto poZzadovany ve velkych
mnozstvich, jde o stovky miligramaz gramy r-proteiin Jedna se zejména o produkci
antikoagulani, vakcin, terapeutik, lidského insulindstovych hormoti apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu jéleZité, aby byl protein spragrsbalen, a aby
mu hostitelska hitka zajistila vSechny posttrangtd Upravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiS€no, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsoucséunky.

Zatim bylo testovano vice nez 1000 sekvenci DNAluUfigich proteiny potenciain
vyuzitelnych @i 1écbé lidskych nemoci. WSina tchto molekul byla exprimovéana
v hostitelskych biikach, giblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych tést 80 latek bylo
schvaleno jako lBva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikoéippavy r-proteii pomoci transientni transfekce
eukaryotnich butk 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cilenéhterpsu nukleové
kyseliny do hostitelskych bwhk. Fi prechodné (transientni) transfekci nedochazi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské by k zatlenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské nky a nasleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein de¢ekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni tséekce na zakladpoznatk publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZzenyrstvi je tvorba rekomhingh (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer technikylty rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovana DNA je ziskana kiuz donorového organismu, jehoz DNA kédujgakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZit dlen syntetizovany gen. Prvnim krokenti pvorbé
rekombinantnich molekul je hledani a izolace klamwho genu. K vyhledani cilové
sekvence DNA se konstruuji geonomové knihovny. @en@ knihovna je soubor
naklonovanych fragmefit DNA, které dohromady tw genom jednoho organizmu.
K vyhledani specifického genu se vyuzZiva metadéni geonomovych knihoven. [4]

Klonovéni gentd
ATC
. GCTC
v
= ® '
vektor mRNA [INA rasynicti anand
Gernomovi v cheaicky
‘ aipere [NA cDNA
¥ resinkinim

spojeni velktorweé modekuly a
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\I/Mii ke huka

Mr-llhhiirhhiiﬂw

((\_r\ i: @ _5 rekombimsnini molekuls DNA

3 \\ Selebice Monl obsatiyicich
6"3‘. rekombinantr [INA a jejich

d”lg/' \: -
|————1 j=———:} i S =]
Stuchum
funkce Priprava latek Cilené zminy genu a
gendl pliprava litok s novymi
viastnostmi

Obr. 1: Schéma klonovani gefb]



2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na péarovani komplementarnich dusikdtgzhjednéetzcovych nukleovych
kyselin pomoci vodikovych @stki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery jecasté&éné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementarni s klonovanou sekvenci DNAADdbnda nese zglu, ktera je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovérattzci sondy niZze byt zakomponovan
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondge sekvenci DNA detekovan
nag. radoigraficky. Sonda fize byt zn&ena i neradioaktivh) nag. imunologicky.

K hybridizaci Ize pouzit fragmenty po agar6zoveogélelektroforéze, kdy pomoci filtmich
papiiti a kapilarnich sil jsou fragmentygneseny (feblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovanyiag se sonda, ktera hybridizuje s cilovymi sekvarice
DNA — Southerfiv blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navazan antigen. Poté je do roztoku PibRana smis primarnich protilatek,
které se specificky vazou k antigen. Nasleds se pidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primarni protilatky a zaroveesou zné&ni, které je snadno detekovatelné,
napg.enzym (alkalicka fosfataza). Porigani substratu je substrat &min enzymem
na produkt a tato reakce je doprovazena barevnotnam Poté je signal sondy zjat
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuziva pokud klonovany gen kddgpeézu enzymu, ktery neni norméain
hostitelskou bitkou produkovan. Kolonie jsou z8mvany na misky s vhodnym substratem
(S8krob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amylazuna zaklad selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrat, aittidbsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuzivan, pokud klonovany deéduje syntézu esencialniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apodezbytného pro ipziti buiky. Gen
se fenese do butk, které nejsou schopnéist na substratech bez esencialni slozky.
Pokud buiky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopnié&trna minimélnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouZi kienosu cizorodé DNA do hostitelskych BknCim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySujgninost fenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovA mista pro restik endonukledzy. Resttiki endonukleazy jsou
enzymy, které vektor nagti a do tohoto mista je vlozen gen zdmu. Na vekjervzdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Déle vektoru oljsabelekni marker, ktery umailje
identifikovat, které biiky ziskaly vektor. Jako sel&ki markery secasto vyuZzivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (n&pampicilin). Po provedeniipnosu rekombinantni DNA
do hostitelskych buik senzitivnich na antibiotikum, jsou tiky vysety na médium
s piidavkem antibiotika. #Ziji jen ty buiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se né&stji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samorepli&uj
se extrachromozomalni molekuly DNA izolované z bakt Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dale fagové vektory odvozené od faga lambda a gd td13. Cizoroda DNA se mnozi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA fagarida. Poté se vytyoviriony (fagove
castice), které se skladaji z DNA zabalené v ki ke které je ipojen btik.
Za pritomnosti viriori se na vrst¥ burek zatnou tvdit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojujihody obou tyf vektori. Pomoci
fagovychc¢astic je DNA injikovana do hostitelskych bikn Kosmid obsahuje @vcos mista,
které se v hostitelské hoe spoji a vznikne kruhova molekula DNA. V hossk& buice jsou
poté uchovavany jako plazmidy. Dale kosmid obsalagn pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych hkéch, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodasmid je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulkal). Pomoci d&chto vektoti I1ze klonovat i soubory
geni (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vekiif4]

vektor Hostitelska buika Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofagh A1 E. coli 10 - 20
Kosmid E. coli 35 -45
Bakteriofag P1 E. coli 80 — 100
Bakterialni undly E. coli 50 — 300
chromozom

P1 bakteriofagovy uy E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy ungly kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umely chromozom Lidské hiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt sprévrexprimovany v bakterialnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuiji introny a exony. Proktcké buiky nejsou schopny vyishavat
introny z gepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych igenbakterialnich bikach byly
vytvoieny specialni postupy.
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Z organismu se vyizoluje celkova RNA. Eukaryotnidméorova RNA nese na 3" konci
polyadenylovy konec. Mediatorova RNA se ¢ldebd celkové pomoci kolony, ktera obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navazou plolyatleré konce mMRNA pomoci
vodikovych niistki. Poté jsou $peny vodikové ristky pomoci specialniho pufru a RNA
je eluovéana ven z kolony. Mediatorova RNA jfepsana do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptazi. Vysledkem je fragment dw¥etzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA miZze byt vnesen do hostitelskénlby E. coli. Pro expresi eukaryotnich gen
jsou vyuzivany kvasinkove, hmyzi a savektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryotiaigrkerovy gen pro selekci v hostitelské
buice, promotorovou sekvenci, transkmp a translani stop signaly, sekvence
pro posttranskrigni Gpravy RNA, poatek replikace fundni v hostitelské hice
(extrachromozomatreplikujici se DNA), nebo integkai misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské biiky. [4]

. . Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

—_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklada/Ze“dsti. Prokaryoticka oblast nese misto ori
(pocatek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinunkfni v buikach E. coli.
Pro eukaryotni biky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k nemmyExpresni oblast
obsahuje promotor, za kterym nasleduje klonovastar{MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich derjsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekmarker funkni v E. coli. Dale obsahuje ori
misto, sele&ni marker pro eukaryotni hostitelskounku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a terminatorovou sici. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrilkini endonukledzy jsou enzymy, které¢pst DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikendonukleazy byly izolovany #azanych
bakterialnich kmeih Jsou ozngeny zkratkami podle toho, z jaké baktérie byly arsk
(nag. EcoRlI zEscherichia coli. Pivodni vyznamdchto enzyni je ochrana fed cizorodymi
DNA, nag. virovymi. Aby se zamezilo &eni hostitelské DNA, je chréna ged pisobenim
enzymi methylaci. Tyto enzymy se vyuzivajii gvorbeé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je n&pen stejnou endonukleazou. &ni
fragment probiha za vznikuigcnivajicich nebo tupych kofc

