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1 Uvod

Slavny fyzik, laureat Nobelovy ceny, Richard Phillips Feynman fekl: ,,Je velmi
jednoduché zodpovédét mnoho zékladnich biologickych otdzek; pouze se podivate na véc!

(Feynman, 1959) Techniky jednotlivych molekul pravé toto umoziuji.

Zadéani hesla ,single molecul** do vyhledavate Web Of Knowledge dokazuje
intenzivni vyzkum v oblasti jednotlivych molekul. Nasledujici graf (Obr.1) zndzorfiuje pocet

publikaci obsahujicich ve svém ndzvu spojeni ,,single molecul** v zavislosti na Case.
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Obr. 1: Pocet publikaci obsahujicich ve svém nazvu spojeni ,,single molecul** v zavislosti
na Case. Graf dokazuje exponenciadlni narust studii, zabyvajicich se tematikou
jednotlivych molekul. Zdroj: www.isiknowledge.com dne 14.12.2010.

Zatimco metody pracujici s velkymi soubory molekul poskytuji informace pouze
o prumérnych vlastnostech, single-molekularni metody (SM metody) podavaji informace
o distribucich a ¢asovych trajektoriich jednotlivych molekul. Tyto vlastnosti jinak zistavaji
skryty v priméru. SM metody umoznuji zkoumat jednotlivé Cleny heterogenni populace
a identifikovat, tfidit a kvantitativné porovnavat jejich subpopulace (Weiss, 1999). Proto

jsou tyto techniky vhodné pro studium heterogennich systému a k detekci ojedinélych jevi



(Cornish a Ha, 2007). Dalsi ptednosti téchto technik je moZnost lokalizace molekul

s pfesnosti az na desitky nanometrti (Walter a spol., 2008).

SM metody maji vyuziti i v biomediciné a farmacii. Poméhaji naptiklad porozumét
molekuldrnim procesim zasadnim pro ptsobeni 1€kt. Pro jejich studium jsou SM metody
vhodnéjsi nez experimenty na trovni souboru molekul, jelikoz ve vysledku na kazdou bunku
pusobi jen nékolik stovek molekul 1éku. Déale mohou byt zkoumany individudlni zmény
v proteinech, napt. enzymech. Zmény struktury a funkce enzymi mohou zplisobovat nékteré
nemoci, proto by v¢asna detekce téchto zmeén na trovni jednotlivych molekul mohla umoznit
vCasnou diagné6zu a pomoci zabranit propuknuti nemoci. Piikladem aplikaci
spektroskopickych metod na urovni jednotlivych molekul jsou studia interakci protilatek
s jejich antigeny ¢i biofyzikdlnich vlastnosti RNA, DNA a chromatinu. Témito metodami
mohou byt mapovany a sekvenovany jednotlivé molekuly DNA. Dal§im piikladem je
studium molekularnich motorti (kinesin, myosin, dynein). Mtze byt téz pozorovana infekce

bunék jednotlivymi virovymi ¢asticemi (Greulic, 2004).

Jelikoz studium biomolekul vyZzaduje experimenty za fyziologickych podminek,
kone¢nym cilem by mélo byt zkoumani biologickych procesti v zivych buiikach. Casty
vyskyt mnoha druhti endogennich fluorescencnich molekul uvnitt bunék vsak takové studie
ztézuje. Doposud byla tuspésna detekce jednotlivych molekul in vivo ziskéana diky
promysSlenému vybéru typu bunc€k, metabolického stavu a excitacni vlnové délce
(Mortelmaier a spol., 2002). Jak jiz bylo zminéno, hlavnim problémem aplikace SM metod
in vivo je autofluorescence bunék, ktera zasahuje do detekce fluorescencni emise znacenych
molekul. Navic metody znafeni fluorofori v zivych buiikdch jsou slozité a nepfilis
specifické (Hinterdorfer a Van Oijen, 2009). Problém autofluorescence je mozno feSit
volbou fluorofort ve ,far-red“ a ,near-infrared* oblasti. (Ehrenschwender a spol., 2010).
Nevyhodou téchto fluoroforti je nizsi kvantovy vytézek a molarni absorptivita, dale jejich

nizsi fotostabilita a vétsi velikost (www.invitrogen.com).

