VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

TRANSIENTNi TRANSFEKCE BEZSEROVE BUNECNE KULTURY
POMOCI POLYETHYLENIMINU

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. MICHAELA FRICOVA
AUTHOR

BRNO 2010



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

TRANSIENTNI TRANSFEKCE BEZSEROVE
BUNECNE KULTURY POMOCI POLYETHYLENIMINU

TRANSIENT TRANSFECTION OF A SERUM FREE CELL CULTURE USING
POLYETHYLENEIMINES

DIPLOMOVA PRACE

MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. MICHAELA FRICOVA
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Mgr. MOJMIR SEVCIK, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2010



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani diplomové prace

Cislo diplomové prace: FCH-DIP0356/2009 Akademicky rok: 2009/2010
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Bc. Michaela Fricova

Studijni program: Chemie a technologie potravin (N2901)

Studijni obor: Potravinafska chemie a biotechnologie (2901T010)

Vedouci prace Mgr. Mojmir Sevéik, Ph.D.

Konzultanti:

Nazev diplomové prace:

Transientni transfekce bezsérové bunééné kultury pomoci polyethylenimint

Zadani diplomové prace:

1) Vypracujte literarni pfehled k dané problematice
2) Popiste pouzité metody hodnoceni

3) Zpracujte namérené vysledky z experimentu

4) Zhodnotte ziskané vysledky formou diskuse

Termin odevzdani diplomové prace: 14.5.2010

Diplomova prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé
vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové prace.

Bc. Michaela Fricova Mgr. Mojmir Sevéik, Ph.D. doc. Ing. Jifina Omelkova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustavu
V Brnég, dne 1.12.2009 prof. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientni transfekce bezsérové bunécné kultury
pomoci polyethylenimint.

V teoretické Casti jsou obsaZeny poznatky o vzniku rekombinantnich molekul DNA, pouZziti
expresnich vektortl, prenosu DNA a nésledné detekci rekombinantniho proteinu.
Experimentdlni Cast byla zaméfena na nalezeni vhodné transfekéni metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi buiitkami byly buniky 293HEK/EBNA.

V prvni Casti byl zvolen nejucinnéjsi plazmid — pCEP4/SEAP. Dile byly zkoumdény tfi
transfek¢ni metody: Muller (2005), Durocher et al. (2007) a Backliwal et al. (2008). Nejvyssi
dosazené exprese SEAP bylo dosaZzeno metodou Backliwal et al. (2008).

ABSTRACT

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

In the theoretical part formation of recombinant DNA molecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinant proteins are discussed.

The experimental part deals with efficiency of the polyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditions. 293HEK/EBNA cell line was chosen
as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP was selected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher et al. (2007) and Backliwal et al. (2008).
The highest recombinant protein expresion was reached using the method of Backliwal et al.
(2008).
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1 UVOD

Stale vyznamnéj$im odvétvim biotechnologického a farmaceutického primyslu se stava
vyroba rekombinantnich proteinti. Rekombinantni proteiny jsou Casto pozadovany ve velkych
mnoZstvich, jde o stovky miligramii az gramy r-proteinid. Jednd se zejména o produkci
antikoagulantl, vakcin, terapeutik, lidského insulinu, ristovych hormont apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu je dileZité, aby byl protein spravné sbalen, a aby
mu hostitelskd burika zajistila vSechny posttransla¢ni dpravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiSténo, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsou savc¢i buriky.

Zatim bylo testovdno vice neZ 1000 sekvenci DNA kodujicich proteiny potencidlné
vyuzitelnych pifi 1é€b€ lidskych nemoci. VétSina téchto molekul byla exprimovéna
v hostitelskych burikach, ptiblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych testd a 80 latek bylo
schvéleno jako 1é¢iva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikou pfipravy r-proteini pomoci transientni transfekce
eukaryotnich bun¢k 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cileného ptenosu nukleové
kyseliny do hostitelskych bunék. Pfi pfechodné (transientni) transfekci nedochdzi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské buriky k zaClenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské buniky a ndsleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein Ize detekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni transfekce na zakladé poznatkl publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZenyrstvi je tvorba rekombinantnich (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer techniky tvorby rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovand DNA je ziskdna bud’ z donorového organismu, jehoZ DNA kéduje né&jakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZzit umeéle syntetizovany gen. Prvnim krokem pfi tvorbé
rekombinantnich molekul je hleddni a izolace klonovaného genu. K vyhleddni cilové
sekvence  DNA se konstruuji geonomové knihovny. Genomovd knihovna je soubor
naklonovanych fragmenti DNA, které dohromady tvofi genom jednoho organizmu.
K vyhleddni specifického genu se vyuzivd metod tfidéni geonomovych knihoven. [4]

Klonovini genu
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Obr. 1: Schéma klonovdni genu [5]



2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na parovani komplementdrnich dusikatych bédzi jednofetézcovych nukleovych

kyselin pomoci vodikovych mustki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery je CasteCné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementdrni s klonovanou sekvenci DNA. DNA sonda nese znacku, kterd je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovém fetézci sondy miZe byt zakomponovén
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondy se sekvenci DNA detekovédn
napf. radoigraficky. Sonda miZe byt znacena i neradioaktivng, napt. imunologicky.
K hybridizaci l1ze pouZit fragmenty po agar6zové gelové elektroforéze, kdy pomoci filtracnich
papira a kapilarnich sil jsou fragmenty pfeneseny (pfeblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovédny a ptida se sonda, kterd hybridizuje s cilovymi sekvencemi
DNA - Southernav blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navdzan antigen. Poté je do roztoku DNA pfiddna smés primdrnich protilatek,
které se specificky vazou k antigenim. Nasledné se pfidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primdrni protildtky a zdroven nesou znaceni, které je snadno detekovatelné,
napt.enzym (alkalickd fosfatdza). Po pfiddni substrdtu je substrit zmeéné€n enzymem
na produkt a tato reakce je doprovdzena barevnou zmeénou. Poté je signdl sondy zjiStén
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuzivd pokud klonovany gen kdéduje syntézu enzymu, ktery neni normélné
hostitelskou buiikou produkovan. Kolonie jsou zaoCkovdny na misky s vhodnym substritem
(Skrob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amyldzu) a na zdklade€ selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrét, a tudiZ obsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuZivdn, pokud klonovany gen kdéduje syntézu esencidlniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apod.) nezbytného pro preziti builky. Gen
se pfenese do bun¢k, které nejsou schopné rust na substratech bez esencidlni slozky.
Pokud bunky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopné rast na minimdlnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouzi k pienosu cizorodé DNA do hostitelskych bunék. Cim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySuje tcinnost pfenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovd mista pro restrikéni endonukledzy. Restrikéni endonukledzy jsou
enzymy, které vektor naStépi a do tohoto mista je vloZen gen zdjmu. Na vektoru je vZdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Ddle vektoru obsahuje selekéni marker, ktery umoziuje
identifikovat, které builky ziskaly vektor. Jako selekéni markery se Casto vyuZivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (napf. ampicilin). Po provedeni pfenosu rekombinantni DNA
do hostitelskych bunék senzitivnich na antibiotikum, jsou bunky vysety na médium
s pfidavkem antibiotika. Pfeziji jen ty buiiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se nejCastéji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samoreplikujici
se extrachromozomadlni molekuly DNA izolované z bakterii. Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dile fagové vektory odvozené od fiaga lambda a od faga M13. Cizorodd DNA se mnoZi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA faga lamda. Poté se vytvofi viriony (fagové
Castice), které se skladaji z DNA zabalené v hlavicce, ke které je pfipojen bicik.
Za pritomnosti viriond se na vrstvé bunék zacnou tvorit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojuji vyhody obou typu vektord. Pomoci
fagovych castic je DNA injikovédna do hostitelskych bunek. Kosmid obsahuje dvé cos mista,
které se v hostitelské buiice spoji a vznikne kruhovd molekula DNA. V hostitelské burice jsou
poté uchovéavany jako plazmidy. Déle kosmid obsahuje gen pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych burikach, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodou kosmidu je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulka ¢.1). Pomoci téchto vektort lze klonovat i soubory
genu (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vektora [4]

vektor Hostitelska burka Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofdg A A/E. coli 10 -20
Kosmid E. coli 35-45
Bakteriofag P1 E. coli 80 -100
Bakteridlni umély E. coli 50 -300
chromozom

P1 bakteriofagovy umely E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy umeély kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umély chromozom Lidské buiiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt spridvné exprimovany v bakteridlnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuji introny a exony. Prokaryotické buiiky nejsou schopny vystiihdvat
introny z piepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych gent v bakteridlnich burikach byly
vytvofeny specidlni postupy.

10




Z organismu se vyizoluje celkovd RNA. Eukaryotni medidtorovd RNA nese na 3” konci
polyadenylovy konec. Medidtorovd RNA se oddéli od celkové pomoci kolony, kterd obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navdZzou plolyadenylové konce mRNA pomoci
vodikovych mustkt. Poté jsou Stépeny vodikové mustky pomoci specidlniho pufru a RNA
je eluovéna ven z kolony. Medidtorovd RNA je prepsdna do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptdzi. Vysledkem je fragment dvoutetzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA muze byt vnesen do hostitelské bunky E. coli. Pro expresi eukaryotnich genua
jsou vyuzivany kvasinkové, hmyzi a sav¢i vektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryoticky markerovy gen pro selekci v hostitelské
burice, promotorovou sekvenci, transkripni a translacni stop signdly, sekvence
pro posttranskripéni upravy RNA, pocatek replikace funkéni v hostitelské burice
(extrachromozomalné replikujici se DNA), nebo integracni misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské buriky. [4]

. o Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

Ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklddd ze ti'i dsti. Prokaryotickd oblast nese misto ori
(pocdtek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinu funkcni v burikdch E. coli.
Pro eukaryotni buriky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k neomycinu. Expresni oblast
obsahuje promotor, za kterym ndsleduje klonovaci misto (MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich genti jsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekéni marker funkéni v E. coli. Déle obsahuje ori
misto, selekéni marker pro eukaryotni hostitelskou buiiku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a termindtorovou sekvenci. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které Stépi DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikéni endonukledzy byly izolovany z riznych
bakterialnich kment. Jsou oznaCeny zkratkami podle toho, zjaké baktérie byly ziskany
(napt. EcoRI z Escherichia coli). Pivodni vyznam téchto enzymu je ochrana pted cizorodymi
DNA, napf. virovymi. Aby se zamezilo Stépeni hostitelské DNA, je chranéna pied pasobenim
enzymu methylaci. Tyto enzymy se vyuzivaji pii tvorbé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je nastdpen stejnou endonukledzou. Stépeni
fragmenti probihd za vzniku ptecnivajicich nebo tupych koncu.

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donorového organizmu je izolovdna DNA. Poté je nalezen cilovy gen a vyStépen pomoci
restrikéni endonukledzy. Stejnou restrikéni endonukléizou je naSté€pen plasmid v cilovém
misté pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Vznikne linedrni molekula plasmidové
DNA s pfeCnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle pouZitého enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichédny s cilovou DNA a smés je inkubovédna s DNA ligdzou
za ptitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (plasmid-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do bunék

V piirod€ Casto probihd ptirozeny prenos DNA do hostitelskych bunék. K tomu dochdzi
pfi bakteridlni konjugaci, prirozené transformaci nebo k pfenosu DNA béhem virové infekce.
DNA 1ze do bunék pfendSet i za pomoci fyzikdlnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky prenos

Buriky a roztok DNA jsou inkubovany v prostiedi roztoku chloridu vdpenatého pfi teploté
0°C. Poté je roztok zahtét na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a CaCl, se postupné
ptiddvda HEPES-fosfatovy pufr. Smés se inkubuje pfi laboratorni teploté, a poté je vznikld
srazenina dispergovdna v prostiedi bunc¢k. Doba inkubace musi byt optimalizovdna
(je zpravidla krat$i neZ 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNA ptenese piimo do jddra buiiky. Tato technika je velmi
niroCnd a zabere mnoho cCasu. VyuZivd se predev§im pii tvorbé transgennich zvifat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena bud’ do projadra nebo piimo do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savcii [5]

2.5.3 Prenos pomoci liposomu

Na zdkladé hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném prostredi shlukuji k sobé a vytvari
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatickym interakci se navzdjem pfitahuji kladné
nabité lipidy se zdporné nabitou DNA za vzniku agregat. Céstice nesouci kladny ndboj
interaguji se zdporné¢ nabitou bunéfnou membrdnou, kterd je rovnéZz hydrofobni, a poté
je uskutecnén vstup do hostitelské buriky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZe ceny
transfekcnich lipida jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuteCriuje pouze v mensich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace bun€k elektrickym polem o vysokém napéti.
Elektrotransformace probiha za nefyziologickych podminek.
Pripravi se elektrokompetentni builky a poté se na smés bun€ék a pfendSenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls pfi nizké teploté. Nasleduje regenerace bunck. Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v uzkém rozmezi elektrického napéti a doby trvani
pulzu.
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Tab. 2: Rozmezi elektrického napéti pro rizné typy buné€k [6]

G- 7-15kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, ZivoCi§né bunky 1 -2kV/cm

Béhem elektroporace zahyne velky pocet buné€k. Zavisi na biologickych faktorech jako
je stafi bunek, velikost bun€k, koncentrace a zpusob regenerace bunék.
Molekuldrni mechanismus elektrotransformace neni zndm. Existuje teorie pfechodné tvorby
hydrofilnich péru, kterd dobte popisuje d€je probihajici pti pokusech s buiikkami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi nevyfeSenymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby pord, transport molekul péry a ndvrat membrany do ptivodniho stavu.
Z doposud znamych experimentédlnich dat lze vyvozovat, Ze mechanismus ptenosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem builky, difize DNA indukovéna elektrickym polem a pasivni
difdze. Aplikace elektrického pole neni podminkou ptenosu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. Polykationt se vdZze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvoii se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je specificky pro povrchovy
receptor buriky a je zodpoveédny za pocatecni interakci komplexu s burikou.
DNA je mozné pienést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextran, PEI), ktery
asociuje se zdporn€ nabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladn& nabity a vize se
na zdporn¢ nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nésleduje pfenos komplexu pomoci endocytdzy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

'

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internet: http://commons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni slouCenina, jejiz zdkladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se muze vyskytovat jako linedarni forma, ktera se nachazi pii pokojové teploté v pevném stavu.
Druhou formou je rozvétveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy PEI se pouzivaji
jako transfek¢ni Cinidlo s riznym stupném polymerace a rtiznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZit pro pienos DNA. [7]

Molekula PEI ma pufrovaci schopnosti. Rozvétvend forma tvofi primarni, sekundéarni
a tercidlni aminy. Atomy dusiku obsaZené v molekule PEI mohou byt protonovany, coz udili
molekule ndboj. Cim vice atomd dusiku je v molekule obsaZeno, tim je v&tii ndboj. Informace

vvvvvv

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvétveny polyethylenimin, zdroj internet: http://www.hyperpolymers.com/

Pred samotnou transfekci se pfipravi roztoky DNA a PEI o pfesné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul a vzniku komplexu DNA/PEI na zdkladé
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI se shluknou k sobé a vzniknou kladné
nabité nanocastice. Nanocastice se poté navdzi na bunécné zdporné nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu buné&né membrany. [11] Dovnitf bun€k pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozém pied pusobenim lysozomalnich nukledz. Uvnitf buriky
se uvolni DNA zendozému diky pufrovaci schopnosti PEI tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy efekt. [12] To vede k nahromadéni
kladného naboje, coZz zpusobi influx chloridovych anionti a vody do endozému. Endozém
nabobtnd, uvnitt se zvysSuje osmoticky tlak, coZ vede k prasknuti endozému. [13]

Této domnénce vSak odporuje skutecnost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI je ptiblizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci m4 PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Z téchto divodu je nepravdépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli pti prasknuti endozému. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovan pomoci mikrotubuld k jadru, kde
se Cast komplexu rozpadne diky piitomnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNA.[10]
DNA pak samostatné¢ piechdzi pres jadernou membrinu a poté se v jadie zaclleni
do chromozomu. Mechanismus téchto pochodii neni zatim zcela objasnén. [14] [16]

V prubéhu transfekce a uvolnéni DNA z komplexu zdlezi na pfedem zvoleném poméru
DNA:PEIL

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopie atomdrnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEIL Velikost byla stanovena na 20 az 40 nm. Pfesné pomérové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zndmo. Transfekce pomoci PEI byly
testovany v riznych objem. [7] [17] [18]
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Obr. 6: Schéma prenosu DNA do jddra buriky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buriky a organismy

Pfi vybéru hostitelského organismu je potfeba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotni. Pfi expresi eukaryotnich gent hostitelska burika zajisti vSechny
posttranskripéni a posttranslacni dpravy. Vznikly protein je Casto identicky s pfirozené
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buinky

Nejdetailn€ji  prostudovany organizmus, ktery se pouzivd pro klonovani genu

je Escherichia coli. Vyhodou je vysokd ucinnost transformace a fakt, Ze existuje fada
expresnich vektora s regulovatelnymi promotory funkcnich v E. coli. Nevyhodou je, Ze fada
cizorodych proteint se nevytvari ve funkéni podobé.
Jako dalsi hostitelské organismy z fady G - bakterii se vyuzivd Bacillus sp. Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnozstvi extracelularnich enzymu, které lze lehce izolovat
zmédia. Snadno se kultivuji a adaptuji na fadu podminek kultivace. Lze pfipravit fadu
mutantd hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedn4 se o jednobunééné eukaryotni organizmy. Rada kvasinkovych gend je homolognich
s geny mnohobunécnych eukaryotnich organizmd, maji podobnou bunéfnou biochemii
aregulaci gend. U kvasinek lze stanovit dominanci a recesivitu alel. Maji kratkou generacni
doba a vysoky pocet jedinct, kultivuji se na definovanych padach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povaZoviny za bezpeCny (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umoZiuje piipravu 1éCiv pro humdnni medicinu. Tvoii
eukaryotické proteiny v aktivni podobé¢, lze dosdhnout sekrece do prostfedi. K nejcastéji
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pouzivanym druhtm patii Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis
a Hansenula polymorpha. [4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pfi genetickych manipulacich je totipotence, coZ znamend, Ze celou
rostlinu muzeme vypéstovat z jakékoliv jeji Casti. Mezi dal§i vyhody se fadi schopnost
regenerace, velky pocet semen, kratkd generacni doba a asexudlni kiiZeni. Rostlinné
biochemické driahy poskytuji prumyslové suroviny a léCiva. Modelovym organizmem
pro ucely molekuldrni genetiky je Arabidopsis thaliana.

Jednou z moZnosti pifenosu cizorodé DNA je pfenos pomoci bakterie Agrobacterum
tumefaciens. Tato bakterie pfirozené infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tumor
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvence. [5]

2.6.4 Zivo&isné buiiky

Jsou izolvany z tkani ZivocCicht a poté kultivovany in vitro. Pfi kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobaji pfirozenym, proto se udrzuji pfi teploté¢ 37°C a v modifikované
atmosféife (5% CO,). VesSkeré manipulace sbunkami musi byt provddény ve sterilnim
prostiedi. VétSina bunek roste piisedla k pevnému povrchu, jako v pavodni tkani. K ristu
je nutné pouzit kultivaéni médium, které buitkkdm doddva potiebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dalezité latky.

K nejcast&ji pouzivanym patii CHO (Chinese Hamster ovary) — buriky ptivodné izolované
z kieccich vajicek a 3T3 — buiiky z mySich vajicek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidlni lidské ledvinové bunky a HeLa (Henrietta
Lacks) — epitelidlni butiky z rakovinnych bungk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiiky byly poprvé pfipraveny roku 1970 v laboratofi Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskdny ze zdravych potracenych lidskych plodi a poprvé
kultivovédny jako primdrni HEK buiiky. Pozdé&ji byly upraveny pomoci péti adenovirovych
genu. [20] Zkratka HEK oznacuje lidské embryondlni ledvinové buriky a ¢islo 293 oznacuje
293. Grahamuv pokus.
Tyto butiky se dobfe kultivuji a probihd u nich relativné€ snadnd transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorbé rekombinantnich proteinli. ProtoZe se jedna o lidské buriky, jsou u exprese zajistény
spravne posttranskripéni a posttranslacni modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
i pro tvorbu lidskych terapeutik.
Buiiky 293HEK/EBNALT jsou buiiky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu byl v€lenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovan
jako jaderny antigen, ktery umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazmida. [21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickém pocétku replikace sekvence vazajici se
na EBNAI. Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji
a jejich pocet v bunkdach klesa v dusledku bunééného dé€leni. Pii transfekci specifickych
plazmidi do EBNA bunék dochdzi k replikaci specifickych plazmida a k pfenosu plazmida
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do dcefinnych bun€k pfi buné€ném deéleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a veétsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dnes$ni dobé& jsou buiiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivané buiiky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi téchto genu lze snadno detekovat a kvantitativné stanovovat. Mohou tudiZ slouzit
jako méfitko exprese transgend s ruznymi promotory, s ruznou strukturou, v ruznych
genotypech a za riznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferdaza je bakteridlni enzym, ktery nezpusobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZivd u eukaryotnich bungk, které jsou pfirozené rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Po pfiddni extraktu z rostlin se znaceny
chloramfenikol pfeménuje na znaCeny acetylovany chloramfenikol, ktery lze
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotit kvantitativné.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

vvvvvv

transgen pouZzivany pfi tvorbé transgennich rostlin. Tento enzym méni vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskujici latky. Existuji dvé metody detekce aktivity.
Fluorescenéni  metoda, kterd se provddi v  homogendtu se  substrdtem
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po ozafeni rozlozeného MUG dlouhovlnnym UV
365 nm ddva modrou fluorescenci 570 nm.

Druhé metoda je histochemickd. Pouziva se chromogenni substrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozstépeni dava modrou barvu, kterd je nerozpustnd a zistava v bunkach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze svétluS8ky Photinus pyralis nebo koédujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei. Po dodani substratu (luciferin, ATP) k bunénému extraktu, nebo
do kultivacniho média dochazi k emisi zarfeni méritelného luminometrem, scintilacnim
pocitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substrat je pomé&rn¢ drahy.
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2.7.4 Transgen pro zelené fluoreskujici protein (GFP)

Jednd se o gen z medizy Aeqorea victoria. Protein GFP preméiiuje modré svétlo na zelené.
M3 schopnost emitovat zelené svétlo po ozafeni modrym svétlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodani substratu nebo kofaktort. Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyZ je fizovan s jinym proteinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zménén chromofor, takze fluoreskované svétlo mize mit riznou vlnovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalicka fosfatiza (ALP) je hydrolyticky enzym optimdlné pisobici pii alkalickém pH,

vyskytuje se v krvi v mnoha riznych formach, které se vytvaii v kostech a v jatrech, ale
ivjinych tkdnich, jako napf. v ledvindch, placenté, stfevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytuji i u déti pfi rustu kosti, v téhotenstvi,
zatimco patologickd zvySeni vétSinou souvisi s hepatobilidrnim procesem a s kostnim
onemocnénim. U hepatobilidrntho onemocnéni ukazuje na obstrukci ZluCovodu, jako napf.
u cholesterdzy vyvolané Zlu€ovymi kameny, nddory nebo zdnétem. U kostnich onemocnéni
je zvySend Cinnost ALP vyvoldna zvySenou osteoblastickou Cinnosti, jako napf. u Pagetovy
nemoci, pii méknuti kosti (rachitidé€), kostnich metastdzich a hyperparatyreoidismu.
Za gen zamu byl zafazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatdzu, coZ je snadno
detekovatelny protein. K bunéCné suspenzi se pfiddva substrat, ktery je ucinkem alkalické
fosfatdzy zménén na produkt. Tato reakce je provdzena barevnou zménou a intenzita zbarveni
je zmétena fotometricky.

2.8 Transientni (prechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuZzivd k produkci rekombinantnich proteind. Vyhodou
prechodné transfekce je rychlost produkce r-proteind.
Pfi pfechodné transfekci nedochdzi po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské burky
k zaclenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské bunky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein 1ze detekovat
Jiz par hodin po transfekci. DNA se nepfends$i pii mitéze na dcefinné buiky, tudiz
je transientni transfekce cCasov€ omezend. Vytézky této transfekce se fddové pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do savCich bunék muze byt jako trasfekéni c¢inidlo pouzit
fosfore¢nan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Transfekce probihd bud’ v malych
objemech bunécné suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dosahuji objemt o velikosti
az stovek litrd. Paty az desaty den po provedeni transfekce dochdzi k produkci nékolilka
miligramt aZ gramu 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, pCI, pEAK 8, pfeciSténé

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

Fosféatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukéza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (koniské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g; KoHPO4 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 1 destilované vod¢)

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova modr (0,4 % w/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% w/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomucky a pristroje
Tab. 4: Pouzité pfistroje a pomucky

Lamindrni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CO, inkubdtor (5% CO,, 37°C)

Orbitdlni tfepaCka

Spektrofotometr

Svételny mikroskop

Ptistroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva&ni ldhve T-75 cm”

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 ddvkovace
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3.1.3 Buinky a kultiva¢ni média

Pro tento experiment byly pouZity buiky 293HEK/EBNAI. Jak uZ bylo uvedeno
v teoretické Casti, jednd se o lidské ledvinové buriky ziskané z potracenych plodi. Do genomu
téchto bunck byl vclenén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimovan jako jaderny
antigen, ktery umoznuje epizomalni replikaci specifickych plazmidua. [21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém pocatku replikace sekvence vézajici se na EBNAI.
Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pfi transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
pii bunécném déleni. [22]
Tyto buniky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvou fazich. Zpocitku se provadi
kultivace v kultivacnich lahvich T-75, kdy jsou butiky pfisedlé na dn€ nddoby. Jako médium
se pouzivi DMEM/F-12 s 10% ptidavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrZi buniky pfisedlé
na dn¢ nadoby. Jakmile buriky dosdhnou 80-90% konfluence pasdzuji se, rozsazuji se do
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kultivaci je pouzivdno BV 293s médium
s 1% ptidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérové. Buiikky se uchovévaji ve Ctyrhrannych
sklenénych lahvich. Dulezité je zvolit spravny objem, ktery Cinni asi 30% z objemu ldhve,
aby bylo zajiSténo optimdlni mnozstvi kysliku. Lahve se umist'uji na orbitdlni tfepacku, aby
se buitky neshlukovaly, umisténou v humidifikovaném inkubdtoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpm pfi priméru otaceni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje pocet bun€k a jejich nartst. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové modie
a Biirknerovi komurky se buinky spocitaji. jakmile buriky dosdhnou exponencialni faze rustu,
jsou pfipraveny pro transfekci. Pokud se pocet bun€k zdvojndsobi za 24 hod, jsou burky
v exponencidlni fizi.

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

RozmraZeni bun¢k a kultivace
PasdZzovani a zamraZeni bunék

Pocitani bun€k pomoci trypanové modii
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 RozmrazZeni bunék a kultivace

Buiikky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodobé skladovany pii nizskych teplotich (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Piedem bylo piipraveno 12 ml kompletniho vyhidtého média do T-75 (75 cm?) kultivagnich
lahvi, DMEM/F-12 s pfidavkem 10% FCS, aby buiiky pfisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vyménéno médiu za nové kompletni médium, aby se z pivodniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), které je pro buriky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odséto a nahrazeno novym kompletnim médiem s pfidavkem antibiotika G418
(geneticin). Pfiddva se 250 pg na 1 ml. Buiky byly inkubovany pifi 37 °C a 5% CO,
v humidifikovaném inkubétoru dokud nedosédhly 80-90 % konfluence (normaln¢ 4 — 7 dni).

Obr. 8: Buriky po rozmraZeni
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Obr. 9: Buniky HEK293 EBNAI 3. den po rozmraZeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazZeni bunék

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Builkky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bungk, aby se buriky odpoutaly ode dna. Trypsin pusobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovdan a kontrolovdn pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena
pfidavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsin postupné upln€ rozbil bunécné
membrény.

Pro dalsi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebrdno 0,25 — 1 ml ztrypsinizovanych bunék
a pridano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniho média s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min pfi 250 g a RT.
Byl odsdt supernatant a bunécny pelet byl resuspendovin v predem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + 1 ml DMSO). Bunécné suspenze byla
rozpipetovdna do kryovailek, které byly ihned postaveny do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy buniciny, obaleny alobalem a premistény do mrazdku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmraZen kontrolni vzorek, zda byly buiiky sprdvné zamraZeny. Pokud bylo
zamrazeni uspéSné, byly buriky presunuty do kryogenniho boxu.
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3.1.7 Pocitani bunék pomoci trypanové modri

Bylo odebrdno 100 pl z bunéfné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shluky bunék
a bylo pfiddno 100 pl 0,4% roztoku trypanové modie. VSe bylo fddn€ promichdno a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Biirkerovy komurky s pfikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovdn vzorek a pod mikroskopem byly spocitany Zivé (Zluté) a mrtvé
(modré) bunky v 10 Ctvercich a na levé a horni hranici Ctverce. PocCet butiek byl spocitan
podle vzorce:

X=x2-25

X - denzita bunék v 1 ml

x — pocet benek v 10 Ctvercich

(2 — vztazeno na fedéni bunécné seuspenze: trypanové modii = 1:1; 2,5 — vztaZzeno na rozmé&r
jednoho ctverce)

Obr. 10: Pocitdni bunék v Biirknerové komiirce (hemocytometr) — Zluté (Zivé) a modré (mrtvé)
buriky

3.1.8 Prevedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Burniky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
ptfisedlych bunék, ktery byl ptedem vyhtit na pokojovou teplotu, aby se buiiky odpoutaly
ode dna. Trypsin puasobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovin a kontrolovan
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena pfidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupné tplné rozbily bunécné stény.

Ztripsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovdna po dobu 5 min pii 250 g
a pfi pokojové teploté (RT — room temperature).

Poté byl odsét supernatant a bylo ptiddno 20 ml BV 293s s 1% piidavkem HS a burky byly
resuspendovany. Zpocatku byly burky kultivovany v T-75 kultiva¢nich lahvich v 20 ml
média a po dosaZeni 90% konfluence byly zbaveny média se sérem a resuspendoviny
v Cerstvém médiu bez séra. Poté presazeny do 250ml ¢tythrannych sklenénych lahvi s 50 ml
média. Lihve byly umist€ény na orbitdlni tfepaCku o rychlosti michdni cca 100 rpm
pfi pruméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan pocet bun€k a s ristem poc¢tu bunék bylo postupné
navysSovano mnozstvi kultivaéniho média. Kone¢ny objem bunécné suspenze byl 400 ml, kdy
buiikky byly kultivovdny v 11 Ctythrannych sklen€nych lahvi. Denzita bunék se udrZovala
do 4 milént/ml a obsah HS se postupné snizoval az na nulu. Do kultivacniho média bylo
pfiddvdno antibiotikum — geneticn, ktery zajistil selekci bunék. Piidavek geneticinu
do kultivacniho média byl 250 pg/ml.

3.1.9 Izolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro pozdéjsi transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCI, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI1, coZz je gen kddujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence ori P odpovidajici poctu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci plasmidové DNA.

Na Petriho misku byla zaockovana kultura Escherichia coli pomoci kiiZzového roztéru
a ponechdna v termostatu (37°C). Po narosteni kultury byla pomoci pfedem vyZihané klicky
pfenesena jedna kolonie do 10 ml LB média s piidavkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod na tfepacce (220 rpm, rotacni pramér 1,2 cm) pfi teploté 37 °C
— startovac{ kultura.

Po 24 hod byla kultura presazena do 400 ml LB média s pfidavkem ampicilinu v poméru
1:1000, tedy 400 pl.

Dal$i den byla zmétena optickd denzita (ODggp) suspenze a vypocten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

V[ml] _ 1200
ODg

Vypocteny objem suspenze byl centrifugovédn za podminek: 4 °C, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovdm 12 ml E1 pufru (sloZeni viz. Piilohy) s pfidavkem Rnézy.
Poté bylo pfiddno 12 ml lyzacniho pufru E2 do tuby obsahujici bunécnou suspenzi a vSe bylo
promichdno lehkym otaCenim tuby. Po 4 min byla lyze buné€k zastavena pifidavkem
neutralizacniho E3 pufru a obsah tuby byly opét promichan lehkym pfetdCenim. Timto byly
buriky permeabilizovédny a dezintegrovéany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, kterd byla predem ekvilibrovdna 25 ml ekvilibracniho
pufru E4. Po prokédpani roztoku kolonou byl na filtr opét nanesen ekvilibracni pufr E4. Pfimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru ES pro promyti kolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml elu¢niho pufru E6 a eluat byl jimén do tuby.