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donoroveého organizmu je izolovana DNA. Poté jeenen cilovy gen a vy§ben pomoci
restrikini endonukledzy. Stejnou restiik endonukléazou je n&pen plasmid v cilovém
mis& pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Rfenlinearni molekula plasmidoveé
DNA s precnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle Zt@ho enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichany s cilovou DAANEs je inkubovana s DNA ligazou
za @Fitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (ptag-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do burk

V piirod casto probiha iirozeny genos DNA do hostitelskych bk K tomu dochazi
pii bakterialni konjugaci, ffirozené transformaci nebo kgmosu DNA Bhem virové infekce.
DNA lIze do bugk prenaset i za pomoci fyzikalnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky piFenos

Bunky a roztok DNA jsou inkubovany v prdeti roztoku chloridu vdpenatéhé geplog
0°C. Poté je roztok zaat na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a Gas@ postup#
pfiddva HEPES-fosfatovy pufr. Sis se inkubuje i laboratorni teplat, a poté je vznikla
sraZzenina dispergovana v ptesti bugk. Doba inkubace musi byt optimalizovana
(je zpravidla kratSi nez 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNAipnese fimo do jadra boky. Tato technika je velmi
narana a zabere mnohdasu. VyuzZiva se tpdevSim @ tvorbé transgennich ziat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena kiido projadra neboipno do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savf5]

2.5.3 Prenos pomoci liposora

Na zéklad hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném piesi shlukuji k sob a vytvai
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatiockynterakci se navzajentiahuji kladré
nabité lipidy se zaponnabitou DNA za vzniku agregatCéstice nesouci kladny naboj
interaguji se zapoénnabitou butcnou membranou, ktera je rasn hydrofobni, a poté
je uskuténén vstup do hostitelské hky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZze/ cen
transfeknich lipidi jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuwie pouze v menSich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace dumrlektrickym polem o vysokém n&p
Elektrotransformace probiha za nefyziologickychmatek.
Pripravi se elektrokompetentni kky a poté se na sfm burgk a prenasenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls ip nizké teplok. Nasleduje regenerace kn Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v Uzkémmezi elektrického n&f a doby trvani
pulzu.
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Tab. 2: Rozmezi elektrického riippro tizné typy bugk [6]

G - 7 — 15 kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, Ziv@iSné buiky 1-2kV/icm

Béhem elektroporace zahyne velky¢épb burgk. Zavisi na biologickych faktorech jako
je st&i burek, velikost buik, koncentrace a #gob regenerace bk
Molekularni mechanismus elektrotransformace neaimzrExistuje teorie ipchodné tvorby
hydrofilnich p6ru, kterd ddb popisuje &e probihajici fi pokusech s hikami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi ne@genymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby poK, transport molekul péry a navrat membrany deqainiho stavu.
Z doposud znamych experimentalnich dat lze vyvozaea mechanismusignosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem Hhiky, difize DNA indukovana elektrickym polem a pasiv
difuze. Aplikace elektrického pole neni podminkdermsu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. [f#@tiont se vaze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvé se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je sgeky pro povrchovy
receptor biiky a je zodpowdny za pdatesni interakci komplexu s hikou.
DNA je mozné penést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextrREI), ktery
asociuje se zapogmabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladmabity a vaze se
na zapora nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nasledujégmos komplexu pomoci endocytozy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

il

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internettpgcommons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni sléanina, jejiz zakladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se mize vyskytovat jako linearni forma, ktera se naclpéizbokojoveé teplat v pevném stavu.
Druhou formou je rozitveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy IP&& pouzivaji
jako transfekni ¢inidlo s iznym stupgm polymerace aidznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZzit préepos DNA. [7]

Molekula PElI ma pufrovaci schopnosti. Rézena forma tvii primarni, sekundarni
a tercialni aminy. Atomy dusiku obsazené v moleliEl mohou byt protonovany, coz udili
molekule nabojCim vice atom dusiku je v molekule obsazeno, tim {#5¢ naboj. Informace

Mriviw s

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvtveny polyethylenimin, zdroj internet: http://wwwplerpolymers.com/

Pred samotnou transfekci sépavi roztoky DNA a PEI o igsné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul akuzkomplexu DNA/PEI na zaklad
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI selgknou k sob a vzniknou kladé
nabité nandastice. Nandastice se poté navazi na bBamé zapord nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu b&mé membrany. [11] Dovriit bungk pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozonieg pisobenim lysozomalnich nukleaz. Uwnluiky
se uvolni DNA z endozomu diky pufrovaci schopnd3kl tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy ldfe[12] To vede k nahromadi
kladného naboje, coz apobi influx chloridovych aniofita vody do endozému. Endozém
nabobtna, uvnitse zvySuje osmoticky tlak, coz vede k prasknutiogtmu. [13]

Této domrnce vSak odporuje skuteost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI jefiplizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci ma PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Zthto divodi je nepravépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli g prasknuti endozomu. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovdomoci mikrotubui k jadru, kde
secast komplexu rozpadne dikyimmnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNAJ]
DNA pak samostath prechazi pes jadernou membranu a poté se wgadaleni
do chromozomu. Mechanismughto pochod neni zatim zcela obja&m [14] [16]

V pribéhu transfekce a uvaini DNA z komplexu zalezi nai@dem zvoleném pogru
DNA:PEL.

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopimmaarnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEI. Velikost byla stanowema 20 az 40 nm.i&né por&rové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zaamransfekce pomoci PEI byly
testovany viiznych objem. [7] [17] [18]
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Obr. 6: Schémaienosu DNA do jadra liky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buiky a organismy

Pri vybéru hostitelského organismu je peba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotnitiRxpresi eukaryotnich gérhostitelska biika zajisti vSechny
posttranskripni a posttranstai Gpravy. Vznikly protein jec¢asto identicky sirozerg
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buiky

Nejdetailréji prostudovany organizmus, ktery se pouziva proon&lani gef
je Escherichia coli Vyhodou je vysoka dinnost transformace a fakt, Ze existupda
expresnich vektdrs regulovatelnymi promotory futkich vE. coli. Nevyhodou je, Zéada
cizorodych proteifi se nevytvé ve funkni podolg.

Jako dalsi hostitelské organismyazly G - bakterii se vyuzivBacillus sp Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnoZzstvi extracelularnienzymi, které Ize lehce izolovat
z média. Snadno se kultivuji a adaptuji i@@u podminek kultivace. Lzefipravit fadu
mutanti hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedna se o jednobtimé eukaryotni organizmRada kvasinkovych génje homolognich
s geny mnohobunych eukaryotnich organizim maji podobnou buignou biochemii
a regulaci gein U kvasinek Ize stanovit dominanci a recesivitel.dVaji kratkou genetai
doba a vysoky ptet jedind, kultivuji se na definovanychigach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povazovany za bémpe (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umiaie pipravu I€iv pro humanni medicinu. Ty
eukaryotické proteiny v aktivni podéblze dosahnout sekrece do predf. K nefastji
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pouzivanym drutim pafti Saccharomyces cerevisjagichia pastoris Kluyveromyces lactis
aHansenula polymorphd4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pi genetickych manipulacich je totipotence, coZ zea&) Ze celou
rostlinu mizeme vygstovat z jakékoliv jejicasti. Mezi dalSi vyhody séadi schopnost
regenerace, velky pet semen, kratkA geném doba a asexudlnifikeni. Rostlinné
biochemické drahy poskytuji fmyslové suroviny a féva. Modelovym organizmem
pro ely molekularni genetiky jarabidopsis thaliana
Jednou z moznosti fgnosu cizorodé DNA je tpnos pomoci bakteriAgrobacterum
tumefaciens Tato bakterie firozere infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tom
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvencd. [5

2.6.4 Zivo&idné buiky

Jsou izolvany z tkani Zietchu a poté kultivovany in vitro. # kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobajfipzenym, proto se udrzujifipteplo® 37°C a v modifikované
atmosfée (5% CQ). VeSkeré manipulace sitkami musi byt provéghy ve sterilnim
prostedi. WetSina burk roste pisedla k pevnému povrchu, jako wiodni tkani. K fistu
je nutné pouzit kultiveni médium, které hikdm dodava poebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dulezité latky.