SM metody mizeme rozdélit do dvou kategorii. Prvni z nich jsou metody umoziujici
manipulaci jednotlivych molekul. Radime sem piedeviim mikroskopii atomarnich sil (AFM
- atomic force microscopy), laserové optické pinzety ¢i magnetické pinzety. Techniky

umoznujici detekovat a sledovat jednotlivé molekuly v realném case tvofi druhou kategorii.
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Spadaji sem napftiklad: single-molekuldrni fluorescence, Ramanova spektroskopie ¢i
dvoufotonova spektroskopie a mikroskopie. Zkoumat nové jevy s vyssi presnosti umozinuje
kombinace manipulac¢nich a fluorescencnich technik, napt. laserové pinzety s fluorescenci

(Ritort, 2006).

2 Spektroskopie jednotlivych molekul a jeji aplikace

Fluorescenci nazyvame zafeni emitované pii navratu elektronu z excitovanych
singletovych stavii do rtznych vibracnich hladin elektronického zékladniho stavu (Hof
a spol., 2005). Single-molekularni fluorescence je zaloZzena na detekci svétla emitovaného
jednotlivymi fluorofory, které jsou pfipojeny na zkoumané molekule. Fluorofory jsou
excitovany ze svého zakladniho stavu absorpci svétla zexterniho svételného zdroje.
Detekovany jsou velmi malé objemy (femtolitry) zfedénych roztoki (nanomolarni
koncentrace). Single-molekularni fluorescence je neinvazivni technika a jako takova muze

byt vyuzita ke studiu biologickych d¢ju a systémii in vivo (Ritort, 2006).

2.1 FoersterQv rezonancni prenos energie na urovni jednotlivych molekul
(smFRET)

Jednim z nejvyznamnéjSich pokrokii v oblasti studia jednotlivych molekul je méteni
Foersterova rezonan¢niho pfenosu energie mezi jednotlivymi donory a akceptory energie

(smFRET). Poprvé tuto techniku pouzil Ha a spol. (1996).

Vyhodou smFRET je schopnost odkryvat statickou a dynamickou heterogenitu
v biologickych systémech, ktera jinak zlstava skryta v priméru. Navic mohou byt odhaleny
kratce existujici meziprodukty, nedetekovatelné v soubornych experimentech. Prakticky
vyznam smFRET spoc¢iva v ziskdni informaci o kinetice a konformaci studované molekuly

(Blanco a Walter, 2010).



Metody smFRET muZe byt vyuZito ke zjiStovani intramolekularnich vzdalenosti na
molekule DNA a tedy konformace, pfipadné zmén konformace molekul DNA (Deniz a spol.,
1999). K ptikladim pouziti patii napt. studium konformacnich piechodid Hollidayova
spojeni (McKinney a spol., 2002), dale studium sklddani ribozymu (Zhuang a spol., 2000;
Tan a spol., 2003). Byla téz studovana dynamika rozbalovani a skladani nukleosomu (Luger

a Hansen, 2005).

Pouziti DNA polymerdazy a smFRET umoznuje sekvenovat jednotlivé DNA
molekuly. Braslavsky a spol. sledovali opakovanou inkorporaci fluorescencné znacenych
nukleotidli do jednotlivych vldken DNA s rozliSenim jedné baze, coz umoznilo zjisténi
sekvence (Braslavsky a spol., 2003). Diky smFRET byla v redlném c¢ase sledovana interakce
mezi HIV reverzni transkriptazou a nukleovou kyselinou (Abbondanzieri a spol., 2008).
Jednim z dal$ich vyuziti je studium molekularnich motord, napi. ATP syntazy (Diez a spol.,
2004; Zimmermann a spol., 2006) nebo kinesinu (Tomishige a spol., 2006; Mori a spol.,
2007).

SmFRET slouzi téz ke studiu dynamiky a skladani proteinii. Prvni studie aplikujici
smFRET na skladani proteinii provedli Hochstrasser a spol. a Weiss a spol. (Talaga a spol.,
2000). Z mnoha praci zkoumajicich skladani proteinii mizeme jmenovat studii zabyvajici se
skladanim inhibitoru chymotrypsinu 2. (Deniz a spol., 2000). Dynamické studie reprezentuje
napt. Henzler-Wildman a spol., ktefi zkoumali, jak enzym adenylat kindza dosahuje
konformace, ve které jsou reaktivni skupiny v tésné pozici podporujici katalyzu (Henzler-

Wildman a spol., 2007).