Béhem procesu lze provést tfi kontroly na pfitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po pfidavku neutralizaniho pufru E3, nebo po piidavku wash pufru ES5, kdy kontroly
na pritomnost DNA vychdzi negativné, nebo po ptidavku elu¢niho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivné.

Poté bylo keluatu ptfiddno 10,5 ml isopropanolu. Smeés byla porddné protiepdna
a centrifugovdna po dobu 45 min pii 4°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a pelet byl
pieveden do 5 ml 70% ethanolu na pfeciSténi, a ddle byl centrifugovdn po dobu 10 min pfi RT
a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsit ethanol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bild barva peletu byla zménéna ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpusSténa v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o velikosti pérti 0,2 um a nafedén sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci byly pouzity i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla umistén do odstfedivky. Podminky centrifugace:
1 - 4 min, 12 000 g. Pokud veskery roztok DNA neprosel ptfes kolonku, byla centrifugace
opakovéna.

Déle byla u vzorku zmeéfena koncentrace a Cistota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agar6zovy gel a byla provedena kontrola Cistoty na gelu.

Cistota vzorku by se méla pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud je Cistota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovén proteiny. Pokud je Cistota vetsi nez 2, vzorek je kontaminovdn RNA.
V piipadé kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to opakovanim poslednich kroka
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladnén v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobé uskladnéni

(déle nez 3 dny) byl umistén do mrazdku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcich (Obr. 11-16) jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funkéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnich bunikdch. Jedn4 se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje ori sekvenci a selek¢ni marker funkéni
(rezistence na ampicilin) v E. coli. Déle obsahuje ori sekvenci, selekéni marker pro eukaryotni
hostitelskou buriku a klonovaci misto MCS. KaZzdy vektor obsahuje cilovd mista pro restrikéni
endonukledzy (napf. Hind III, BamHI).
Jako hostitelské buiiky byly zvoleny buiiky 293HEK/EBNAT1. Buiiky 293HEK/EBNAT1 jsou
buriky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich genomu byl
vClenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovdn jako jaderny antigen, ktery
umoziiuje epizomalni replikaci specifickych plazmidd. [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém pocétku replikace sekvence vdzajici se na EBNAI1. Plazmidy
neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
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pii bunécném déleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a vetsi produkei rekombinantniho

proteinu. [22]

Nize jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI

a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAT nenesou.

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

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

pCEP4/CAT
10.9 kb

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

3.1.10.4 Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP

pcDNAS/FRT/
TO-TOPO*

RUC orl

Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS/FRT/TO-TOPO/SEAP, zdroj internet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5 Plazmid pcDNA 3.1/SEAP
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Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEAP [2]

3.1.10.6 Plazmid pEAKS/SEAP

EF-1 alpha

Terd IIT 2879
EroR 1 2888
Ase I 2892
EcoR YV 2802
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SreB3ETI 2038
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Obr. 16: Mapa plazmidu pEAKS/SEAP [2]
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jednad se o transfek¢ni metodu pii nizké bunécné denzit€ s vymeénou média pred transfekci.
Byla pouZzita bunécnd suspenze (400 ml) tvofena buiikami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovény v BV 293s médiu.

Podminka: buiiky double time (¢as zdojndsobeni poctu buné€k) = 24 hod

Transfekce byla provadéna ve 100ml ¢tythranych lahvich.

Nejprve byly spocitdny buriky, které poté byly centrifugovdny (5 min, 500 rpm, RT).
Po centrifugaci byl slit supernatant a buiiky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovdna do 100ml flasek po 20 ml.

V kazdé lahvi byly spocitany buriky.

Poté byla pfipravena transfekéni smés v pomeéru: transfekéni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
findlni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pg/ml. Pfidavek transfecni smé&si do média
byl v pomé&ru: transfekéni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 ml

Plvodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pg/ml a PEI Img/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NaCl.

Po smichani PEI a DNA byla smés promichdna a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
pfiddno 2 ml transfek&ni smési do kazdé lahve s bunécnou suspenzi. Ldhve byly umistény na
orbitdlni tfepacku (cca 160 rpm, rotacni primér 2,5 cm) a buinky byly inkuboviny
za podminek 37°C, 5 % CO, . Po 4 hodinach bylo do kazdé lahve pfiddno 20 ml pfedem
vyhtatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100 pl a zamrazeny pfi teploté¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfekéni metoda s nizkou buné&Cnou denzitou bez vymeény média
pfed transfekci.
Pokus byl proveden v 250ml ¢tythranych lahvich.
Podminka: buriky double time = 24 hod
Den pred transfekci byl v zdsobni 1dhvi spocitdn pocet bunék. Pocet se pohyboval kolem
1 milénd/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml bunécné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovdno do 250ml lahvi po 22,5 ml a poté bylo do kazdé 1ahve ptiddno 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1% kotiského séra bylo pfiddno odpovédné mnoZstvi séra).
V kazdé lahvi byl spocitdin pocet bunek. Denzita bunécné suspenze byla pfiblizné
0,5 miliéont/ml. Lahve byly umistény pfes noc na tfepaCku (cca 100 rpm, rotacni prumér
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé 1ahvi spocitan pocet bun€k a byla pfipravena transfek&ni smes.
SloZeni transfekéni smési bylo v poméru: transfekéni smeés DNA:PEI = 1:5, pficemZ findlni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/ml. Pfidavek transfekéni smési do média byl v poméru:
transfekéni smés: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichdni PEI a DNA byla smés vortexovdna 5 s a poté byla inkubovédna 15 min pfi RT.
Po inkubaci bylo pfiddno 5 ml transfekéni smési do kazdé ldhve s buné€nou suspenzi a lahve
byly umistény na orbitalni tfepacku (cca 100 rpm, rotacni primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl a zamraZeny se pii teplote¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jednd se o metodu transfekce s bunéCnou suspenzi o vysoké denzit€ s vyménou média
pfed transfekci.
Den pred transfekci byl v zdsobni ldhvi spocCitin pocet bunék a bunéfnd suspenze byla
nafedéna na polovinu.
V den transfekce byl opét spocitdn pocet bun€k v zdsobni 1dhvi a poté byla ze zdsobni ldhve
odebrdna bunéfnd suspenze a rozpipetovdna do 12 falkon po 10 ml. Poté byla bunécna
suspenze centrifugovdna pii 100g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odsdt supernetant
a do kazdé falkony byl pfiddn 1 ml Cerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (s pfidanym
L-Glutaminem a Glukézou) + 0,1% Pluronic. Pfed pouzitim bylo médium s piidavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z pivodniho objemu 10 ml byl objem sniZen na 1 ml, ¢imZ vznikla
bunécna suspenze o vysoké hustote.
V tomto pokuse byly provedeny 3 variant o riznych koncentracich DNA (15 ug/ml, 20 pg/ml
a 50 pg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozstvi PEIL.
K jednomililitrovym bunéénym suspenzim byly pfiddny ptislu§né mnoZstvi DNA a poté PEL
Smés byla inkubovédna po dobu 4 hod pfi teploté 37°C na orbitdlni tfepacce (250 rpm, rotacni
prumér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkony pfiddino 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclone pfiddno piisluSn€ mnozstvi valproové kyseliny
au 5. varianty butyritu sodného. Do kontrolnich falkon nebyla neptidana transfekéni smés.
Vzorky byly odebirdny 5., 7., 11. a 14. den , a zamraZeny pfi teplote -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

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

Aktivita SEAP byla zjistovdna pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatazy. Reak¢ni
smes, substrat pro alkalickou fosfatdzu, vznikla smichanim roztokt R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovédno 4 ul do 96ti jamkové desky, a poté bylo ptidano 200 ul
reak¢ni smési. Po minutové inkubaci byla méfena absorbance vzorka pii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovana pomoci programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla vypocitdina pomoci kalibracni kfivky sestrojené
na zakladé meéfeni absorbance roztoku standarda (STD). Byly pouZzity nafedéné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l (8000x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/1 (12 000x). [2]
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Princip:
4 — nitrofenylfosfdt + H ,0 —22— fosfit + 4 — nitrofenol
SloZeni a koncentrace roztoku

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octan hofecnaty, siran zine¢naty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poméru 4 : 1 = R1 : R2, smésné &inidlo je stabilni 4 tydny pfi 2 — 8°C nebo
5 dni pii 15 — 25°C. Monoreagent chranit pied svétlem.

Vypocet

Cup =Cg - (AA /min—AA,, /min)/(A, /min—A,, /min)  [ukat/1]

Coterrnnnnn katalytickd koncentrace standardu uvedena v atestu [pkat/1]
As........ absorbance vzorku

Ag..o.o..... absorbance standardu

Api........absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ruast zasobni bunécné kultury
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o

15 30 3|5

€as (dny)

Obr. 17: Kumulativni pocet bunék HEK293/EBNA na 1 ml v zdvislosti na case — Graf
ukazuje kumulativni pocet bunék ve sledovaném obdobi. Byla sledovdna denzita bunécné
suspenze v danych casovych intervalech. Buiiky byly pocitdny pomoci hemocytometru a byl
sledovdn ndrust poctu bunék.

Po dobu experimentu byla udrZzovdna bunécnd kultura, kterd slouzila jako zdroj buné&k
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovdna za stejnych podminek jako posttransfek&ni
kultury (médium BV 293s, inkubovdna tfepacka, 37°C). Rust bunék byl sledovan, aby
se zjistilo, zda buriky dosahly exponencidlni rustové faze. Pokud se pocet bunek za den
zdvojndsobi dosdhly buriky exponencidlni faze a jsou pfipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Riistové kifivky bunék HEK293/EBNA - Na obrdzku jsou zndzornény riistové krivky
bunék HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PEI v riiznych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pridavkem korniského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsou velmi podobné, coZ
svedci o tom, Ze pritomnost HS neovliviuje riist bunék po transfekci. Pdty den po transfekci
u bunék kultivovanych v BV 293s médiu (popt. s 1% pridavkem HS) buriky dosdhly maximdlni
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denzity, a poté se bunécnd denzita zacala sniZovat z ditvodii vimrti bunék. V HYclone médiu
bylo maximdlniho poctu bunék dosaZeno jedendcty den po transfekci. V médiu Hyclone buriky

Vv Vv o

rostly delsi dobu a do vyssich hustot bunécnych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdiive bylo potfeba ovéfit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenzity exprese
a ucinnosti transfekce. Pro transfekci byly pouzity vektory uvedené v tabulce ¢. 3. M¢éfeni
bylo provadéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibra¢ni kiivka SEAP standarda
atabulka snaméfenymi koncentracemi (viz. Prilohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy.

Pro transfekci byly pouZzity plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen EBNAI,
usnadfiujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCI, které gen EBNAT1 nenesou.
Transfekce byla provadéna v duplikdtech, ve Ctrnicti 100ml Ctythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmida ve dvou sadach) + 2 kontrolni ldhve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pClI

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana exprese SEAP. Hodnoty exprese SEAP byly
na urovni pozadi méfeni. Treti den po transfekci se naméfené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzorku, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojndsobily proti pozadi. Dile
se hodnoty exprese zvySily u vzorkd s pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzorka s pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCI a peBSV i naddle zGstaly na drovni
pozadi.

Nejvyssi hodnoty koncentraci alkalické fosfatizy u vzorki byly nameéfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici pCEP4 byly aZ trojndsobné proti hodnotdm
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedmy den po transfekci se hodnoty koncentrace
zacaly sniZovat, coz bylo zpusobeno nejspiSe umrtim bun€k a rozpadem SEAP.

Jako nejucinnéjsi se ukdzal plazmid pCEP4. Dalsi vhodné plazmidy pro transientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Plazmidy peBSV, pEAK 8 a pCI se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekci v bunikich HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi plazmid pro transientni transfekci
do bunek HEK293/EBNA i dfive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci - obrdzek zndzornuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po provedeni transfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 (pCl), vzorek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrdzku je patrné, Ze nejvyssi koncentrace SEAP byla pritomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvysSend exprese i ve vzorcich 2 (pcDNAS5) a 5 (pcDNA3.1).
Hodnoty v grafu jsou priimérem hodnot méreni ziskanych vzdy ze dvou kultivacnich lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP na c¢ase uplynulém od transfekce

Vedlej$Sim produktem pokusu, pii kterém byl urCovin nejicinn€js$i vektor pro transfekci je

ktivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti na Case uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosaZeno sedmy den po transfekci.

1,6
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12 R?=0,7725
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP na case — graf zndzoriuje ndriist exprese SEAP

Vv

po transfekci u plazmidu pCEP4. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP bylo dosaZeno 3 den
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po transfekci. Koncentrace SEAP poté ziistala stejnd aZ do posledniho méreného dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokusu s cilem najit nejvhodnéjsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEIL Srovndvany byly metody podle Muller (2005), Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobnéji popsdny vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) byl jako
reportérovy plazmid pouzit pCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla provddéna v duplikdtech, ve Ctrndcti 100ml Etythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidd po dvou sadich) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi nameéfena
koncentrace SEAPu vzorkii byla naméfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty naméfené diive [2], coZ muZe byt zpuisobeno imrtim bunék.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250ml ¢tythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1% kornského séra + 4 kontrolni ldhve.
Pokus byl provadén se suspenzi o nizké bunécné denzité (0,5 milénti/ml), coz mohlo byt
pfi¢inou nedspéchu. Naméfené hodnoty absorbance se témeér shodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durocher byla vyhodnocena jako nedcinna.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzité
2,4 milént/ml. Bunécnd suspenze byla rozpipetovana do falkon po 10 ml, odstfedéna a poté
bylo odsito médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Biowest) médiem doplnénym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bunééné suspenze pfi transfekci byla 24 x 10%/ml.
Transfekce byla dspéSnd. Nejvyssi detekovand exprese SEAP byla 14,7 ug/ml pti transfekci
20 pg/ml DNA odebraném cCtrnacty den po transfekci. Hladina exprese muze dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilditky u vzorku s koncentraci DNA pfi transfekci
50 pg/ml DNA. [27]
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Tab. 6: TransfekEni podminky u jednotlivych metod

koncentrace

pomér transfekéni kultiva¢ni médium pomér
DNA DNA:PEI médium transfekéni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 25 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 transfekcnich smési na jednu ldhev

puvodni koncentrace

metoda DNA (pg/ml) DNA (ul) 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 1472
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Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu exprese SEAP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -

vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durocher, vzorek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosaZeno za pouZiti metody Backliwal. Asi desetinu vytéZku
exprimovaného proteinu tvori vytéZek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové hodnoté jsou
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zdklad¢é vysledki méfeni byl jako nejlepsi metoda vyhodnocena metoda Backliwal
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovaly nékolikandsobné vyS$sich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzorkd metody Muller (2005). Usp&snost transfekce u metody Backliwal
byla zajiSténa nejspiSe vysokohustotni bunéfnou suspenzi a také vysSimi piidavky DNA
a PEL
Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejméné ucinna. Divodem muze byt pouZivani
bunéénych suspenzi o niZs§i hustoté bunek a nizkymi koncentraceni DNA ptiddvanymi
k bunikdm. Také postup provedeni transfekce se zcela odliSuje od predeSlych dvou metod.
Metoda Duroscher ptiddva transfekéni smés do findlniho objemu bunécné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je transfekce provddéna v mens$im objemu
a néasledné je zastavena pfidavkem média. U metody Muller byly detekovany hodnoty exprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv m4 také kultivacni médium, ve kterém jsou pé&stovany buiky. V médiu HYclone
buriky dosahovaly vyS$$i denzity a Zivotnost buné€k byla del$i neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na tcinnost transfekce
Pomoci metody Backliwal (2008) bylo ovéfovdno mnozstvi DNA vhodné pro transientni

Yev s

To je méné nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistil nejvyssi dcinnost pii 50 pg/ml
DNA. [27]
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Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntraci DNA p¥i transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vzorkii. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly naméreny
po transfekci 20 ug/ml DNA. Hodnoty v grafu jsou priumérem hodnot méreni ziskanych vZdy
ze dvou kultivacnich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitori histon deacetyldz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjistovan vliv inhibitort histon deacetyldz
(butyrét sodny, kyselina valproova) na hladinu exprese. [28]
Koncentrace SEAP u vzorku spfidavkem butyrdtu sodného (pfi 50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyrazné€ neliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolniho. Hodnoty
koncentrace SEAP s pfidavkem valproové kyseliny v médiu byly polovicni neZ hodnoty
vzorku bez piidavku (pfi 50 pg/ml DNA pro transfekci).
I kdyz pocet bun€k ve vzorcich obsahujicich ptidavek butyrdtu sodného byl nizky, pfesto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotami SEAP u vzorkli bez piidavku, kde byl
pocet bunék vyssi. To znamend, Ze piidavek butyrdtu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu bunék.

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

-~

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)

Obr. 23: Zdvislost koncentrace SEAP na pritomnost inhybitorii histon deacetyldz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzorkit obsahujicich 50 ug/ml DNA: bez pridavku, s pridavkem
butyrdtu sodného do média a s pridavkem kyseliny valproové do média. Hodnoty v grafu jsou
priimérem hodnot méreni ziskanych vZdy ze dvou kultivacnich lahvi.
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4

5 ZAVER

V této diplomové priaci zabyvajici se problematikou transientni transfekce bezsérové
bunécné kultury pomoci polyethyleniminu byla hleddna optimdlni metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmidd a cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouZiti
se dosdhne nejvysSich hodnot exprese SEAP. NejucinnéjSim plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouZit v ndsledujicich experimentech.

Byly testovdny tfi metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliwal (2008).
Jako nejucinn€jSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008), kterd davd pouZitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pg/ml, 20 pg/ml a 50pg/ml) pouZzité pro transfekci
s vysokohustotni bunéCnou suspenzi. Bylo zjiSt€éno, Ze nejiinnéjSi je Kkoncentrace
20 ug DNA/ml transfekéni smési.

Dale byl sledovan vliv inhibitord histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valproova)
na hladinu exprese. Bylo zjisténo, Ze pfitomnost inhibitord v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu bunék.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

r-protein
DNA
cDNA
RNA
mRNA
E. coli
HEK burky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
313
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklickd deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

medidtorova ribonukleova kyselina

Escherichia coli

lidské embryondlni ledvinové buriky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohocetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohocetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomdrnich sil (atomis force microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajicka kieCka C¢inského

vajicka mysi Svycarské

herpesvirus 4

B-glukuroniddza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelené fluorerkujici protein

alkalicka fosfatdza

koniské sérum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfataza

standard

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

Slozeni médii a pufra

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEAP, rastové kiivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (2007): rastové kiivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové krivky
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9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufru

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouZzito pro kultivaci bunék kmene Escherichia coli. Z téchto bun€k byla
nédsledné izolovédna plazmidovd DNA.

Tab. 8: SloZeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/1)
trypton 10

kvasniCny extrakt 5

NaCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifikaci plazmidové DNA [2]

Roztok E1 — resuspendacni, uchovavan pii pokojové teploté

50 mM Tris

10 mM EDTA

ptidavek HCI pro dpravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné pfidat 100 ug/ml RNazy A, kterd je uchovdvana pfi teploté 4 °C

Roztok E2 — lyzacni, uchovédvan pti pokojové teploté
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3 — neutraliza¢ni, uchovédvan pfi pokojové teplote
3,1 M octan sodny
ptidavek kyseliny octové pro dpravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4 — ekvilibracni, uchovavan pfi pokojové teploté
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok ES — promyvaci, uchovévan pii pokojové teploté
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6 — eluc¢ni, uchovédvan pti pokojové teplote
1250 mM NaCl

100 mM Tris

ptidavek HCI pro upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivaci pfisedlych 293HEK/EBNA bun¢k.

Tab. 10: SloZeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka koncentrace (mg/ml)
CaCl, (anhydrid) 116,00
FC(NO3)3 - 9H,0 0,05
FCSO4 . 7H20 0,42
KCl 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSO, - TH,0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCO3; 1,20
Na2H2P04 . 7H20 134,00
NaH2P04 . H20 62,50
ZnSO4- TH,0 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 - H>0 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - H,0 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 - H,0 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HC] 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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9.14 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenznf linie bun¢k 293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotendt vipenaty 4 mg/l
Pluronic F-68 1 g/l
diethanolamin 3ug/l

fyton Difco select 2¢g/

pepton z laktalbuminu 2 g/l
lipidovy koncentrit 1 mg/l
lidsky insulin Sg/l

lidsky transferrin ATF Sg/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v raznych casech. Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy
koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovnani koncentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pClI

2 peak8 8 pClI

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 - y = 0,0036x + 0,0002
I R? = 0,7454
? 0,0020 - .
E 0,0015 ] //
3
§ oo010 . * R
(/]
o
<< 00,0005 -
L
77}
_g 0,0000 ‘
E 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
5 mean A A SEAP standard
o

0,50

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

Tab.13: Koncentrace vzorkt — 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 krivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzorki — 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)

E 06

Sos

% 04

» 03

8 0.2 ]

£ 01

< 1 3 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

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,0025 - y = 0,0039x + 0,0003
00020 | R® = 0,8077
0,0015 //
0,0010 - *
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘
0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
mean A A SEAP standard

Obr. 28: Kalibracni krivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzorku — 3. den po transfekci

Koncentrace vzorku
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 tabulkdch jsou uvedeny jen nékteré hodnoty vzorki. U

ostatnich vzorka doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

0,60

0,0025 - y= 0,02029x + 0,0003
o R“ = 0,9886
] 0,0020 -
©
c
80,0015 -
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o
< = 0,0010 -
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n =
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£  0,0000 ‘ ‘ : :
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c
o
o mean A A SEAP standard

Obr. 30: Kalibracni krivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzorkil — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,31 (ug/ml)
0,30| (ug/ml)
045| (ug/ml)
1,05 (ug/ml)
1,19| (ug/ml)
0,35 (ug/ml)
12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91| (ug/ml)
STD 8000x |1,38| (ug/ml)
STD 10000x |1,20| (ug/ml)
STD 12000x |0,94 (ug/ml)

O |\ (U | (D9 | =

?1'4
512
g 1
w 04a
¥ 4]
2 0F
L]
£ 04
2 . B
E I:I T T T T T T
1 2 3 g A 9 12

plazmidy

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



Transfekce — 6. den po transfekci

0.0025 y = 0,0033x + 0,0002
° R%=0,9915
s 0,020 -
T
c
£ 00015 -
()
o
< = 0,0010 -
WE
n =
c 2 0,0005 -
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c
[}
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0,55

Obr. 32: Kalibracni krivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzorkl — 6. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,21| (ug/ml)

0,44| (ug/ml)
0,36| (ug/ml)

1,04| (ug/ml)
1,14| (ug/ml)

O |\ [ | W9 [

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

y = 0,0039x + 0,0001
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R = 0,9997
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Obr. 34: Kalibracni krivka SEAP — 7. den po transfekci



Tab.18: Koncentrace vzorki — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorku

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)

1,4

Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci

1,2

0,8
0,6

0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

B

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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NiZe jsou uvedené rustové kiivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

4
35 |
3,
3 )
S 5257 y=0.1112x+2.6483
EE | R?-0.4417
SE
N< 15 |
[}]
el
1
05 |
O T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr 36: Riistovd kifivka — peak8, vzorek 1

y = 0,131x + 2,9414
2

denzita (mil/mL)
(mil/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
cas (dny)

Obr. 37: Ritstovd krivka — peak8, vzorek 2
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denzita (mil/mL)

3.5

2.5

1.5

0.5

\_///’

y =-0,031x + 2,9086

R? = 0,0931
1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 38: Riistovd krivka — pcDNA 5, vzorek 3

denzita (mil/mL)

y = -0,0491x + 3,0095
R?=0,0215

1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 39: Riistovd kiivka — pCEP4, vzorek 5

60




denzita (mil/mL)

y =-0.2491x + 4.2595
R®=0.6613

cas (dny)

Obr. 40: Rustovd krivka — pCEP4, vzorek 6

45

3.5 1

25 1

denzita (mil/mL)
(mil/mL)

-
3
‘

0.5 1

5 | y =-0,044x + 3,2164
R? = 0,0269

0 1 2 3 4

cas (dny)

Obr. 41: Ritstovd kiivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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Obr. 42: Riistovd krivka — peBSV, vzorek 12

denzita (mil/mL)

y = -0,3431x + 3,7009
1 R? = 0,8357

0 1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 43: Rustovd krivka — kontrola
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9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

NiZe jsou uvedené grafy rustovych kfivek kontrolnich vzorka u nichZ nebyla provedena
transfekce, dédle rGstové kiivky meéfené po transfekci bezsérovych kultur a bunécnych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s 1% ptidavkem koniského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R2 = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T T
0 2 4 6 8
cas (dny)

Obr. 44: Riistovd krivka — kontrolni vzorek (bezsérovd kultura)

a
E
.E
s 0.4 y = -0.0154x + 0.6615
E 0.3 R? = 0.0769
3 02

0.1 -

0 ‘ :
0 2 4 6 8
cas (dny)

Obr. 45: Riistovd kiivka — Bezsérovych kultur po transfekci 1
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1.2

0.8

denzita (mil/mL)

0.6 ‘ y = 0.0423x + 0.5641
0.4 R? = 0.3674
0.2
0
0 2 4 6 8
¢as (dny)

Obr. 46: Riistovd kiivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem konského séra

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

denzita (mil/mL)
o
»

0 T
0 2 4 6 8

cas (dny)

Obr. 47: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem korniského séra
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Obr. 48: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 1
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Obr. 49: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 2



9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v ruznych ¢asech. Jako blank byl pouZit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci

0,0025
0,0020 |
y = 0,0037x + 9E-06
2
0,0015 - R? = 0,9998

0,0010 -
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55
-0,0005 mean A A standard

concentration SEAP standard (mg/ml)

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

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mi+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

0,001

0,001 -
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y = 0,0035x + 2E-07
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01 0,2
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0,6

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

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656 | (ug/ml)
DNA 20Qug/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/mi+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

0,003
0,002 -

y = 0,0036x + 1E-05
0,002 | R? = 0,9997
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Obr. 52: Kalibracni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 11. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mli+valproic acid 1,9632| (ug/ml)
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14. den po transfekci

concentration SEAP standard (mg/ml)

-0,001
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Obr. 53: Kalibracni kiivka SEAP — 14. den po transfekci

Tab.22: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 14. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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)
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NiZe jsou uvedené ristové krivky u vzorkt a kontrol.

denzita (mil/mL)

y =-0,1763x + 3,3846

R2=0,4922

8 10
cas (dny)

12 14

16

Obr. 54: Riistovd krivka- kontrola 1

denzita (mil/mL)

y =0,357x + 2,9992

R2=0,7294

®

8 10
cas (dny)

12

14

16

Obr. 55: Rustovd krivka - kontrola 2
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y=0,1887x + 2,2724
R®=0,8982

denzita (mil/mL)
w

2 4
1 4
0 2 4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)
Obr. 56: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA A
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Obr. 57: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA B
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4 y =0,0981x + 2,2269
R? = 0,2351
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0
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Obr. 58: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA B
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Obr. 61: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA B
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Obr. 62: Ritstovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny A
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Obr. 63: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny B
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Obr. 64: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina A
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Obr. 65: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina B



ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientni transfekce bezsérové bunécné kultury
pomoci polyethylenimint.

V teoretické Casti jsou obsaZeny poznatky o vzniku rekombinantnich molekul DNA, pouZziti
expresnich vektortl, prenosu DNA a nésledné detekci rekombinantniho proteinu.
Experimentdlni Cast byla zaméfena na nalezeni vhodné transfekéni metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi buiitkami byly buniky 293HEK/EBNA.

V prvni Casti byl zvolen nejucinnéjsi plazmid — pCEP4/SEAP. Dile byly zkoumdény tfi
transfek¢ni metody: Muller (2005), Durocher et al. (2007) a Backliwal et al. (2008). Nejvyssi
dosazené exprese SEAP bylo dosaZzeno metodou Backliwal et al. (2008).

ABSTRACT

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

In the theoretical part formation of recombinant DNA molecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinant proteins are discussed.

The experimental part deals with efficiency of the polyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditions. 293HEK/EBNA cell line was chosen
as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP was selected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher et al. (2007) and Backliwal et al. (2008).
The highest recombinant protein expresion was reached using the method of Backliwal et al.
(2008).
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1 UVOD

Stale vyznamnéj$im odvétvim biotechnologického a farmaceutického primyslu se stava
vyroba rekombinantnich proteinti. Rekombinantni proteiny jsou Casto pozadovany ve velkych
mnoZstvich, jde o stovky miligramii az gramy r-proteinid. Jednd se zejména o produkci
antikoagulantl, vakcin, terapeutik, lidského insulinu, ristovych hormont apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu je dileZité, aby byl protein spravné sbalen, a aby
mu hostitelskd burika zajistila vSechny posttransla¢ni dpravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiSténo, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsou savc¢i buriky.