K nejcastji pouzivanym paif CHO (Chinese Hamster ovary) —iby pavodns izolované
z kieccich vajitek a 3T3 — biiky z mySich vajiek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidini kddedvinové biikky a HelLa (Henrietta
Lacks) — epitelialni bitky z rakovinnych bugk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiky byly poprvé pipraveny roku 1970 v laborafo Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskany ze zdravych pmeingch lidskych plodl a poprvé
kultivovany jako primarni HEK hiky. Pozdji byly upraveny pomoci ¢ii adenovirovych
geni. [20] Zkratka HEK oznéuje lidské embryondlni ledvinové itky a ¢islo 293 oznéuje
293. Grahaniv pokus.
Tyto buiky se dobe kultivuji a probih& u nich relatigrsnadna transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorke rekombinantnich protein ProtoZe se jedna o lidskéiiky, jsou u exprese zajity
spravne posttranskiipi a posttranstai modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
I pro tvorbu lidskych terapeutik.
Bunky 293HEK/EBNAL jsou biiky, jejichz DNA byla pozrinéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu bylclenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprdio
jako jaderny antigen, ktery umiadie epizomalni replikaci specifickych plazmid[21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickémiagku replikace sekvence vazajici se
na EBNAL. Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvenceisérgnsientni transfekci nereplikuji
a jejich p@et v buikach klesa viksledku bugéného d@leni. Ri transfekci specifickych
plazmidi do EBNA burk dochazi k replikaci specifickych plazniich k genosu plazmitl
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do dceinnych burk pri bunécném dleni. To vede k&Si expresi cilového genu &tsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dneSnb&gsou buiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivaneé biky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi €chto geti I1ze snadno detekovat a kvantitativstanovovat. Mohou tudiZ slouZit
jako nefitko exprese transgéns rmiznymi promotory, s iznou strukturou, v tuznych
genotypech a zaiznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferaza je bakterialni enzym, rkte nezpisobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZiva u eukarydtriorek, které jsou firozere rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Péadani extraktu z rostlin se z&eny
chloramfenikol peméinuje na zn&ny acetylovany chloramfenikol, ktery Ize
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotantitativre.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

Jedna se o bakterialni enzyi coli, ktery se oznaje jako GUS. Zatim nejusprejsi
transgen pouzivanyiiptvorbé transgennich rostlin. Tento enzymémn vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskuijici latky. Existly¢ metody detekce aktivity.
Fluorescetini. metoda, kterd& se provadi v homogenatu se  stdistra
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po o#ni rozlozeného MUG dlouhovinnym UV
365 nm dava modrou fluorescenci 570 nm.

Druh& metoda je histochemicka. Pouziva se chrommgaibstrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozS¢peni dava modrou barvu, ktera je nerozpustngstaza v bikach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze sitlusky Photinus pyralisnebo kodujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei Po dodani substratu (luciferin, ATP) k ktnému extraktu, nebo
do kultivatniho média dochazi k emisi tgai nefitelného luminometrem, scinttaim
pacitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substgn&rné drahy.
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2.7.4 Transgen pro zeler fluoreskujici protein (GFP)

Jedna se o gen z meduxgqorea victoriaProtein GFP femeéinuje modré sitlo na zelené.
Méa schopnost emitovat zelen&t8u po oz@éeni modrym sstlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodabbtratu nebo kofakiinr Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyzZ je fazovan s jinyrtpinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zrngnén chromofor, takZze fluoreskovanééte mize mit Gznou vinovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalick& fosfataza (ALP) je hydrolyticky enzym api@lné pasobici gi alkalickém pH,
vyskytuje se v krvi v mnohaiznych formach, které se vyttiav kostech a v jatrech, ale
i v jinych tké&nich, jako nap v ledvindch, placent stevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytujii icéti pri rustu kosti, v&hotenstvi,
zatimco patologickd zvySeniétginou souvisi s hepatobiliarnim procesem a s kostn
onemocgnim. U hepatobiliarnino onemaoari ukazuje na obstrukci zlavodu, jako nab
u cholesterazy vyvolané dovymi kameny, nadory nebo ziam. U kostnich onemoéni
je zvysen&innost ALP vyvolana zvySenou osteoblastickmonosti, jako nap u Pagetovy
nemoci, pi méknuti kosti (rachitid), kostnich metastazich a hyperparatyreoidismu.

Za gen zajmu byl Zazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu, ¢ezsnadno
detekovatelny protein. K b&dné suspenzi seridava substrat, ktery jecinkem alkalické
fosfatazy zminén na produkt. Tato reakce je provazena barevnaunawma intenzita zbarveni
je zmetena fotometricky.

2.8 Transientni (piechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuziva k produkci rekioamfiinich proteifi. Vyhodou
piechodné transfekce je rychlost produkce r-prétein
Pti prechodné transfekci nedochazi po proniknuti cizér@NA do hostitelské hiky
k zatlenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikmejédra hostitelské hiky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantnihoimuot@ekombinantni protein Ize detekovat
jiz par hodin po transfekci. DNA se riepaSi p mitbze na dcBnné buiky, tudiz
je transientni transfekc€aso¥ omezena. Vyky této transfekce séadow pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do s&h burtk mize byt jako trasfeini cinidlo pouzit
fosforegnan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Tifekse probiha bdi v malych
objemech bu&né suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dgisabjemi o velikosti
az stovek lith. Paty az deséaty den po provedeni transfekce doéhamdukci rkolilka
miligrami az grani r-proteinu. [17] [22] [18] [25] [26]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a metody

3.1.1 Chemikalie
Tab. 3: Pouzité chemikalie:

Plasmidové DNA: pCEP4, peBSV, pcDNA3,1, pcDNA 5] geEAK 8 , precisténé

Polyethylenimin (PEI), linearni (1 mg/mL)

Fosfatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukoza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (kaiské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g;,KPQO, 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 | destilované ¥pd

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova moti(0,4 % wi/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% wi/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomicky a pristroje
Tab. 4: Pouzitéifstroje a pomcky

Laminérni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CQ inkubétor (5% CQ 37°C)

Orbitalni fepaka

Spektrofotometr

Swtelny mikroskop

Pristroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva¢ni lahve T-75 crh

Sérologické pipety 1, 2, 5, 10, 25 ml

Mikropipety

Kryovialky na zamrazovani

Jednorazové tuby 12-50 ml

Jednorazové zkumavky eppendorf

Sterilni rukavice

Sterilni filtry a davkovae

20




3.1.3 Burky a kultivaéni média

Pro tento experiment byly pouzity itky 293HEK/EBNA1l. Jak uZz bylo uvedeno
v teoretickésasti, jedna se o lidské ledvinovériy ziskané z potracenych pinddo genomu
téchto burk byl wlerén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimoyako jaderny
antigen, ktery umatuje epizomalni replikaci specifickych plazmid21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém ¢atku replikace sekvence vazajici se na EBNAL.
Plazmidy neobsahujici EBNAL sekvence Bdnansientni transfekci nereplikuji a jejichqed
v bunkach klesa v @sledku bus¢ného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
pii bunééném cleni. [22]
Tyto buiky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvarith. Zpoatku se provadi
kultivace v kultiv&nich lahvich T-75, kdy jsou lily prisedlé na dé nadoby. Jako médium
se pouziva DMEM/F-12 s 10%idavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrziklguprisedlé
na drt nadoby. Jakmile hiky dosahnou 80-90% konfluence pasazuji se, rozsaeugo
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kaltivie pouzivano BV 293s médium
s 1% gidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérdBunky se uchovavaji veétyrhrannych
sklerenych lahvich. mlezité je zvolit spravny objem, ktenni asi 30% z objemu lahve,
aby bylo zaji&no optimalni mnoZstvi kysliku. Lahve se utwi$ na orbitélni tepaku, aby
se buikky neshlukovaly, umishou v humidifikovaném inkubatoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpiii priméru ot&eni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje peet burgk a jejich naiist. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové feod
a Burknerovi konirky se buiky spaitaji. jakmile buiky dosahnou exponencialni fazestu,
jsou @ipraveny pro transfekci. Pokud sec¢pb burgk zdvojnasobi za 24 hod, jsou by
v exponencialni fazi.