Metoda byla téz vyuzita pro in vivo aplikace. Naptiklad byla zjisténa interakce EGF
(epidermal growth factor) v EGFR (epidermal growth factor receptor) dimeru na
molekularni trovni (Sako a spol., 2000). SmFRET analyza byla vyuzita i k vyzkumu inter-
EGF vzdalenosti uvnitt part EGF molekul, které mohou byt nalezeny na povrchu A431
bunck. Na zakladé téchto vzdalenosti byl odvozen model EGFR oligomerti (Webb a spol.,
2008). Dalsi aplikaci je pozorovani aktivace malého G proteinu Ras na rovni jednotlivych

molekul (Murakoshi a spol., 2004).



2.2 Fluorescen¢ni polarizaéni anizotropie jednotlivych molekul

Fluorescencni polariza¢ni anizotropie jednotlivych molekul (smFPA) poskytuje
informace o velikosti, tvaru, flexibilit¢ a rotacnich dynamikdch makromolekul (Weiss,
1999). Pomoci smFPA byla naptiklad ziskdna data o orientaci a mobilit¢ kinesinovych
molekul vézanych na mikrotubuly (Sosa a spol., 2001) nebo o konformacnich stavech

myosinu (Warshaw a spol., 1998).

2.3 Fluorescencni korela¢ni spektroskopie

Aplikaci fluorescen¢ni korelacni spektroskopie mohou byt studovany interakce mezi
proteiny (Stan a spol., 2000) nebo mezi nukleovymi kyselinami ¢i nukleovymi kyselinami
a proteiny (Sevenich a spol., 1998; Politz a spol., 1998). Déale miize byt zjiStovana
biochemicka kinetika (Korn a spol., 2000), ale i dynamika proteinti in vitro (Schwille a spol.,
2000; Hink a spol., 2000) a in vivo (Brock a spol., 1999; Schwille a spol., 1999; Kohler
a spol., 2000).



3 Metody inkorporace nukleovych kyselin

Transfekcni technika byla vyvinuta Grahamem a Van der Ebem (Graham a Van der
Eb, 1973). Zejména kvili velikosti, negativnimu ndboji molekuly DNA a negativnimu
naboji membrany vétSiny bunek (kvili pfitomnosti kyseliny sialové) (Finkelstein a spol.,
2007), dale kviali mnozstvi enzymatickych a membranovych barier vytvofenych bunkou je
samovolny vstup neporusené DNA do buiiky a jeji nasledna exprese v jadie velmi neucinny
proces. Z tohoto diivodu byla vyvinuta Siroka fada metod, které usnadiuji tento proces.
Nekteré z téchto technik jsou znazornény na Obr. 2. Zdkladni rozdéleni metod pro

inkorporaci nukleovych kyselin definuje dvé kategorie, jsou jimi metody virové a nevirové.
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Obr. 2: Priklady technik inkorporace DNA. Pievzato z www.biontex-usa.com a upraveno.



3.1 Virové metody

Viry se pfirozené¢ vyvinuly pro uspéSny pienos cizich nukleovych kyselin do
hostitelskych bunék, a tudiz virové vektory slouzi jako Gc¢inné prosttedky k prenosu gend.
Mezi nejCastéji pouzivané virové vektory patfiretroviry, lentiviry, adenoviry, adeno-

asociované viry (Griffin a spol., 2002).

Ve srovndni s nevirovymi metodami jsou tyto vektory vyrazné efektivnéjsi. Je tomu
tak diky schopnosti virG zabalit geny do obalu, ktery rozpozndva specifickd mista na
povrchu cilovych bunék a piipojuje se k nim. Tim je umoznén prichod vektoru a jeho
genetického ,nékladu“ do bunék skrz dradhy, které chrani ptichdzejici materidl pred
bunéénymi degradacnimi procesy. Virové vektory jsou Uc¢inné, ale vaznymi vadami jsou

jejich Casté cytotoxické, imunogenni a biohazardni vlastnosti (Friedmann a Rossi, 2007).

3.1.1 Adenovirové vektory

Adenoviry jsou neobalené¢ dsDNA viry s velikosti genomu 26-45 kbp (Fauquet a
spol., 2005). Maji n€kolik vlastnosti, které¢ z nich délaji vhodné vektory pro pienos gent.
Mohou pfendset pomérné velké segmenty DNA, az 7,5 kb. Rychle infikuji velkou fadu
bunck a zajistuji vysokou uspésnost prenosu genii ve srovnani s dalSimi vektory. Dalsi

ptfednosti je snadnd manipulace (Vorburger a Hunt, 2002).