Zatim bylo testovdno vice neZ 1000 sekvenci DNA kodujicich proteiny potencidlné
vyuzitelnych pifi 1é€b€ lidskych nemoci. VétSina téchto molekul byla exprimovéna
v hostitelskych burikach, ptiblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych testd a 80 latek bylo
schvéleno jako 1é¢iva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikou pfipravy r-proteini pomoci transientni transfekce
eukaryotnich bun¢k 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cileného ptenosu nukleové
kyseliny do hostitelskych bunék. Pfi pfechodné (transientni) transfekci nedochdzi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské buriky k zaClenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské buniky a ndsleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein Ize detekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni transfekce na zakladé poznatkl publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZenyrstvi je tvorba rekombinantnich (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer techniky tvorby rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovand DNA je ziskdna bud’ z donorového organismu, jehoZ DNA kéduje né&jakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZzit umeéle syntetizovany gen. Prvnim krokem pfi tvorbé
rekombinantnich molekul je hleddni a izolace klonovaného genu. K vyhleddni cilové
sekvence  DNA se konstruuji geonomové knihovny. Genomovd knihovna je soubor
naklonovanych fragmenti DNA, které dohromady tvofi genom jednoho organizmu.
K vyhleddni specifického genu se vyuzivd metod tfidéni geonomovych knihoven. [4]
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Obr. 1: Schéma klonovdni genu [5]



2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na parovani komplementdrnich dusikatych bédzi jednofetézcovych nukleovych

kyselin pomoci vodikovych mustki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery je CasteCné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementdrni s klonovanou sekvenci DNA. DNA sonda nese znacku, kterd je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovém fetézci sondy miZe byt zakomponovén
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondy se sekvenci DNA detekovédn
napf. radoigraficky. Sonda miZe byt znacena i neradioaktivng, napt. imunologicky.
K hybridizaci l1ze pouZit fragmenty po agar6zové gelové elektroforéze, kdy pomoci filtracnich
papira a kapilarnich sil jsou fragmenty pfeneseny (pfeblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovédny a ptida se sonda, kterd hybridizuje s cilovymi sekvencemi
DNA - Southernav blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navdzan antigen. Poté je do roztoku DNA pfiddna smés primdrnich protilatek,
které se specificky vazou k antigenim. Nasledné se pfidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primdrni protildtky a zdroven nesou znaceni, které je snadno detekovatelné,
napt.enzym (alkalickd fosfatdza). Po pfiddni substrdtu je substrit zmeéné€n enzymem
na produkt a tato reakce je doprovdzena barevnou zmeénou. Poté je signdl sondy zjiStén
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuzivd pokud klonovany gen kdéduje syntézu enzymu, ktery neni normélné
hostitelskou buiikou produkovan. Kolonie jsou zaoCkovdny na misky s vhodnym substritem
(Skrob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amyldzu) a na zdklade€ selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrét, a tudiZ obsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuZivdn, pokud klonovany gen kdéduje syntézu esencidlniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apod.) nezbytného pro preziti builky. Gen
se pfenese do bun¢k, které nejsou schopné rust na substratech bez esencidlni slozky.
Pokud bunky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopné rast na minimdlnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouzi k pienosu cizorodé DNA do hostitelskych bunék. Cim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySuje tcinnost pfenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovd mista pro restrikéni endonukledzy. Restrikéni endonukledzy jsou
enzymy, které vektor naStépi a do tohoto mista je vloZen gen zdjmu. Na vektoru je vZdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Ddle vektoru obsahuje selekéni marker, ktery umoziuje
identifikovat, které builky ziskaly vektor. Jako selekéni markery se Casto vyuZivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (napf. ampicilin). Po provedeni pfenosu rekombinantni DNA
do hostitelskych bunék senzitivnich na antibiotikum, jsou bunky vysety na médium
s pfidavkem antibiotika. Pfeziji jen ty buiiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se nejCastéji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samoreplikujici
se extrachromozomadlni molekuly DNA izolované z bakterii. Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dile fagové vektory odvozené od fiaga lambda a od faga M13. Cizorodd DNA se mnoZi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA faga lamda. Poté se vytvofi viriony (fagové
Castice), které se skladaji z DNA zabalené v hlavicce, ke které je pfipojen bicik.
Za pritomnosti viriond se na vrstvé bunék zacnou tvorit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojuji vyhody obou typu vektord. Pomoci
fagovych castic je DNA injikovédna do hostitelskych bunek. Kosmid obsahuje dvé cos mista,
které se v hostitelské buiice spoji a vznikne kruhovd molekula DNA. V hostitelské burice jsou
poté uchovéavany jako plazmidy. Déle kosmid obsahuje gen pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych burikach, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodou kosmidu je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulka ¢.1). Pomoci téchto vektort lze klonovat i soubory
genu (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vektora [4]

vektor Hostitelska burka Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofdg A A/E. coli 10 -20
Kosmid E. coli 35-45
Bakteriofag P1 E. coli 80 -100
Bakteridlni umély E. coli 50 -300
chromozom

P1 bakteriofagovy umely E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy umeély kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umély chromozom Lidské buiiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt spridvné exprimovany v bakteridlnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuji introny a exony. Prokaryotické buiiky nejsou schopny vystiihdvat
introny z piepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych gent v bakteridlnich burikach byly
vytvofeny specidlni postupy.
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Z organismu se vyizoluje celkovd RNA. Eukaryotni medidtorovd RNA nese na 3” konci
polyadenylovy konec. Medidtorovd RNA se oddéli od celkové pomoci kolony, kterd obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navdZzou plolyadenylové konce mRNA pomoci
vodikovych mustkt. Poté jsou Stépeny vodikové mustky pomoci specidlniho pufru a RNA
je eluovéna ven z kolony. Medidtorovd RNA je prepsdna do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptdzi. Vysledkem je fragment dvoutetzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA muze byt vnesen do hostitelské bunky E. coli. Pro expresi eukaryotnich genua
jsou vyuzivany kvasinkové, hmyzi a sav¢i vektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryoticky markerovy gen pro selekci v hostitelské
burice, promotorovou sekvenci, transkripni a translacni stop signdly, sekvence
pro posttranskripéni upravy RNA, pocatek replikace funkéni v hostitelské burice
(extrachromozomalné replikujici se DNA), nebo integracni misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské buriky. [4]

. o Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

Ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklddd ze ti'i dsti. Prokaryotickd oblast nese misto ori
(pocdtek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinu funkcni v burikdch E. coli.
Pro eukaryotni buriky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k neomycinu. Expresni oblast
obsahuje promotor, za kterym ndsleduje klonovaci misto (MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich genti jsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekéni marker funkéni v E. coli. Déle obsahuje ori
misto, selekéni marker pro eukaryotni hostitelskou buiiku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a termindtorovou sekvenci. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které Stépi DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikéni endonukledzy byly izolovany z riznych
bakterialnich kment. Jsou oznaCeny zkratkami podle toho, zjaké baktérie byly ziskany
(napt. EcoRI z Escherichia coli). Pivodni vyznam téchto enzymu je ochrana pted cizorodymi
DNA, napf. virovymi. Aby se zamezilo Stépeni hostitelské DNA, je chranéna pied pasobenim
enzymu methylaci. Tyto enzymy se vyuzivaji pii tvorbé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je nastdpen stejnou endonukledzou. Stépeni
fragmenti probihd za vzniku ptecnivajicich nebo tupych koncu.

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donorového organizmu je izolovdna DNA. Poté je nalezen cilovy gen a vyStépen pomoci
restrikéni endonukledzy. Stejnou restrikéni endonukléizou je naSté€pen plasmid v cilovém
misté pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Vznikne linedrni molekula plasmidové
DNA s pfeCnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle pouZitého enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichédny s cilovou DNA a smés je inkubovédna s DNA ligdzou
za ptitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (plasmid-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do bunék

V piirod€ Casto probihd ptirozeny prenos DNA do hostitelskych bunék. K tomu dochdzi
pfi bakteridlni konjugaci, prirozené transformaci nebo k pfenosu DNA béhem virové infekce.
DNA 1ze do bunék pfendSet i za pomoci fyzikdlnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky prenos

Buriky a roztok DNA jsou inkubovany v prostiedi roztoku chloridu vdpenatého pfi teploté
0°C. Poté je roztok zahtét na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a CaCl, se postupné
ptiddvda HEPES-fosfatovy pufr. Smés se inkubuje pfi laboratorni teploté, a poté je vznikld
srazenina dispergovdna v prostiedi bunc¢k. Doba inkubace musi byt optimalizovdna
(je zpravidla krat$i neZ 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNA ptenese piimo do jddra buiiky. Tato technika je velmi
niroCnd a zabere mnoho cCasu. VyuZivd se predev§im pii tvorbé transgennich zvifat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena bud’ do projadra nebo piimo do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savcii [5]

2.5.3 Prenos pomoci liposomu

Na zdkladé hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném prostredi shlukuji k sobé a vytvari
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatickym interakci se navzdjem pfitahuji kladné
nabité lipidy se zdporné nabitou DNA za vzniku agregat. Céstice nesouci kladny ndboj
interaguji se zdporné¢ nabitou bunéfnou membrdnou, kterd je rovnéZz hydrofobni, a poté
je uskutecnén vstup do hostitelské buriky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZe ceny
transfekcnich lipida jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuteCriuje pouze v mensich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace bun€k elektrickym polem o vysokém napéti.
Elektrotransformace probiha za nefyziologickych podminek.
Pripravi se elektrokompetentni builky a poté se na smés bun€ék a pfendSenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls pfi nizké teploté. Nasleduje regenerace bunck. Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v uzkém rozmezi elektrického napéti a doby trvani
pulzu.
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Tab. 2: Rozmezi elektrického napéti pro rizné typy buné€k [6]

G- 7-15kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, ZivoCi§né bunky 1 -2kV/cm

Béhem elektroporace zahyne velky pocet buné€k. Zavisi na biologickych faktorech jako
je stafi bunek, velikost bun€k, koncentrace a zpusob regenerace bunék.
Molekuldrni mechanismus elektrotransformace neni zndm. Existuje teorie pfechodné tvorby
hydrofilnich péru, kterd dobte popisuje d€je probihajici pti pokusech s buiikkami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi nevyfeSenymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby pord, transport molekul péry a ndvrat membrany do ptivodniho stavu.
Z doposud znamych experimentédlnich dat lze vyvozovat, Ze mechanismus ptenosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem builky, difize DNA indukovéna elektrickym polem a pasivni
difdze. Aplikace elektrického pole neni podminkou ptenosu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. Polykationt se vdZze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvoii se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je specificky pro povrchovy
receptor buriky a je zodpoveédny za pocatecni interakci komplexu s burikou.
DNA je mozné pienést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextran, PEI), ktery
asociuje se zdporn€ nabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladn& nabity a vize se
na zdporn¢ nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nésleduje pfenos komplexu pomoci endocytdzy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

'

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internet: http://commons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni slouCenina, jejiz zdkladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se muze vyskytovat jako linedarni forma, ktera se nachazi pii pokojové teploté v pevném stavu.
Druhou formou je rozvétveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy PEI se pouzivaji
jako transfek¢ni Cinidlo s riznym stupném polymerace a rtiznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZit pro pienos DNA. [7]

Molekula PEI ma pufrovaci schopnosti. Rozvétvend forma tvofi primarni, sekundéarni
a tercidlni aminy. Atomy dusiku obsaZené v molekule PEI mohou byt protonovany, coz udili
molekule ndboj. Cim vice atomd dusiku je v molekule obsaZeno, tim je v&tii ndboj. Informace

vvvvvv

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvétveny polyethylenimin, zdroj internet: http://www.hyperpolymers.com/

Pred samotnou transfekci se pfipravi roztoky DNA a PEI o pfesné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul a vzniku komplexu DNA/PEI na zdkladé
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI se shluknou k sobé a vzniknou kladné
nabité nanocastice. Nanocastice se poté navdzi na bunécné zdporné nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu buné&né membrany. [11] Dovnitf bun€k pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozém pied pusobenim lysozomalnich nukledz. Uvnitf buriky
se uvolni DNA zendozému diky pufrovaci schopnosti PEI tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy efekt. [12] To vede k nahromadéni
kladného naboje, coZz zpusobi influx chloridovych anionti a vody do endozému. Endozém
nabobtnd, uvnitt se zvysSuje osmoticky tlak, coZ vede k prasknuti endozému. [13]

Této domnénce vSak odporuje skutecnost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI je ptiblizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci m4 PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Z téchto divodu je nepravdépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli pti prasknuti endozému. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovan pomoci mikrotubuld k jadru, kde
se Cast komplexu rozpadne diky piitomnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNA.[10]
DNA pak samostatné¢ piechdzi pres jadernou membrinu a poté se v jadie zaclleni
do chromozomu. Mechanismus téchto pochodii neni zatim zcela objasnén. [14] [16]

V prubéhu transfekce a uvolnéni DNA z komplexu zdlezi na pfedem zvoleném poméru
DNA:PEIL

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopie atomdrnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEIL Velikost byla stanovena na 20 az 40 nm. Pfesné pomérové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zndmo. Transfekce pomoci PEI byly
testovany v riznych objem. [7] [17] [18]

15


http://www.hyperpolymers.com/

cytoplasm

B

(P,
O Ol

Pl

-?'1" o, T g i

cationic
complexes

ExGen 500

A

Obr. 6: Schéma prenosu DNA do jddra buriky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buriky a organismy

Pfi vybéru hostitelského organismu je potfeba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotni. Pfi expresi eukaryotnich gent hostitelska burika zajisti vSechny
posttranskripéni a posttranslacni dpravy. Vznikly protein je Casto identicky s pfirozené
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buinky

Nejdetailn€ji  prostudovany organizmus, ktery se pouzivd pro klonovani genu

je Escherichia coli. Vyhodou je vysokd ucinnost transformace a fakt, Ze existuje fada
expresnich vektora s regulovatelnymi promotory funkcnich v E. coli. Nevyhodou je, Ze fada
cizorodych proteint se nevytvari ve funkéni podobé.
Jako dalsi hostitelské organismy z fady G - bakterii se vyuzivd Bacillus sp. Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnozstvi extracelularnich enzymu, které lze lehce izolovat
zmédia. Snadno se kultivuji a adaptuji na fadu podminek kultivace. Lze pfipravit fadu
mutantd hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedn4 se o jednobunééné eukaryotni organizmy. Rada kvasinkovych gend je homolognich
s geny mnohobunécnych eukaryotnich organizmd, maji podobnou bunéfnou biochemii
aregulaci gend. U kvasinek lze stanovit dominanci a recesivitu alel. Maji kratkou generacni
doba a vysoky pocet jedinct, kultivuji se na definovanych padach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povaZoviny za bezpeCny (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umoZiuje piipravu 1éCiv pro humdnni medicinu. Tvoii
eukaryotické proteiny v aktivni podobé¢, lze dosdhnout sekrece do prostfedi. K nejcastéji
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pouzivanym druhtm patii Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis
a Hansenula polymorpha. [4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pfi genetickych manipulacich je totipotence, coZ znamend, Ze celou
rostlinu muzeme vypéstovat z jakékoliv jeji Casti. Mezi dal§i vyhody se fadi schopnost
regenerace, velky pocet semen, kratkd generacni doba a asexudlni kiiZeni. Rostlinné
biochemické driahy poskytuji prumyslové suroviny a léCiva. Modelovym organizmem
pro ucely molekuldrni genetiky je Arabidopsis thaliana.

Jednou z moZnosti pifenosu cizorodé DNA je pfenos pomoci bakterie Agrobacterum
tumefaciens. Tato bakterie pfirozené infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tumor
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvence. [5]

2.6.4 Zivo&isné buiiky

Jsou izolvany z tkani ZivocCicht a poté kultivovany in vitro. Pfi kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobaji pfirozenym, proto se udrzuji pfi teploté¢ 37°C a v modifikované
atmosféife (5% CO,). VesSkeré manipulace sbunkami musi byt provddény ve sterilnim
prostiedi. VétSina bunek roste piisedla k pevnému povrchu, jako v pavodni tkani. K ristu
je nutné pouzit kultivaéni médium, které buitkkdm doddva potiebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dalezité latky.

K nejcast&ji pouzivanym patii CHO (Chinese Hamster ovary) — buriky ptivodné izolované
z kieccich vajicek a 3T3 — buiiky z mySich vajicek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidlni lidské ledvinové bunky a HeLa (Henrietta
Lacks) — epitelidlni butiky z rakovinnych bungk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiiky byly poprvé pfipraveny roku 1970 v laboratofi Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskdny ze zdravych potracenych lidskych plodi a poprvé
kultivovédny jako primdrni HEK buiiky. Pozdé&ji byly upraveny pomoci péti adenovirovych
genu. [20] Zkratka HEK oznacuje lidské embryondlni ledvinové buriky a ¢islo 293 oznacuje
293. Grahamuv pokus.
Tyto butiky se dobfe kultivuji a probihd u nich relativné€ snadnd transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorbé rekombinantnich proteinli. ProtoZe se jedna o lidské buriky, jsou u exprese zajistény
spravne posttranskripéni a posttranslacni modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
i pro tvorbu lidskych terapeutik.
Buiiky 293HEK/EBNALT jsou buiiky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu byl v€lenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovan
jako jaderny antigen, ktery umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazmida. [21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickém pocétku replikace sekvence vazajici se
na EBNAI. Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji
a jejich pocet v bunkdach klesa v dusledku bunééného dé€leni. Pii transfekci specifickych
plazmidi do EBNA bunék dochdzi k replikaci specifickych plazmida a k pfenosu plazmida
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do dcefinnych bun€k pfi buné€ném deéleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a veétsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dnes$ni dobé& jsou buiiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivané buiiky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi téchto genu lze snadno detekovat a kvantitativné stanovovat. Mohou tudiZ slouzit
jako méfitko exprese transgend s ruznymi promotory, s ruznou strukturou, v ruznych
genotypech a za riznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferdaza je bakteridlni enzym, ktery nezpusobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZivd u eukaryotnich bungk, které jsou pfirozené rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Po pfiddni extraktu z rostlin se znaceny
chloramfenikol pfeménuje na znaCeny acetylovany chloramfenikol, ktery lze
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotit kvantitativné.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

vvvvvv

transgen pouZzivany pfi tvorbé transgennich rostlin. Tento enzym méni vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskujici latky. Existuji dvé metody detekce aktivity.
Fluorescenéni  metoda, kterd se provddi v  homogendtu se  substrdtem
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po ozafeni rozlozeného MUG dlouhovlnnym UV
365 nm ddva modrou fluorescenci 570 nm.

Druhé metoda je histochemickd. Pouziva se chromogenni substrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozstépeni dava modrou barvu, kterd je nerozpustnd a zistava v bunkach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze svétluS8ky Photinus pyralis nebo koédujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei. Po dodani substratu (luciferin, ATP) k bunénému extraktu, nebo
do kultivacniho média dochazi k emisi zarfeni méritelného luminometrem, scintilacnim
pocitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substrat je pomé&rn¢ drahy.
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2.7.4 Transgen pro zelené fluoreskujici protein (GFP)

Jednd se o gen z medizy Aeqorea victoria. Protein GFP preméiiuje modré svétlo na zelené.
M3 schopnost emitovat zelené svétlo po ozafeni modrym svétlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodani substratu nebo kofaktort. Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyZ je fizovan s jinym proteinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zménén chromofor, takze fluoreskované svétlo mize mit riznou vlnovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalicka fosfatiza (ALP) je hydrolyticky enzym optimdlné pisobici pii alkalickém pH,

vyskytuje se v krvi v mnoha riznych formach, které se vytvaii v kostech a v jatrech, ale
ivjinych tkdnich, jako napf. v ledvindch, placenté, stfevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytuji i u déti pfi rustu kosti, v téhotenstvi,
zatimco patologickd zvySeni vétSinou souvisi s hepatobilidrnim procesem a s kostnim
onemocnénim. U hepatobilidrntho onemocnéni ukazuje na obstrukci ZluCovodu, jako napf.
u cholesterdzy vyvolané Zlu€ovymi kameny, nddory nebo zdnétem. U kostnich onemocnéni
je zvySend Cinnost ALP vyvoldna zvySenou osteoblastickou Cinnosti, jako napf. u Pagetovy
nemoci, pii méknuti kosti (rachitidé€), kostnich metastdzich a hyperparatyreoidismu.
Za gen zamu byl zafazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatdzu, coZ je snadno
detekovatelny protein. K bunéCné suspenzi se pfiddva substrat, ktery je ucinkem alkalické
fosfatdzy zménén na produkt. Tato reakce je provdzena barevnou zménou a intenzita zbarveni
je zmétena fotometricky.

2.8 Transientni (prechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuZzivd k produkci rekombinantnich proteind. Vyhodou
prechodné transfekce je rychlost produkce r-proteind.
Pfi pfechodné transfekci nedochdzi po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské burky
k zaclenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské bunky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein 1ze detekovat
Jiz par hodin po transfekci. DNA se nepfends$i pii mitéze na dcefinné buiky, tudiz
je transientni transfekce cCasov€ omezend. Vytézky této transfekce se fddové pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do savCich bunék muze byt jako trasfekéni c¢inidlo pouzit
fosfore¢nan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Transfekce probihd bud’ v malych
objemech bunécné suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dosahuji objemt o velikosti
az stovek litrd. Paty az desaty den po provedeni transfekce dochdzi k produkci nékolilka
miligramt aZ gramu 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, pCI, pEAK 8, pfeciSténé

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

Fosféatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukéza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (koniské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g; KoHPO4 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 1 destilované vod¢)

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova modr (0,4 % w/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% w/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomucky a pristroje
Tab. 4: Pouzité pfistroje a pomucky

Lamindrni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CO, inkubdtor (5% CO,, 37°C)

Orbitdlni tfepaCka

Spektrofotometr

Svételny mikroskop

Ptistroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva&ni ldhve T-75 cm”

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 ddvkovace
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3.1.3 Buinky a kultiva¢ni média

Pro tento experiment byly pouZity buiky 293HEK/EBNAI. Jak uZ bylo uvedeno
v teoretické Casti, jednd se o lidské ledvinové buriky ziskané z potracenych plodi. Do genomu
téchto bunck byl vclenén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimovan jako jaderny
antigen, ktery umoznuje epizomalni replikaci specifickych plazmidua. [21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém pocatku replikace sekvence vézajici se na EBNAI.
Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pfi transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
pii bunécném déleni. [22]
Tyto buniky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvou fazich. Zpocitku se provadi
kultivace v kultivacnich lahvich T-75, kdy jsou butiky pfisedlé na dn€ nddoby. Jako médium
se pouzivi DMEM/F-12 s 10% ptidavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrZi buniky pfisedlé
na dn¢ nadoby. Jakmile buriky dosdhnou 80-90% konfluence pasdzuji se, rozsazuji se do
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kultivaci je pouzivdno BV 293s médium
s 1% ptidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérové. Buiikky se uchovévaji ve Ctyrhrannych
sklenénych lahvich. Dulezité je zvolit spravny objem, ktery Cinni asi 30% z objemu ldhve,
aby bylo zajiSténo optimdlni mnozstvi kysliku. Lahve se umist'uji na orbitdlni tfepacku, aby
se buitky neshlukovaly, umisténou v humidifikovaném inkubdtoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpm pfi priméru otaceni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje pocet bun€k a jejich nartst. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové modie
a Biirknerovi komurky se buinky spocitaji. jakmile buriky dosdhnou exponencialni faze rustu,
jsou pfipraveny pro transfekci. Pokud se pocet bun€k zdvojndsobi za 24 hod, jsou burky
v exponencidlni fizi.

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

RozmraZeni bun¢k a kultivace
PasdZzovani a zamraZeni bunék

Pocitani bun€k pomoci trypanové modii
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 RozmrazZeni bunék a kultivace

Buiikky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodobé skladovany pii nizskych teplotich (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Piedem bylo piipraveno 12 ml kompletniho vyhidtého média do T-75 (75 cm?) kultivagnich
lahvi, DMEM/F-12 s pfidavkem 10% FCS, aby buiiky pfisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vyménéno médiu za nové kompletni médium, aby se z pivodniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), které je pro buriky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odséto a nahrazeno novym kompletnim médiem s pfidavkem antibiotika G418
(geneticin). Pfiddva se 250 pg na 1 ml. Buiky byly inkubovany pifi 37 °C a 5% CO,
v humidifikovaném inkubétoru dokud nedosédhly 80-90 % konfluence (normaln¢ 4 — 7 dni).

Obr. 8: Buriky po rozmraZeni
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Obr. 9: Buniky HEK293 EBNAI 3. den po rozmraZeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazZeni bunék

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Builkky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bungk, aby se buriky odpoutaly ode dna. Trypsin pusobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovdan a kontrolovdn pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena
pfidavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsin postupné upln€ rozbil bunécné
membrény.

Pro dalsi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebrdno 0,25 — 1 ml ztrypsinizovanych bunék
a pridano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniho média s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min pfi 250 g a RT.
Byl odsdt supernatant a bunécny pelet byl resuspendovin v predem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + 1 ml DMSO). Bunécné suspenze byla
rozpipetovdna do kryovailek, které byly ihned postaveny do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy buniciny, obaleny alobalem a premistény do mrazdku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmraZen kontrolni vzorek, zda byly buiiky sprdvné zamraZeny. Pokud bylo
zamrazeni uspéSné, byly buriky presunuty do kryogenniho boxu.
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3.1.7 Pocitani bunék pomoci trypanové modri

Bylo odebrdno 100 pl z bunéfné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shluky bunék
a bylo pfiddno 100 pl 0,4% roztoku trypanové modie. VSe bylo fddn€ promichdno a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Biirkerovy komurky s pfikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovdn vzorek a pod mikroskopem byly spocitany Zivé (Zluté) a mrtvé
(modré) bunky v 10 Ctvercich a na levé a horni hranici Ctverce. PocCet butiek byl spocitan
podle vzorce:

X=x2-25

X - denzita bunék v 1 ml

x — pocet benek v 10 Ctvercich

(2 — vztazeno na fedéni bunécné seuspenze: trypanové modii = 1:1; 2,5 — vztaZzeno na rozmé&r
jednoho ctverce)

Obr. 10: Pocitdni bunék v Biirknerové komiirce (hemocytometr) — Zluté (Zivé) a modré (mrtvé)
buriky

3.1.8 Prevedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Burniky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
ptfisedlych bunék, ktery byl ptedem vyhtit na pokojovou teplotu, aby se buiiky odpoutaly
ode dna. Trypsin puasobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovin a kontrolovan
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena pfidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupné tplné rozbily bunécné stény.

Ztripsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovdna po dobu 5 min pii 250 g
a pfi pokojové teploté (RT — room temperature).

Poté byl odsét supernatant a bylo ptiddno 20 ml BV 293s s 1% piidavkem HS a burky byly
resuspendovany. Zpocatku byly burky kultivovany v T-75 kultiva¢nich lahvich v 20 ml
média a po dosaZeni 90% konfluence byly zbaveny média se sérem a resuspendoviny
v Cerstvém médiu bez séra. Poté presazeny do 250ml ¢tythrannych sklenénych lahvi s 50 ml
média. Lihve byly umist€ény na orbitdlni tfepaCku o rychlosti michdni cca 100 rpm
pfi pruméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan pocet bun€k a s ristem poc¢tu bunék bylo postupné
navysSovano mnozstvi kultivaéniho média. Kone¢ny objem bunécné suspenze byl 400 ml, kdy
buiikky byly kultivovdny v 11 Ctythrannych sklen€nych lahvi. Denzita bunék se udrZovala
do 4 milént/ml a obsah HS se postupné snizoval az na nulu. Do kultivacniho média bylo
pfiddvdno antibiotikum — geneticn, ktery zajistil selekci bunék. Piidavek geneticinu
do kultivacniho média byl 250 pg/ml.

3.1.9 Izolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro pozdéjsi transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCI, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI1, coZz je gen kddujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence ori P odpovidajici poctu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci plasmidové DNA.

Na Petriho misku byla zaockovana kultura Escherichia coli pomoci kiiZzového roztéru
a ponechdna v termostatu (37°C). Po narosteni kultury byla pomoci pfedem vyZihané klicky
pfenesena jedna kolonie do 10 ml LB média s piidavkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod na tfepacce (220 rpm, rotacni pramér 1,2 cm) pfi teploté 37 °C
— startovac{ kultura.

Po 24 hod byla kultura presazena do 400 ml LB média s pfidavkem ampicilinu v poméru
1:1000, tedy 400 pl.

Dal$i den byla zmétena optickd denzita (ODggp) suspenze a vypocten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

V[ml] _ 1200
ODg

Vypocteny objem suspenze byl centrifugovédn za podminek: 4 °C, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovdm 12 ml E1 pufru (sloZeni viz. Piilohy) s pfidavkem Rnézy.
Poté bylo pfiddno 12 ml lyzacniho pufru E2 do tuby obsahujici bunécnou suspenzi a vSe bylo
promichdno lehkym otaCenim tuby. Po 4 min byla lyze buné€k zastavena pifidavkem
neutralizacniho E3 pufru a obsah tuby byly opét promichan lehkym pfetdCenim. Timto byly
buriky permeabilizovédny a dezintegrovéany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, kterd byla predem ekvilibrovdna 25 ml ekvilibracniho
pufru E4. Po prokédpani roztoku kolonou byl na filtr opét nanesen ekvilibracni pufr E4. Pfimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru ES pro promyti kolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml elu¢niho pufru E6 a eluat byl jimén do tuby.

Béhem procesu lze provést tfi kontroly na pfitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po pfidavku neutralizaniho pufru E3, nebo po piidavku wash pufru ES5, kdy kontroly
na pritomnost DNA vychdzi negativné, nebo po ptidavku elu¢niho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivné.

Poté bylo keluatu ptfiddno 10,5 ml isopropanolu. Smeés byla porddné protiepdna
a centrifugovdna po dobu 45 min pii 4°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a pelet byl
pieveden do 5 ml 70% ethanolu na pfeciSténi, a ddle byl centrifugovdn po dobu 10 min pfi RT
a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsit ethanol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bild barva peletu byla zménéna ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpusSténa v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o velikosti pérti 0,2 um a nafedén sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci byly pouzity i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla umistén do odstfedivky. Podminky centrifugace:
1 - 4 min, 12 000 g. Pokud veskery roztok DNA neprosel ptfes kolonku, byla centrifugace
opakovéna.

Déle byla u vzorku zmeéfena koncentrace a Cistota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agar6zovy gel a byla provedena kontrola Cistoty na gelu.

Cistota vzorku by se méla pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud je Cistota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovén proteiny. Pokud je Cistota vetsi nez 2, vzorek je kontaminovdn RNA.
V piipadé kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to opakovanim poslednich kroka
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladnén v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobé uskladnéni

(déle nez 3 dny) byl umistén do mrazdku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcich (Obr. 11-16) jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funkéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnich bunikdch. Jedn4 se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje ori sekvenci a selek¢ni marker funkéni
(rezistence na ampicilin) v E. coli. Déle obsahuje ori sekvenci, selekéni marker pro eukaryotni
hostitelskou buriku a klonovaci misto MCS. KaZzdy vektor obsahuje cilovd mista pro restrikéni
endonukledzy (napf. Hind III, BamHI).
Jako hostitelské buiiky byly zvoleny buiiky 293HEK/EBNAT1. Buiiky 293HEK/EBNAT1 jsou
buriky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich genomu byl
vClenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovdn jako jaderny antigen, ktery
umoziiuje epizomalni replikaci specifickych plazmidd. [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém pocétku replikace sekvence vdzajici se na EBNAI1. Plazmidy
neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
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pii bunécném déleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a vetsi produkei rekombinantniho

proteinu. [22]

Nize jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI

a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAT nenesou.

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

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

pCEP4/CAT
10.9 kb

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

3.1.10.4 Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP

pcDNAS/FRT/
TO-TOPO*

RUC orl

Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS/FRT/TO-TOPO/SEAP, zdroj internet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5 Plazmid pcDNA 3.1/SEAP
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Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEAP [2]

3.1.10.6 Plazmid pEAKS/SEAP

EF-1 alpha

Terd IIT 2879
EroR 1 2888
Ase I 2892
EcoR YV 2802
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BuaXx1 2920

SreB3ETI 2038
MNor 1 2041

Obr. 16: Mapa plazmidu pEAKS/SEAP [2]
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jednad se o transfek¢ni metodu pii nizké bunécné denzit€ s vymeénou média pred transfekci.
Byla pouZzita bunécnd suspenze (400 ml) tvofena buiikami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovény v BV 293s médiu.

Podminka: buiiky double time (¢as zdojndsobeni poctu buné€k) = 24 hod

Transfekce byla provadéna ve 100ml ¢tythranych lahvich.

Nejprve byly spocitdny buriky, které poté byly centrifugovdny (5 min, 500 rpm, RT).
Po centrifugaci byl slit supernatant a buiiky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovdna do 100ml flasek po 20 ml.

V kazdé lahvi byly spocitany buriky.

Poté byla pfipravena transfekéni smés v pomeéru: transfekéni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
findlni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pg/ml. Pfidavek transfecni smé&si do média
byl v pomé&ru: transfekéni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 ml

Plvodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pg/ml a PEI Img/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NaCl.

Po smichani PEI a DNA byla smés promichdna a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
pfiddno 2 ml transfek&ni smési do kazdé lahve s bunécnou suspenzi. Ldhve byly umistény na
orbitdlni tfepacku (cca 160 rpm, rotacni primér 2,5 cm) a buinky byly inkuboviny
za podminek 37°C, 5 % CO, . Po 4 hodinach bylo do kazdé lahve pfiddno 20 ml pfedem
vyhtatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100 pl a zamrazeny pfi teploté¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfekéni metoda s nizkou buné&Cnou denzitou bez vymeény média
pfed transfekci.
Pokus byl proveden v 250ml ¢tythranych lahvich.
Podminka: buriky double time = 24 hod
Den pred transfekci byl v zdsobni 1dhvi spocitdn pocet bunék. Pocet se pohyboval kolem
1 milénd/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml bunécné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovdno do 250ml lahvi po 22,5 ml a poté bylo do kazdé 1ahve ptiddno 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1% kotiského séra bylo pfiddno odpovédné mnoZstvi séra).
V kazdé lahvi byl spocitdin pocet bunek. Denzita bunécné suspenze byla pfiblizné
0,5 miliéont/ml. Lahve byly umistény pfes noc na tfepaCku (cca 100 rpm, rotacni prumér
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé 1ahvi spocitan pocet bun€k a byla pfipravena transfek&ni smes.
SloZeni transfekéni smési bylo v poméru: transfekéni smeés DNA:PEI = 1:5, pficemZ findlni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/ml. Pfidavek transfekéni smési do média byl v poméru:
transfekéni smés: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichdni PEI a DNA byla smés vortexovdna 5 s a poté byla inkubovédna 15 min pfi RT.
Po inkubaci bylo pfiddno 5 ml transfekéni smési do kazdé ldhve s buné€nou suspenzi a lahve
byly umistény na orbitalni tfepacku (cca 100 rpm, rotacni primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl a zamraZeny se pii teplote¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jednd se o metodu transfekce s bunéCnou suspenzi o vysoké denzit€ s vyménou média
pfed transfekci.
Den pred transfekci byl v zdsobni ldhvi spocCitin pocet bunék a bunéfnd suspenze byla
nafedéna na polovinu.
V den transfekce byl opét spocitdn pocet bun€k v zdsobni 1dhvi a poté byla ze zdsobni ldhve
odebrdna bunéfnd suspenze a rozpipetovdna do 12 falkon po 10 ml. Poté byla bunécna
suspenze centrifugovdna pii 100g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odsdt supernetant
a do kazdé falkony byl pfiddn 1 ml Cerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (s pfidanym
L-Glutaminem a Glukézou) + 0,1% Pluronic. Pfed pouzitim bylo médium s piidavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z pivodniho objemu 10 ml byl objem sniZen na 1 ml, ¢imZ vznikla
bunécna suspenze o vysoké hustote.
V tomto pokuse byly provedeny 3 variant o riznych koncentracich DNA (15 ug/ml, 20 pg/ml
a 50 pg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozstvi PEIL.
K jednomililitrovym bunéénym suspenzim byly pfiddny ptislu§né mnoZstvi DNA a poté PEL
Smés byla inkubovédna po dobu 4 hod pfi teploté 37°C na orbitdlni tfepacce (250 rpm, rotacni
prumér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkony pfiddino 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclone pfiddno piisluSn€ mnozstvi valproové kyseliny
au 5. varianty butyritu sodného. Do kontrolnich falkon nebyla neptidana transfekéni smés.
Vzorky byly odebirdny 5., 7., 11. a 14. den , a zamraZeny pfi teplote -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

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

Aktivita SEAP byla zjistovdna pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatazy. Reak¢ni
smes, substrat pro alkalickou fosfatdzu, vznikla smichanim roztokt R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovédno 4 ul do 96ti jamkové desky, a poté bylo ptidano 200 ul
reak¢ni smési. Po minutové inkubaci byla méfena absorbance vzorka pii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovana pomoci programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla vypocitdina pomoci kalibracni kfivky sestrojené
na zakladé meéfeni absorbance roztoku standarda (STD). Byly pouZzity nafedéné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l (8000x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/1 (12 000x). [2]
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Princip:
4 — nitrofenylfosfdt + H ,0 —22— fosfit + 4 — nitrofenol
SloZeni a koncentrace roztoku

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octan hofecnaty, siran zine¢naty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poméru 4 : 1 = R1 : R2, smésné &inidlo je stabilni 4 tydny pfi 2 — 8°C nebo
5 dni pii 15 — 25°C. Monoreagent chranit pied svétlem.