Obr. 7: Kultivacni média (Lonza)xdroj internet: http://www.eastport.cz/
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3.1.4 Metody

RozmrazZeni busk a kultivace
Pasazovani a zamrazeni bBkin

Paitani bugk pomoci trypanové mad
Prevedeni na suspenzni linii

Izolace a purifikace plasmidové DNA
Metoda transfekce 1 - Muller (2005)
Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)
Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)
Stanoveni exprese reportérového genu

3.1.5 Rozmrazeni burgk a kultivace

Bunky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodabskladovany fi nizskych teplotach (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Ptedem bylo fipraveno 12 ml kompletniho vy&tého média do T-75 (75 épkultivacnich
lahvi, DMEM/F-12 s pidavkem 10% FCS, aby Bky prisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vymeénéno médiu za nové kompletni médium, aby sd&vogniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), kierpro buiky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odsato a nahrazeno novym kompletnidiemés gidavkem antibiotika G418
(geneticin). Fdava se 250 pug na 1 ml. Bky byly inkubovany p 37 °C a 5% CQ
v humidifikovaném inkubatoru dokud nedoséhly 803®&onfluence (normath4 — 7 dni).

Obr. 8: Buiky po rozmrazeni
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Obr. 9: Buiky HEK293 EBNAL1 3. den po rozmrazeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazeni buik

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buiky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, aby se biikky odpoutaly ode dna. Trypsirigobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovan a kontrolovan pod mikroskopem. Poté byteymatickd reakce zastavena
pridavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsinstupré Uplné rozbil burééné
membrany.

Pro dalSi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebran@®,— 1 ml ztrypsinizovanych begk

a pidano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniléalia s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovana biina suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 259 g a RT.
Byl odsat supernatant a kigny pelet byl resuspendovan fedem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + IDWISO). Burécna suspenze byla
rozpipetovana do kryovailek, které byly ihned puetyy do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy butiny, obaleny alobalem argmistny do mrazéaku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmrazen kontrolni vzorek, zda byliky spravié zamrazeny. Pokud bylo
zamrazeni Us§3né, byly buiky presunuty do kryogenniho boxu.

23



3.1.7 Poeitani bunék pomoci trypanové modi

Bylo odebrano 100 pl z baéné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shlukyékun
a bylo gidano 100 pl 0,4% roztoku trypanové niedVSe byloradré promichano a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Birkerovy kdg s gikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovan vzorek a pod mikroskopem byggany zivé (zluté) a mrtvé
(modré) buky v 10 ¢tvercich a na levé a horni hranittverce. P&et buiek byl sp@itan
podle vzorce:

X =x[2[25

X - denzita busk v 1 ml

X — paiet bertk v 10¢tvercich

(2 — vztaZeno ngedéni burécné seuspenze: trypanove mod 1:1; 2,5 — vztazeno na roZm
jednohoctverce)

Obr. 10: Paitani burgk v Blrknero¥ komirce (hemocytometr) — Zluté (zivé) a modré (mrtvé)
buiky

3.1.8 Pievedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsato médidahve. Buky byly oplachnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého méBidy pridany 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bugk, ktery byl gedem vylkiat na pokojovou teplotu, aby serly odpoutaly
ode dna. Trypsin {sobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovan a komtvah
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce vesta gidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupriplné rozbily burécné stny.

Ztripsinizovana bu&na suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min 250 ¢

a [¥i pokojové teplat (RT — room temperature).

Poté byl odséat supernatant a bytidano 20 ml BV 293s s 1%iplavkem HS a hiky byly
resuspendovany. Zpatku byly buiky kultivovany v T-75 kultivénich lahvich v 20 ml
média a po dosazeni 90% konfluence byly zbavenyianéd sérem a resuspendovany
v ¢erstvém meédiu bez séra. Potégazeny do 250ngtyrhrannych sklegnych lahvi s 50 ml
média. Lahve byly umisbhy na orbitalni tepa&ku o rychlosti michani cca 100 rpm
pii praiméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan qa burgk a s fistem pdétu burek bylo postupg
navySovano mnozstvi kultivaiho média. Kongny objem buiéné suspenze byl 400 ml, kdy
bunky byly kultivovany v 1l étyrhrannych sklegnych lahvi. Denzita buk se udrzovala
do 4 miléri/ml a obsah HS se postupsniZzoval az na nulu. Do kultitniho média bylo
piidavano antibiotikum — geneticn, ktery zajistil edadi burgk. Pridavek geneticinu
do kultivatniho média byl 250 pug/ml.

3.1.9 lzolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro poz$i transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCl, peBSV, které obsahuji gen zajmu EBNAdoZz je gen Kkodujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence orioBpovidajici p&tu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci pladiové DNA.

Na Petriho misku byla z&kovana kulturaEscherichia colipomoci Kkizového roztru

a ponechana v termostatu (37°C). Po narostenirguttyla pomoci pedem vyzihané kiky
pienesena jedna kolonie do 10 ml LB médiafidgvkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod nepaice (220 rpm, rotni pramér 1,2 cm) pi teplo& 37 °C

— startovaci kultura.

Po 24 hod byla kulturaipsazena do 400 ml LB média davkem ampicilinu v pogtu
1:1000, tedy 400 pl.

DalSi den byla z&tena opticka denzita (Qf) suspenze a vypten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

1200

V[ml] =

600

Vypoéteny objem suspenze byl centrifugovan za podmia€iC, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovam 12 ml E1 pufru (sloXeniFrilohy) s gidavkem Rnazy.
Poté bylo pidano 12 ml lyzaniho pufru E2 do tuby obsahujici l#nou suspenzi a vSe bylo
promichano lehkym ot&nim tuby. Po 4 min byla lyze btk zastavena ijdavkem
neutraliz&niho E3 pufru a obsah tuby byly &@gromichan lehkym igtacenim. Timto byly
buinky permeabilizovany a dezintegrovany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, ktera higdem ekvilibrovana 25 ml ekvilibkaiho
pufru E4. Po prokapani roztoku kolonou byl na fipEt nanesen ekvilibkai pufr E4. Bimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru E5 prangtokolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml el&niho pufru E6 a eluat byl jiman do tuby.

Béhem procesu Ize proveést kontroly na gitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po @idavku neutralizénino pufru E3, nebo pofijgavku wash pufru E5, kdy kontroly
na gitomnost DNA vychézi negati¥n nebo po fidavku eléniho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivre.

Poté bylo keluatu fidano 10,5 ml isopropanolu. $m byla pdadre protepana

a centrifugovana po dobu 45 miii @°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a peigt b
pieveden do 5 ml 70% ethanolu najsténi, a dale byl centrifugovan po dobu 10 minRT

a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsthianol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bila barva peletu bylaémtma ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpustna v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o leosti pém 0,2 um a ni@din sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci bylyygty i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla usmisio odstedivky. Podminky centrifugace:
1 -4 min, 12 000 g. Pokud veSkery roztok DNA né&ptgies kolonku, byla centrifugace
opakovana.

Dale byla u vzorku zgfena koncentrace &stota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agarézovy gel a byla provedena korisitday na gelu.

Cistota vzorku by se #ha pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud¢jstota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovan proteiny. Pokudijstota &tSi nez 2, vzorek je kontaminovan RNA.
V piipact kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to op&kdm poslednich krdk
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladim v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobéadkhi

(déle nez 3 dny) byl umist do mrazaku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcictOr. 11-1§ jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnichrix@ch. Jedna se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje egkvenci a seleki marker funkni
(rezistence na ampicilin) &. coli. Dale obsahuje ori sekvenci, selekmarker pro eukaryotni
hostitelskou bitku a klonovaci misto MCS. Kazdy vektor obsahujew@lmista pro restréki
endonukleazy (napHind Ill, BamHl).
Jako hostitelské hitky byly zvoleny buky 293HEK/EBNA1L. Butky 293HEK/EBNAL jsou
buiky, jejichz DNA byla pozrminéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich gendoyiu
vélerén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je expn@o jako jaderny antigen, ktery
umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazniid [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém ¢htku replikace sekvence vazajici se na EBNAL. Rldygm
neobsahujici EBNAL1 sekvence sdéi pransientni transfekci nereplikuji a jejich ged
v bunkach klesa v @sledku buscného éleni. Ri transfekci specifickych plazmiddo EBNA
burgk dochazi k replikaci specifickych plazniid k genosu plazmiél do dcéinnych burk
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pii bunééném dleni. To vede k §Si expresi cilového genu &t8i produkci rekombinantniho
proteinu. [22]

NiZze jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBS¥ré&tobsahuji gen zajmu EBNA1
a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAL nenesou.