3.1.2 Retrovirové vektory

Retroviry jsou obalené ssRNA viry s velikosti genomu 7-13 kb (Fauquet a spol.,
2005). Tyto vektory jsou schopné transformovat svij jednofetézcovy RNA genom do
dvouretézcové DNA molekuly, kterd se stabiln¢ integruje do cilového bunééného genomu.
Diky tomu mohou retrovirové vektory trvale modifikovat hostitelsky bunécny jaderny
genom, a jsou tedy vhodné v ptipadech, kdy je preferovan trvaly ptfenos genti. Na druhou
stranu schopnost retrovirti integrace do chromozomu hostitelské bunky zvySuje moZznost

inzeréni mutageneze a onkogenni aktivace. Pravdépodobnost téchto udalosti miize byt
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redukovana pomérné jednoduchymi modifikacemi vektori, tyto pfistupy se stale vyvijeji a
oveiuji. Unikatni vlastnost ma jedna ze tiid retrovirti - lentiviry: jsou schopné infikovat

nedélici se bunky (Anson, 2004).

3.1.3 Adeno-asociované virové vektory

Adeno-asociované viry fadime do skupiny Parvoviridae, maji ssDNA genom
o velikosti 4-6 kb (Fauquet a spol., 2005). Tyto vektory maji také schopnost integrace
vektoru do hostitelského genomu, coz umoziiyje trvalou expresi integrované¢ho genu. Dalsi
vyhodou je uc¢inna transdukce velké fady hostitelskych bunék. V neposledni fadé je u téchto
vektori ocefiovana nepatogenita, zplusobuji minimum bunécné-zprosttedkovanych
imunitnich odpovédi. Ale mald kapacita a limitujici velikost piendsenych gent patii
k nevyhodam téchto vektort. Stejné jako riziko inzeréni mutageneze (Monahan a Samulski,

2000).

3.2 Nevirové metody

Nevirové metody slouzici k pfenosu genii rozdélujeme na fyzikalni a chemické.
Fyzikalni ptistup je zaloZen na principu fyzikalni sily, kterd pronikd bunécnou membranou
a zjednodusSuje ptenos genli do bunky. K fyzikalnim postupim fadime mikroinjekci,
elektroporaci nebo genové pistole. Chemické metody vyuzivaji umélé nebo pfirozené se
vyskytujici slouceniny jako nositele k pfenosu genti do bun¢k. Té€mito nositeli mohou byt
kationické lipidy, fosforecnan vapenaty ¢i kationické polymery. VéEtSina nevirovych piistupt
je vsak stale mnohem mén¢ uspésna nez virové vektory, obzvlasté pro ptenos genll in vivo

(Gao a spol., 2007).



3.2.1 Fyzikalni pristup
Mikroinjekce

Mikroinjekce je pfimy vstfik roztoku do buiiky pomoci sklenéné kapilary. Jedna se
o uc¢innou metodu vnaseni exogenniho materialu do bunék v kulture (King, 2004). Techniku,
kterd se stala podkladem pro dnesni mikroinjekéni aplikace popsal jako prvni Barber
(Barber, 1911). Ptednosti mikroinjekce je ptfesna regulace doruc¢ované davky (Zhang a Yu,
2008). Mikroinjekce je vSak hlavné vyuzivéna pro transfekci velkych zivocisSnych bunék
(Rakoczy-Trojanowska, 2002). Téz vzhledem k extrémné pracné technice a nizké tspésnosti
transfekce neni metoda vhodné pro studia, kterd pozaduji velké mnozstvi transfekovanych

bunék (Lu a spol., 2009). Nevyhodou techniky je také vysoka cena pfistroje.

Elektroporace

Mechanismus elektroporace je zalozen na rozruSeni membrany bunék elektrickym
pulsem. Poéry, které se prechodné vytvari, pak umoznuji pruchod nukleovych kyselin do
buniky (Shigekawa a Dower, 1988). Na Obr. 3 jsou znazornény dva typy poérl, které
pravdépodobné vznikaji pii elektroporaci. Predpoklada se, ze dochézi k tvorbé hydrofilnich

pért, vznikajicich prechodem z pora hydrofobnich (Weaver, 2002).