Vypocet

Cup =Cg - (AA /min—AA,, /min)/(A, /min—A,, /min)  [ukat/1]

Coterrnnnnn katalytickd koncentrace standardu uvedena v atestu [pkat/1]
As........ absorbance vzorku

Ag..o.o..... absorbance standardu

Api........absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ruast zasobni bunécné kultury
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Obr. 17: Kumulativni pocet bunék HEK293/EBNA na 1 ml v zdvislosti na case — Graf
ukazuje kumulativni pocet bunék ve sledovaném obdobi. Byla sledovdna denzita bunécné
suspenze v danych casovych intervalech. Buiiky byly pocitdny pomoci hemocytometru a byl
sledovdn ndrust poctu bunék.

Po dobu experimentu byla udrZzovdna bunécnd kultura, kterd slouzila jako zdroj buné&k
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovdna za stejnych podminek jako posttransfek&ni
kultury (médium BV 293s, inkubovdna tfepacka, 37°C). Rust bunék byl sledovan, aby
se zjistilo, zda buriky dosahly exponencidlni rustové faze. Pokud se pocet bunek za den
zdvojndsobi dosdhly buriky exponencidlni faze a jsou pfipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Riistové kifivky bunék HEK293/EBNA - Na obrdzku jsou zndzornény riistové krivky
bunék HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PEI v riiznych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pridavkem korniského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsou velmi podobné, coZ
svedci o tom, Ze pritomnost HS neovliviuje riist bunék po transfekci. Pdty den po transfekci
u bunék kultivovanych v BV 293s médiu (popt. s 1% pridavkem HS) buriky dosdhly maximdlni
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denzity, a poté se bunécnd denzita zacala sniZovat z ditvodii vimrti bunék. V HYclone médiu
bylo maximdlniho poctu bunék dosaZeno jedendcty den po transfekci. V médiu Hyclone buriky

Vv Vv o

rostly delsi dobu a do vyssich hustot bunécnych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdiive bylo potfeba ovéfit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenzity exprese
a ucinnosti transfekce. Pro transfekci byly pouzity vektory uvedené v tabulce ¢. 3. M¢éfeni
bylo provadéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibra¢ni kiivka SEAP standarda
atabulka snaméfenymi koncentracemi (viz. Prilohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy.

Pro transfekci byly pouZzity plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen EBNAI,
usnadfiujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCI, které gen EBNAT1 nenesou.
Transfekce byla provadéna v duplikdtech, ve Ctrnicti 100ml Ctythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmida ve dvou sadach) + 2 kontrolni ldhve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pClI

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana exprese SEAP. Hodnoty exprese SEAP byly
na urovni pozadi méfeni. Treti den po transfekci se naméfené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzorku, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojndsobily proti pozadi. Dile
se hodnoty exprese zvySily u vzorkd s pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzorka s pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCI a peBSV i naddle zGstaly na drovni
pozadi.

Nejvyssi hodnoty koncentraci alkalické fosfatizy u vzorki byly nameéfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici pCEP4 byly aZ trojndsobné proti hodnotdm
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedmy den po transfekci se hodnoty koncentrace
zacaly sniZovat, coz bylo zpusobeno nejspiSe umrtim bun€k a rozpadem SEAP.

Jako nejucinnéjsi se ukdzal plazmid pCEP4. Dalsi vhodné plazmidy pro transientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Plazmidy peBSV, pEAK 8 a pCI se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekci v bunikich HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi plazmid pro transientni transfekci
do bunek HEK293/EBNA i dfive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci - obrdzek zndzornuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po provedeni transfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 (pCl), vzorek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrdzku je patrné, Ze nejvyssi koncentrace SEAP byla pritomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvysSend exprese i ve vzorcich 2 (pcDNAS5) a 5 (pcDNA3.1).
Hodnoty v grafu jsou priimérem hodnot méreni ziskanych vzdy ze dvou kultivacnich lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP na c¢ase uplynulém od transfekce

Vedlej$Sim produktem pokusu, pii kterém byl urCovin nejicinn€js$i vektor pro transfekci je

ktivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti na Case uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosaZeno sedmy den po transfekci.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP na case — graf zndzoriuje ndriist exprese SEAP

Vv

po transfekci u plazmidu pCEP4. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP bylo dosaZeno 3 den
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po transfekci. Koncentrace SEAP poté ziistala stejnd aZ do posledniho méreného dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokusu s cilem najit nejvhodnéjsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEIL Srovndvany byly metody podle Muller (2005), Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobnéji popsdny vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) byl jako
reportérovy plazmid pouzit pCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla provddéna v duplikdtech, ve Ctrndcti 100ml Etythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidd po dvou sadich) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi nameéfena
koncentrace SEAPu vzorkii byla naméfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty naméfené diive [2], coZ muZe byt zpuisobeno imrtim bunék.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250ml ¢tythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1% kornského séra + 4 kontrolni ldhve.
Pokus byl provadén se suspenzi o nizké bunécné denzité (0,5 milénti/ml), coz mohlo byt
pfi¢inou nedspéchu. Naméfené hodnoty absorbance se témeér shodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durocher byla vyhodnocena jako nedcinna.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzité
2,4 milént/ml. Bunécnd suspenze byla rozpipetovana do falkon po 10 ml, odstfedéna a poté
bylo odsito médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Biowest) médiem doplnénym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bunééné suspenze pfi transfekci byla 24 x 10%/ml.
Transfekce byla dspéSnd. Nejvyssi detekovand exprese SEAP byla 14,7 ug/ml pti transfekci
20 pg/ml DNA odebraném cCtrnacty den po transfekci. Hladina exprese muze dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilditky u vzorku s koncentraci DNA pfi transfekci
50 pg/ml DNA. [27]
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Tab. 6: TransfekEni podminky u jednotlivych metod

koncentrace

pomér transfekéni kultiva¢ni médium pomér
DNA DNA:PEI médium transfekéni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 25 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 transfekcnich smési na jednu ldhev

puvodni koncentrace

metoda DNA (pg/ml) DNA (ul) 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
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Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu exprese SEAP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -

vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durocher, vzorek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosaZeno za pouZiti metody Backliwal. Asi desetinu vytéZku
exprimovaného proteinu tvori vytéZek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové hodnoté jsou
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zdklad¢é vysledki méfeni byl jako nejlepsi metoda vyhodnocena metoda Backliwal
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovaly nékolikandsobné vyS$sich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzorkd metody Muller (2005). Usp&snost transfekce u metody Backliwal
byla zajiSténa nejspiSe vysokohustotni bunéfnou suspenzi a také vysSimi piidavky DNA
a PEL
Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejméné ucinna. Divodem muze byt pouZivani
bunéénych suspenzi o niZs§i hustoté bunek a nizkymi koncentraceni DNA ptiddvanymi
k bunikdm. Také postup provedeni transfekce se zcela odliSuje od predeSlych dvou metod.
Metoda Duroscher ptiddva transfekéni smés do findlniho objemu bunécné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je transfekce provddéna v mens$im objemu
a néasledné je zastavena pfidavkem média. U metody Muller byly detekovany hodnoty exprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv m4 také kultivacni médium, ve kterém jsou pé&stovany buiky. V médiu HYclone
buriky dosahovaly vyS$$i denzity a Zivotnost buné€k byla del$i neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na tcinnost transfekce
Pomoci metody Backliwal (2008) bylo ovéfovdno mnozstvi DNA vhodné pro transientni

Yev s

To je méné nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistil nejvyssi dcinnost pii 50 pg/ml
DNA. [27]
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Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntraci DNA p¥i transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vzorkii. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly naméreny
po transfekci 20 ug/ml DNA. Hodnoty v grafu jsou priumérem hodnot méreni ziskanych vZdy
ze dvou kultivacnich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitori histon deacetyldz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjistovan vliv inhibitort histon deacetyldz
(butyrét sodny, kyselina valproova) na hladinu exprese. [28]
Koncentrace SEAP u vzorku spfidavkem butyrdtu sodného (pfi 50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyrazné€ neliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolniho. Hodnoty
koncentrace SEAP s pfidavkem valproové kyseliny v médiu byly polovicni neZ hodnoty
vzorku bez piidavku (pfi 50 pg/ml DNA pro transfekci).
I kdyz pocet bun€k ve vzorcich obsahujicich ptidavek butyrdtu sodného byl nizky, pfesto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotami SEAP u vzorkli bez piidavku, kde byl
pocet bunék vyssi. To znamend, Ze piidavek butyrdtu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu bunék.

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

-~

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)

Obr. 23: Zdvislost koncentrace SEAP na pritomnost inhybitorii histon deacetyldz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzorkit obsahujicich 50 ug/ml DNA: bez pridavku, s pridavkem
butyrdtu sodného do média a s pridavkem kyseliny valproové do média. Hodnoty v grafu jsou
priimérem hodnot méreni ziskanych vZdy ze dvou kultivacnich lahvi.
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4

5 ZAVER

V této diplomové priaci zabyvajici se problematikou transientni transfekce bezsérové
bunécné kultury pomoci polyethyleniminu byla hleddna optimdlni metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmidd a cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouZiti
se dosdhne nejvysSich hodnot exprese SEAP. NejucinnéjSim plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouZit v ndsledujicich experimentech.

Byly testovdny tfi metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliwal (2008).
Jako nejucinn€jSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008), kterd davd pouZitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pg/ml, 20 pg/ml a 50pg/ml) pouZzité pro transfekci
s vysokohustotni bunéCnou suspenzi. Bylo zjiSt€éno, Ze nejiinnéjSi je Kkoncentrace
20 ug DNA/ml transfekéni smési.

Dale byl sledovan vliv inhibitord histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valproova)
na hladinu exprese. Bylo zjisténo, Ze pfitomnost inhibitord v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu bunék.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

r-protein
DNA
cDNA
RNA
mRNA
E. coli
HEK burky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
313
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklickd deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

medidtorova ribonukleova kyselina

Escherichia coli

lidské embryondlni ledvinové buriky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohocetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohocetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomdrnich sil (atomis force microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajicka kieCka C¢inského

vajicka mysi Svycarské

herpesvirus 4

B-glukuroniddza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelené fluorerkujici protein

alkalicka fosfatdza

koniské sérum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfataza

standard

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

Slozeni médii a pufra

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEAP, rastové kiivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (2007): rastové kiivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové krivky

46



9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufru

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouZzito pro kultivaci bunék kmene Escherichia coli. Z téchto bun€k byla
nédsledné izolovédna plazmidovd DNA.

Tab. 8: SloZeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/1)
trypton 10

kvasniCny extrakt 5

NaCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifikaci plazmidové DNA [2]

Roztok E1 — resuspendacni, uchovavan pii pokojové teploté

50 mM Tris

10 mM EDTA

ptidavek HCI pro dpravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné pfidat 100 ug/ml RNazy A, kterd je uchovdvana pfi teploté 4 °C

Roztok E2 — lyzacni, uchovédvan pti pokojové teploté
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3 — neutraliza¢ni, uchovédvan pfi pokojové teplote
3,1 M octan sodny
ptidavek kyseliny octové pro dpravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4 — ekvilibracni, uchovavan pfi pokojové teploté
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok ES — promyvaci, uchovévan pii pokojové teploté
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6 — eluc¢ni, uchovédvan pti pokojové teplote
1250 mM NaCl

100 mM Tris

ptidavek HCI pro upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivaci pfisedlych 293HEK/EBNA bun¢k.

Tab. 10: SloZeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka koncentrace (mg/ml)
CaCl, (anhydrid) 116,00
FC(NO3)3 - 9H,0 0,05
FCSO4 . 7H20 0,42
KCl 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSO, - TH,0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCO3; 1,20
Na2H2P04 . 7H20 134,00
NaH2P04 . H20 62,50
ZnSO4- TH,0 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 - H>0 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - H,0 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 - H,0 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HC] 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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9.14 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenznf linie bun¢k 293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotendt vipenaty 4 mg/l
Pluronic F-68 1 g/l
diethanolamin 3ug/l

fyton Difco select 2¢g/

pepton z laktalbuminu 2 g/l
lipidovy koncentrit 1 mg/l
lidsky insulin Sg/l

lidsky transferrin ATF Sg/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v raznych casech. Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy
koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovnani koncentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pClI

2 peak8 8 pClI

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 - y = 0,0036x + 0,0002
I R? = 0,7454
? 0,0020 - .
E 0,0015 ] //
3
§ oo010 . * R
(/]
o
<< 00,0005 -
L
77}
_g 0,0000 ‘
E 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
5 mean A A SEAP standard
o

0,50

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

Tab.13: Koncentrace vzorkt — 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
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0,22

0,21

0,2

koncentrace SEAP (ug/ml)

0,19
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plazmidy
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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 krivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzorki — 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)

E 06

Sos

% 04

» 03

8 0.2 ]

£ 01

< 1 3 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

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,0025 - y = 0,0039x + 0,0003
00020 | R® = 0,8077
0,0015 //
0,0010 - *
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘
0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
mean A A SEAP standard

Obr. 28: Kalibracni krivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzorku — 3. den po transfekci

Koncentrace vzorku
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 tabulkdch jsou uvedeny jen nékteré hodnoty vzorki. U

ostatnich vzorka doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

0,60
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Obr. 30: Kalibracni krivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzorkil — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,31 (ug/ml)
0,30| (ug/ml)
045| (ug/ml)
1,05 (ug/ml)
1,19| (ug/ml)
0,35 (ug/ml)
12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91| (ug/ml)
STD 8000x |1,38| (ug/ml)
STD 10000x |1,20| (ug/ml)
STD 12000x |0,94 (ug/ml)

O |\ (U | (D9 | =

?1'4
512
g 1
w 04a
¥ 4]
2 0F
L]
£ 04
2 . B
E I:I T T T T T T
1 2 3 g A 9 12

plazmidy

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



Transfekce — 6. den po transfekci

0.0025 y = 0,0033x + 0,0002
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Obr. 32: Kalibracni krivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzorkl — 6. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,21| (ug/ml)

0,44| (ug/ml)
0,36| (ug/ml)

1,04| (ug/ml)
1,14| (ug/ml)

O |\ [ | W9 [

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



Tab.18: Koncentrace vzorki — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorku

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)

1,4

Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci

1,2

0,8
0,6

0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

B

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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NiZe jsou uvedené rustové kiivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

4
35 |
3,
3 )
S 5257 y=0.1112x+2.6483
EE | R?-0.4417
SE
N< 15 |
[}]
el
1
05 |
O T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr 36: Riistovd kifivka — peak8, vzorek 1

y = 0,131x + 2,9414
2

denzita (mil/mL)
(mil/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
cas (dny)

Obr. 37: Ritstovd krivka — peak8, vzorek 2
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denzita (mil/mL)

3.5

2.5

1.5

0.5

\_///’

y =-0,031x + 2,9086

R? = 0,0931
1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 38: Riistovd krivka — pcDNA 5, vzorek 3

denzita (mil/mL)

y = -0,0491x + 3,0095
R?=0,0215

1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 39: Riistovd kiivka — pCEP4, vzorek 5
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denzita (mil/mL)

y =-0.2491x + 4.2595
R®=0.6613

cas (dny)

Obr. 40: Rustovd krivka — pCEP4, vzorek 6
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Obr. 41: Ritstovd kiivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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Obr. 42: Riistovd krivka — peBSV, vzorek 12

denzita (mil/mL)

y = -0,3431x + 3,7009
1 R? = 0,8357

0 1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 43: Rustovd krivka — kontrola
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9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

NiZe jsou uvedené grafy rustovych kfivek kontrolnich vzorka u nichZ nebyla provedena
transfekce, dédle rGstové kiivky meéfené po transfekci bezsérovych kultur a bunécnych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s 1% ptidavkem koniského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R2 = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T T
0 2 4 6 8
cas (dny)

Obr. 44: Riistovd krivka — kontrolni vzorek (bezsérovd kultura)

a
E
.E
s 0.4 y = -0.0154x + 0.6615
E 0.3 R? = 0.0769
3 02

0.1 -

0 ‘ :
0 2 4 6 8
cas (dny)

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

0.6 ‘ y = 0.0423x + 0.5641
0.4 R? = 0.3674
0.2
0
0 2 4 6 8
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Obr. 46: Riistovd kiivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem konského séra

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

denzita (mil/mL)
o
»

0 T
0 2 4 6 8

cas (dny)

Obr. 47: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem korniského séra
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Obr. 48: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 1
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Obr. 49: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 2



9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v ruznych ¢asech. Jako blank byl pouZit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci

0,0025
0,0020 |
y = 0,0037x + 9E-06
2
0,0015 - R? = 0,9998

0,0010 -
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55
-0,0005 mean A A standard

concentration SEAP standard (mg/ml)

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

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mi+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 krivka SEAP — 7. den po transfekci

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656 | (ug/ml)
DNA 20Qug/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/mi+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: Kalibracni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 11. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mli+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 vzorcich — 14. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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)
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NiZe jsou uvedené ristové krivky u vzorkt a kontrol.

denzita (mil/mL)

y =-0,1763x + 3,3846

R2=0,4922

8 10
cas (dny)

12 14

16

Obr. 54: Riistovd krivka- kontrola 1

denzita (mil/mL)
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®

8 10
cas (dny)

12

14

16

Obr. 55: Rustovd krivka - kontrola 2
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y=0,1887x + 2,2724
R®=0,8982
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Obr. 56: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA A
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Obr. 57: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA B
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4 y =0,0981x + 2,2269
R? = 0,2351

denzita (mil/mL)
w

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)
Obr. 58: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA B
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Obr. 60: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA A
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Obr. 61: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA B
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Obr. 62: Ritstovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny A
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Obr. 63: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny B
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Obr. 64: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina A
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Obr. 65: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina B



ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientni transfekce bezsérové bunécné kultury
pomoci polyethylenimint.

V teoretické Casti jsou obsaZeny poznatky o vzniku rekombinantnich molekul DNA, pouZziti
expresnich vektortl, prenosu DNA a nésledné detekci rekombinantniho proteinu.
Experimentdlni Cast byla zaméfena na nalezeni vhodné transfekéni metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi buiitkami byly buniky 293HEK/EBNA.

V prvni Casti byl zvolen nejucinnéjsi plazmid — pCEP4/SEAP. Dile byly zkoumdény tfi
transfek¢ni metody: Muller (2005), Durocher et al. (2007) a Backliwal et al. (2008). Nejvyssi
dosazené exprese SEAP bylo dosaZzeno metodou Backliwal et al. (2008).

ABSTRACT

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

In the theoretical part formation of recombinant DNA molecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinant proteins are discussed.

The experimental part deals with efficiency of the polyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditions. 293HEK/EBNA cell line was chosen
as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP was selected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher et al. (2007) and Backliwal et al. (2008).
The highest recombinant protein expresion was reached using the method of Backliwal et al.
(2008).
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1 UVOD

Stale vyznamnéj$im odvétvim biotechnologického a farmaceutického primyslu se stava
vyroba rekombinantnich proteinti. Rekombinantni proteiny jsou Casto pozadovany ve velkych
mnoZstvich, jde o stovky miligramii az gramy r-proteinid. Jednd se zejména o produkci
antikoagulantl, vakcin, terapeutik, lidského insulinu, ristovych hormont apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu je dileZité, aby byl protein spravné sbalen, a aby
mu hostitelskd burika zajistila vSechny posttransla¢ni dpravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiSténo, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsou savc¢i buriky.

Zatim bylo testovdno vice neZ 1000 sekvenci DNA kodujicich proteiny potencidlné
vyuzitelnych pifi 1é€b€ lidskych nemoci. VétSina téchto molekul byla exprimovéna
v hostitelskych burikach, ptiblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych testd a 80 latek bylo
schvéleno jako 1é¢iva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikou pfipravy r-proteini pomoci transientni transfekce
eukaryotnich bun¢k 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cileného ptenosu nukleové
kyseliny do hostitelskych bunék. Pfi pfechodné (transientni) transfekci nedochdzi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské buriky k zaClenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské buniky a ndsleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein Ize detekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni transfekce na zakladé poznatkl publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZenyrstvi je tvorba rekombinantnich (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer techniky tvorby rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovand DNA je ziskdna bud’ z donorového organismu, jehoZ DNA kéduje né&jakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZzit umeéle syntetizovany gen. Prvnim krokem pfi tvorbé
rekombinantnich molekul je hleddni a izolace klonovaného genu. K vyhleddni cilové
sekvence  DNA se konstruuji geonomové knihovny. Genomovd knihovna je soubor
naklonovanych fragmenti DNA, které dohromady tvofi genom jednoho organizmu.
K vyhleddni specifického genu se vyuzivd metod tfidéni geonomovych knihoven. [4]
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Obr. 1: Schéma klonovdni genu [5]



2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na parovani komplementdrnich dusikatych bédzi jednofetézcovych nukleovych

kyselin pomoci vodikovych mustki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery je CasteCné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementdrni s klonovanou sekvenci DNA. DNA sonda nese znacku, kterd je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovém fetézci sondy miZe byt zakomponovén
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondy se sekvenci DNA detekovédn
napf. radoigraficky. Sonda miZe byt znacena i neradioaktivng, napt. imunologicky.
K hybridizaci l1ze pouZit fragmenty po agar6zové gelové elektroforéze, kdy pomoci filtracnich
papira a kapilarnich sil jsou fragmenty pfeneseny (pfeblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovédny a ptida se sonda, kterd hybridizuje s cilovymi sekvencemi
DNA - Southernav blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navdzan antigen. Poté je do roztoku DNA pfiddna smés primdrnich protilatek,
které se specificky vazou k antigenim. Nasledné se pfidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primdrni protildtky a zdroven nesou znaceni, které je snadno detekovatelné,
napt.enzym (alkalickd fosfatdza). Po pfiddni substrdtu je substrit zmeéné€n enzymem
na produkt a tato reakce je doprovdzena barevnou zmeénou. Poté je signdl sondy zjiStén
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuzivd pokud klonovany gen kdéduje syntézu enzymu, ktery neni normélné
hostitelskou buiikou produkovan. Kolonie jsou zaoCkovdny na misky s vhodnym substritem
(Skrob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amyldzu) a na zdklade€ selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrét, a tudiZ obsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuZivdn, pokud klonovany gen kdéduje syntézu esencidlniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apod.) nezbytného pro preziti builky. Gen
se pfenese do bun¢k, které nejsou schopné rust na substratech bez esencidlni slozky.
Pokud bunky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopné rast na minimdlnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouzi k pienosu cizorodé DNA do hostitelskych bunék. Cim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySuje tcinnost pfenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovd mista pro restrikéni endonukledzy. Restrikéni endonukledzy jsou
enzymy, které vektor naStépi a do tohoto mista je vloZen gen zdjmu. Na vektoru je vZdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Ddle vektoru obsahuje selekéni marker, ktery umoziuje
identifikovat, které builky ziskaly vektor. Jako selekéni markery se Casto vyuZivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (napf. ampicilin). Po provedeni pfenosu rekombinantni DNA
do hostitelskych bunék senzitivnich na antibiotikum, jsou bunky vysety na médium
s pfidavkem antibiotika. Pfeziji jen ty buiiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se nejCastéji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samoreplikujici
se extrachromozomadlni molekuly DNA izolované z bakterii. Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dile fagové vektory odvozené od fiaga lambda a od faga M13. Cizorodd DNA se mnoZi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA faga lamda. Poté se vytvofi viriony (fagové
Castice), které se skladaji z DNA zabalené v hlavicce, ke které je pfipojen bicik.
Za pritomnosti viriond se na vrstvé bunék zacnou tvorit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojuji vyhody obou typu vektord. Pomoci
fagovych castic je DNA injikovédna do hostitelskych bunek. Kosmid obsahuje dvé cos mista,
které se v hostitelské buiice spoji a vznikne kruhovd molekula DNA. V hostitelské burice jsou
poté uchovéavany jako plazmidy. Déle kosmid obsahuje gen pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych burikach, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodou kosmidu je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulka ¢.1). Pomoci téchto vektort lze klonovat i soubory
genu (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vektora [4]

vektor Hostitelska burka Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofdg A A/E. coli 10 -20
Kosmid E. coli 35-45
Bakteriofag P1 E. coli 80 -100
Bakteridlni umély E. coli 50 -300
chromozom

P1 bakteriofagovy umely E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy umeély kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umély chromozom Lidské buiiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt spridvné exprimovany v bakteridlnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuji introny a exony. Prokaryotické buiiky nejsou schopny vystiihdvat
introny z piepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych gent v bakteridlnich burikach byly
vytvofeny specidlni postupy.
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Z organismu se vyizoluje celkovd RNA. Eukaryotni medidtorovd RNA nese na 3” konci
polyadenylovy konec. Medidtorovd RNA se oddéli od celkové pomoci kolony, kterd obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navdZzou plolyadenylové konce mRNA pomoci
vodikovych mustkt. Poté jsou Stépeny vodikové mustky pomoci specidlniho pufru a RNA
je eluovéna ven z kolony. Medidtorovd RNA je prepsdna do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptdzi. Vysledkem je fragment dvoutetzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA muze byt vnesen do hostitelské bunky E. coli. Pro expresi eukaryotnich genua
jsou vyuzivany kvasinkové, hmyzi a sav¢i vektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryoticky markerovy gen pro selekci v hostitelské
burice, promotorovou sekvenci, transkripni a translacni stop signdly, sekvence
pro posttranskripéni upravy RNA, pocatek replikace funkéni v hostitelské burice
(extrachromozomalné replikujici se DNA), nebo integracni misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské buriky. [4]

. o Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

Ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklddd ze ti'i dsti. Prokaryotickd oblast nese misto ori
(pocdtek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinu funkcni v burikdch E. coli.
Pro eukaryotni buriky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k neomycinu. Expresni oblast
obsahuje promotor, za kterym ndsleduje klonovaci misto (MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich genti jsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekéni marker funkéni v E. coli. Déle obsahuje ori
misto, selekéni marker pro eukaryotni hostitelskou buiiku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a termindtorovou sekvenci. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které Stépi DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikéni endonukledzy byly izolovany z riznych
bakterialnich kment. Jsou oznaCeny zkratkami podle toho, zjaké baktérie byly ziskany
(napt. EcoRI z Escherichia coli). Pivodni vyznam téchto enzymu je ochrana pted cizorodymi
DNA, napf. virovymi. Aby se zamezilo Stépeni hostitelské DNA, je chranéna pied pasobenim
enzymu methylaci. Tyto enzymy se vyuzivaji pii tvorbé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je nastdpen stejnou endonukledzou. Stépeni
fragmenti probihd za vzniku ptecnivajicich nebo tupych koncu.

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donorového organizmu je izolovdna DNA. Poté je nalezen cilovy gen a vyStépen pomoci
restrikéni endonukledzy. Stejnou restrikéni endonukléizou je naSté€pen plasmid v cilovém
misté pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Vznikne linedrni molekula plasmidové
DNA s pfeCnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle pouZitého enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichédny s cilovou DNA a smés je inkubovédna s DNA ligdzou
za ptitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (plasmid-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do bunék

V piirod€ Casto probihd ptirozeny prenos DNA do hostitelskych bunék. K tomu dochdzi
pfi bakteridlni konjugaci, prirozené transformaci nebo k pfenosu DNA béhem virové infekce.
DNA 1ze do bunék pfendSet i za pomoci fyzikdlnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky prenos

Buriky a roztok DNA jsou inkubovany v prostiedi roztoku chloridu vdpenatého pfi teploté
0°C. Poté je roztok zahtét na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a CaCl, se postupné
ptiddvda HEPES-fosfatovy pufr. Smés se inkubuje pfi laboratorni teploté, a poté je vznikld
srazenina dispergovdna v prostiedi bunc¢k. Doba inkubace musi byt optimalizovdna
(je zpravidla krat$i neZ 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNA ptenese piimo do jddra buiiky. Tato technika je velmi
niroCnd a zabere mnoho cCasu. VyuZivd se predev§im pii tvorbé transgennich zvifat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena bud’ do projadra nebo piimo do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savcii [5]

2.5.3 Prenos pomoci liposomu

Na zdkladé hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném prostredi shlukuji k sobé a vytvari
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatickym interakci se navzdjem pfitahuji kladné
nabité lipidy se zdporné nabitou DNA za vzniku agregat. Céstice nesouci kladny ndboj
interaguji se zdporné¢ nabitou bunéfnou membrdnou, kterd je rovnéZz hydrofobni, a poté
je uskutecnén vstup do hostitelské buriky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZe ceny
transfekcnich lipida jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuteCriuje pouze v mensich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace bun€k elektrickym polem o vysokém napéti.
Elektrotransformace probiha za nefyziologickych podminek.
Pripravi se elektrokompetentni builky a poté se na smés bun€ék a pfendSenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls pfi nizké teploté. Nasleduje regenerace bunck. Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v uzkém rozmezi elektrického napéti a doby trvani
pulzu.
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Tab. 2: Rozmezi elektrického napéti pro rizné typy buné€k [6]

G- 7-15kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, ZivoCi§né bunky 1 -2kV/cm

Béhem elektroporace zahyne velky pocet buné€k. Zavisi na biologickych faktorech jako
je stafi bunek, velikost bun€k, koncentrace a zpusob regenerace bunék.
Molekuldrni mechanismus elektrotransformace neni zndm. Existuje teorie pfechodné tvorby
hydrofilnich péru, kterd dobte popisuje d€je probihajici pti pokusech s buiikkami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi nevyfeSenymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby pord, transport molekul péry a ndvrat membrany do ptivodniho stavu.
Z doposud znamych experimentédlnich dat lze vyvozovat, Ze mechanismus ptenosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem builky, difize DNA indukovéna elektrickym polem a pasivni
difdze. Aplikace elektrického pole neni podminkou ptenosu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. Polykationt se vdZze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvoii se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je specificky pro povrchovy
receptor buriky a je zodpoveédny za pocatecni interakci komplexu s burikou.
DNA je mozné pienést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextran, PEI), ktery
asociuje se zdporn€ nabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladn& nabity a vize se
na zdporn¢ nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nésleduje pfenos komplexu pomoci endocytdzy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

'

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internet: http://commons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni slouCenina, jejiz zdkladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se muze vyskytovat jako linedarni forma, ktera se nachazi pii pokojové teploté v pevném stavu.
Druhou formou je rozvétveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy PEI se pouzivaji
jako transfek¢ni Cinidlo s riznym stupném polymerace a rtiznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZit pro pienos DNA. [7]

Molekula PEI ma pufrovaci schopnosti. Rozvétvend forma tvofi primarni, sekundéarni
a tercidlni aminy. Atomy dusiku obsaZené v molekule PEI mohou byt protonovany, coz udili
molekule ndboj. Cim vice atomd dusiku je v molekule obsaZeno, tim je v&tii ndboj. Informace

vvvvvv

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvétveny polyethylenimin, zdroj internet: http://www.hyperpolymers.com/

Pred samotnou transfekci se pfipravi roztoky DNA a PEI o pfesné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul a vzniku komplexu DNA/PEI na zdkladé
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI se shluknou k sobé a vzniknou kladné
nabité nanocastice. Nanocastice se poté navdzi na bunécné zdporné nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu buné&né membrany. [11] Dovnitf bun€k pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozém pied pusobenim lysozomalnich nukledz. Uvnitf buriky
se uvolni DNA zendozému diky pufrovaci schopnosti PEI tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy efekt. [12] To vede k nahromadéni
kladného naboje, coZz zpusobi influx chloridovych anionti a vody do endozému. Endozém
nabobtnd, uvnitt se zvysSuje osmoticky tlak, coZ vede k prasknuti endozému. [13]

Této domnénce vSak odporuje skutecnost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI je ptiblizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci m4 PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Z téchto divodu je nepravdépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli pti prasknuti endozému. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovan pomoci mikrotubuld k jadru, kde
se Cast komplexu rozpadne diky piitomnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNA.[10]
DNA pak samostatné¢ piechdzi pres jadernou membrinu a poté se v jadie zaclleni
do chromozomu. Mechanismus téchto pochodii neni zatim zcela objasnén. [14] [16]

V prubéhu transfekce a uvolnéni DNA z komplexu zdlezi na pfedem zvoleném poméru
DNA:PEIL

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopie atomdrnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEIL Velikost byla stanovena na 20 az 40 nm. Pfesné pomérové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zndmo. Transfekce pomoci PEI byly
testovany v riznych objem. [7] [17] [18]
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Obr. 6: Schéma prenosu DNA do jddra buriky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buriky a organismy

Pfi vybéru hostitelského organismu je potfeba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotni. Pfi expresi eukaryotnich gent hostitelska burika zajisti vSechny
posttranskripéni a posttranslacni dpravy. Vznikly protein je Casto identicky s pfirozené
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buinky

Nejdetailn€ji  prostudovany organizmus, ktery se pouzivd pro klonovani genu

je Escherichia coli. Vyhodou je vysokd ucinnost transformace a fakt, Ze existuje fada
expresnich vektora s regulovatelnymi promotory funkcnich v E. coli. Nevyhodou je, Ze fada
cizorodych proteint se nevytvari ve funkéni podobé.
Jako dalsi hostitelské organismy z fady G - bakterii se vyuzivd Bacillus sp. Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnozstvi extracelularnich enzymu, které lze lehce izolovat
zmédia. Snadno se kultivuji a adaptuji na fadu podminek kultivace. Lze pfipravit fadu
mutantd hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedn4 se o jednobunééné eukaryotni organizmy. Rada kvasinkovych gend je homolognich
s geny mnohobunécnych eukaryotnich organizmd, maji podobnou bunéfnou biochemii
aregulaci gend. U kvasinek lze stanovit dominanci a recesivitu alel. Maji kratkou generacni
doba a vysoky pocet jedinct, kultivuji se na definovanych padach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povaZoviny za bezpeCny (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umoZiuje piipravu 1éCiv pro humdnni medicinu. Tvoii
eukaryotické proteiny v aktivni podobé¢, lze dosdhnout sekrece do prostfedi. K nejcastéji
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pouzivanym druhtm patii Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis
a Hansenula polymorpha. [4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pfi genetickych manipulacich je totipotence, coZ znamend, Ze celou
rostlinu muzeme vypéstovat z jakékoliv jeji Casti. Mezi dal§i vyhody se fadi schopnost
regenerace, velky pocet semen, kratkd generacni doba a asexudlni kiiZeni. Rostlinné
biochemické driahy poskytuji prumyslové suroviny a léCiva. Modelovym organizmem
pro ucely molekuldrni genetiky je Arabidopsis thaliana.