3.1.10.1Plazmid peBSV1/SEAP
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Obr. 11: Mapa plazmidu pEBSV1/SEAP, zdroj interhép://bccm.belspo.be/

3.1.10.2Plazmid pCI/SEAP
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Obr. 12: Mapa plazmidu pCI/SEAP, zdroj internetphfiwww.promega.com/
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3.1.10.3Plazmid pCEP4/SEAP

pCEP4/CAT
10.9 kb

Obr. 13: Mapa plazmidu pCEP4/SEAP, zdroj intermetp://produkts.invitrogen.com/

3.1.10.4Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP

PCR Product

Fmel

FPmel
AspT181
Kpn |
BamH |
Bsix |
EcoR WV
Bst¥ |
Nat |
Xho |
Eco0109 |
Apa |

pcDNAS/FRT/
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Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS5/FRT/TO-TOPO/SEAPoghternet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5Plazmid pcDNA 3.1/SEAP

:E :I__ s
== CE=ftlrwl_——=—T
+ 2ESE55E 83 za8eas
( )|¢EE§EW§‘EMMMQJEE§Q%¢|
_.'.:"__:_E;;ﬁ =
(-) EEp 2izaeassitsisam:
l ST xXInuuonn e ESO |

pcDNA3.1 (+/-)

S428/5427 bp

Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEER

3.1.10.6Plazmid pEAKS8/SEAP
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Obr. 16: Mapa plazmidu pEAK8/SEAHR
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jedna se o transféki metodu pi nizké bur¢né denzit s vymenou meédia fed transfekci.
Byla pouzita bu&na suspenze (400 ml) ttema bukami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovany v BV 293s médiu.

Podminka: biiky double time {as zdojnasobeni ptu burék) = 24 hod

Transfekce byla prové&da ve 100métyrhranych lahvich.

Nejprve byly spoéitany buiky, které poté byly centrifugovany (5 min, 500 rpiRY).

Po centrifugaci byl slit supernatant anky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovana do 100ml flpée20 ml.

V kazdé lahvi byly sp&itany buiky.

Poté byla fipravena transfaini snes v pongru: transfekni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
finalni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pb/Rfidavek transféni snesi do média
byl v porreru: transfekni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 m|

Pavodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pug/ml a Riig/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NacCl.

Po smichani PEI a DNA byla s promichana a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
piidano 2 ml transfalni snesi do kazdé lahve s b&fmnou suspenzi. Lahve byly umisy na
orbitalni tepaku (cca 160 rpm, rotai prmimér 2,5 cm) a biky byly inkubovany

za podminek 37°C, 5 % GO Po 4 hodindch bylo do kazdé lahvédano 20 ml pedem
vyhiatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100aupzamrazeny ip teplot -20°C

do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfé&ki metoda s nizkou ba&nou denzitou bez vyémy média
pied transfekci.
Pokus byl proveden v 250r&tlyrhranych lahvich.
Podminka: biiky double time = 24 hod
Den ged transfekci byl v zasobni lahvi $dn pc&et burgk. Patet se pohyboval kolem
1 miléni/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml &iné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovano do 250ml lahvi po 22,5 ml a pgté do kazdé lahvetjano 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1%iigkého séra byloimlano odpo¥dné mnozstvi séra).
V kazdé lahvi byl sp@itan pd@et burgk. Denzita bui¢né suspenze byla fiplizné
0,5 milioni/ml. Lahve byly umistny pres noc naiepaku (cca 100 rpm, rotai pramer
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé lahvi sftan p@et burgk a byla gipravena transfaini smes.
SlozZeni transfedni smesi bylo v pongru: transfekni snmés DNA:PEI = 1.5, picemz finalni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/mki@avek transfetni sneési do média byl v posu:
transfekni snes: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichani PEI a DNA byla gsmvortexovana 5 s a poté byla inkubovana 15 miiiRp.
Po inkubaci bylo fidano 5 ml transfeki smési do kazdé lahve s bé&tnou suspenzi a lahve
byly umisgny na orbitalniitepaku (cca 100 rpm, rotai primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl ameaZeny se ip teplog -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jedna se o metodu transfekce s®nou suspenzi o vysoké derzi vymEnou média
pied transfekci.
Den ped transfekci byl v zasobni lahvi g@dn pd&et burgk a bur¢na suspenze byla
naredéna na polovinu.
V den transfekce byl @p spaitan paet burgk v zasobni lahvi a poté byla ze zasobni lahve
odebrana buitna suspenze a rozpipetovana do 12 falkon po 10Pwté byla bu&na
suspenze centrifugovandi @00g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odséatesoptant
a do kazdé falkony bylfglan 1 mlcerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (Bdanym
L-Glutaminem a Gluk6zou) + 0,1% PluronicieB pouzitim bylo médium <iplavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z fivodniho objemu 10 ml byl objem sniZzen na 1 &nz vznikla
burg¢na suspenze o vysoké hustot
V tomto pokuse byly provedeny 3 variantt@mych koncentracich DNA (Lgg/ml, 20ug/mi
a 50upg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozZstvi PEI.
K jednomililitrovym buré¢nym suspenzim bylyfmlany @gislusné mnoZzstvi DNA a poté PEI.
Smes byla inkubovana po dobu 4 hoti plo€ 37°C na orbitalniiepace (250 rpm, rotni
pramér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkoriydgno 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclonefigano gislusrté mnoZstvi valproové kyseliny
a u 5. varianty butyratu sodného. Do kontrolnidkdia nebyla nefidana transfedni snes.
Vzorky byly odebirany 5., 7., 11. a 14. den , a mgrany pi teplot -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

Kinetické fotometrické stanoveni v souladu s Inédional federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (IFCC).

Aktivita SEAP byla zjisovana pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatéRgakni
smes, substrat pro alkalickou fosfatazu, vznikla srafdm roztok R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovano 4 pl do 96tikavé desky, a poté bylgigano 200 ul
realkéni snesi. Po minutové inkubaci byladfena absorbance vzdrkii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovan®pi programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla Wipima pomoci kalibkmi kiivky sestrojené
na zaklad meéreni absorbance roztbkstandard (STD). Byly pouzity n&gedné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l0Od8x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/l (12 000x). [2]
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Princip:
4 - nitrofenyfosfat+ H,0 O fiff - fosfat+ 4 — nitrofenol
Slozeni a koncentrace roztok

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octanikénaty, siran zingnaty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poiru 4 : 1 = R1 : R2, séisnécinidlo je stabilni 4 tydny 2 — 8°C nebo
5 dni @i 15 — 25°C. Monoreagent chranitegl swétlem.

Vypocet

Carp = Cq; L{AA /min—AA, /min)/(Ag /min-A, /min)  [kat/1]

Csterrnenen katalyticka koncentrace standardu uvedenastafekat/I]
As........ absorbance vzorku

Ast....... absorbance standardu

Apl........ absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Rust zasobni buréné kultury

30

25 1 y = 0,7985x - 0,6161
2 _

20 | R?=0,9955

Kumulativni po €et bun ék

30 3|5

¢as (dny)

Obr. 17: Kumulativni p¢et burrk HEK293/EBNA na 1 ml v zavislosti ¢ase — Graf
ukazuje kumulativni pet burek ve sledovaném obdobi. Byla sledovana denzitécheén
suspenze v danyehsovych intervalech. By byly p@itdny pomoci hemocytometru a byl
sledovan naist pa‘tu burek.