Elektroporace se vyuziva hlavné k pienosu DNA, ale i dalSich makromolekul.
Vyhodou metody je technickd jednoduchost, schopnost osetfit celou populaci bun¢k, Siroka
aplikace pro pfenos makromolekul, vétsi usp&Snost transfekce pro nékteré bunééné linie
a schopnost pfechodné¢ ¢i stabilné transfekovat adherentni nebo suspenzni linie.
K nevyhoddm fadime potfebu empiricky ur€it podminky pro uspé$nou transfekci. Také je

tteba velkého mnozstvi DNA a viabilita oSetfenych bun¢k je nizké (Andreason, 1993).
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Obr. 3: Tvorba poru pii elektroporaci. A - lipidickd dvojvrstva, B — hydrofobni por,
C — hydrofilni por. © Markéta Wachtlova

Genové pistole

Technika byla pivodné vyvinuta pro ptfenos genil do rostlin (Klein a spol., 1987),
dnes je vyuzivana mnohem SirSim zpisobem. Tato metoda vyuziva Céstice subcelularnich
velikosti, které jsou pokryty DNA. Césticim je dodana vysoka rychlost a poté jsou vrhany do
bun¢k. Mohou byt transfekovany tkang, bunky a organely, jak in vitro tak in vivo. Metoda je
rychla, jednoducha a vysoce uspésna. Nevyhodou je drahé potizeni genové pistole (O'Brien

a Lummis, 2006).

3.2.2 Chemicky pristup
Kationické polymery (DEAE-dextran)

Transfekci pomoci DEAE-dextranu (diethyl aminoethyl-dextran) popsali jako prvni
Pagano a Vaheri (1965). Jedna z nejstarSich chemickych metod, vyvinuta k pienosu RNA
nebo DNA do kultivovanych sav¢ich bungk, je zalozena na vystaveni bun¢k roztoku DEAE-
dextranu a DNA. Pozitivné nabity DEAE-dextran polymer se vaZze s negativné nabitymi
nukleovymi kyselinami. Tento komplex pak adsorbuje na negativné nabitou bunécnou
membranu a je pfijat do bunky patrné prostfednictvim endocytozy. Metoda nemuize byt

vyuzita pro stabilni transfekci (Schenborn a Goiffon, 2000).
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Fosfore¢nan vapenaty

Pro in vitro transfekci je tato technika jednou z nejpouzivanéjsich. Podstatou metody
je smiseni DNA s chloridem vépenatym a fosfatovym pufrem, které vytvofi sraZeninu, jenz
je nanesena na kultivované buiikky. Mechanismem transfekce DNA s fosfatem vapenatym je
pravdépodobné fagocytdza srazeniny buitkami. DNA je asociaci s fosfitem vapenatym
¢astecné chranéna proti extracelularnim a intracelularnim nukledzam. K piednostem metody
patii aplikovatelnost na mnoho bunéénych typli a pozadavek minimalni optimalizace
protokolu pro rizné typy bunék. Specialni vybaveni neni pozadovdno a metoda je vhodna
pro kratkodobou i trvalou transfekci, pro adherentni buiiky i pro buiiky rostouci v suspenzni
kultute. Nevyhodou je omezeni na pouziti in vitro a metoda téz neni univerzalné tispésna se

vSemi typy bunék (Schenborn a Goiffon, 2000).

Lipofekce (kationické lipidy)

Metodu predstavil Felgner a spol. Syntetizovali kationicky lipid, ktery tvoii
liposomy, a ukdzali, ze tyto liposomy spontanné interaguji s DNA, fuzuji s kultivovanymi
tkanovymi buiikami a usnadiiuji doruc¢eni DNA do bunky. Technika je jednoduchd, vysoce
reprodukovatelnd a ucinnéjsi nez neckteré jiné, bézné¢ pouzivané procedury. DNA je
obklopena kationickym lipidem, ktery neutralizuje jeji negativni ndboj a poskytuje komplex
s celkovym pozitivnim ndbojem, ktery muze asociovat s negativné nabitym povrchem
bunky. Lipofekce je vhodna pro trvalou i do¢asnou expresi vnesené DNA. (Felgner a spol.,
1987). Mechanismus tvorby komplext, vazby a vstupu do bunék je stale studovan (Ilarduya
a spol., 2010). Vyhodou této metody je moznost cileni liposomi do urcitych organi a bun¢k
(Sihorkar a Vyas, 2001; Harokopakis a spol., 1998). Princip lipofekce je znazornén na
Obr. 4.
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Obr. 4: Princip lipofekce. Prevzato z www.biontex-usa.com a upraveno.
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4 Cile prace