Jednou z moZnosti pifenosu cizorodé DNA je pfenos pomoci bakterie Agrobacterum
tumefaciens. Tato bakterie pfirozené infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tumor
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvence. [5]

2.6.4 Zivo&isné buiiky

Jsou izolvany z tkani ZivocCicht a poté kultivovany in vitro. Pfi kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobaji pfirozenym, proto se udrzuji pfi teploté¢ 37°C a v modifikované
atmosféife (5% CO,). VesSkeré manipulace sbunkami musi byt provddény ve sterilnim
prostiedi. VétSina bunek roste piisedla k pevnému povrchu, jako v pavodni tkani. K ristu
je nutné pouzit kultivaéni médium, které buitkkdm doddva potiebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dalezité latky.

K nejcast&ji pouzivanym patii CHO (Chinese Hamster ovary) — buriky ptivodné izolované
z kieccich vajicek a 3T3 — buiiky z mySich vajicek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidlni lidské ledvinové bunky a HeLa (Henrietta
Lacks) — epitelidlni butiky z rakovinnych bungk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiiky byly poprvé pfipraveny roku 1970 v laboratofi Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskdny ze zdravych potracenych lidskych plodi a poprvé
kultivovédny jako primdrni HEK buiiky. Pozdé&ji byly upraveny pomoci péti adenovirovych
genu. [20] Zkratka HEK oznacuje lidské embryondlni ledvinové buriky a ¢islo 293 oznacuje
293. Grahamuv pokus.
Tyto butiky se dobfe kultivuji a probihd u nich relativné€ snadnd transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorbé rekombinantnich proteinli. ProtoZe se jedna o lidské buriky, jsou u exprese zajistény
spravne posttranskripéni a posttranslacni modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
i pro tvorbu lidskych terapeutik.
Buiiky 293HEK/EBNALT jsou buiiky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu byl v€lenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovan
jako jaderny antigen, ktery umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazmida. [21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickém pocétku replikace sekvence vazajici se
na EBNAI. Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji
a jejich pocet v bunkdach klesa v dusledku bunééného dé€leni. Pii transfekci specifickych
plazmidi do EBNA bunék dochdzi k replikaci specifickych plazmida a k pfenosu plazmida
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do dcefinnych bun€k pfi buné€ném deéleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a veétsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dnes$ni dobé& jsou buiiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivané buiiky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi téchto genu lze snadno detekovat a kvantitativné stanovovat. Mohou tudiZ slouzit
jako méfitko exprese transgend s ruznymi promotory, s ruznou strukturou, v ruznych
genotypech a za riznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferdaza je bakteridlni enzym, ktery nezpusobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZivd u eukaryotnich bungk, které jsou pfirozené rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Po pfiddni extraktu z rostlin se znaceny
chloramfenikol pfeménuje na znaCeny acetylovany chloramfenikol, ktery lze
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotit kvantitativné.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

vvvvvv

transgen pouZzivany pfi tvorbé transgennich rostlin. Tento enzym méni vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskujici latky. Existuji dvé metody detekce aktivity.
Fluorescenéni  metoda, kterd se provddi v  homogendtu se  substrdtem
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po ozafeni rozlozeného MUG dlouhovlnnym UV
365 nm ddva modrou fluorescenci 570 nm.

Druhé metoda je histochemickd. Pouziva se chromogenni substrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozstépeni dava modrou barvu, kterd je nerozpustnd a zistava v bunkach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze svétluS8ky Photinus pyralis nebo koédujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei. Po dodani substratu (luciferin, ATP) k bunénému extraktu, nebo
do kultivacniho média dochazi k emisi zarfeni méritelného luminometrem, scintilacnim
pocitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substrat je pomé&rn¢ drahy.

18



2.7.4 Transgen pro zelené fluoreskujici protein (GFP)

Jednd se o gen z medizy Aeqorea victoria. Protein GFP preméiiuje modré svétlo na zelené.
M3 schopnost emitovat zelené svétlo po ozafeni modrym svétlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodani substratu nebo kofaktort. Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyZ je fizovan s jinym proteinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zménén chromofor, takze fluoreskované svétlo mize mit riznou vlnovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalicka fosfatiza (ALP) je hydrolyticky enzym optimdlné pisobici pii alkalickém pH,

vyskytuje se v krvi v mnoha riznych formach, které se vytvaii v kostech a v jatrech, ale
ivjinych tkdnich, jako napf. v ledvindch, placenté, stfevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytuji i u déti pfi rustu kosti, v téhotenstvi,
zatimco patologickd zvySeni vétSinou souvisi s hepatobilidrnim procesem a s kostnim
onemocnénim. U hepatobilidrntho onemocnéni ukazuje na obstrukci ZluCovodu, jako napf.
u cholesterdzy vyvolané Zlu€ovymi kameny, nddory nebo zdnétem. U kostnich onemocnéni
je zvySend Cinnost ALP vyvoldna zvySenou osteoblastickou Cinnosti, jako napf. u Pagetovy
nemoci, pii méknuti kosti (rachitidé€), kostnich metastdzich a hyperparatyreoidismu.
Za gen zamu byl zafazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatdzu, coZ je snadno
detekovatelny protein. K bunéCné suspenzi se pfiddva substrat, ktery je ucinkem alkalické
fosfatdzy zménén na produkt. Tato reakce je provdzena barevnou zménou a intenzita zbarveni
je zmétena fotometricky.

2.8 Transientni (prechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuZzivd k produkci rekombinantnich proteind. Vyhodou
prechodné transfekce je rychlost produkce r-proteind.
Pfi pfechodné transfekci nedochdzi po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské burky
k zaclenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské bunky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein 1ze detekovat
Jiz par hodin po transfekci. DNA se nepfends$i pii mitéze na dcefinné buiky, tudiz
je transientni transfekce cCasov€ omezend. Vytézky této transfekce se fddové pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do savCich bunék muze byt jako trasfekéni c¢inidlo pouzit
fosfore¢nan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Transfekce probihd bud’ v malych
objemech bunécné suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dosahuji objemt o velikosti
az stovek litrd. Paty az desaty den po provedeni transfekce dochdzi k produkci nékolilka
miligramt aZ gramu 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, pCI, pEAK 8, pfeciSténé

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

Fosféatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukéza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (koniské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g; KoHPO4 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 1 destilované vod¢)

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova modr (0,4 % w/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% w/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomucky a pristroje
Tab. 4: Pouzité pfistroje a pomucky

Lamindrni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CO, inkubdtor (5% CO,, 37°C)

Orbitdlni tfepaCka

Spektrofotometr

Svételny mikroskop

Ptistroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva&ni ldhve T-75 cm”

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 ddvkovace
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3.1.3 Buinky a kultiva¢ni média

Pro tento experiment byly pouZity buiky 293HEK/EBNAI. Jak uZ bylo uvedeno
v teoretické Casti, jednd se o lidské ledvinové buriky ziskané z potracenych plodi. Do genomu
téchto bunck byl vclenén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimovan jako jaderny
antigen, ktery umoznuje epizomalni replikaci specifickych plazmidua. [21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém pocatku replikace sekvence vézajici se na EBNAI.
Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pfi transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
pii bunécném déleni. [22]
Tyto buniky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvou fazich. Zpocitku se provadi
kultivace v kultivacnich lahvich T-75, kdy jsou butiky pfisedlé na dn€ nddoby. Jako médium
se pouzivi DMEM/F-12 s 10% ptidavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrZi buniky pfisedlé
na dn¢ nadoby. Jakmile buriky dosdhnou 80-90% konfluence pasdzuji se, rozsazuji se do
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kultivaci je pouzivdno BV 293s médium
s 1% ptidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérové. Buiikky se uchovévaji ve Ctyrhrannych
sklenénych lahvich. Dulezité je zvolit spravny objem, ktery Cinni asi 30% z objemu ldhve,
aby bylo zajiSténo optimdlni mnozstvi kysliku. Lahve se umist'uji na orbitdlni tfepacku, aby
se buitky neshlukovaly, umisténou v humidifikovaném inkubdtoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpm pfi priméru otaceni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje pocet bun€k a jejich nartst. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové modie
a Biirknerovi komurky se buinky spocitaji. jakmile buriky dosdhnou exponencialni faze rustu,
jsou pfipraveny pro transfekci. Pokud se pocet bun€k zdvojndsobi za 24 hod, jsou burky
v exponencidlni fizi.

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

RozmraZeni bun¢k a kultivace
PasdZzovani a zamraZeni bunék

Pocitani bun€k pomoci trypanové modii
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 RozmrazZeni bunék a kultivace

Buiikky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodobé skladovany pii nizskych teplotich (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Piedem bylo piipraveno 12 ml kompletniho vyhidtého média do T-75 (75 cm?) kultivagnich
lahvi, DMEM/F-12 s pfidavkem 10% FCS, aby buiiky pfisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vyménéno médiu za nové kompletni médium, aby se z pivodniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), které je pro buriky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odséto a nahrazeno novym kompletnim médiem s pfidavkem antibiotika G418
(geneticin). Pfiddva se 250 pg na 1 ml. Buiky byly inkubovany pifi 37 °C a 5% CO,
v humidifikovaném inkubétoru dokud nedosédhly 80-90 % konfluence (normaln¢ 4 — 7 dni).

Obr. 8: Buriky po rozmraZeni
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Obr. 9: Buniky HEK293 EBNAI 3. den po rozmraZeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazZeni bunék

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Builkky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bungk, aby se buriky odpoutaly ode dna. Trypsin pusobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovdan a kontrolovdn pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena
pfidavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsin postupné upln€ rozbil bunécné
membrény.

Pro dalsi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebrdno 0,25 — 1 ml ztrypsinizovanych bunék
a pridano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniho média s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min pfi 250 g a RT.
Byl odsdt supernatant a bunécny pelet byl resuspendovin v predem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + 1 ml DMSO). Bunécné suspenze byla
rozpipetovdna do kryovailek, které byly ihned postaveny do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy buniciny, obaleny alobalem a premistény do mrazdku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmraZen kontrolni vzorek, zda byly buiiky sprdvné zamraZeny. Pokud bylo
zamrazeni uspéSné, byly buriky presunuty do kryogenniho boxu.
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3.1.7 Pocitani bunék pomoci trypanové modri

Bylo odebrdno 100 pl z bunéfné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shluky bunék
a bylo pfiddno 100 pl 0,4% roztoku trypanové modie. VSe bylo fddn€ promichdno a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Biirkerovy komurky s pfikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovdn vzorek a pod mikroskopem byly spocitany Zivé (Zluté) a mrtvé
(modré) bunky v 10 Ctvercich a na levé a horni hranici Ctverce. PocCet butiek byl spocitan
podle vzorce:

X=x2-25

X - denzita bunék v 1 ml

x — pocet benek v 10 Ctvercich

(2 — vztazeno na fedéni bunécné seuspenze: trypanové modii = 1:1; 2,5 — vztaZzeno na rozmé&r
jednoho ctverce)

Obr. 10: Pocitdni bunék v Biirknerové komiirce (hemocytometr) — Zluté (Zivé) a modré (mrtvé)
buriky

3.1.8 Prevedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Burniky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
ptfisedlych bunék, ktery byl ptedem vyhtit na pokojovou teplotu, aby se buiiky odpoutaly
ode dna. Trypsin puasobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovin a kontrolovan
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena pfidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupné tplné rozbily bunécné stény.

Ztripsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovdna po dobu 5 min pii 250 g
a pfi pokojové teploté (RT — room temperature).

Poté byl odsét supernatant a bylo ptiddno 20 ml BV 293s s 1% piidavkem HS a burky byly
resuspendovany. Zpocatku byly burky kultivovany v T-75 kultiva¢nich lahvich v 20 ml
média a po dosaZeni 90% konfluence byly zbaveny média se sérem a resuspendoviny
v Cerstvém médiu bez séra. Poté presazeny do 250ml ¢tythrannych sklenénych lahvi s 50 ml
média. Lihve byly umist€ény na orbitdlni tfepaCku o rychlosti michdni cca 100 rpm
pfi pruméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan pocet bun€k a s ristem poc¢tu bunék bylo postupné
navysSovano mnozstvi kultivaéniho média. Kone¢ny objem bunécné suspenze byl 400 ml, kdy
buiikky byly kultivovdny v 11 Ctythrannych sklen€nych lahvi. Denzita bunék se udrZovala
do 4 milént/ml a obsah HS se postupné snizoval az na nulu. Do kultivacniho média bylo
pfiddvdno antibiotikum — geneticn, ktery zajistil selekci bunék. Piidavek geneticinu
do kultivacniho média byl 250 pg/ml.

3.1.9 Izolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro pozdéjsi transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCI, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI1, coZz je gen kddujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence ori P odpovidajici poctu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci plasmidové DNA.

Na Petriho misku byla zaockovana kultura Escherichia coli pomoci kiiZzového roztéru
a ponechdna v termostatu (37°C). Po narosteni kultury byla pomoci pfedem vyZihané klicky
pfenesena jedna kolonie do 10 ml LB média s piidavkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod na tfepacce (220 rpm, rotacni pramér 1,2 cm) pfi teploté 37 °C
— startovac{ kultura.

Po 24 hod byla kultura presazena do 400 ml LB média s pfidavkem ampicilinu v poméru
1:1000, tedy 400 pl.

Dal$i den byla zmétena optickd denzita (ODggp) suspenze a vypocten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

V[ml] _ 1200
ODg

Vypocteny objem suspenze byl centrifugovédn za podminek: 4 °C, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovdm 12 ml E1 pufru (sloZeni viz. Piilohy) s pfidavkem Rnézy.
Poté bylo pfiddno 12 ml lyzacniho pufru E2 do tuby obsahujici bunécnou suspenzi a vSe bylo
promichdno lehkym otaCenim tuby. Po 4 min byla lyze buné€k zastavena pifidavkem
neutralizacniho E3 pufru a obsah tuby byly opét promichan lehkym pfetdCenim. Timto byly
buriky permeabilizovédny a dezintegrovéany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, kterd byla predem ekvilibrovdna 25 ml ekvilibracniho
pufru E4. Po prokédpani roztoku kolonou byl na filtr opét nanesen ekvilibracni pufr E4. Pfimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru ES pro promyti kolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml elu¢niho pufru E6 a eluat byl jimén do tuby.

Béhem procesu lze provést tfi kontroly na pfitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po pfidavku neutralizaniho pufru E3, nebo po piidavku wash pufru ES5, kdy kontroly
na pritomnost DNA vychdzi negativné, nebo po ptidavku elu¢niho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivné.

Poté bylo keluatu ptfiddno 10,5 ml isopropanolu. Smeés byla porddné protiepdna
a centrifugovdna po dobu 45 min pii 4°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a pelet byl
pieveden do 5 ml 70% ethanolu na pfeciSténi, a ddle byl centrifugovdn po dobu 10 min pfi RT
a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsit ethanol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bild barva peletu byla zménéna ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpusSténa v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o velikosti pérti 0,2 um a nafedén sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci byly pouzity i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla umistén do odstfedivky. Podminky centrifugace:
1 - 4 min, 12 000 g. Pokud veskery roztok DNA neprosel ptfes kolonku, byla centrifugace
opakovéna.

Déle byla u vzorku zmeéfena koncentrace a Cistota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agar6zovy gel a byla provedena kontrola Cistoty na gelu.

Cistota vzorku by se méla pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud je Cistota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovén proteiny. Pokud je Cistota vetsi nez 2, vzorek je kontaminovdn RNA.
V piipadé kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to opakovanim poslednich kroka
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladnén v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobé uskladnéni

(déle nez 3 dny) byl umistén do mrazdku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcich (Obr. 11-16) jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funkéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnich bunikdch. Jedn4 se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje ori sekvenci a selek¢ni marker funkéni
(rezistence na ampicilin) v E. coli. Déle obsahuje ori sekvenci, selekéni marker pro eukaryotni
hostitelskou buriku a klonovaci misto MCS. KaZzdy vektor obsahuje cilovd mista pro restrikéni
endonukledzy (napf. Hind III, BamHI).
Jako hostitelské buiiky byly zvoleny buiiky 293HEK/EBNAT1. Buiiky 293HEK/EBNAT1 jsou
buriky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich genomu byl
vClenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovdn jako jaderny antigen, ktery
umoziiuje epizomalni replikaci specifickych plazmidd. [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém pocétku replikace sekvence vdzajici se na EBNAI1. Plazmidy
neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
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pii bunécném déleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a vetsi produkei rekombinantniho

proteinu. [22]

Nize jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI

a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAT nenesou.

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

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

pCEP4/CAT
10.9 kb

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

3.1.10.4 Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP

pcDNAS/FRT/
TO-TOPO*

RUC orl

Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS/FRT/TO-TOPO/SEAP, zdroj internet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5 Plazmid pcDNA 3.1/SEAP

:; ]__ —-
= e e L I =
+ BECESSEV sz ages?
( )|$EE$E={§£&MM:&EE§G%EI
- B TE =
(-) ERp EEzazassitsisaect
l Sog<xXx=nuuona<eI<d |

pcDNAJ3.1 (+/-)

5428/5427 bp

Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEAP [2]

3.1.10.6 Plazmid pEAKS/SEAP

EF-1 alpha

Terd IIT 2879
EroR 1 2888
Ase I 2892
EcoR YV 2802
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SreB3ETI 2038
MNor 1 2041

Obr. 16: Mapa plazmidu pEAKS/SEAP [2]
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jednad se o transfek¢ni metodu pii nizké bunécné denzit€ s vymeénou média pred transfekci.
Byla pouZzita bunécnd suspenze (400 ml) tvofena buiikami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovény v BV 293s médiu.

Podminka: buiiky double time (¢as zdojndsobeni poctu buné€k) = 24 hod

Transfekce byla provadéna ve 100ml ¢tythranych lahvich.

Nejprve byly spocitdny buriky, které poté byly centrifugovdny (5 min, 500 rpm, RT).
Po centrifugaci byl slit supernatant a buiiky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovdna do 100ml flasek po 20 ml.

V kazdé lahvi byly spocitany buriky.

Poté byla pfipravena transfekéni smés v pomeéru: transfekéni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
findlni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pg/ml. Pfidavek transfecni smé&si do média
byl v pomé&ru: transfekéni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 ml

Plvodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pg/ml a PEI Img/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NaCl.

Po smichani PEI a DNA byla smés promichdna a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
pfiddno 2 ml transfek&ni smési do kazdé lahve s bunécnou suspenzi. Ldhve byly umistény na
orbitdlni tfepacku (cca 160 rpm, rotacni primér 2,5 cm) a buinky byly inkuboviny
za podminek 37°C, 5 % CO, . Po 4 hodinach bylo do kazdé lahve pfiddno 20 ml pfedem
vyhtatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100 pl a zamrazeny pfi teploté¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfekéni metoda s nizkou buné&Cnou denzitou bez vymeény média
pfed transfekci.
Pokus byl proveden v 250ml ¢tythranych lahvich.
Podminka: buriky double time = 24 hod
Den pred transfekci byl v zdsobni 1dhvi spocitdn pocet bunék. Pocet se pohyboval kolem
1 milénd/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml bunécné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovdno do 250ml lahvi po 22,5 ml a poté bylo do kazdé 1ahve ptiddno 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1% kotiského séra bylo pfiddno odpovédné mnoZstvi séra).
V kazdé lahvi byl spocitdin pocet bunek. Denzita bunécné suspenze byla pfiblizné
0,5 miliéont/ml. Lahve byly umistény pfes noc na tfepaCku (cca 100 rpm, rotacni prumér
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé 1ahvi spocitan pocet bun€k a byla pfipravena transfek&ni smes.
SloZeni transfekéni smési bylo v poméru: transfekéni smeés DNA:PEI = 1:5, pficemZ findlni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/ml. Pfidavek transfekéni smési do média byl v poméru:
transfekéni smés: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichdni PEI a DNA byla smés vortexovdna 5 s a poté byla inkubovédna 15 min pfi RT.
Po inkubaci bylo pfiddno 5 ml transfekéni smési do kazdé ldhve s buné€nou suspenzi a lahve
byly umistény na orbitalni tfepacku (cca 100 rpm, rotacni primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl a zamraZeny se pii teplote¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jednd se o metodu transfekce s bunéCnou suspenzi o vysoké denzit€ s vyménou média
pfed transfekci.
Den pred transfekci byl v zdsobni ldhvi spocCitin pocet bunék a bunéfnd suspenze byla
nafedéna na polovinu.
V den transfekce byl opét spocitdn pocet bun€k v zdsobni 1dhvi a poté byla ze zdsobni ldhve
odebrdna bunéfnd suspenze a rozpipetovdna do 12 falkon po 10 ml. Poté byla bunécna
suspenze centrifugovdna pii 100g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odsdt supernetant
a do kazdé falkony byl pfiddn 1 ml Cerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (s pfidanym
L-Glutaminem a Glukézou) + 0,1% Pluronic. Pfed pouzitim bylo médium s piidavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z pivodniho objemu 10 ml byl objem sniZen na 1 ml, ¢imZ vznikla
bunécna suspenze o vysoké hustote.
V tomto pokuse byly provedeny 3 variant o riznych koncentracich DNA (15 ug/ml, 20 pg/ml
a 50 pg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozstvi PEIL.
K jednomililitrovym bunéénym suspenzim byly pfiddny ptislu§né mnoZstvi DNA a poté PEL
Smés byla inkubovédna po dobu 4 hod pfi teploté 37°C na orbitdlni tfepacce (250 rpm, rotacni
prumér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkony pfiddino 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclone pfiddno piisluSn€ mnozstvi valproové kyseliny
au 5. varianty butyritu sodného. Do kontrolnich falkon nebyla neptidana transfekéni smés.
Vzorky byly odebirdny 5., 7., 11. a 14. den , a zamraZeny pfi teplote -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

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

Aktivita SEAP byla zjistovdna pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatazy. Reak¢ni
smes, substrat pro alkalickou fosfatdzu, vznikla smichanim roztokt R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovédno 4 ul do 96ti jamkové desky, a poté bylo ptidano 200 ul
reak¢ni smési. Po minutové inkubaci byla méfena absorbance vzorka pii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovana pomoci programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla vypocitdina pomoci kalibracni kfivky sestrojené
na zakladé meéfeni absorbance roztoku standarda (STD). Byly pouZzity nafedéné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l (8000x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/1 (12 000x). [2]
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Princip:
4 — nitrofenylfosfdt + H ,0 —22— fosfit + 4 — nitrofenol
SloZeni a koncentrace roztoku

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octan hofecnaty, siran zine¢naty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poméru 4 : 1 = R1 : R2, smésné &inidlo je stabilni 4 tydny pfi 2 — 8°C nebo
5 dni pii 15 — 25°C. Monoreagent chranit pied svétlem.

Vypocet

Cup =Cg - (AA /min—AA,, /min)/(A, /min—A,, /min)  [ukat/1]

Coterrnnnnn katalytickd koncentrace standardu uvedena v atestu [pkat/1]
As........ absorbance vzorku

Ag..o.o..... absorbance standardu

Api........absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ruast zasobni bunécné kultury

30
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Obr. 17: Kumulativni pocet bunék HEK293/EBNA na 1 ml v zdvislosti na case — Graf
ukazuje kumulativni pocet bunék ve sledovaném obdobi. Byla sledovdna denzita bunécné
suspenze v danych casovych intervalech. Buiiky byly pocitdny pomoci hemocytometru a byl
sledovdn ndrust poctu bunék.

Po dobu experimentu byla udrZzovdna bunécnd kultura, kterd slouzila jako zdroj buné&k
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovdna za stejnych podminek jako posttransfek&ni
kultury (médium BV 293s, inkubovdna tfepacka, 37°C). Rust bunék byl sledovan, aby
se zjistilo, zda buriky dosahly exponencidlni rustové faze. Pokud se pocet bunek za den
zdvojndsobi dosdhly buriky exponencidlni faze a jsou pfipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Riistové kifivky bunék HEK293/EBNA - Na obrdzku jsou zndzornény riistové krivky
bunék HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PEI v riiznych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pridavkem korniského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsou velmi podobné, coZ
svedci o tom, Ze pritomnost HS neovliviuje riist bunék po transfekci. Pdty den po transfekci
u bunék kultivovanych v BV 293s médiu (popt. s 1% pridavkem HS) buriky dosdhly maximdlni
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denzity, a poté se bunécnd denzita zacala sniZovat z ditvodii vimrti bunék. V HYclone médiu
bylo maximdlniho poctu bunék dosaZeno jedendcty den po transfekci. V médiu Hyclone buriky

Vv Vv o

rostly delsi dobu a do vyssich hustot bunécnych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdiive bylo potfeba ovéfit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenzity exprese
a ucinnosti transfekce. Pro transfekci byly pouzity vektory uvedené v tabulce ¢. 3. M¢éfeni
bylo provadéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibra¢ni kiivka SEAP standarda
atabulka snaméfenymi koncentracemi (viz. Prilohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy.

Pro transfekci byly pouZzity plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen EBNAI,
usnadfiujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCI, které gen EBNAT1 nenesou.
Transfekce byla provadéna v duplikdtech, ve Ctrnicti 100ml Ctythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmida ve dvou sadach) + 2 kontrolni ldhve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pClI

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana exprese SEAP. Hodnoty exprese SEAP byly
na urovni pozadi méfeni. Treti den po transfekci se naméfené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzorku, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojndsobily proti pozadi. Dile
se hodnoty exprese zvySily u vzorkd s pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzorka s pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCI a peBSV i naddle zGstaly na drovni
pozadi.

Nejvyssi hodnoty koncentraci alkalické fosfatizy u vzorki byly nameéfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici pCEP4 byly aZ trojndsobné proti hodnotdm
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedmy den po transfekci se hodnoty koncentrace
zacaly sniZovat, coz bylo zpusobeno nejspiSe umrtim bun€k a rozpadem SEAP.

Jako nejucinnéjsi se ukdzal plazmid pCEP4. Dalsi vhodné plazmidy pro transientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Plazmidy peBSV, pEAK 8 a pCI se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekci v bunikich HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi plazmid pro transientni transfekci
do bunek HEK293/EBNA i dfive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci - obrdzek zndzornuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po provedeni transfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 (pCl), vzorek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrdzku je patrné, Ze nejvyssi koncentrace SEAP byla pritomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvysSend exprese i ve vzorcich 2 (pcDNAS5) a 5 (pcDNA3.1).
Hodnoty v grafu jsou priimérem hodnot méreni ziskanych vzdy ze dvou kultivacnich lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP na c¢ase uplynulém od transfekce

Vedlej$Sim produktem pokusu, pii kterém byl urCovin nejicinn€js$i vektor pro transfekci je

ktivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti na Case uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosaZeno sedmy den po transfekci.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP na case — graf zndzoriuje ndriist exprese SEAP

Vv

po transfekci u plazmidu pCEP4. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP bylo dosaZeno 3 den
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po transfekci. Koncentrace SEAP poté ziistala stejnd aZ do posledniho méreného dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokusu s cilem najit nejvhodnéjsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEIL Srovndvany byly metody podle Muller (2005), Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobnéji popsdny vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) byl jako
reportérovy plazmid pouzit pCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla provddéna v duplikdtech, ve Ctrndcti 100ml Etythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidd po dvou sadich) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi nameéfena
koncentrace SEAPu vzorkii byla naméfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty naméfené diive [2], coZ muZe byt zpuisobeno imrtim bunék.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250ml ¢tythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1% kornského séra + 4 kontrolni ldhve.
Pokus byl provadén se suspenzi o nizké bunécné denzité (0,5 milénti/ml), coz mohlo byt
pfi¢inou nedspéchu. Naméfené hodnoty absorbance se témeér shodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durocher byla vyhodnocena jako nedcinna.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzité
2,4 milént/ml. Bunécnd suspenze byla rozpipetovana do falkon po 10 ml, odstfedéna a poté
bylo odsito médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Biowest) médiem doplnénym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bunééné suspenze pfi transfekci byla 24 x 10%/ml.
Transfekce byla dspéSnd. Nejvyssi detekovand exprese SEAP byla 14,7 ug/ml pti transfekci
20 pg/ml DNA odebraném cCtrnacty den po transfekci. Hladina exprese muze dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilditky u vzorku s koncentraci DNA pfi transfekci
50 pg/ml DNA. [27]
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Tab. 6: TransfekEni podminky u jednotlivych metod

koncentrace

pomér transfekéni kultiva¢ni médium pomér
DNA DNA:PEI médium transfekéni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 25 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 transfekcnich smési na jednu ldhev

puvodni koncentrace

metoda DNA (pg/ml) DNA (ul) 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 1472

14
z 12
2
=10 4
<L
]
-
3
£ 5
T
2
S 4-
-

2 - 1,2

[ 1] °
I:I T
1 2 3
vzorky
Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu exprese SEAP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -

vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durocher, vzorek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosaZeno za pouZiti metody Backliwal. Asi desetinu vytéZku
exprimovaného proteinu tvori vytéZek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové hodnoté jsou
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zdklad¢é vysledki méfeni byl jako nejlepsi metoda vyhodnocena metoda Backliwal
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovaly nékolikandsobné vyS$sich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzorkd metody Muller (2005). Usp&snost transfekce u metody Backliwal
byla zajiSténa nejspiSe vysokohustotni bunéfnou suspenzi a také vysSimi piidavky DNA
a PEL
Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejméné ucinna. Divodem muze byt pouZivani
bunéénych suspenzi o niZs§i hustoté bunek a nizkymi koncentraceni DNA ptiddvanymi
k bunikdm. Také postup provedeni transfekce se zcela odliSuje od predeSlych dvou metod.
Metoda Duroscher ptiddva transfekéni smés do findlniho objemu bunécné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je transfekce provddéna v mens$im objemu
a néasledné je zastavena pfidavkem média. U metody Muller byly detekovany hodnoty exprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv m4 také kultivacni médium, ve kterém jsou pé&stovany buiky. V médiu HYclone
buriky dosahovaly vyS$$i denzity a Zivotnost buné€k byla del$i neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na tcinnost transfekce
Pomoci metody Backliwal (2008) bylo ovéfovdno mnozstvi DNA vhodné pro transientni

Yev s

To je méné nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistil nejvyssi dcinnost pii 50 pg/ml
DNA. [27]
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Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntraci DNA p¥i transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vzorkii. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly naméreny
po transfekci 20 ug/ml DNA. Hodnoty v grafu jsou priumérem hodnot méreni ziskanych vZdy
ze dvou kultivacnich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitori histon deacetyldz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjistovan vliv inhibitort histon deacetyldz
(butyrét sodny, kyselina valproova) na hladinu exprese. [28]
Koncentrace SEAP u vzorku spfidavkem butyrdtu sodného (pfi 50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyrazné€ neliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolniho. Hodnoty
koncentrace SEAP s pfidavkem valproové kyseliny v médiu byly polovicni neZ hodnoty
vzorku bez piidavku (pfi 50 pg/ml DNA pro transfekci).
I kdyz pocet bun€k ve vzorcich obsahujicich ptidavek butyrdtu sodného byl nizky, pfesto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotami SEAP u vzorkli bez piidavku, kde byl
pocet bunék vyssi. To znamend, Ze piidavek butyrdtu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu bunék.