Po dobu experimentu byla udrzovana &umd kultura, ktera slouzila jako zdroj hikn
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovana zajrsych podminek jako posttransiéekk
kultury (médium BV 293s, inkubovandgepaka, 37°C). Rst burgk byl sledovan, aby
se zjistilo, zda biiky dosahly exponencialniistové faze. Pokud se ¢ burgk za den
zdvojnasobi dosahly ity exponencialni faze a jsotipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Ristové Kivky burk HEK293/EBNA - Na obrazku jsou znazom riistové Kivky
burek HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PELizmych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pidavkem koského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsdmiveodobné, coz
swdci o tom, Ze fitomnost HS neovliwje rist burek po transfekci. Paty den po transfekci
u burek kultivovanych v BV 293s médiu (pop 1% pidavkem HS) biky dosahly maximalni

34



denzity, a poté se béina denzita zéala snizovat zdévod: amrti burgk. V HYclone médiu
bylo maximalniho ptiu burek dosazeno jedenacty den po transfekci. V médiloRkyduiky
rostly delSi dobu a do vy3Sich hustot &nych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdrive bylo poteba o¥fit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenziprese
a winnosti transfekce. Pro transfekci byly pouZity woglk uvedené v tabulcé. 3. Metreni
bylo provaéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibr&iivka SEAP standafd
atabulka s nastenymi koncentracemi (viz. tHohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy.

Pro transfekci byly pouzity plazmidy pEAK 8, pCER%BSV, které obsahuji gen EBNAL,
usnadujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pidéré gen EBNAL nenesou.
Transfekce byla prov@&da v duplikatech, ve&trnacti 100mlétyrhranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidve dvou sadach) + 2 kontrolni lahve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pCl

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana expré&s&PS Hodnoty exprese SEAP byly
na arovni pozadi gfeni. Treti den po transfekci se narené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzork, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojnasobily prgmzadi. Dale
se hodnoty exprese zvysily u vzark pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzoiks pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCl a peBSV i nadaistaly na arovni
pozadi.

NejvysSi hodnoty koncentraci alkalické fosfatazyveorki byly nangfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici p@ERly az trojnasobné proti hodnotam
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedemypb transfekci se hodnoty koncentrace
zataly snizovat, coz bylo Zizobeno nejspiSe umrtim kikna rozpadem SEAP.

Jako nejdinngjSi se ukazal plazmid pCEP4. DalSi vhodné plazmidytransientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. PlazmidgBSV, pEAK 8 a pCl se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekbiunkdch HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako &&ja¢jSi plazmid pro transientni transfekci
do burtk HEK293/EBNA i dive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci raodk znazoiuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po premédransfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 Xp@orek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrazku je patrné, Ze nejvySSi koncemt@GEAP byla jitomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvySena exprese i veciado 2 (pcDNA5) a 5 (pcDNAS.1).
Hodnoty v grafu jsou gimérem hodnot r¥eni ziskanych vzdy ze dvou kultivieh lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP n#&ase uplynulém od transfekce

VedlejSim produktem pokusufigkterém byl uéovan nejdinnéjsi vektor pro transfekci je
kiivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti éase uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosazeno sedmy den po transfekci.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP rase — graf zndzéuje nénist exprese SEAP
po transfekci u plazmidu pCEP4. NejvySSi hodnotyc&ntrace SEAP bylo dosazeno 3 den
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po transfekci. Koncentrace SEAP potistala stejna az do poslednihogianého dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokus cilem najit nejvhodijsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEI. Srovnavany byly metody podle Muller@g)) Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobji popsany vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) bylojak
reportérovy plazmid pouzit pPCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla prové&da v duplikatech, veétrnacti 100mictyihranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmid po dvou sadach) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi &iaméd
koncentrace SEAPu vzatkbyla nandfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty nagené dive [2], coz niize byt zgisobeno iumrtim buk.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250rtlythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1%dk@ho séra + 4 kontrolni lahve.
Pokus byl provéagh se suspenzi o nizké tiné denzié (0,5 miléni/ml), coZz mohlo byt
piicinou nedspchu. Namdiené hodnoty absorbance se &€nshodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durodiye vyhodnocena jako n&ana.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzit
2,4 miloni/ml. Burgcna suspenze byla rozpipetovana do falkon po 1®mddfedna a poté
bylo odsadto médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Bistivemédiem dopknym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bi#mé suspenzeiptransfekci byla 24 x 1%ml.
Transfekce byla ug8né. Nejvyssi detekované exprese SEAP byla Ad/ml pii transfekci
20 ug/ml DNA odebranémétrnacty den po transfekci. Hladina expresézen dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilatky u vzorkikamcentraci DNA § transfekci
50 ug/ml DNA. [27]
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Tab. 6: Transfedni podminky u jednotlivych metod

koncentrace pom ér transfek éni kultiva €ni médium pom ér
DNA DNA:PEI médium transfek éni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 2,5 1.5 BV 293s BV 293s 1:10
BV 293s (pfip. + 1%
Durocher 1 1:5 HS) BV 293s (pfip. + 1% HS) 1:10
Hyclone
15 DMEM/F12
20 1:2 (Biowest) + 0,1%
Backliwal 50 Pluronic -
+ 3mM butyrat sodny
50 + 4 mM kyselina
50 valproova

Tab. 7: Michani transfékich snési na jednu lahev

puvodni koncentrace
metoda DNA (ug/ml) DNA (uh) 1 mg/ml PEI (pl) fedéni pomoci
Muller 500 100 500 150 mM NaCl
Durocher 5 25 1000 PBS
289,4 103,6 60
Backliwal 830 120,4 200 -
289,4 138,2 80
18 14,72

14

12

10 4

koncentrace SEAP {ug/ml)
[mn}

. - | 0

1 2 3

VZorky

Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu expr&8&AP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -
vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durochenrek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosazeno za pouziti yn&adkliwal. Asi desetinu \&#ku
exprimovaneho proteinu tiovyteZzek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové h@daot
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zaklad vysledki méieni byl jako nejlepSi metoda vyhodnocena metodakiBead
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovalgalikanasobs vysSich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzarknetody Muller (2005). Usg$nost transfekce u metody Backliwal
byla zajiStna nejspiSe vysokohustotni inou suspenzi a také vysSimiiqavky DNA
a PELI.

Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejgnééinna. Divodem niize byt pouzivani
buréénych suspenzi o niz8i hustoburék a nizkymi koncentraceni DNA figavanymi
k bunkdm. Také postup provedeni transfekce se zceldupeliod pedeSlych dvou metod.
Metoda Duroscherijilava transfeéni smés do findlniho objemu b@tiné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je traglste provaéha v mensSim objemu
a nasleda je zastavenarfdavkem média. U metody Muller byly detekovany haotyrexprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv ma také kultivéni médium, ve kterém jsouwsgtovany biiky. V médiu HYclone
buiky dosahovaly vySSi denzity a Zivotnost Bkibyla delSi neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na dinnost transfekce

Pomoci metody Backliwal (2008) bylo &ovano mnozstvi DNA vhodné pro transientni
To je mér nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistiéjvysSi dinnost @i 50 pg/ml
DNA. [27]
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Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntBgiA pi transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vabrkejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly diany
po transfekci 20 pg/ml DNA. Hodnoty v grafu jsodrpirem hodnot R¥eni ziskanych vzdy
ze dvou kultivénich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitor i histon deacetylaz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjd/an vliv inhibitofi histon deacetylaz
(butyréat sodny, kyselina valproova) na hladinu espr [28]
Koncentrace SEAP u vzorku gigavkem butyratu sodného #{(p50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyraZnneliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolnindodnoty
koncentrace SEAP gigavkem valproové kyseliny v médiu byly poléni nez hodnoty
vzorku bez pidavku (g 50 pug/ml DNA pro transfekci).
| kdyZz paiet burgk ve vzorcich obsahujicichtipavek butyratu sodného byl nizkyiepto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotde#iFSu vzorki bez gidavku, kde byl
pocet burgk vySSi. To znamena, Zeigavek butyratu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu burgk.

—&— 50 ug DNA
50 ug DNA + NaButyrat
) —¥— 50 ug DNA + valproic

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
€as (dny)

Obr. 23: Zavislost koncentrace SEAP n@@mnost inhybital histon deacetylaz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzbdbsahujicich 50 pg/ml DNA: bezgavku, s pidavkem
butyratu sodného do média addgavkem kyseliny valproové do meédia. Hodnoty wgjsadu
przmerem hodnot ¥eni ziskanych vzdy ze dvou kulivigh lahvi.
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5 ZAVER

V této diplomové praci zabyvajici se problematiktansientni transfekce bezsérove
burg¢né kultury pomoci polyethyleniminu byla hledana im@ini metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmi@ cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouziti
se dosahne nejvySSich hodnot exprese SEAP. ¢iNafj§im plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouzit v ndsledujicikpezimentech.