Cilem této prace bylo vytvofit a optimalizovat metodu pfiipravy vzorki pro
spektroskopickd méteni jednotlivych oligonukleotidii v zivo¢isnych bunikdch HeLa a CHO.
Toto zahrnovalo optimalizaci inkorporace jednotlivych molekul metodami elektroporace
a lipofekce a posléze kontrolovanou adhezi monocelularni vrstvy téchto bun¢k na krycim

skle.
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5 Material a metodika prace

5.1 Material a pristroje
Burky

HeLa — linie lidskych nadorovych bun€k z karcinomu délozniho ¢ipku (Parazitologicky

tistav AVCR, Laboratof interakci vektor-hostitel)

CHO — bunééna linie odvozena z vajeéniku &inského kiecka (Parazitologicky ustav AVCR,

Laboratof interakci vektor-hostitel)

Kultivaéni média:

RPMI 1640 (Biotech) + 5% BOFES - bovinni fetdlni sérum (Biotech) + 1% ATB -
- antibiotikum (Biotech) + 1% L-glutamin (Biotech)

D-MEM (Biotech) + 5% BOFES (Biotech) + 1% ATB (Biotech) + 1% L-glutamin (Biotech)
+ 0,1% 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

Chemikalie:

DNA - oligonukleotid znaceny pro FRET aplikace (donor energie ATTO 680, akceptor
ATTO 740) (Sigma-Aldrich)

Escort™ Transfection Reagent (Sigma-Aldrich)
Trypsin EDTA (EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid) (Biotech)

PBS (Phosphate buffered saline) (8g NaCl, 0,2g KCl, 2,89g Na,HPO4.12 H20, 0,2¢g
KH,POy4, doplnéno destilovanou H,O na 11; pH=7,3 )

0,5% vodny roztok trypanové modfi
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Roztok pro fedéni DNA (0,01% Tween 20, 200 uM sodium-L-ascorbate, 0,3 mM EDTA,
10 mM Tris; pH=7,5)

Polyvinyl alkohol
Ethanol (Merck )

Methanol (Lach-Ner )

Pristroje
Elektroporator — ECM 630 (Biotech)

Experimentalni aparatura pro TIRF (total internal reflection fluorescence) fluorescencni

mikroskopii:

inverzni mikroskop Olympus 1X70

- Triax 320 zobrazovaci spektrograf s tekutym dusikem chlazenou CCD (Charge-
-Coupled Device) kamerou (Spectrum One, Jobin Yvon, 2048 * 512 pixeli, velikost
pixelu 13.5 * 13.5 pm)

- linearn¢ polarizovany pulzni diodovy laser o vinové délce 641 nm (PicoQuant,

Germany)

- objektivy: Olympus 100x, NA (numerickd apertura) 0.95, UMPLANFL eo/0

Zeiss 100x oil, NA 1.4, Plan — APOCHROMAT, e0/0,17

Zeiss 40x oil, NA 1.3, Plan - NEOFLUAR, /0,17

Zeiss 20x, NA 0.5, Plan — NEOFLUAR, ©2/0,17

- mikroskop je vybaven soustavou optickych filtri Semrock (Semrock, Germany)

Termostat TCH 100 (Laboratorni pfistroje, Praha)
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Centrifuga — MPW-52 (MPW Med. Instruments, Poland)

Spin coater — vyrobil F. Matousek z Oddéleni fotosyntézy Ustavu molekularni biologie

rostlin

5.2 Metodika prace

5.2.1 Prace s bunéénymi kulturami HeLa a CHO

Kultivace bunék

Rozmrazené HeLa a CHO bunky byly ziskany z Laboratofe interakci vektor-hostitel

na Oddéleni imunologie parazitéz, Parazitologického tistavu Biologického centra AVCR.