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

-~

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)

Obr. 23: Zdvislost koncentrace SEAP na pritomnost inhybitorii histon deacetyldz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzorkit obsahujicich 50 ug/ml DNA: bez pridavku, s pridavkem
butyrdtu sodného do média a s pridavkem kyseliny valproové do média. Hodnoty v grafu jsou
priimérem hodnot méreni ziskanych vZdy ze dvou kultivacnich lahvi.
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4

5 ZAVER

V této diplomové priaci zabyvajici se problematikou transientni transfekce bezsérové
bunécné kultury pomoci polyethyleniminu byla hleddna optimdlni metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmidd a cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouZiti
se dosdhne nejvysSich hodnot exprese SEAP. NejucinnéjSim plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouZit v ndsledujicich experimentech.

Byly testovdny tfi metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliwal (2008).
Jako nejucinn€jSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008), kterd davd pouZitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pg/ml, 20 pg/ml a 50pg/ml) pouZzité pro transfekci
s vysokohustotni bunéCnou suspenzi. Bylo zjiSt€éno, Ze nejiinnéjSi je Kkoncentrace
20 ug DNA/ml transfekéni smési.

Dale byl sledovan vliv inhibitord histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valproova)
na hladinu exprese. Bylo zjisténo, Ze pfitomnost inhibitord v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu bunék.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

r-protein
DNA
cDNA
RNA
mRNA
E. coli
HEK burky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
313
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklickd deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

medidtorova ribonukleova kyselina

Escherichia coli

lidské embryondlni ledvinové buriky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohocetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohocetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomdrnich sil (atomis force microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajicka kieCka C¢inského

vajicka mysi Svycarské

herpesvirus 4

B-glukuroniddza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelené fluorerkujici protein

alkalicka fosfatdza

koniské sérum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfataza

standard

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

Slozeni médii a pufra

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEAP, rastové kiivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (2007): rastové kiivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové krivky
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9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufru

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouZzito pro kultivaci bunék kmene Escherichia coli. Z téchto bun€k byla
nédsledné izolovédna plazmidovd DNA.

Tab. 8: SloZeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/1)
trypton 10

kvasniCny extrakt 5

NaCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifikaci plazmidové DNA [2]

Roztok E1 — resuspendacni, uchovavan pii pokojové teploté

50 mM Tris

10 mM EDTA

ptidavek HCI pro dpravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné pfidat 100 ug/ml RNazy A, kterd je uchovdvana pfi teploté 4 °C

Roztok E2 — lyzacni, uchovédvan pti pokojové teploté
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3 — neutraliza¢ni, uchovédvan pfi pokojové teplote
3,1 M octan sodny
ptidavek kyseliny octové pro dpravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4 — ekvilibracni, uchovavan pfi pokojové teploté
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok ES — promyvaci, uchovévan pii pokojové teploté
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6 — eluc¢ni, uchovédvan pti pokojové teplote
1250 mM NaCl

100 mM Tris

ptidavek HCI pro upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivaci pfisedlych 293HEK/EBNA bun¢k.

Tab. 10: SloZeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka koncentrace (mg/ml)
CaCl, (anhydrid) 116,00
FC(NO3)3 - 9H,0 0,05
FCSO4 . 7H20 0,42
KCl 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSO, - TH,0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCO3; 1,20
Na2H2P04 . 7H20 134,00
NaH2P04 . H20 62,50
ZnSO4- TH,0 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 - H>0 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - H,0 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 - H,0 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HC] 91,37
L-Methionine 17,24
L-Phenylalanine 35,48
L-Proline 17,27
L-Serine 26,26
L-Threonine 53,56

48




9.14 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenznf linie bun¢k 293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotendt vipenaty 4 mg/l
Pluronic F-68 1 g/l
diethanolamin 3ug/l

fyton Difco select 2¢g/

pepton z laktalbuminu 2 g/l
lipidovy koncentrit 1 mg/l
lidsky insulin Sg/l

lidsky transferrin ATF Sg/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v raznych casech. Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy
koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovnani koncentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pClI

2 peak8 8 pClI

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 - y = 0,0036x + 0,0002
I R? = 0,7454
? 0,0020 - .
E 0,0015 ] //
3
§ oo010 . * R
(/]
o
<< 00,0005 -
L
77}
_g 0,0000 ‘
E 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
5 mean A A SEAP standard
o

0,50

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

Tab.13: Koncentrace vzorkt — 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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koncentrace SEAP (ug/ml)
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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 krivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzorki — 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)

E 06

Sos

% 04

» 03

8 0.2 ]

£ 01

< 1 3 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

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,0025 - y = 0,0039x + 0,0003
00020 | R® = 0,8077
0,0015 //
0,0010 - *
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘
0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
mean A A SEAP standard

Obr. 28: Kalibracni krivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzorku — 3. den po transfekci

Koncentrace vzorku
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 tabulkdch jsou uvedeny jen nékteré hodnoty vzorki. U

ostatnich vzorka doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

0,60
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Obr. 30: Kalibracni krivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzorkil — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,31 (ug/ml)
0,30| (ug/ml)
045| (ug/ml)
1,05 (ug/ml)
1,19| (ug/ml)
0,35 (ug/ml)
12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91| (ug/ml)
STD 8000x |1,38| (ug/ml)
STD 10000x |1,20| (ug/ml)
STD 12000x |0,94 (ug/ml)

O |\ (U | (D9 | =

?1'4
512
g 1
w 04a
¥ 4]
2 0F
L]
£ 04
2 . B
E I:I T T T T T T
1 2 3 g A 9 12

plazmidy

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



Transfekce — 6. den po transfekci

0.0025 y = 0,0033x + 0,0002
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Obr. 32: Kalibracni krivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzorkl — 6. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,21| (ug/ml)

0,44| (ug/ml)
0,36| (ug/ml)

1,04| (ug/ml)
1,14| (ug/ml)

O |\ [ | W9 [

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



Tab.18: Koncentrace vzorki — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorku

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)

1,4

Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci

1,2

0,8
0,6

0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

B

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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NiZe jsou uvedené rustové kiivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

4
35 |
3,
3 )
S 5257 y=0.1112x+2.6483
EE | R?-0.4417
SE
N< 15 |
[}]
el
1
05 |
O T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr 36: Riistovd kifivka — peak8, vzorek 1

y = 0,131x + 2,9414
2

denzita (mil/mL)
(mil/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
cas (dny)

Obr. 37: Ritstovd krivka — peak8, vzorek 2
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denzita (mil/mL)

3.5

2.5

1.5

0.5

\_///’

y =-0,031x + 2,9086

R? = 0,0931
1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 38: Riistovd krivka — pcDNA 5, vzorek 3

denzita (mil/mL)

y = -0,0491x + 3,0095
R?=0,0215

1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 39: Riistovd kiivka — pCEP4, vzorek 5
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denzita (mil/mL)

y =-0.2491x + 4.2595
R®=0.6613

cas (dny)

Obr. 40: Rustovd krivka — pCEP4, vzorek 6

45

3.5 1

25 1

denzita (mil/mL)
(mil/mL)

-
3
‘

0.5 1

5 | y =-0,044x + 3,2164
R? = 0,0269

0 1 2 3 4

cas (dny)

Obr. 41: Ritstovd kiivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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Obr. 42: Riistovd krivka — peBSV, vzorek 12

denzita (mil/mL)

y = -0,3431x + 3,7009
1 R? = 0,8357

0 1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 43: Rustovd krivka — kontrola
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9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

NiZe jsou uvedené grafy rustovych kfivek kontrolnich vzorka u nichZ nebyla provedena
transfekce, dédle rGstové kiivky meéfené po transfekci bezsérovych kultur a bunécnych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s 1% ptidavkem koniského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R2 = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T T
0 2 4 6 8
cas (dny)

Obr. 44: Riistovd krivka — kontrolni vzorek (bezsérovd kultura)

a
E
.E
s 0.4 y = -0.0154x + 0.6615
E 0.3 R? = 0.0769
3 02

0.1 -

0 ‘ :
0 2 4 6 8
cas (dny)

Obr. 45: Riistovd kiivka — Bezsérovych kultur po transfekci 1
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1.2

0.8

denzita (mil/mL)

0.6 ‘ y = 0.0423x + 0.5641
0.4 R? = 0.3674
0.2
0
0 2 4 6 8
¢as (dny)

Obr. 46: Riistovd kiivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem konského séra

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

denzita (mil/mL)
o
»

0 T
0 2 4 6 8

cas (dny)

Obr. 47: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem korniského séra
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Obr. 48: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 1
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Obr. 49: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 2



9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v ruznych ¢asech. Jako blank byl pouZit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci

0,0025
0,0020 |
y = 0,0037x + 9E-06
2
0,0015 - R? = 0,9998

0,0010 -
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55
-0,0005 mean A A standard

concentration SEAP standard (mg/ml)

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

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mi+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 krivka SEAP — 7. den po transfekci

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656 | (ug/ml)
DNA 20Qug/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/mi+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: Kalibracni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 11. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mli+valproic acid 1,9632| (ug/ml)
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14. den po transfekci

concentration SEAP standard (mg/ml)
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Obr. 53: Kalibracni kiivka SEAP — 14. den po transfekci

Tab.22: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 14. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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)
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NiZe jsou uvedené ristové krivky u vzorkt a kontrol.

denzita (mil/mL)

y =-0,1763x + 3,3846

R2=0,4922

8 10
cas (dny)

12 14

16

Obr. 54: Riistovd krivka- kontrola 1

denzita (mil/mL)

y =0,357x + 2,9992
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®

8 10
cas (dny)

12

14

16

Obr. 55: Rustovd krivka - kontrola 2
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y=0,1887x + 2,2724
R®=0,8982

denzita (mil/mL)
w

2 4
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Obr. 56: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA A
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Obr. 57: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA B
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4 y =0,0981x + 2,2269
R? = 0,2351
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0
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Obr. 58: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA B

72




3,5

y = 0,0479x + 2,141
R? = 0,3459

25
o
s 2|
E
]
R 1.5
c
Q
T
14
0,5
0
0 4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)
Obr. 60: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA A
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Obr. 61: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA B
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y =-0,1201x + 2,2756
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Obr. 62: Ritstovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny A
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Obr. 63: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny B
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Obr. 64: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina A
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Obr. 65: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina B



ABSTRAKT

Diplomova prace studuje problematiku transientni transfekce bezsérové bunécné kultury
pomoci polyethylenimint.

V teoretické Casti jsou obsaZeny poznatky o vzniku rekombinantnich molekul DNA, pouZziti
expresnich vektortl, prenosu DNA a nésledné detekci rekombinantniho proteinu.
Experimentdlni Cast byla zaméfena na nalezeni vhodné transfekéni metody pomoci
polyethyleniminu, kdy hostitelskymi buiitkami byly buniky 293HEK/EBNA.

V prvni Casti byl zvolen nejucinnéjsi plazmid — pCEP4/SEAP. Dile byly zkoumdény tfi
transfek¢ni metody: Muller (2005), Durocher et al. (2007) a Backliwal et al. (2008). Nejvyssi
dosazené exprese SEAP bylo dosaZzeno metodou Backliwal et al. (2008).

ABSTRACT

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

In the theoretical part formation of recombinant DNA molecules, used expresion vectores,
used DNA transfer and detection of recombinant proteins are discussed.

The experimental part deals with efficiency of the polyethylenimine mediated transient
transfection under various experimental conditions. 293HEK/EBNA cell line was chosen
as an experimental model.

First the most effective plasmide - pCEP4/SEAP was selected. Then three transfection
methodes were tested: Muller (2005), Durocher et al. (2007) and Backliwal et al. (2008).
The highest recombinant protein expresion was reached using the method of Backliwal et al.
(2008).
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1 UVOD

Stale vyznamnéj$im odvétvim biotechnologického a farmaceutického primyslu se stava
vyroba rekombinantnich proteinti. Rekombinantni proteiny jsou Casto pozadovany ve velkych
mnoZstvich, jde o stovky miligramii az gramy r-proteinid. Jednd se zejména o produkci
antikoagulantl, vakcin, terapeutik, lidského insulinu, ristovych hormont apod.

Pro spravnou biologickou funkci r-proteinu je dileZité, aby byl protein spravné sbalen, a aby
mu hostitelskd burika zajistila vSechny posttransla¢ni dpravy. Po dlouhodobych vyzkumech
bylo zjiSténo, Ze vhodnymi expresnimi systémy jsou savc¢i buriky.

Zatim bylo testovdno vice neZ 1000 sekvenci DNA kodujicich proteiny potencidlné
vyuzitelnych pifi 1é€b€ lidskych nemoci. VétSina téchto molekul byla exprimovéna
v hostitelskych burikach, ptiblizné 750 postoupilo do dalSich klinickych testd a 80 latek bylo
schvéleno jako 1é¢iva v USA i EU. [1] [2]

Tato prace se zabyva problematikou pfipravy r-proteini pomoci transientni transfekce
eukaryotnich bun¢k 293 HEK/EBNA. Transfekce je proces cileného ptenosu nukleové
kyseliny do hostitelskych bunék. Pfi pfechodné (transientni) transfekci nedochdzi
po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské buriky k zaClenéni do hostitelského genomu.
Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské buniky a ndsleduje exprese a syntéza
rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein Ize detekovat jiz par hodin po transfekci.
[2] Cilem prace je vyvoj protokolu transientni transfekce na zakladé poznatkl publikovanych
diive. [2]



2 TEORETICKA CAST

Principem genového inZenyrstvi je tvorba rekombinantnich (chimérickych) molekul DNA.
V roce 1973 poprvé popsali Cohen a Boyer techniky tvorby rekombinantnich molekul DNA.
[3] Klonovand DNA je ziskdna bud’ z donorového organismu, jehoZ DNA kéduje né&jakou
zajimavou vlastnost, nebo je pouZzit umeéle syntetizovany gen. Prvnim krokem pfi tvorbé
rekombinantnich molekul je hleddni a izolace klonovaného genu. K vyhleddni cilové
sekvence  DNA se konstruuji geonomové knihovny. Genomovd knihovna je soubor
naklonovanych fragmenti DNA, které dohromady tvofi genom jednoho organizmu.
K vyhleddni specifického genu se vyuzivd metod tfidéni geonomovych knihoven. [4]
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Obr. 1: Schéma klonovdni genu [5]



2.1 Tridéni geonomovych knihoven

2.1.1 DNA/DNA hybridizace

Je zaloZena na parovani komplementdrnich dusikatych bédzi jednofetézcovych nukleovych

kyselin pomoci vodikovych mustki. K vyhledani specifického genu se pouzije kratky
oligonukleotidovy fetézec, ktery je CasteCné (heterologni sonda), nebo zcela (homologii
sonda) komplementdrni s klonovanou sekvenci DNA. DNA sonda nese znacku, kterd je
snadno detekovatelnd. V oligonukleotidovém fetézci sondy miZe byt zakomponovén
radioaktivni izotop, ktery je po hybridizaci sondy se sekvenci DNA detekovédn
napf. radoigraficky. Sonda miZe byt znacena i neradioaktivng, napt. imunologicky.
K hybridizaci l1ze pouZit fragmenty po agar6zové gelové elektroforéze, kdy pomoci filtracnich
papira a kapilarnich sil jsou fragmenty pfeneseny (pfeblotovany) na nylonovou membranu.
Poté jsou fragmenty denaturovédny a ptida se sonda, kterd hybridizuje s cilovymi sekvencemi
DNA - Southernav blot.

2.1.2 Imunologické testy

Na sondu je navdzan antigen. Poté je do roztoku DNA pfiddna smés primdrnich protilatek,
které se specificky vazou k antigenim. Nasledné se pfidaji sekundarni protilatky, které
nasedaji na primdrni protildtky a zdroven nesou znaceni, které je snadno detekovatelné,
napt.enzym (alkalickd fosfatdza). Po pfiddni substrdtu je substrit zmeéné€n enzymem
na produkt a tato reakce je doprovdzena barevnou zmeénou. Poté je signdl sondy zjiStén
fotometricky.

2.1.3 Proteinova aktivita

Tato metoda se vyuzivd pokud klonovany gen kdéduje syntézu enzymu, ktery neni normélné
hostitelskou buiikou produkovan. Kolonie jsou zaoCkovdny na misky s vhodnym substritem
(Skrob — kolonie obsahujici gen pro alfa-amyldzu) a na zdklade€ selektivniho zbarveni
se rozlisi, které kolonie utilizuji substrét, a tudiZ obsahuji cilovy gen.

2.1.4 Komplementarni test

Komplementarni test je vyuZivdn, pokud klonovany gen kdéduje syntézu esencidlniho
produktu (vitamin, antibiotikum, aminokyselina apod.) nezbytného pro preziti builky. Gen
se pfenese do bun¢k, které nejsou schopné rust na substratech bez esencidlni slozky.
Pokud bunky ziskaly rekombinantni plazmid, jsou schopné rast na minimdlnim médiu
a esencialni slozku si syntetizuji samy.



2.2 Klonovaci vektory

Klonovaci vektory slouzi k pienosu cizorodé DNA do hostitelskych bunék. Cim je mensi
velikost klonovaciho vektoru, tim se zvySuje tcinnost pfenosu rekombinantni molekuly DNA.
Vektory obsahuji cilovd mista pro restrikéni endonukledzy. Restrikéni endonukledzy jsou
enzymy, které vektor naStépi a do tohoto mista je vloZen gen zdjmu. Na vektoru je vZdy jen
jedno misto pro danou nukledzu. Ddle vektoru obsahuje selekéni marker, ktery umoziuje
identifikovat, které builky ziskaly vektor. Jako selekéni markery se Casto vyuZivaji geny
pro rezistenci k antibiotiku (napf. ampicilin). Po provedeni pfenosu rekombinantni DNA
do hostitelskych bunék senzitivnich na antibiotikum, jsou bunky vysety na médium
s pfidavkem antibiotika. Pfeziji jen ty buiiky, které ziskaly vektor.

Jako vektory se nejCastéji pouzivaji plazmidy. Jsou to kruhové samoreplikujici
se extrachromozomadlni molekuly DNA izolované z bakterii. Obsahuji sekvenci ori, misto
pocatku replikace.

Dile fagové vektory odvozené od fiaga lambda a od faga M13. Cizorodd DNA se mnoZi
v lytickém cyklu faga jako rekombinantni DNA faga lamda. Poté se vytvofi viriony (fagové
Castice), které se skladaji z DNA zabalené v hlavicce, ke které je pfipojen bicik.
Za pritomnosti viriond se na vrstvé bunék zacnou tvorit plaky.

Hybridy mezi plazmidy a fagy jsou kosmidy. Spojuji vyhody obou typu vektord. Pomoci
fagovych castic je DNA injikovédna do hostitelskych bunek. Kosmid obsahuje dvé cos mista,
které se v hostitelské buiice spoji a vznikne kruhovd molekula DNA. V hostitelské burice jsou
poté uchovéavany jako plazmidy. Déle kosmid obsahuje gen pro rezistenci na tetracyklin
pro selekci v hostitelskych burikach, které jsou sensitivni na tetracyklin. Vyhodou kosmidu je
velkd klonovani kapacita (viz. tabulka ¢.1). Pomoci téchto vektort lze klonovat i soubory
genu (operony).

Tab. 1: Klonovani kapacity vektora [4]

vektor Hostitelska burka Klonovani kapacita (kb)
Plazmid E. coli 0,1-10
Bakteriofdg A A/E. coli 10 -20
Kosmid E. coli 35-45
Bakteriofag P1 E. coli 80 -100
Bakteridlni umély E. coli 50 -300
chromozom

P1 bakteriofagovy umely E. coli 100 — 300
chromozom

Kvasinkovy umeély kvasinky 100 — 2000
chromozom

Lidsky umély chromozom Lidské buiiky > 2000

Eukaryotické geny nemohou byt spridvné exprimovany v bakteridlnich vektorech.
Eukaryotické geny obsahuji introny a exony. Prokaryotické buiiky nejsou schopny vystiihdvat
introny z piepsané RNA. Pro klonovani eukaryotickych gent v bakteridlnich burikach byly
vytvofeny specidlni postupy.
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Z organismu se vyizoluje celkovd RNA. Eukaryotni medidtorovd RNA nese na 3” konci
polyadenylovy konec. Medidtorovd RNA se oddéli od celkové pomoci kolony, kterd obsahuje
polythyminové zbytky, na které se navdZzou plolyadenylové konce mRNA pomoci
vodikovych mustkt. Poté jsou Stépeny vodikové mustky pomoci specidlniho pufru a RNA
je eluovéna ven z kolony. Medidtorovd RNA je prepsdna do DNA za pomoci enzymu reverzni
transkriptdzi. Vysledkem je fragment dvoutetzcové cDNA (komplementarni DNA). Konstrukt
vektor-cDNA muze byt vnesen do hostitelské bunky E. coli. Pro expresi eukaryotnich genua
jsou vyuzivany kvasinkové, hmyzi a sav¢i vektory.

Eukaryoticky expresni vektor obsahuje: eukaryoticky markerovy gen pro selekci v hostitelské
burice, promotorovou sekvenci, transkripni a translacni stop signdly, sekvence
pro posttranskripéni upravy RNA, pocatek replikace funkéni v hostitelské burice
(extrachromozomalné replikujici se DNA), nebo integracni misto pro rekombinaci do genomu
hostitelské buriky. [4]

. o Promotor
Prokaryoticka ¢ast Intron

_—
MCS
Amp
PolyA

Heo

Expresni ¢ast

Ori

Eukaryoticka ¢ast
Obr. 2: Mapa plazmidu — plazmid se sklddd ze ti'i dsti. Prokaryotickd oblast nese misto ori
(pocdtek replikace) a gen pro rezistenci k  ampiclinu funkcni v burikdch E. coli.
Pro eukaryotni buriky slouzi sekvence ori a gen pro rezistenci k neomycinu. Expresni oblast
obsahuje promotor, za kterym ndsleduje klonovaci misto (MCS = multiplecloning site).

Vektory pro expresi eukaryotnich genti jsou konstruovany jako kyvadlové vektroy.
Kyvadlovy vektor obsahuje ori misto a selekéni marker funkéni v E. coli. Déle obsahuje ori
misto, selekéni marker pro eukaryotni hostitelskou buiiku a klonovaci misto MCS (multiple
cloninig site) s promotorovou a termindtorovou sekvenci. [2]
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2.3 Endodeoxyribonukleazy

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které Stépi DNA ve specifickych mistech,
rozpoznavaji palindromické sekvence. Restrikéni endonukledzy byly izolovany z riznych
bakterialnich kment. Jsou oznaCeny zkratkami podle toho, zjaké baktérie byly ziskany
(napt. EcoRI z Escherichia coli). Pivodni vyznam téchto enzymu je ochrana pted cizorodymi
DNA, napf. virovymi. Aby se zamezilo Stépeni hostitelské DNA, je chranéna pied pasobenim
enzymu methylaci. Tyto enzymy se vyuzivaji pii tvorbé rekombinantni (chiméricke) DNA.
Vektor i cilovy fragment cizorodé DNA je nastdpen stejnou endonukledzou. Stépeni
fragmenti probihd za vzniku ptecnivajicich nebo tupych koncu.

2.4 Tvorba rekombinantni molekuly

Z donorového organizmu je izolovdna DNA. Poté je nalezen cilovy gen a vyStépen pomoci
restrikéni endonukledzy. Stejnou restrikéni endonukléizou je naSté€pen plasmid v cilovém
misté pro enzym, které sousedi s klonovacim mistem. Vznikne linedrni molekula plasmidové
DNA s pfeCnivajicimi konci se sekvencemi nukleotidu podle pouZitého enzymu.
Linearizované molekuly jsou smichédny s cilovou DNA a smés je inkubovédna s DNA ligdzou
za ptitomnosti ATP. Vznikne rekombinantni molekula (plasmid-insert). [4]

2.5 Prenos DNA do bunék

V piirod€ Casto probihd ptirozeny prenos DNA do hostitelskych bunék. K tomu dochdzi
pfi bakteridlni konjugaci, prirozené transformaci nebo k pfenosu DNA béhem virové infekce.
DNA 1ze do bunék pfendSet i za pomoci fyzikdlnich nebo chemickych sil.

2.5.1 Chemicky prenos

Buriky a roztok DNA jsou inkubovany v prostiedi roztoku chloridu vdpenatého pfi teploté
0°C. Poté je roztok zahtét na teplotu 42°C. K roztoku obsahujicim DNA a CaCl, se postupné
ptiddvda HEPES-fosfatovy pufr. Smés se inkubuje pfi laboratorni teploté, a poté je vznikld
srazenina dispergovdna v prostiedi bunc¢k. Doba inkubace musi byt optimalizovdna
(je zpravidla krat$i neZ 4 hod). [6]

2.5.2 Mikroinjekce

Pomoci mikroinjekce se DNA ptenese piimo do jddra buiiky. Tato technika je velmi
niroCnd a zabere mnoho cCasu. VyuZivd se predev§im pii tvorbé transgennich zvifat,
kdy je DNA mikroinjekci vpravena bud’ do projadra nebo piimo do blastocysty. [5]
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Obr. 3: Tvorba transgennich savcii [5]

2.5.3 Prenos pomoci liposomu

Na zdkladé hydrofobniho efektu se lipidy ve vodném prostredi shlukuji k sobé a vytvari
duté struktury zvané lipozomy. Diky elektrostatickym interakci se navzdjem pfitahuji kladné
nabité lipidy se zdporné nabitou DNA za vzniku agregat. Céstice nesouci kladny ndboj
interaguji se zdporné¢ nabitou bunéfnou membrdnou, kterd je rovnéZz hydrofobni, a poté
je uskutecnén vstup do hostitelské buriky. Provedeni této transfekce je drahé, protoZe ceny
transfekcnich lipida jsou vysoké, a proto se tato transfekce uskuteCriuje pouze v mensich
objemech. [2]

2.5.4 Elektroporace

Elektroporace je reverzni permeabilizace bun€k elektrickym polem o vysokém napéti.
Elektrotransformace probiha za nefyziologickych podminek.
Pripravi se elektrokompetentni builky a poté se na smés bun€ék a pfendSenych molekul
aplikuje kratky elektricky puls pfi nizké teploté. Nasleduje regenerace bunck. Optimalni
podminky elektrotransformace se nalézaji v uzkém rozmezi elektrického napéti a doby trvani
pulzu.
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Tab. 2: Rozmezi elektrického napéti pro rizné typy buné€k [6]

G- 7-15kV/cm
G+ az 35 kV/cm
rostlinné, ZivoCi§né bunky 1 -2kV/cm

Béhem elektroporace zahyne velky pocet buné€k. Zavisi na biologickych faktorech jako
je stafi bunek, velikost bun€k, koncentrace a zpusob regenerace bunék.
Molekuldrni mechanismus elektrotransformace neni zndm. Existuje teorie pfechodné tvorby
hydrofilnich péru, kterd dobte popisuje d€je probihajici pti pokusech s buiikkami po strance
kvalitativni, ne vSak kvantitativni. Hlavnimi nevyfeSenymi problémy jsou: popis raného stadia
tvorby pord, transport molekul péry a ndvrat membrany do ptivodniho stavu.
Z doposud znamych experimentédlnich dat lze vyvozovat, Ze mechanismus ptenosu zahrnuje
interakci DNA s povrchem builky, difize DNA indukovéna elektrickym polem a pasivni
difdze. Aplikace elektrického pole neni podminkou ptenosu DNA, proces ale urychluje.

2.5.5 Syntetické komplexy DNA-ligand

DNA kondenzuje s polykationtem - poly-L-lysinem. Polykationt se vdZze jak s DNA, tak
s ligandem. Vytvoii se komplex DNA-polykationt-ligand. Ligand je specificky pro povrchovy
receptor buriky a je zodpoveédny za pocatecni interakci komplexu s burikou.
DNA je mozné pienést také pomoci polymerniho kationtu (DEAE-dextran, PEI), ktery
asociuje se zdporn€ nabitymi molekulami DNA. Vznikly komplex je kladn& nabity a vize se
na zdporn¢ nabitou lipidovou dvojvrstvu. Nésleduje pfenos komplexu pomoci endocytdzy. [6]

2.5.5.1 Polyethylenimin (PEI)

'

Obr. 4: Vzorec polyethyleniminu, zdroj internet: http://commons.wikimedia.org/

Polyethylenimin je polymérni slouCenina, jejiz zdkladni jednotkou je ethylenimin. PEI
se muze vyskytovat jako linedarni forma, ktera se nachazi pii pokojové teploté v pevném stavu.
Druhou formou je rozvétveny polyethylenimin, ktery je tekuty. Oba typy PEI se pouzivaji
jako transfek¢ni Cinidlo s riznym stupném polymerace a rtiznou molekulovou hmotnosti.
V roce 1995 byl PEI poprvé pouZit pro pienos DNA. [7]

Molekula PEI ma pufrovaci schopnosti. Rozvétvend forma tvofi primarni, sekundéarni
a tercidlni aminy. Atomy dusiku obsaZené v molekule PEI mohou byt protonovany, coz udili
molekule ndboj. Cim vice atomd dusiku je v molekule obsaZeno, tim je v&tii ndboj. Informace

vvvvvv

polyethyleniminu. [2] [8]
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Obr. 5: Rozvétveny polyethylenimin, zdroj internet: http://www.hyperpolymers.com/

Pred samotnou transfekci se pfipravi roztoky DNA a PEI o pfesné koncentraci a roztoky
se smichaji. Poté dojde ke kondenzaci molekul a vzniku komplexu DNA/PEI na zdkladé
hydrofobnich interakci. [10] Komplexy DNA/PEI se shluknou k sobé a vzniknou kladné
nabité nanocastice. Nanocastice se poté navdzi na bunécné zdporné nabité proteoglykany
a glykoproteiny na povrchu buné&né membrany. [11] Dovnitf bun€k pronikaji pomoci
endocytézy. PEI chrani endozém pied pusobenim lysozomalnich nukledz. Uvnitf buriky
se uvolni DNA zendozému diky pufrovaci schopnosti PEI tim, Ze absorbuje protony
pii acidifikaci endozému — tzv. houbovy protonovy efekt. [12] To vede k nahromadéni
kladného naboje, coZz zpusobi influx chloridovych anionti a vody do endozému. Endozém
nabobtnd, uvnitt se zvysSuje osmoticky tlak, coZ vede k prasknuti endozému. [13]

Této domnénce vSak odporuje skutecnost, Ze v komplexu DNA/PEI je asi 85% molekul PEI
volnych [14], a také pKa PEI je ptiblizn¢ 8,4 [15], takZze po acidifikaci m4 PEI jen malou
pufrovaci kapacitu. Z téchto divodu je nepravdépodobné, Ze osmotické pnuti hraje
vyznamnou roli pti prasknuti endozému. [14]

Existuje teorie, Ze komplex DNA/PEI je transportovan pomoci mikrotubuld k jadru, kde
se Cast komplexu rozpadne diky piitomnosti RNA. RNA ma vyssi afinitu k PEI nez DNA.[10]
DNA pak samostatné¢ piechdzi pres jadernou membrinu a poté se v jadie zaclleni
do chromozomu. Mechanismus téchto pochodii neni zatim zcela objasnén. [14] [16]

V prubéhu transfekce a uvolnéni DNA z komplexu zdlezi na pfedem zvoleném poméru
DNA:PEIL

Pomoci AFM (atomic force microscopy — mikroskopie atomdrnich sil) byly studovany
velikosti komplexu DNA/PEIL Velikost byla stanovena na 20 az 40 nm. Pfesné pomérové
zastoupeni DNA v komplexech DNA/PEI zatim neni zndmo. Transfekce pomoci PEI byly
testovany v riznych objem. [7] [17] [18]
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Obr. 6: Schéma prenosu DNA do jddra buriky, zdroj Internet: http://www.biomol.de/

2.6 Hostitelské buriky a organismy

Pfi vybéru hostitelského organismu je potfeba zvazit, zda chceme klonovat geny
prokaryotni, nebo eukaryotni. Pfi expresi eukaryotnich gent hostitelska burika zajisti vSechny
posttranskripéni a posttranslacni dpravy. Vznikly protein je Casto identicky s pfirozené
se vyskytujicim a je biologicky aktivni.