Byly testovany ii metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliw#2008).
Jako nejdinngjSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008)r&t dava pouzitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pug/ml, 20 pg/a 50ug/ml) pouzité pro transfekci
s vysokohustotni bwinou suspenzi. Bylo zji&to, Ze nejtinngjSi je koncentrace
20 ug DNA/mI transfedni snEsi.

Dale byl sledovan vliv inhibitdr histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valpé&)o
na hladinu exprese. Bylo zjito, Ze pitomnost inhibitodi v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu kkn
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

r-protein
DNA
cDNA
RNA
MRNA
E. coli
HEK bunky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
3T3
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklicka deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

mediatorova ribonukleova kyselina
Escherichia coli

lidské embryonalni ledvinovéiiky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohtetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohtetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomarnich sil (atomisde microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajika kiecka ¢inského

vajika mysi Svycarskeé

herpesvirus 4
B-glukuronidaza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelenfluorerkujici protein

alkalicka fosfataza

kaské serum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfatdza

standard

Mezinarodni federace klinické chemie a lalmrat
mediciny (Internationa federation of clinical chetry
and laboratory medicine)
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8 SEZNAM PRILOH

Slozeni médii a pulr

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibnd kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEARstové Kivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (200Tstove Kivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalimwakiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové Kivky
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9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufii

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouzito pro kultivaci b&ék kmeneEscherichia coli Z tchto burgk byla
nésleds izolovana plazmidova DNA.

Tab. 8: SloZzeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/l)
trypton 10

kvasntny extrakt 5

NacCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifiqal@azmidové DNA [2]

Roztok E1- resuspendai, uchovavanip pokojove teplot

50 mM Tris

10 mM EDTA

piidavek HCI pro apravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné fidat 100 pg/ml RNazy A, ktera je uchovavadat@plot 4 °C

Roztok E2- lyza&ni, uchovavan i pokojové teplot
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3— neutralizéni, uchovavanip pokojoveé teplot
3,1 M octan sodny
piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4— ekvilibrani, uchovavan ip pokojové teplot
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E5- promyvaci, uchovavariigokojové teplot
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro Upravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6- elwni, uchovavanip pokojové teplot
1250 mM NacCl

100 mM Tris

piidavek HCI pro Upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivactipedlych 293HEK/EBNA bugk.

Tab. 10: SloZzeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka

koncentrace (mg/ml)

CaCl (anhydrid) 116,00
Fe(NGy)s - 9H0 0,05
FeSQ - 7H0 0,42
KCI 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSQ, - 7H0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCG; 1,20
NaH.PO, - 7HO0 134,00
NaHPQ, - H,0 62,50
ZnSQ- 7TH0 0,43
Glucose 3,1510
HEPES 3,5745
Hypoxanthine 2,04
Linoleic Acid 0,04
Lipoic Acid 0,10
Phenol Red - Na 8,00
Putrescine - 2HCI 0,08
Sodium Pyruvate 110,00
Thymidine 0,36
L-Alanine 4,46
L-Arginine - HCI 147,35
L-Asparagine - bD 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - kD 17,56
L-Cystine 24,00
L-Glutamic Acid 7,36
L-Glutamine 365,1
L-Alanyl-L-Glutamine (UltraGlutamine 1) 868,00
Glycine 18,76
L-Histidine - HCI - HO 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HCI 91,37
L-Methionine 17,24
L-Phenylalanine 35,48
L-Proline 17,27
L-Serine 26,26
L-Threonine 53,56
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9.1.4 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenzni linie btkn293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotenat vapenaty 4 mgl/l
Pluronic F-68 1qll
diethanolamin 3 ugl/l

fyton Difco select 2 g/l

pepton z laktalbuminu 2 gl
lipidovy koncentrét 1 mg/l
lidsky insulin 5 g/l

lidsky transferrin ATF 5 g/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZze jsou uvedené grafy — kalibra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min

pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance \ienych ¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Daleoys zde uvedeny tabulky s vysledy

koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovn&ohcentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pCl

2 peak8 8 pCl

3 pcDNA 5 9 pcDNA 3.1
4 pcDNA 5 10 pcDNA 3.1
5 pCEP4 11 peBSV

6 pCEP4 12 peBSV
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Transfekce — 1. den po transfekci

0,0025 -

0,0020 -

0,0005 -

0,0000

y = 0,0036x + 0,0002
R® = 0,7454

0,0015 - //
00010 | * .

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50

mean A A SEAP standard

Obr. 24: Kalibracni kiivka SEAP — 1. den po transfekci

Tab.13: Koncentrace vzaik- 1. den po transfekci

Koncentrace vzorku
1 0,20] (ug/ml)
2 0,21| (ug/ml)
3 0,20] (ug/ml)
4 0,21| (ug/ml)
5 0,24| (ug/ml)
6 0,20] (ug/ml)
7 0,21| (ug/ml)
8 0,20] (ug/ml)
9 0,20] (ug/ml)
10 0,22| (ug/ml)
11 0,21| (ug/ml)
12 0,21| (ug/ml)
STD 6000x |1,83| (ug/ml)
STD 8000x | 1,49( (ug/ml)
STD 10000x| 0,98] (ug/ml)
STD 12000x| 1,27 (ug/ml)
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0,25

0,24 -
0,23
0,22
0,21

0,2

koncentrace SEAP (ug/ml)

0,19

0,18 -

plazmidy

10

11

12

Obr. 25: Koncentrace SEAP — 1. den po transfekci

Transfekce — 2. den po transfekci

0,0025

0,0020 ~

0,0005 ~

0,0000

y = 0,0041x + 0,0002
R?=0,7754

L 4
0,0010 ~

0,20

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,25

0,30 0,35 0,40 0,45

mean A A SEAP standard

Obr. 26: Kalibracni kiivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzark- 2. den po transfekci

Koncentrace vzorku

1 0,21| (ug/ml)
2 0,20( (ug/ml)
3 0,25| (ug/ml)
4 0,30( (ug/ml)
5 0,45| (ug/ml)
6 0,50] (ug/ml)
7 0,23| (ug/ml)
8 0,22| (ug/ml)
9 0,21| (ug/ml)
10 0,32| (ug/ml)
11 0,21] (ug/ml)
12 0,23| (ug/ml)
STD 6000x |1,81| (ug/ml)
STD 8000x |1,49| (ug/ml)
STD 10000x| 0,96| (ug/ml)
STD 12000x| 1,22 (ug/ml)
Z 06
2 0.5
g 0.4
w03
g 0.2
€ 0.1
<~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
plazmidy
Obr. 27: Koncentrace SEAP — 2. den po transfekci
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Transfekce — 3. den po transfekci

0,0025
0,0020
0,0015
0,0010
0,0005

0,0000

concentration SEAP standard (mg/ml)

y = 0,0039x + 0,0003

R?=0,8077

//

0,20

0,25 0,30 0,35 0,40 0,45

mean A A SEAP standard

Obr. 28: Kalibra’ni kiivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzark- 3. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,31| (ug/ml)
2 0,31| (ug/ml)
3 0,45| (ug/ml)
4 0,51 (ug/ml)
5 1,01 (ug/ml)
6 1,22( (ug/ml)
7 0,34| (ug/ml)
8 0,33] (ug/ml)
9 0,35| (ug/ml)
10 0,45| (ug/ml)
11 0,35( (ug/ml)
12 0,31| (ug/ml)
STD 6000x | 1,90 (ug/ml)
STD 8000x | 1,50| (ug/ml)
STD 10000x| 1,02 (ug/ml)
STD 12000x| 1,26 (ug/ml)
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koncentrace SEAP(ug/ml)
o
[0}

plazmidy

Obr. 29: Koncentrace SEAP — 3. den po transfekci

Transfekce — 5. den po transfekci

Na nasledujicich grafech a v tabulkadch jsou uvedemy rekteré hodnoty vzork U
ostatnich vzork doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

y = 0,0029x + 0,0003

0,0025 - )
R® =0,9886

0,0020 +
0,0015 -

0,0010 -

(mg/ml)