Ke kultivaci byla pouzita média RPMI 1640 (pro HeLa bunky) a D-MEM (pro CHO
bunky). Buiiky byly kultivovany v kultiva¢nich 1ahvich pii 37 °C v termostatu. Pasazovani
bylo provadéno po vytvoreni souvislé vrstvy bun¢k na dn¢ kultivacni 1adhve. Kultivacni lahev
byla nejprve dvakrat proplachnuta roztokem PBS, poté dvakrat roztokem Trypsin EDTA,
nacez byla vlozena do termostatu do té doby, nez se bunky zacaly uvoliovat ze dna lahve -
- zjisténo pod mikroskopem. Po uvolnéni bunék bylo pfidano médium, aby se zabranilo
pusobeni enzymt, ¢ast bunécné suspenze byla odsata a zbytek v 1dhvi byl doplnén médiem
asi do Y4 kultivacni 1dhve. Timto zpisobem (pfi pasdzovani) byly bunky odebirany pro dalsi

testy.
Optimalizace péstovani bunék na krycich sklech

Bylo tieba optimalizovat péstovani bun€k na krycich sklech tak, aby buiiky tvofily
jednu vrstvu a nepiekryvaly se. Zarovenn bylo tfeba dosahnout dostate¢ného poctu bunék na
skle. Bylo také zjistovano, jak dlouhd doba je potieba pro uchyceni bunc¢k na sklech.

Optimalizace probihala na CHO bunkéch.

Nejprve byl testovan standardni postup pouzivany v Laboratofi interakci
vektor-hostitel na Odd¢€leni imunologie parazitdéz, Parazitologického ustavu Biologického

centra AVCR. 10 ml suspenze bunék o koncentraci 2*¥10° bundk/ml média byla opatrng
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naneseno na sucha, ethanolem odmasténa kryci skla v Petriho misce. Pfipravené vzorky byly
na 24 hodin vlozeny do termostatu (37 °C). Po inkubaci byly bunky dvakrat oplachnuty
pufrem PBS. Doporucena doba ristu bun¢k byla 2-3 dny, ale pro ucely nasi laboratote bylo

nutné optimalizovat metody tak, aby se co nejvice zkratila doba kultivace.

Kryci skla byla opét odmasténa ethanolem a ponechana oschnout. Byla pfipravena
suspenze bunék o koncentraci 5*10° bundk/ml média. Na kazdé sklo v Petriho misce bylo
napipetovano 500 pl suspenze bunck tak, aby cely objem této suspenze zistal pouze na
krycim skle. Vzorky byly vlozeny do termostatu (37 °C) na dobu 1, 2 a 3 hodin. Po inkubaci
byly dvakrat oplachnuty pufrem PBS.

Fixace bunék na krycim skle — pfiprava trvalych preparata

Trvalé preparaty byly pfipraveny z transfekovanych i1 netransfekovanych Hela

a CHO bunék.

Kryci skla byla nejprve odmasténa ethanolem a umisténa do Petriho misek. Na kazdé
sklo bylo napipetovano 0,5 ml suspenze bunék s médiem, koncentrace suspenze byla 5%10°
bunék/ml suspenze. Vzorky byly inkubovany 8 hodin pfi 37 °C. Po inkubaci byla skla
dvakrat oplachnuta roztokem PBS. Po oschnuti byla fixovana chlazenym methanolem
(-20 °C) po dobu 10 minut. Na piipravené preparaty bylo napipetovano 100 pl polyvinyl

alkoholu a pomoci spin coateru byla vytvorena tenka vrstva.

Nasledujici kroky tykajici se prace se znaCenymi oligonukleotidy byly provadéné za

minimalniho osvétleni, aby nedochdzelo k fotodestrukci fluorescen¢nich sond.

5.2.2 Transfekce bunék

Redénim byly piipraveny roztoky znadenych oligonukleotidi. Koncentrace

vyslednych roztokd byly 107 mol/I, 10° mol/I, 10" mol/I, 10”7 mol/I, 10™* mol/l a 10" mol/I.
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Lipofekce - transfekce ¢inidlem Escort™ Transfection Reagent (Sigma-Aldrich)