2.6.1 Prokaryotni buinky

Nejdetailn€ji  prostudovany organizmus, ktery se pouzivd pro klonovani genu

je Escherichia coli. Vyhodou je vysokd ucinnost transformace a fakt, Ze existuje fada
expresnich vektora s regulovatelnymi promotory funkcnich v E. coli. Nevyhodou je, Ze fada
cizorodych proteint se nevytvari ve funkéni podobé.
Jako dalsi hostitelské organismy z fady G - bakterii se vyuzivd Bacillus sp. Tyto nepatogenni
mikroorganismy produkuji mnozstvi extracelularnich enzymu, které lze lehce izolovat
zmédia. Snadno se kultivuji a adaptuji na fadu podminek kultivace. Lze pfipravit fadu
mutantd hyperprodukujici enzymy i jiné latky.

2.6.2 Kvasniky

Jedn4 se o jednobunééné eukaryotni organizmy. Rada kvasinkovych gend je homolognich
s geny mnohobunécnych eukaryotnich organizmd, maji podobnou bunéfnou biochemii
aregulaci gend. U kvasinek lze stanovit dominanci a recesivitu alel. Maji kratkou generacni
doba a vysoky pocet jedinct, kultivuji se na definovanych padach a také ve velkokapacitnich
bioreaktorech. Jsou povaZoviny za bezpeCny (GRAS - generaly recognised as safe)
biotechnologicky organismus, coz umoZiuje piipravu 1éCiv pro humdnni medicinu. Tvoii
eukaryotické proteiny v aktivni podobé¢, lze dosdhnout sekrece do prostfedi. K nejcastéji
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pouzivanym druhtm patii Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis
a Hansenula polymorpha. [4] [5]

2.6.3 Rostliny

Vyhodou rostlin pfi genetickych manipulacich je totipotence, coZ znamend, Ze celou
rostlinu muzeme vypéstovat z jakékoliv jeji Casti. Mezi dal§i vyhody se fadi schopnost
regenerace, velky pocet semen, kratkd generacni doba a asexudlni kiiZeni. Rostlinné
biochemické driahy poskytuji prumyslové suroviny a léCiva. Modelovym organizmem
pro ucely molekuldrni genetiky je Arabidopsis thaliana.

Jednou z moZnosti pifenosu cizorodé DNA je pfenos pomoci bakterie Agrobacterum
tumefaciens. Tato bakterie pfirozené infikuje rostliny a vnese do nich Ti-plazmidy (tumor
indukojici plazmidy) obsahujici cilové sekvence. [5]

2.6.4 Zivo&isné buiiky

Jsou izolvany z tkani ZivocCicht a poté kultivovany in vitro. Pfi kultivaci je nutné zajistit
podminky, které se podobaji pfirozenym, proto se udrzuji pfi teploté¢ 37°C a v modifikované
atmosféife (5% CO,). VesSkeré manipulace sbunkami musi byt provddény ve sterilnim
prostiedi. VétSina bunek roste piisedla k pevnému povrchu, jako v pavodni tkani. K ristu
je nutné pouzit kultivaéni médium, které buitkkdm doddva potiebné Ziviny a dalSi pro Zivot
dalezité latky.

K nejcast&ji pouzivanym patii CHO (Chinese Hamster ovary) — buriky ptivodné izolované
z kieccich vajicek a 3T3 — buiiky z mySich vajicek.

HEK 293 (humam embryonal kidney) — epitelidlni lidské ledvinové bunky a HeLa (Henrietta
Lacks) — epitelidlni butiky z rakovinnych bungk. [2] [19]

2.6.4.1 Buriky 293HEK/EBNA1

Tyto buiiky byly poprvé pfipraveny roku 1970 v laboratofi Alexe van der Eba
v holandském Leidenu. Byl ziskdny ze zdravych potracenych lidskych plodi a poprvé
kultivovédny jako primdrni HEK buiiky. Pozdé&ji byly upraveny pomoci péti adenovirovych
genu. [20] Zkratka HEK oznacuje lidské embryondlni ledvinové buriky a ¢islo 293 oznacuje
293. Grahamuv pokus.
Tyto butiky se dobfe kultivuji a probihd u nich relativné€ snadnd transfekce, proto se vyuzivaji
ke tvorbé rekombinantnich proteinli. ProtoZe se jedna o lidské buriky, jsou u exprese zajistény
spravne posttranskripéni a posttranslacni modifikace. Jsou tedy vhodné pro klinicky vyzkum
i pro tvorbu lidskych terapeutik.
Buiiky 293HEK/EBNALT jsou buiiky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich
technik. Do jejich genomu byl v€lenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovan
jako jaderny antigen, ktery umoziuje epizomalni replikaci specifickych plazmida. [21]
Specificky plazmid musi obsahovat v eukaryotickém pocétku replikace sekvence vazajici se
na EBNAI. Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji
a jejich pocet v bunkdach klesa v dusledku bunééného dé€leni. Pii transfekci specifickych
plazmidi do EBNA bunék dochdzi k replikaci specifickych plazmida a k pfenosu plazmida
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do dcefinnych bun€k pfi buné€ném deéleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a veétsi
produkci rekombinantniho proteinu. [22] V dnes$ni dobé& jsou buiiky 293HEK/EBNA nejvice
pouzivané buiiky pro velkoobjemovou tarnsientni expresi. [2]

2.7 Reportérové geny

Expresi téchto genu lze snadno detekovat a kvantitativné stanovovat. Mohou tudiZ slouzit
jako méfitko exprese transgend s ruznymi promotory, s ruznou strukturou, v ruznych
genotypech a za riznych podminek.

2.7.1 Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikoltransferdaza je bakteridlni enzym, ktery nezpusobuje rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe se pouZivd u eukaryotnich bungk, které jsou pfirozené rezistentni.
Tento enzym acetyluje 14C-chloramfenikol. Po pfiddni extraktu z rostlin se znaceny
chloramfenikol pfeménuje na znaCeny acetylovany chloramfenikol, ktery lze
chromatograficky stanovit. Vysledek je mozné hodnotit kvantitativné.

2.7.2 Transgen pro B-glukuronidazu

vvvvvv

transgen pouZzivany pfi tvorbé transgennich rostlin. Tento enzym méni vhodné substraty
na modré produkty nebo fluoreskujici latky. Existuji dvé metody detekce aktivity.
Fluorescenéni  metoda, kterd se provddi v  homogendtu se  substrdtem
MUG (4-metyl umbelliferyl glukuronid). Po ozafeni rozlozeného MUG dlouhovlnnym UV
365 nm ddva modrou fluorescenci 570 nm.

Druhé metoda je histochemickd. Pouziva se chromogenni substrat X-gluc (glukuronid), ktery
po rozstépeni dava modrou barvu, kterd je nerozpustnd a zistava v bunkach.

2.7.3 Transgen pro luciferazu

Vyuzivaji se cDNA ze svétluS8ky Photinus pyralis nebo koédujici sekvence G - bakterie
Vibrio harvei. Po dodani substratu (luciferin, ATP) k bunénému extraktu, nebo
do kultivacniho média dochazi k emisi zarfeni méritelného luminometrem, scintilacnim
pocitatem, nebo CCD kamerou. Nevyhodou je, Ze substrat je pomé&rn¢ drahy.
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2.7.4 Transgen pro zelené fluoreskujici protein (GFP)

Jednd se o gen z medizy Aeqorea victoria. Protein GFP preméiiuje modré svétlo na zelené.
M3 schopnost emitovat zelené svétlo po ozafeni modrym svétlem (440-480 nm). Je to jediny
protein, ktery ma schopnost fluoreskovat bez dodani substratu nebo kofaktort. Zachovava si
schopnost fluoreskovat, i kdyZ je fizovan s jinym proteinem, a to jak na C-, tak i N-konci.
Mutacemi byl zménén chromofor, takze fluoreskované svétlo mize mit riznou vlnovou
délku. [5]

2.7.5 Transgen pro alkalickou fosfatazu

Alkalicka fosfatiza (ALP) je hydrolyticky enzym optimdlné pisobici pii alkalickém pH,

vyskytuje se v krvi v mnoha riznych formach, které se vytvaii v kostech a v jatrech, ale
ivjinych tkdnich, jako napf. v ledvindch, placenté, stfevech, varlatech, brzliku, plicich
a tumorech. Fyziologické zvySeni ALP se vyskytuji i u déti pfi rustu kosti, v téhotenstvi,
zatimco patologickd zvySeni vétSinou souvisi s hepatobilidrnim procesem a s kostnim
onemocnénim. U hepatobilidrntho onemocnéni ukazuje na obstrukci ZluCovodu, jako napf.
u cholesterdzy vyvolané Zlu€ovymi kameny, nddory nebo zdnétem. U kostnich onemocnéni
je zvySend Cinnost ALP vyvoldna zvySenou osteoblastickou Cinnosti, jako napf. u Pagetovy
nemoci, pii méknuti kosti (rachitidé€), kostnich metastdzich a hyperparatyreoidismu.
Za gen zamu byl zafazen reportérovy gen pro alkalickou fosfatdzu, coZ je snadno
detekovatelny protein. K bunéCné suspenzi se pfiddva substrat, ktery je ucinkem alkalické
fosfatdzy zménén na produkt. Tato reakce je provdzena barevnou zménou a intenzita zbarveni
je zmétena fotometricky.

2.8 Transientni (prechodna) transfekce

Transientni transfekce se vyuZzivd k produkci rekombinantnich proteind. Vyhodou
prechodné transfekce je rychlost produkce r-proteind.
Pfi pfechodné transfekci nedochdzi po proniknuti cizorodé DNA do hostitelské burky
k zaclenéni do hostitelského genomu. Cizorodd DNA pronikne do jadra hostitelské bunky
a nasleduje exprese a syntéza rekombinantniho proteinu. Rekombinantni protein 1ze detekovat
Jiz par hodin po transfekci. DNA se nepfends$i pii mitéze na dcefinné buiky, tudiz
je transientni transfekce cCasov€ omezend. Vytézky této transfekce se fddové pohybuji
v miligramech az gramech.
Pro transientni transfekci do savCich bunék muze byt jako trasfekéni c¢inidlo pouzit
fosfore¢nan vapenaty, [23] nebo polyethylenimin. [24] Transfekce probihd bud’ v malych
objemech bunécné suspenze (ml), nebo v bioreaktorech, které dosahuji objemt o velikosti
az stovek litrd. Paty az desaty den po provedeni transfekce dochdzi k produkci nékolilka
miligramt aZ gramu 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, pCI, pEAK 8, pfeciSténé

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

Fosféatovy pufr (PBS)

DMEM/F-12 médium Biovendor

DMEM/F-12 médium Biowest

FCS (teleci sérum)

BV 293s médium

HYclone médium (CDM4 293)

Glukéza (25 %)

L-glutamin (2 mM)

HS (koniské sérum)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Trypsin (EDTA)

PBS pH 7,6 £ 0,2 (NaCl 7,75g; KoHPO4 1,50g; KH2PO4 0,20g v 1 1 destilované vod¢)

NaCl (150 mM)

Geneticin G418 (100 mg/ml)

Ampicilin (200 mg/ml)

Trypanova modr (0,4 % w/v)

PEI — polyethylenimin (1 mg/ml)

Pluronic (1% w/v)

Kit pro izolaci DNA

Kit pro stanoveni alkalické fosfatazy

3.1.2 Pomucky a pristroje
Tab. 4: Pouzité pfistroje a pomucky

Lamindrni box pro sterilni praci

Centrifuga

Humidifikovany CO, inkubdtor (5% CO,, 37°C)

Orbitdlni tfepaCka

Spektrofotometr

Svételny mikroskop

Ptistroj pro gelovou elektroforézu

Kultiva&ni ldhve T-75 cm”

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 ddvkovace
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3.1.3 Buinky a kultiva¢ni média

Pro tento experiment byly pouZity buiky 293HEK/EBNAI. Jak uZ bylo uvedeno
v teoretické Casti, jednd se o lidské ledvinové buriky ziskané z potracenych plodi. Do genomu
téchto bunck byl vclenén gen z Epstein-Barr viru. Tento gen je exprimovan jako jaderny
antigen, ktery umoznuje epizomalni replikaci specifickych plazmidua. [21] Specificky plazmid
musi obsahovat v eukaryotickém pocatku replikace sekvence vézajici se na EBNAI.
Plazmidy neobsahujici EBNA1 sekvence se pfi transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
pii bunécném déleni. [22]
Tyto buniky se snadno kultivuji. Kultivace probihd ve dvou fazich. Zpocitku se provadi
kultivace v kultivacnich lahvich T-75, kdy jsou butiky pfisedlé na dn€ nddoby. Jako médium
se pouzivi DMEM/F-12 s 10% ptidavkem teleciho séra (FCS). Sérum udrZi buniky pfisedlé
na dn¢ nadoby. Jakmile buriky dosdhnou 80-90% konfluence pasdzuji se, rozsazuji se do
dalSich lahvi.
Druhou fazi je suspenzni kultivace. Pro tuto kultivaci je pouzivdno BV 293s médium
s 1% ptidavkem séra, nebo se kultivuje bezsérové. Buiikky se uchovévaji ve Ctyrhrannych
sklenénych lahvich. Dulezité je zvolit spravny objem, ktery Cinni asi 30% z objemu ldhve,
aby bylo zajiSténo optimdlni mnozstvi kysliku. Lahve se umist'uji na orbitdlni tfepacku, aby
se buitky neshlukovaly, umisténou v humidifikovaném inkubdtoru. Rychlost rotace
se pohybuje kolem 100 — 250 rpm pfi priméru otaceni 1,2; 2,5 a 5 cm. Po celu dobu kultivace
se sleduje pocet bun€k a jejich nartst. Odebiraji se vzorky a pomoci trypanové modie
a Biirknerovi komurky se buinky spocitaji. jakmile buriky dosdhnou exponencialni faze rustu,
jsou pfipraveny pro transfekci. Pokud se pocet bun€k zdvojndsobi za 24 hod, jsou burky
v exponencidlni fizi.

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

RozmraZeni bun¢k a kultivace
PasdZzovani a zamraZeni bunék

Pocitani bun€k pomoci trypanové modii
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 RozmrazZeni bunék a kultivace

Buiikky 293HEK/EBNA1 jsou dlouhodobé skladovany pii nizskych teplotich (-196°C)
pod tekutym dusikem v kryogennim boxu.
Piedem bylo piipraveno 12 ml kompletniho vyhidtého média do T-75 (75 cm?) kultivagnich
lahvi, DMEM/F-12 s pfidavkem 10% FCS, aby buiiky pfisedly ke dnu. Po 2 — 4 hod bylo
vyménéno médiu za nové kompletni médium, aby se z pivodniho média odstranily zbytky
zamrazovaciho média domethyl sulfoxid (DMSO), které je pro buriky toxické. Po 24 hod bylo
staré médium odséto a nahrazeno novym kompletnim médiem s pfidavkem antibiotika G418
(geneticin). Pfiddva se 250 pg na 1 ml. Buiky byly inkubovany pifi 37 °C a 5% CO,
v humidifikovaném inkubétoru dokud nedosédhly 80-90 % konfluence (normaln¢ 4 — 7 dni).

Obr. 8: Buriky po rozmraZeni
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Obr. 9: Buniky HEK293 EBNAI 3. den po rozmraZeni

3.1.6 Pasazovani a zamrazZeni bunék

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Builkky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
prisedlych bungk, aby se buriky odpoutaly ode dna. Trypsin pusobil 1 - 4 min. Cely proces byl
sledovdan a kontrolovdn pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena
pfidavkem 4 ml kompletniho média, jinak by trypsin postupné upln€ rozbil bunécné
membrény.

Pro dalsi kultivaci v T-75 lahvich bylo odebrdno 0,25 — 1 ml ztrypsinizovanych bunék
a pridano do nové lahve T-75 s 15 — 20 ml kompletniho média s antibiotiky.

Zbyla ztrypsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovana po dobu 5 min pfi 250 g a RT.
Byl odsdt supernatant a bunécny pelet byl resuspendovin v predem na ledu vychlazeném
zamrazovacim médiu (9 ml DMEM/F-12 s 10% FCS + 1 ml DMSO). Bunécné suspenze byla
rozpipetovdna do kryovailek, které byly ihned postaveny do ledu. Poté byly kryovialky
zabaleny do vrstvy buniciny, obaleny alobalem a premistény do mrazdku s teplotou - 80 °C.
Po 24 hod byl rozmraZen kontrolni vzorek, zda byly buiiky sprdvné zamraZeny. Pokud bylo
zamrazeni uspéSné, byly buriky presunuty do kryogenniho boxu.
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3.1.7 Pocitani bunék pomoci trypanové modri

Bylo odebrdno 100 pl z bunéfné suspenze. Pomoci vortexu byly rozbity shluky bunék
a bylo pfiddno 100 pl 0,4% roztoku trypanové modie. VSe bylo fddn€ promichdno a suspenze
byla inkubovana po dobu asi 5 min. Do Biirkerovy komurky s pfikolopenym podloznim
sklickem byl napipetovdn vzorek a pod mikroskopem byly spocitany Zivé (Zluté) a mrtvé
(modré) bunky v 10 Ctvercich a na levé a horni hranici Ctverce. PocCet butiek byl spocitan
podle vzorce:

X=x2-25

X - denzita bunék v 1 ml

x — pocet benek v 10 Ctvercich

(2 — vztazeno na fedéni bunécné seuspenze: trypanové modii = 1:1; 2,5 — vztaZzeno na rozmé&r
jednoho ctverce)

Obr. 10: Pocitdni bunék v Biirknerové komiirce (hemocytometr) — Zluté (Zivé) a modré (mrtvé)
buriky

3.1.8 Prevedeni na suspenzni linii

Po dosazeni 80-90% konfluence bylo odsidto médium z lahve. Burniky byly opldchnuty
10 ml PBS, aby se odstranily zbytky starého média. Byly pfiddny 4 ml trypsinu na vrstvu
ptfisedlych bunék, ktery byl ptedem vyhtit na pokojovou teplotu, aby se buiiky odpoutaly
ode dna. Trypsin puasobil 1 - 4 min. Cely proces byl sledovin a kontrolovan
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pod mikroskopem. Poté byla enzymatickd reakce zastavena pfidavkem 4 ml kompletniho
média, jinak by trypsin postupné tplné rozbily bunécné stény.

Ztripsinizovand bunécnd suspenze byla zcentrifugovdna po dobu 5 min pii 250 g
a pfi pokojové teploté (RT — room temperature).

Poté byl odsét supernatant a bylo ptiddno 20 ml BV 293s s 1% piidavkem HS a burky byly
resuspendovany. Zpocatku byly burky kultivovany v T-75 kultiva¢nich lahvich v 20 ml
média a po dosaZeni 90% konfluence byly zbaveny média se sérem a resuspendoviny
v Cerstvém médiu bez séra. Poté presazeny do 250ml ¢tythrannych sklenénych lahvi s 50 ml
média. Lihve byly umist€ény na orbitdlni tfepaCku o rychlosti michdni cca 100 rpm
pfi pruméru rotace 2,5 cm. Byl sledovan pocet bun€k a s ristem poc¢tu bunék bylo postupné
navysSovano mnozstvi kultivaéniho média. Kone¢ny objem bunécné suspenze byl 400 ml, kdy
buiikky byly kultivovdny v 11 Ctythrannych sklen€nych lahvi. Denzita bunék se udrZovala
do 4 milént/ml a obsah HS se postupné snizoval az na nulu. Do kultivacniho média bylo
pfiddvdno antibiotikum — geneticn, ktery zajistil selekci bunék. Piidavek geneticinu
do kultivacniho média byl 250 pg/ml.

3.1.9 Izolace a purifikace plasmidové DNA

Byly izolovany plazmidové DNA pro pozdéjsi transfekce: pEAK 8, pCEP4, pcDNA 3.1,
pcDNA 5, pCI, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI1, coZz je gen kddujici
epitop Epstein-Barr viru (EB viru), sekvence ori P odpovidajici poctu replikaci EB viru
a reportérovy gen pro alkalickou fosfatazu.

Na izolaci byl pouzit kit Genomed pro izolaci plasmidové DNA.

Na Petriho misku byla zaockovana kultura Escherichia coli pomoci kiiZzového roztéru
a ponechdna v termostatu (37°C). Po narosteni kultury byla pomoci pfedem vyZihané klicky
pfenesena jedna kolonie do 10 ml LB média s piidavkem ampicilinu. Suspenze byla
inkubovana po dobu 24 hod na tfepacce (220 rpm, rotacni pramér 1,2 cm) pfi teploté 37 °C
— startovac{ kultura.

Po 24 hod byla kultura presazena do 400 ml LB média s pfidavkem ampicilinu v poméru
1:1000, tedy 400 pl.

Dal$i den byla zmétena optickd denzita (ODggp) suspenze a vypocten objem (V) pro izolaci
kazdého plazmidu.

V[ml] _ 1200
ODg

Vypocteny objem suspenze byl centrifugovédn za podminek: 4 °C, 8000g po dobu 10 min.
Bunécny pelet byl resuspendovdm 12 ml E1 pufru (sloZeni viz. Piilohy) s pfidavkem Rnézy.
Poté bylo pfiddno 12 ml lyzacniho pufru E2 do tuby obsahujici bunécnou suspenzi a vSe bylo
promichdno lehkym otaCenim tuby. Po 4 min byla lyze buné€k zastavena pifidavkem
neutralizacniho E3 pufru a obsah tuby byly opét promichan lehkym pfetdCenim. Timto byly
buriky permeabilizovédny a dezintegrovéany.

Suspenze byla nanesena na kolonu, kterd byla predem ekvilibrovdna 25 ml ekvilibracniho
pufru E4. Po prokédpani roztoku kolonou byl na filtr opét nanesen ekvilibracni pufr E4. Pfimo
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na kolonu bylo naneseno 25 ml wash pufru ES pro promyti kolony. Po promyti bylo pouZzito
15 ml elu¢niho pufru E6 a eluat byl jimén do tuby.

Béhem procesu lze provést tfi kontroly na pfitomnost DNA v roztoku pod kolonou a to
po pfidavku neutralizaniho pufru E3, nebo po piidavku wash pufru ES5, kdy kontroly
na pritomnost DNA vychdzi negativné, nebo po ptidavku elu¢niho pufru E6, kdy kontrola
vyjde pozitivné.

Poté bylo keluatu ptfiddno 10,5 ml isopropanolu. Smeés byla porddné protiepdna
a centrifugovdna po dobu 45 min pii 4°C a 8000 g. Poté byl slit supernatant a pelet byl
pieveden do 5 ml 70% ethanolu na pfeciSténi, a ddle byl centrifugovdn po dobu 10 min pfi RT
a 10 000 g. Po centrifugaci byl pomoci pipety odsit ethanol a pelet byl vysuSen proudem
vzduch do doby, kdy bild barva peletu byla zménéna ne sklovitou. Poté byla usazenina
rozpusSténa v 200ul TE pufru.

Vzorek byl zfiltrovan pomoci sterilniho filtru o velikosti pérti 0,2 um a nafedén sterilnim TE
pufrem na koncentraci 500 pg/ml. K filtraci byly pouzity i sterilni kolonky, kdy byl vzorek
nanesen na povrch kolonky a kolonky byla umistén do odstfedivky. Podminky centrifugace:
1 - 4 min, 12 000 g. Pokud veskery roztok DNA neprosel ptfes kolonku, byla centrifugace
opakovéna.

Déle byla u vzorku zmeéfena koncentrace a Cistota pomoci spektrofotometru a vzorek byl
nanesen na agar6zovy gel a byla provedena kontrola Cistoty na gelu.

Cistota vzorku by se méla pohybovat v rozmezi 1,8 — 1,9. Pokud je Cistota nizsi nez 1,8,
vzorek je kontaminovén proteiny. Pokud je Cistota vetsi nez 2, vzorek je kontaminovdn RNA.
V piipadé kontaminace musi byt vzorek purifikovan a to opakovanim poslednich kroka
izolace po eluci.

Sterilni vzorek byl uskladnén v lednici, ale pokud se jednalo o dlouhodobé uskladnéni

(déle nez 3 dny) byl umistén do mrazdku (-80°C).

3.1.10 Plazmidy

Na nésledujicich obrazcich (Obr. 11-16) jsou uvedené plazmidy, které byly pouZity
v pokusu — volba plazmidu, metoda Muller (2005).
Tyto plazmidy jsou funkéni jak v prokaryotnich, tak i v eukaryotnich bunikdch. Jedn4 se tedy
o kyvadlové vektory. Kyvadlovy vektor obsahuje ori sekvenci a selek¢ni marker funkéni
(rezistence na ampicilin) v E. coli. Déle obsahuje ori sekvenci, selekéni marker pro eukaryotni
hostitelskou buriku a klonovaci misto MCS. KaZzdy vektor obsahuje cilovd mista pro restrikéni
endonukledzy (napf. Hind III, BamHI).
Jako hostitelské buiiky byly zvoleny buiiky 293HEK/EBNAT1. Buiiky 293HEK/EBNAT1 jsou
buriky, jejichz DNA byla pozménéna pomoci rekombinantnich technik. Do jejich genomu byl
vClenén gen z Epstein-Barr viru. [2] Tento gen je exprimovdn jako jaderny antigen, ktery
umoziiuje epizomalni replikaci specifickych plazmidd. [21] Specificky plazmid musi
obsahovat v eukariotickém pocétku replikace sekvence vdzajici se na EBNAI1. Plazmidy
neobsahujici EBNA1 sekvence se pii transientni transfekci nereplikuji a jejich pocet
v burikéch klesa v disledku bunécného deleni. Pti transfekci specifickych plazmidi do EBNA
bunék dochazi k replikaci specifickych plazmidia a k pfenosu plazmida do dcefinnych bunék
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pii bunécném déleni. To vede k vétsi expresi cilového genu a vetsi produkei rekombinantniho

proteinu. [22]

Nize jsou uvedené plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen zijmu EBNAI

a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCl, které gen EBNAT nenesou.

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

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

pCEP4/CAT
10.9 kb

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

3.1.10.4 Plazmid pcDNAS/FTR/TO-TOPO/SEAP

pcDNAS/FRT/
TO-TOPO*

RUC orl

Obr. 14: Mapa plazmidu pcDNAS/FRT/TO-TOPO/SEAP, zdroj internet:
http://produkts.invitrogen.com/
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3.1.10.5 Plazmid pcDNA 3.1/SEAP
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Obr. 15: Mapa plazmidu pcDNA 3.1/SEAP [2]

3.1.10.6 Plazmid pEAKS/SEAP

EF-1 alpha
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Obr. 16: Mapa plazmidu pEAKS/SEAP [2]
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3.1.11 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Jednad se o transfek¢ni metodu pii nizké bunécné denzit€ s vymeénou média pred transfekci.
Byla pouZzita bunécnd suspenze (400 ml) tvofena buiikami HEK 293/EBNA, které byly
kultivovény v BV 293s médiu.

Podminka: buiiky double time (¢as zdojndsobeni poctu buné€k) = 24 hod

Transfekce byla provadéna ve 100ml ¢tythranych lahvich.

Nejprve byly spocitdny buriky, které poté byly centrifugovdny (5 min, 500 rpm, RT).
Po centrifugaci byl slit supernatant a buiiky byly resuspendovany ve 300 ml nového BV293s
média. Suspenze byla rozpipetovdna do 100ml flasek po 20 ml.

V kazdé lahvi byly spocitany buriky.

Poté byla pfipravena transfekéni smés v pomeéru: transfekéni smés DNA:PEI = 1:5, kdy
findlni koncentrace DNA v 20 ml média byla 2,5 pg/ml. Pfidavek transfecni smé&si do média
byl v pomé&ru: transfekéni smés: médiu = 1: 10 =2 ml : 20 ml

Plvodni koncentrace roztoku DNA byla 500 pg/ml a PEI Img/ml. Roztoky DNA a PEI byly
zfedény na dané koncentrace pomoci 150mM roztoku NaCl.

Po smichani PEI a DNA byla smés promichdna a doba inkubace byla 10 min. Poté bylo
pfiddno 2 ml transfek&ni smési do kazdé lahve s bunécnou suspenzi. Ldhve byly umistény na
orbitdlni tfepacku (cca 160 rpm, rotacni primér 2,5 cm) a buinky byly inkuboviny
za podminek 37°C, 5 % CO, . Po 4 hodinach bylo do kazdé lahve pfiddno 20 ml pfedem
vyhtatého média BV 293s.

Po transfekci byly kazdy den odebirdny vzorky 100 pl a zamrazeny pfi teploté¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.12 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Metoda Durocher je transfekéni metoda s nizkou buné&Cnou denzitou bez vymeény média
pfed transfekci.
Pokus byl proveden v 250ml ¢tythranych lahvich.
Podminka: buriky double time = 24 hod
Den pred transfekci byl v zdsobni 1dhvi spocitdn pocet bunék. Pocet se pohyboval kolem
1 milénd/ml. Z 0,51 zasobni lahve obsahujici 200 ml bunécné suspenze bylo odebrano 100 ml
a rozpipetovdno do 250ml lahvi po 22,5 ml a poté bylo do kazdé 1ahve ptiddno 22,5 ml média
(do transfekce v médiu s 1% kotiského séra bylo pfiddno odpovédné mnoZstvi séra).
V kazdé lahvi byl spocitdin pocet bunek. Denzita bunécné suspenze byla pfiblizné
0,5 miliéont/ml. Lahve byly umistény pfes noc na tfepaCku (cca 100 rpm, rotacni prumér
2,5cm).
V den transfekce byl v kazdé 1ahvi spocitan pocet bun€k a byla pfipravena transfek&ni smes.
SloZeni transfekéni smési bylo v poméru: transfekéni smeés DNA:PEI = 1:5, pficemZ findlni
koncentrace DNA v 50 ml byla 1 pg/ml. Pfidavek transfekéni smési do média byl v poméru:
transfekéni smés: médiu = 1: 10 =5 ml : 50 ml.
Po smichdni PEI a DNA byla smés vortexovdna 5 s a poté byla inkubovédna 15 min pfi RT.
Po inkubaci bylo pfiddno 5 ml transfekéni smési do kazdé ldhve s buné€nou suspenzi a lahve
byly umistény na orbitalni tfepacku (cca 100 rpm, rotacni primér 2,5 cm).
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Vzorky byly odebirdny 5. a 7. den, min. 100 pl a zamraZeny se pii teplote¢ -20°C
do zpracovani.