0,0005 -

0,0000 ‘ ‘ ‘ 1
0,20 0,30 0,40 0,50 0,60

concentration SEAP standard

mean A A SEAP standard

Obr. 30: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzark- 5. den po transfekci
Koncentrace vzorkii

1 0,31 (ug/ml)
2 0,30 (ug/ml)
3 0,45 (ug/ml)
5 1,05 (ug/ml)
6 1,19 (ug/ml)
9 0,35 (ug/ml)

12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91f (ug/ml)
STD 8000x 1,38 (ug/ml)
STD 10000x|1,20[ (ug/ml)
STD 12000x|0,94 (ug/ml)

_;_x
T =

[ R
ol o =

koncentrace SEAP {ug/ml}

04
B 1o
] T T T T T

2 3 L 5 9 12

1

plazmidy

Obr. 31: Koncentrace SEAP — 5. den po transfekci



Transfekce — 6. den po transfekci

concentration SEAP standard
(mg/ml)

0,0025 -
0,0020 -
0,0015 -
0,0010 +

0,0005 -

0,0000

y = 0,0033x + 0,0002
R? =0,9915

0,20

025 030 035 040 045 050 0,55

mean A A SEAP standard

Obr. 32: Kalibra’ni kiivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzark- 6. den po transfekci

Koncentrace vzorkii
1 0,21| (ug/ml)
2 0,44 (ug/ml)
3 0,36| (ug/ml)
5 1,04 (ug/ml)
6 1,14 (ug/ml)
9 0,27| (ug/ml)
12 0,21] (ug/ml)
STD 6000x |1,84( (ug/ml)
STD 8000x |1,42[ (ug/ml)
STD 10000x| 1,14 (ug/ml)
STD 12000x] 0,88 (ug/ml)
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koncentrace SEAP {ug/ml}

Obr. 33: Koncentrace SEAP — 6. den po transfekci

Transfekce — 7. den po transfekci

0,0025 - y = 0,0039x + 0,0001

R? = 0,9997

0,0020 |
=
3 0,0015 1
c
<
2 0,0010 |
o —~
< £
B 0,0005 1
c £
2 0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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3
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Obr. 34: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci



Tab.18: Koncentrace vzaik- 7. den po transfekci

1,2

Koncentrace vzorki
1 0,11] (ug/ml)
2 0,11| (ug/ml)
3 0,32| (ug/ml)
5 1,14 (ug/ml)
6 1,21 (ug/ml)
9 0,19| (ug/ml)
12 0,12| (ug/ml)
STD 6000x |1,90[ (ug/ml)
STD 8000x |1,41] (ug/ml)
STD 10000x|1,14| (ug/ml)
STD 12000x]| 0,93 (ug/ml)
Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci
1,4

0,8
0,6
0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

.

plazmidy

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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Nize jsou uvedenédistoveé Kivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

3.5

N
&)

y=0.1112x+ 2.6483
R?=0.4417

1.5 -

denzita (mil/mL)
(mil/mL)
N

0.5

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

¢as (dny)

Obr 36: Ristova kivka — peak8, vzorek 1

3.5
2 3 y = 0,131x + 2,9414
EE 5] R2 = 0,249
= =
£ & 2]
&
o 1.5
1,
0.5 1
0 . . . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr. 37: Ristova Kivka — peak8, vzorek 2
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Obr. 38: Ristova Kivka — pcDNA 5, vzorek 3
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Obr. 39: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 5
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denzita (mil/mL)
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3.5 1

2.5

y =-0.2491x + 4.2595
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Obr.

40: Ristova Kivka — pCEP4, vzorek 6

denzita (mil/mL)

2 | y =-0,044x + 3,2164
R*=0,0269

(mil/mL)
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cas (dny)

Obr.

41: Ristova Kivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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D
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Obr. 42: Ristova Kivka — peBSV, vzorek 12

denzita (mil/mL)

1.5 1 y = -0,3431x + 3,7009
1 R? = 0,8357
0.5 1
0 | | ‘
0 1 2 3 4 5 6 !

cas (dny)

Obr. 43: Ristova Kivka — kontrola
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9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Nize jsou uvedené grafyistovych Kivek kontrolnich vzork u nichZz nebyla provedena
transfekce, déleustové Kivky mérené po transfekci bezsérovych kultur a d@mych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s Hdavkem kaského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R? = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T
0 2 4 6 8
¢as (dny)

Obr. 44: Ristova Kivka — kontrolni vzorek (bezsérova kultura)

-
£
:
< 0.4 - y = -0.0154x + 0.6615
T 031 R? = 0.0769
S 0.2-

0.1 -

0 ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8
€as (dny)

Obr. 45: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 1
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denzita (mil/mL)
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2
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0 * ‘
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Obr. 46: Ristova Kivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem koiiského séra
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Obr. 47: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra
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Obr. 48: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 1
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Obr. 49: Ristova Kivka — Burcnych kultur s 1% fidavkem kaského séra po transfekci 2
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9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZze jsou uvedené grafy — kalilbra kiivky SEAP, které byly vytvieny pomoci
kinetického fotometrického &eni standari Méieni bylo provadno vcasech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibréni kiivka SEAP znazdiuje zavislot koncentrace alkalické fosfatazy
v mg/ml na pimérné hodnat absorbance viznych¢asech. Jako blank byl pouZzit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatazy. Dale jsalezuvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci
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Obr. 50: Kalibracni kiivka SEAP — 5. den po transfekci

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 2,016| (ug/ml)
DNA 15ug/ml 0,85| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,03| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 5,9624 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 1,9235| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 2,9484 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4119| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 2,4933| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 1,41 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 0,92| (ug/ml)
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7.den po transfekci
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Obr. 51: Kalibracni kiivka SEAP — 7. den po transfekci

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich €den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,8516 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 3,1088| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,0258 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,8648| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 3,2348| (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,4014 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,2919| (ug/ml)
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11. den po transfekci
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Obr. 52: Kalibra’ni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcichl-den po transfekci

Koncentrace vzork(

DNA 15ug/ml 6,488 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,25| (ug/ml)
DNA 20ug/ml 10,18 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 12,34 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml 4,6392| (ug/ml)
DNA 50ug/ml 5,2764 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,5204 | (ug/ml)
DNA 50ug/ml+Na butyrate 4,68 | (ug/ml)
DNA 50ug+valproic acid 2,7246| (ug/ml)
DNA 50ug/ml+valproic acid 1,9632| (ug/ml)
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14. den po transfekci
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Obr. 53: Kalibracni kiivka SEAP — 14. den po transfekci

Tab.22: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcictd-den po transfekci

Koncentrace vzorki

DNA 15ug 7,8048| (ug/ml)
DNA 15ug 1,22 (ug/ml)
DNA 20ug 9,96| (ug/ml)
DNA 20ug 14,72 | (ug/ml)
DNA 50ug 4,588| (ug/ml)
DNA 50ug 6,509 | (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,2344| (ug/ml)
DNA 50ug+Na butyrate 5,1664 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 3,2226 | (ug/ml)
DNA 50ug+valporic acid 2,1261| (ug/ml)




Nize jsou uvedendstove Kivky u vzorki a kontrol.
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Obr. 54: Ristova Kivka- kontrola 1
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Obr. 55: Ristova Kivka - kontrola 2
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Obr. 56: Ristova Kivka - 15 pg/ml DNA A
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Obr. 57: Ristova Kivka - 15 ug/ml DNA B
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Obr. 58: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Ristova Kivka - 20 ug/ml DNA B
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Obr. 60: Ristova Kivka - 50 ug/ml DNA A
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Obr. 61: Ristovéa kivka - 50 pg/ml DNA B
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Obr. 62: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + butyrat sodny A
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Obr. 63: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + butyrat sodny B
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Obr. 64: Ristova Kivka - 50 pg/ml DNA + valproové kyselina A
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Obr. 65: Ristova Kivka - 50 pug/ml DNA + valproové kyselina B
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