3.1.13 Metoda transfekce 3 - Backliwal (2008)

Jednd se o metodu transfekce s bunéCnou suspenzi o vysoké denzit€ s vyménou média
pfed transfekci.
Den pred transfekci byl v zdsobni ldhvi spocCitin pocet bunék a bunéfnd suspenze byla
nafedéna na polovinu.
V den transfekce byl opét spocitdn pocet bun€k v zdsobni 1dhvi a poté byla ze zdsobni ldhve
odebrdna bunéfnd suspenze a rozpipetovdna do 12 falkon po 10 ml. Poté byla bunécna
suspenze centrifugovdna pii 100g po dobu 5 min. Po centrifugaci byl odsdt supernetant
a do kazdé falkony byl pfiddn 1 ml Cerstvého média: DMEM/F12 - Biowest (s pfidanym
L-Glutaminem a Glukézou) + 0,1% Pluronic. Pfed pouzitim bylo médium s piidavkem
Pluronicu zfiltrovano. Z pivodniho objemu 10 ml byl objem sniZen na 1 ml, ¢imZ vznikla
bunécna suspenze o vysoké hustote.
V tomto pokuse byly provedeny 3 variant o riznych koncentracich DNA (15 ug/ml, 20 pg/ml
a 50 pg/ml) a k nim dvojnasobnych mnozstvi PEIL.
K jednomililitrovym bunéénym suspenzim byly pfiddny ptislu§né mnoZstvi DNA a poté PEL
Smés byla inkubovédna po dobu 4 hod pfi teploté 37°C na orbitdlni tfepacce (250 rpm, rotacni
prumér 1,2 cm). Po 4 hodinach bylo do kazdé falkony pfiddino 9 ml média HYclone.
U 4. varianty bylo do média HYclone pfiddno piisluSn€ mnozstvi valproové kyseliny
au 5. varianty butyritu sodného. Do kontrolnich falkon nebyla neptidana transfekéni smés.
Vzorky byly odebirdny 5., 7., 11. a 14. den , a zamraZeny pfi teplote -20°C do zpracovani.

3.1.14 Stanoveni exprese reportérového genu
Metoda:

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

Aktivita SEAP byla zjistovdna pomoci kitu pro stanoveni alkalické fosfatazy. Reak¢ni
smes, substrat pro alkalickou fosfatdzu, vznikla smichanim roztokt R1 a R2.
Z odebraného vzorku bylo pipetovédno 4 ul do 96ti jamkové desky, a poté bylo ptidano 200 ul
reak¢ni smési. Po minutové inkubaci byla méfena absorbance vzorka pii vinové délce 405 nm
v ¢asech 0, 1, 2 a 3 minuty. Data byla shromazdovana pomoci programu Gen5 (Biotek).
Koncentrace exprimovaného proteinu byla vypocitdina pomoci kalibracni kfivky sestrojené
na zakladé meéfeni absorbance roztoku standarda (STD). Byly pouZzity nafedéné standardy
o koncentraci SEAP: 1,92 mg/l (6000x), 1,44 mg/l (8000x), 1,15 mg/l (10 000x)
a 0,96 mg/1 (12 000x). [2]
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Princip:
4 — nitrofenylfosfdt + H ,0 —22— fosfit + 4 — nitrofenol
SloZeni a koncentrace roztoku

R1:
2-amino-2-methyl-1-propanol, octan hofecnaty, siran zine¢naty, EDTA

R2:
4-nitrofenylfosfat

Cinidla smichat v poméru 4 : 1 = R1 : R2, smésné &inidlo je stabilni 4 tydny pfi 2 — 8°C nebo
5 dni pii 15 — 25°C. Monoreagent chranit pied svétlem.

Vypocet

Cup =Cg - (AA /min—AA,, /min)/(A, /min—A,, /min)  [ukat/1]

Coterrnnnnn katalytickd koncentrace standardu uvedena v atestu [pkat/1]
As........ absorbance vzorku

Ag..o.o..... absorbance standardu

Api........absorbance blanku
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ruast zasobni bunécné kultury
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Obr. 17: Kumulativni pocet bunék HEK293/EBNA na 1 ml v zdvislosti na case — Graf
ukazuje kumulativni pocet bunék ve sledovaném obdobi. Byla sledovdna denzita bunécné
suspenze v danych casovych intervalech. Buiiky byly pocitdny pomoci hemocytometru a byl
sledovdn ndrust poctu bunék.

Po dobu experimentu byla udrZzovdna bunécnd kultura, kterd slouzila jako zdroj buné&k
pro experimenty. Tato kultura byla kultivovdna za stejnych podminek jako posttransfek&ni
kultury (médium BV 293s, inkubovdna tfepacka, 37°C). Rust bunék byl sledovan, aby
se zjistilo, zda buriky dosahly exponencidlni rustové faze. Pokud se pocet bunek za den
zdvojndsobi dosdhly buriky exponencidlni faze a jsou pfipraveny na transfekci.
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4.2 Rust bunék po transfekci

A: BV293s + 1% HS
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Obr. 18: Riistové kifivky bunék HEK293/EBNA - Na obrdzku jsou zndzornény riistové krivky
bunék HEK 293/EBNA po transfekci pomoci PEI v riiznych médiich: A: BV 293s, B: BV 293s
s 1% pridavkem korniského séra a C: Hyclone médium. Grafy A a B jsou velmi podobné, coZ
svedci o tom, Ze pritomnost HS neovliviuje riist bunék po transfekci. Pdty den po transfekci
u bunék kultivovanych v BV 293s médiu (popt. s 1% pridavkem HS) buriky dosdhly maximdlni

34



denzity, a poté se bunécnd denzita zacala sniZovat z ditvodii vimrti bunék. V HYclone médiu
bylo maximdlniho poctu bunék dosaZeno jedendcty den po transfekci. V médiu Hyclone buriky

Vv Vv o

rostly delsi dobu a do vyssich hustot bunécnych suspenzi.

4.3 Volba plazmidu pro transientni expresi

Nejdiive bylo potfeba ovéfit volbu vektoru vhodného pro stanoveni intenzity exprese
a ucinnosti transfekce. Pro transfekci byly pouzity vektory uvedené v tabulce ¢. 3. M¢éfeni
bylo provadéno po dnech. U kazdého dne je uvedena kalibra¢ni kiivka SEAP standarda
atabulka snaméfenymi koncentracemi (viz. Prilohy). Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy.

Pro transfekci byly pouZzity plazmidy pEAK 8, pCEP4, peBSV, které obsahuji gen EBNAI,
usnadfiujici expresi genu zajmu, a pcDNA 3.1, pcDNA 5, pCI, které gen EBNAT1 nenesou.
Transfekce byla provadéna v duplikdtech, ve Ctrnicti 100ml Ctythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmida ve dvou sadach) + 2 kontrolni ldhve.

Tab. 5: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 pEAKS 4 pClI

2 pcDNA 5 5 pcDNA 3.1
3 pCEP4 6 peBSV

Prvni den po transfekci nebyla detekovana exprese SEAP. Hodnoty exprese SEAP byly
na urovni pozadi méfeni. Treti den po transfekci se naméfené hodnoty koncentraci alkalické
fosfatazy u vzorku, kde byl pouzit plazmid pCEP4 zdvojndsobily proti pozadi. Dile
se hodnoty exprese zvySily u vzorkd s pouzitymi plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Hodnoty
exprese SEAP vzorka s pouzitymi plazmidy pEAK 8, pCI a peBSV i naddle zGstaly na drovni
pozadi.

Nejvyssi hodnoty koncentraci alkalické fosfatizy u vzorki byly nameéfeny paty den
po transfekci, kdy hodnoty u vzorku obsahujici pCEP4 byly aZ trojndsobné proti hodnotdm
koncentrace SEAP v jinych vzorcich. Sesty a sedmy den po transfekci se hodnoty koncentrace
zacaly sniZovat, coz bylo zpusobeno nejspiSe umrtim bun€k a rozpadem SEAP.

Jako nejucinnéjsi se ukdzal plazmid pCEP4. Dalsi vhodné plazmidy pro transientni transfekci
byly zvoleny plazmidy pcDNA 5 a pcDNA 3.1. Plazmidy peBSV, pEAK 8 a pCI se v daném
pokusu nejevily jako vhodné plazmidy pro transfekci v bunikich HEK293/EBNA.

Plazmid pCEP4/SEAP byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi plazmid pro transientni transfekci
do bunek HEK293/EBNA i dfive. [2]
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Obr. 19: Koncentrace SEAP 3. den po transfekci - obrdzek zndzornuje koncentraci SEAP
v jednotlivych vzorcich odebranych 3. den po provedeni transfekce. Vzorek 1 (pEAK 8),
vzorek 2 (pcDNA 5), vzorek 3 (pCEP4), vzorek 4 (pCl), vzorek 5 (pcDNA 3.1) a vzorek 6
(peBSV). Z obrdzku je patrné, Ze nejvyssi koncentrace SEAP byla pritomna ve vzorku 3
(pCEP4). Proti pozadi byla zvysSend exprese i ve vzorcich 2 (pcDNAS5) a 5 (pcDNA3.1).
Hodnoty v grafu jsou priimérem hodnot méreni ziskanych vzdy ze dvou kultivacnich lahvi.

4.3.1 Zavislost exprese SEAP na c¢ase uplynulém od transfekce

Vedlej$Sim produktem pokusu, pii kterém byl urCovin nejicinn€js$i vektor pro transfekci je

ktivka pribéhu exprese SEAP v zavislosti na Case uplynulém od transfekce. Nejvyssi exprese
bylo dosaZeno sedmy den po transfekci.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace SEAP na case — graf zndzoriuje ndriist exprese SEAP

Vv

po transfekci u plazmidu pCEP4. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP bylo dosaZeno 3 den
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po transfekci. Koncentrace SEAP poté ziistala stejnd aZ do posledniho méreného dne
(7. den).

4.4 Srovnani metod transientni transfekce

Byla provedena série pokusu s cilem najit nejvhodnéjsi metodu pro transientni transfekci
pomoci PEIL Srovndvany byly metody podle Muller (2005), Durochera (2007) a Backliwala
(2008). Metody jsou podrobnéji popsdny vySe. Pro vSechny pokusy (n = 4) byl jako
reportérovy plazmid pouzit pCEP4/SEAP.

4.4.1 Metoda transfekce 1 - Muller (2005)

Transfekce byla provddéna v duplikdtech, ve Ctrndcti 100ml Etythranych lahvich: 12 lahvi
na transfekci (6 plazmidd po dvou sadich) + 2 kontrolni lahve. Nejvyssi nameéfena
koncentrace SEAPu vzorkii byla naméfena 7. den po transfekci. Hodnoty jsou nizsi
nez hodnoty naméfené diive [2], coZ muZe byt zpuisobeno imrtim bunék.

4.4.2 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

Pokus byl proveden v osmi 250ml ¢tythranych lahvich: 2 lahvena transfekci bezsérovou
a 2 lahve na transfekci v médiu (293BVs) s1% kornského séra + 4 kontrolni ldhve.
Pokus byl provadén se suspenzi o nizké bunécné denzité (0,5 milénti/ml), coz mohlo byt
pfi¢inou nedspéchu. Naméfené hodnoty absorbance se témeér shodovaly s hodnotami
absorbance blanku (slepého vzorku). Metoda Durocher byla vyhodnocena jako nedcinna.

4.4.3 Metoda Backliwal (2008)

Byly pouzity buiky 293HEK/EBNA kultivované v médiu HYclone o denzité
2,4 milént/ml. Bunécnd suspenze byla rozpipetovana do falkon po 10 ml, odstfedéna a poté
bylo odsito médium a nahrazeno 1 ml DMEM/F12 (Biowest) médiem doplnénym
0 0,1% Pluronic (Invitrogen). Denzita bunééné suspenze pfi transfekci byla 24 x 10%/ml.
Transfekce byla dspéSnd. Nejvyssi detekovand exprese SEAP byla 14,7 ug/ml pti transfekci
20 pg/ml DNA odebraném cCtrnacty den po transfekci. Hladina exprese muze dosahnout
az 22 mg/ml pro rekombinantni protilditky u vzorku s koncentraci DNA pfi transfekci
50 pg/ml DNA. [27]
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Tab. 6: TransfekEni podminky u jednotlivych metod

koncentrace

pomér transfekéni kultiva¢ni médium pomér
DNA DNA:PEI médium transfekéni
metoda (ng/ml) smés:médiu
Muller 25 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 transfekcnich smési na jednu ldhev

puvodni koncentrace

metoda DNA (pg/ml) DNA (ul) 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 1472
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Obr. 21: Vliv metody transfekce na hladinu exprese SEAP (za pouZiti plazmidu pCEP4) -

vzorek 1: metoda Muller, vzorek 2: metoda Durocher, vzorek 3: metoda Backliwal. Nejvyssi
hodnoty exprese SEAP bylo dosaZeno za pouZiti metody Backliwal. Asi desetinu vytéZku
exprimovaného proteinu tvori vytéZek ziskany pomoci metody Muller. Na nulové hodnoté jsou
hodnoty exprese SEAP u metody Durocher.
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Na zdklad¢é vysledki méfeni byl jako nejlepsi metoda vyhodnocena metoda Backliwal
(2008), kdy koncentrace SEAP dosahovaly nékolikandsobné vyS$sich hodnot nez byly hodnoty
koncentrace SEAP u vzorkd metody Muller (2005). Usp&snost transfekce u metody Backliwal
byla zajiSténa nejspiSe vysokohustotni bunéfnou suspenzi a také vysSimi piidavky DNA
a PEL
Metoda Durocher byla vyhodnocnena jako nejméné ucinna. Divodem muze byt pouZivani
bunéénych suspenzi o niZs§i hustoté bunek a nizkymi koncentraceni DNA ptiddvanymi
k bunikdm. Také postup provedeni transfekce se zcela odliSuje od predeSlych dvou metod.
Metoda Duroscher ptiddva transfekéni smés do findlniho objemu bunécné suspenze s médiem
narozdil od metod Muller a Backliwal, kdy je transfekce provddéna v mens$im objemu
a néasledné je zastavena pfidavkem média. U metody Muller byly detekovany hodnoty exprese
SEAP, ale o velmi nizkych koncentracich.

Velky vliv m4 také kultivacni médium, ve kterém jsou pé&stovany buiky. V médiu HYclone
buriky dosahovaly vyS$$i denzity a Zivotnost buné€k byla del$i neZ v médiu BV 293s.

4.4.3.1 Vliv koncentrace DNA na tcinnost transfekce
Pomoci metody Backliwal (2008) bylo ovéfovdno mnozstvi DNA vhodné pro transientni

Yev s

To je méné nez uvadi Backliwal et al. (2008), ktery zjistil nejvyssi dcinnost pii 50 pg/ml
DNA. [27]
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Obr. 22: Zavislost koncentrace SEAP na koncenntraci DNA p¥i transfekci - graf ukazuje
koncentrace SEAP u jednotlivych vzorkii. Nejvyssi hodnoty koncentrace SEAP byly naméreny
po transfekci 20 ug/ml DNA. Hodnoty v grafu jsou priumérem hodnot méreni ziskanych vZdy
ze dvou kultivacnich lahvi.
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4.4.3.2 Vliv inhibitori histon deacetyldz na hladinu exprese po transfekci

Pomoci metody Backliwal (2008) byl zjistovan vliv inhibitort histon deacetyldz
(butyrét sodny, kyselina valproova) na hladinu exprese. [28]
Koncentrace SEAP u vzorku spfidavkem butyrdtu sodného (pfi 50 pg/ml DNA
pro transfekci) se vyrazné€ neliSily od hodnot koncentraci vzorku kontrolniho. Hodnoty
koncentrace SEAP s pfidavkem valproové kyseliny v médiu byly polovicni neZ hodnoty
vzorku bez piidavku (pfi 50 pg/ml DNA pro transfekci).
I kdyz pocet bun€k ve vzorcich obsahujicich ptidavek butyrdtu sodného byl nizky, pfesto
hodnoty exprese SEAP byly srovnatelné s hodnotami SEAP u vzorkli bez piidavku, kde byl
pocet bunék vyssi. To znamend, Ze piidavek butyrdtu sodného zvysil hladinu exprese, ale
snizil viabilitu bunék.

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

-~

koncentrace SEAP (ug/ml)
w

4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)

Obr. 23: Zdvislost koncentrace SEAP na pritomnost inhybitorii histon deacetyldz - graf
ukazuje koncentrace SEAP u vzorkit obsahujicich 50 ug/ml DNA: bez pridavku, s pridavkem
butyrdtu sodného do média a s pridavkem kyseliny valproové do média. Hodnoty v grafu jsou
priimérem hodnot méreni ziskanych vZdy ze dvou kultivacnich lahvi.
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4

5 ZAVER

V této diplomové priaci zabyvajici se problematikou transientni transfekce bezsérové
bunécné kultury pomoci polyethyleniminu byla hleddna optimdlni metoda transientni
transfekce.

V prvni ¢asti bylo testovano Sest plazmidd a cilem bylo nalézt plazmid, za jehoZ pouZiti
se dosdhne nejvysSich hodnot exprese SEAP. NejucinnéjSim plazmidem byl zvolen
pCEP4/SEAP, ktery byl poté pouZit v ndsledujicich experimentech.

Byly testovdny tfi metody: Muller (2005), Durocher (2007) a Backliwal (2008).
Jako nejucinn€jSi metoda byla zvolena metoda Backliwal (2008), kterd davd pouZitelné
vysledky pro zavedeni této metody do praxe.

Byl sledovan vliv koncentrace DNA (15 pg/ml, 20 pg/ml a 50pg/ml) pouZzité pro transfekci
s vysokohustotni bunéCnou suspenzi. Bylo zjiSt€éno, Ze nejiinnéjSi je Kkoncentrace
20 ug DNA/ml transfekéni smési.

Dale byl sledovan vliv inhibitord histon deacetylaz (butyrat sodny, kyselina valproova)
na hladinu exprese. Bylo zjisténo, Ze pfitomnost inhibitord v kultivatnim médiu zvySuje
hladinu exprese, ale sniZuje viabilitu bunék.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

r-protein
DNA
cDNA
RNA
mRNA
E. coli
HEK burky
EBNA
EB-vir
MCS
ATP
DEAE
PEI
MCS
AFM
G-
G+
CHO
313
HHV-4
Gus
MUG
GFP
ALP
HS
FCS
DMSO
SEAP
STD
IFCC

rekombinantni protein

deoxyribonukleova kyselina

cyklickd deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

medidtorova ribonukleova kyselina

Escherichia coli

lidské embryondlni ledvinové buriky

jaderny antigen Epsein-Barr viru

Epsein-Barr vir

mnohocetné klonovaci misto

adenosintrifosfat

diethylaminoethyl

polyethylenimin

mnohocetné klonovaci misto (multiple cloning sit)
mikroskopie atomdrnich sil (atomis force microscopy)
Gram-negativni

Gram-pozitivni

vajicka kieCka C¢inského

vajicka mysi Svycarské

herpesvirus 4

B-glukuroniddza

4-metyl umbelliferyl glukuronid

zelené fluorerkujici protein

alkalicka fosfatdza

koniské sérum

teleci sérum

dimethyl sulfoxid

sekretovana alkalicka fosfataza

standard

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

Slozeni médii a pufra

Metoda transfekce 1 - Muller (2005): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP,
grafy srovnani koncentraci SEAP, rastové kiivky

Metoda transfekce 2 - Durocher (2007): rastové kiivky

Metoda transfekce 3 — Backliwal (2008): kalibracni kiivky SEAP, tabulky koncentraci SEAP
rastové krivky
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9 PRILOHY

9.1 SloZeni médii a pufru

9.1.1 LB médium

LB médium bylo pouZzito pro kultivaci bunék kmene Escherichia coli. Z téchto bun€k byla
nédsledné izolovédna plazmidovd DNA.

Tab. 8: SloZeni LB média [2]

Slozka koncentrace (g/1)
trypton 10

kvasniCny extrakt 5

NaCl 10

9.1.2 Kit Genomed pro izolaci a purifikaci plasmidové DNA

Tab. 9:SloZeni kitu Genomed pro izolaci a purifikaci plazmidové DNA [2]

Roztok E1 — resuspendacni, uchovavan pii pokojové teploté

50 mM Tris

10 mM EDTA

ptidavek HCI pro dpravu pH na hodnotu 8

K roztoku je nutné pfidat 100 ug/ml RNazy A, kterd je uchovdvana pfi teploté 4 °C

Roztok E2 — lyzacni, uchovédvan pti pokojové teploté
200 mM NaOH
1,0 % SDS (w/v)

Roztok E3 — neutraliza¢ni, uchovédvan pfi pokojové teplote
3,1 M octan sodny
ptidavek kyseliny octové pro dpravu pH na hodnotu 5,5

Roztok E4 — ekvilibracni, uchovavan pfi pokojové teploté
600 mM NaCl

100 mM octan sodny

0,15 % TritonX- 100

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok ES — promyvaci, uchovévan pii pokojové teploté
800 mM NaCl

100 mM octan sodny

piidavek kyseliny octové pro tipravu pH na hodnotu 5,0

Roztok E6 — eluc¢ni, uchovédvan pti pokojové teplote
1250 mM NaCl

100 mM Tris

ptidavek HCI pro upravu pH na hodnotu 5,5
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9.1.3 DMEM/F-12 médium

Toto médium bylo pouZito pro kultivaci pfisedlych 293HEK/EBNA bun¢k.

Tab. 10: SloZeni DMEM/F-12 média [2]

Slozka koncentrace (mg/ml)
CaCl, (anhydrid) 116,00
FC(NO3)3 - 9H,0 0,05
FCSO4 . 7H20 0,42
KCl 311,83
MgCl, - 6H,0 61,00
MgSO, - TH,0 100,00
NaCl 6,9995
NaHCO3; 1,20
Na2H2P04 . 7H20 134,00
NaH2P04 . H20 62,50
ZnSO4- TH,0 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 - H>0 7,50
L-Aspartic Acid 6,66
L-Cysteine - HCI - H,0 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 - H,0 31,48
L-Isoleucine 54,37
L-Leucine 58,96
L-Lysine - HC] 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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9.14 BV 293s médium

Médium pro kultivaci suspenznf linie bun¢k 293HEK/EBNA

Tab. 11: SloZeni BV 293s média [2]

Slozka koncentrace
DMEM/F-12 1 litr
pantotendt vipenaty 4 mg/l
Pluronic F-68 1 g/l
diethanolamin 3ug/l

fyton Difco select 2¢g/

pepton z laktalbuminu 2 g/l
lipidovy koncentrit 1 mg/l
lidsky insulin Sg/l

lidsky transferrin ATF Sg/l

9.2 Metoda transfekce 1 — Muller (2005)

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v raznych casech. Jako blank byl pouZit roztok
pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy
koncentraci SEAP v jednotlivych vzorcich a srovnani koncentraci SEAP v jednotlivych

vzorcich.

Tab.12: Pouzité plazmidy

¢islo | plazmid ¢islo | plazmid

1 peak8 7 pClI

2 peak8 8 pClI

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 - y = 0,0036x + 0,0002
I R? = 0,7454
? 0,0020 - .
E 0,0015 ] //
3
§ oo010 . * R
(/]
o
<< 00,0005 -
L
77}
_g 0,0000 ‘
E 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
5 mean A A SEAP standard
o

0,50

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

Tab.13: Koncentrace vzorkt — 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
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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 krivka SEAP — 2. den po transfekci
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Tab. 14: Koncentrace vzorki — 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)

E 06

Sos

% 04

» 03

8 0.2 ]

£ 01

< 1 3 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

concentration SEAP standard (mg/ml)

0,0025 - y = 0,0039x + 0,0003
00020 | R® = 0,8077
0,0015 //
0,0010 - *
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘
0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
mean A A SEAP standard

Obr. 28: Kalibracni krivka SEAP — 3. den po transfekci

Tab. 15: Koncentrace vzorku — 3. den po transfekci

Koncentrace vzorku
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 tabulkdch jsou uvedeny jen nékteré hodnoty vzorki. U

ostatnich vzorka doslo ke kontaminaci a byly zlikvidovany.

0,60

0,0025 - y= 0,02029x + 0,0003
o R“ = 0,9886
] 0,0020 -
©
c
80,0015 -
(/]
o
< = 0,0010 -
w g
n =
c 2 0,0005 -
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£  0,0000 ‘ ‘ : :
§ 0,20 0,30 0,40 0,50
c
o
o mean A A SEAP standard

Obr. 30: Kalibracni krivka SEAP — 5. den po transfekci
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Tab. 16: Koncentrace vzorkil — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,31 (ug/ml)
0,30| (ug/ml)
045| (ug/ml)
1,05 (ug/ml)
1,19| (ug/ml)
0,35 (ug/ml)
12 0,31 (ug/ml)
STD 6000x |1,91| (ug/ml)
STD 8000x |1,38| (ug/ml)
STD 10000x |1,20| (ug/ml)
STD 12000x |0,94 (ug/ml)

O |\ (U | (D9 | =

?1'4
512
g 1
w 04a
¥ 4]
2 0F
L]
£ 04
2 . B
E I:I T T T T T T
1 2 3 g A 9 12

plazmidy

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



Transfekce — 6. den po transfekci

0.0025 y = 0,0033x + 0,0002
° R%=0,9915
s 0,020 -
T
c
£ 00015 -
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Obr. 32: Kalibracni krivka SEAP — 6. den po transfekci

Tab.17: Koncentrace vzorkl — 6. den po transfekci

Koncentrace vzorku
0,21| (ug/ml)

0,44| (ug/ml)
0,36| (ug/ml)

1,04| (ug/ml)
1,14| (ug/ml)

O |\ [ | W9 [

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

y = 0,0039x + 0,0001
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R = 0,9997
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Obr. 34: Kalibracni krivka SEAP — 7. den po transfekci



Tab.18: Koncentrace vzorki — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorku

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)

1,4

Koncentrace SEAP - 7. den po transfekci

1,2

0,8
0,6

0,4

koncentrace SEAP (ug/ml)

B

Obr. 35: Koncentrace SEAP — 7. den po transfekci
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NiZe jsou uvedené rustové kiivky vzorka a kontroly, u kterych byly odebirany vzorky po
celych sedm dni po transfekci.

4
35 |
3,
3 )
S 5257 y=0.1112x+2.6483
EE | R?-0.4417
SE
N< 15 |
[}]
el
1
05 |
O T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

cas (dny)

Obr 36: Riistovd kifivka — peak8, vzorek 1

y = 0,131x + 2,9414
2

denzita (mil/mL)
(mil/mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
cas (dny)

Obr. 37: Ritstovd krivka — peak8, vzorek 2
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denzita (mil/mL)

3.5

2.5

1.5

0.5

\_///’

y =-0,031x + 2,9086

R? = 0,0931
1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 38: Riistovd krivka — pcDNA 5, vzorek 3

denzita (mil/mL)

y = -0,0491x + 3,0095
R?=0,0215

1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 39: Riistovd kiivka — pCEP4, vzorek 5
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denzita (mil/mL)

y =-0.2491x + 4.2595
R®=0.6613

cas (dny)

Obr. 40: Rustovd krivka — pCEP4, vzorek 6

45

3.5 1

25 1

denzita (mil/mL)
(mil/mL)

-
3
‘

0.5 1

5 | y =-0,044x + 3,2164
R? = 0,0269

0 1 2 3 4

cas (dny)

Obr. 41: Ritstovd kiivka — pcDNA 3.1, vzorek 9
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Obr. 42: Riistovd krivka — peBSV, vzorek 12

denzita (mil/mL)

y = -0,3431x + 3,7009
1 R? = 0,8357

0 1 2 3 4 5 6 7
cas (dny)

Obr. 43: Rustovd krivka — kontrola

62



9.3 Metoda transfekce 2 - Durocher (2007)

NiZe jsou uvedené grafy rustovych kfivek kontrolnich vzorka u nichZ nebyla provedena
transfekce, dédle rGstové kiivky meéfené po transfekci bezsérovych kultur a bunécnych
suspenzi udrzovanych v 293BVs médiu s 1% ptidavkem koniského séra.

9.3.1 Bezsérova kultivace

y = 0.0538x + 0.7513
0.6 R2 = 0.5951

denzita (mil/mL)

0 T T T
0 2 4 6 8
cas (dny)

Obr. 44: Riistovd krivka — kontrolni vzorek (bezsérovd kultura)

a
E
.E
s 0.4 y = -0.0154x + 0.6615
E 0.3 R? = 0.0769
3 02

0.1 -

0 ‘ :
0 2 4 6 8
cas (dny)

Obr. 45: Riistovd kiivka — Bezsérovych kultur po transfekci 1
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1.2

0.8

denzita (mil/mL)

0.6 ‘ y = 0.0423x + 0.5641
0.4 R? = 0.3674
0.2
0
0 2 4 6 8
¢as (dny)

Obr. 46: Riistovd kiivka — Bezsérovych kultur po transfekci 2

9.3.2 Kultivace s 1% pridavkem konského séra

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

denzita (mil/mL)
o
»

0 T
0 2 4 6 8

cas (dny)

Obr. 47: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem korniského séra
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Obr. 48: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 1
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Obr. 49: Ritstovd krivka — Bunécnych kultur s 1% pridavkem koniského séra po transfekci 2



9.4 Metoda transfekce 3 — Backliwal

NiZe jsou uvedené grafy — kalibracni kiivky SEAP, které byly vytvofeny pomoci
kinetického fotometrického méfeni standardi. Méfeni bylo provadéno v ¢asech 0, 1, 2, 3 min
pii 405 nm. Kalibracni kfivka SEAP zndzorniuje zavislot koncentrace alkalické fosfatizy
v mg/ml na primérné hodnoté absorbance v ruznych ¢asech. Jako blank byl pouZit roztok pro
stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy. Ddle jsou zde uvedeny tabulky s vysledy koncentraci
SEAP v jednotlivych vzorcich.

5. den po transfekci

0,0025
0,0020 |
y = 0,0037x + 9E-06
2
0,0015 - R? = 0,9998

0,0010 -
0,0005 -
0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55
-0,0005 mean A A standard

concentration SEAP standard (mg/ml)

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

Tab.19: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 5. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mi+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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0,002
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01 0,2
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Obr. 51: Kalibracni krivka SEAP — 7. den po transfekci

Tab.20: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 7. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

DNA 15ug/ml 5,5456 | (ug/ml)
DNA 15ug/ml 1,1204 | (ug/ml)
DNA 20ug/ml 7,3656 | (ug/ml)
DNA 20Qug/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/mi+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

0,003
0,002 -

y = 0,0036x + 1E-05
0,002 | R? = 0,9997
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Obr. 52: Kalibracni kiivka SEAP — 11. den po transfekci

Tab.21: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 11. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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/mli+valproic acid 1,9632| (ug/ml)
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14. den po transfekci

concentration SEAP standard (mg/ml)
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Obr. 53: Kalibracni kiivka SEAP — 14. den po transfekci

Tab.22: Koncentrace SEAP v jednotlivych vzorcich — 14. den po transfekci

Koncentrace vzorkl

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)
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NiZe jsou uvedené ristové krivky u vzorkt a kontrol.

denzita (mil/mL)

y =-0,1763x + 3,3846

R2=0,4922

8 10
cas (dny)

12 14

16

Obr. 54: Riistovd krivka- kontrola 1

denzita (mil/mL)

y =0,357x + 2,9992

R2=0,7294

®

8 10
cas (dny)

12

14

16

Obr. 55: Rustovd krivka - kontrola 2
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y=0,1887x + 2,2724
R®=0,8982

denzita (mil/mL)
w

2 4
1 4
0 2 4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)
Obr. 56: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA A
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Obr. 57: Riistovd kiivka - 15 ug/ml DNA B
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4 y =0,0981x + 2,2269
R? = 0,2351
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w

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Obr. 58: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA A
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Obr. 59: Riistovd kiivka - 20 ug/ml DNA B
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Obr. 60: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA A
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Obr. 61: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA B

73




y =-0,1201x + 2,2756

21 R? = 0,9655
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Obr. 62: Ritstovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny A
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Obr. 63: Riistovd kiivka - 50 ug/ml DNA + butyrdt sodny B
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y =-0,0842x + 2,0064
R? = 0,4652

denzita (mil/mL)
o

0 2 4 6 8 10 12 14
cas (dny)

Obr. 64: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina A

y=-0,1521x + 2,141
R2=0,9149

denzita (mil/mL)
o

0 2 4 6 8 10 12 14
cas (dny)

Obr. 65: Ritstovd krivka - 50 ug/ml DNA + valproovd kyselina B