100 pl suspenze bunék odebrané pti pasazovani bylo obarveno 100 pl 0,5% vodného
roztoku trypanové modii. Pod mikroskopem v Biirkerové komiirce byl uréen pocet bunck
v suspenzi. Bylo odebrano takové mnoZstvi suspenze bun&k, aby obsahovala 10° bungk. Poté
byly bunky centrifugovany 10 min (1000 ot./min) Mezitim bylo smichdno 15 pl
Escort™ Transfection Reagent s 5 ul DNA o dané koncentraci a 230 ul DMEM (CHO
buiikky)/ RPMI (HeLa builky) média bez suplementl. Tato smés byla promichéna
pipetovanim a inkubovana 15 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 1,75 ml
kompletniho média DMEM (CHO)/ RPMI (HeLa) ktéto smési, opét promichano
pipetovanim. Z pfipravenych bun¢k bylo nejprve odsito médium, nasledné byla pfidana
pfipravena smés a roztok byl promichéan pipetou. Buiiky byly inkubovéany 6 hodin pti 37 °C.
Poté nasledovala fixace bun¢k na krycim skle vyse popsanym zpiisobem. Stejny postup byl

proveden pro kazdou koncentraci DNA.

Elektroporace

Stejnym postupem, ktery byl pouzit pii lipofekci, bylo odebrano 10° bungk. Buiiky
byly opét centrifugovany 10 min pii 1000 ot./min. Supernatant byl odsan a bunky byly
nasledn¢ rozsuspendovany v 0,4 ml DMEM (CHO bunky)/ RPMI (HeLa buiiky). Médium
s bunikami bylo napipetovano do 4mm elektroporacnich kyvet (BTX) a 10 minut ulozeno na
ledu. Poté bylo do kyvet napipetovano 5 ul DNA o dané koncentraci a smés byla ihned
promichana a nasledné elektroporovana za téchto podminek: U=260 V, C=850 puF,

R=725 Q.

Po elektroporaci bylo k buikdm piidéno 1,6 ml média (DMEM - CHO /RPMI -
- HeLa) a promichéno. Buiiky byly fixovany na krycim skle vySe popsanym postupem.

Stejny postup byl proveden pro kazdou koncentraci DNA.
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5.2.3 Vitalitni testy a lokalizace jednotlivych molekul

Test na viabilitu bunék

Po elektroporaci/lipofekci dle vySe popsanych protokoli byly buiky obarveny
trypanovou modii (100 ul suspenze bunck : 100 pl vodného roztoku trypanové modii)
a spocitany pod mikroskopem v Biirkerové komirce. Ze ziskanych dat bylo vypocitano

procentualni zastoupeni zivych bunék po pouziti obou metod transfekce.

Lokalizace molekul

Ptipravené trvalé preparaty byly vyhodnocovany pomoci TIRF fluorescencni

mikroskopie na experimentalni aparatute v laboratofi spektroskopie jednotlivych molekul.

Samotna lokalizace spocivala v ptekryti transmisniho a fluorescenéniho snimku. Pro
odliseni signalu sondy od pozadi, tvofené¢ho autofluorescenci a rozptylem laseru, bylo na
vybranych molekulach zméteno emisni spektrum jednotlivych molekul, ptipadné shluku

a vzapéti porovnano s referenci.
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6 Vysledky

6.1 Optimalizace péstovani bunék

Byly testovany dva postupy péestovani bunck na krycich sklech, postup pouzivany
v Laboratofi interakci vektor-hostitel na Odd¢leni imunologie parazitdz, Parazitologického
Gistavu Biologického centra AVCR nebyl optimélni z diivodu dlouhé doby inkubace bungk.
Navic vysledny pocet bun€k na plochu skla byl maly (Obr. 5). Druhy, mnou vyvinuty postup
- aplikace 0,5 ml suspenze bunék (o koncentraci 5*10° bunék/ml suspenze) na sklo jiz

splnoval zadané pozadavky (Obr. 6).

Obr. 5: CHO buiiky péstované na skle, koncentrace 2*10° bungk/ml suspenze; 10 ml na
Petriho misku, inkubace 24 hodin. ZvétSeni: 20x.
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Obr. 6: CHO buiiky pé&stované na skle, koncentrace 5%*10° bungk/ml suspenze; 0,5 ml
suspenze na skle. A —inkubace 1 hodinu, B — inkubace 2 hodiny, C — inkubace
3 hodiny. Zvétseni: 20x. Po dvouhodinové inkubaci byly buiiky dostatecné
separované a ve vhodném poctu buné€k na plochu skla. D — inkubace 2 hodiny;
zvétSeni: 40x.

6.2 Vyhodnoceni Uspésnosti inkorporace znac¢enych oligonukleotid(

RozliSeni autofluorescence bunék a fluorescence znacicich sond je mozné na zakladé
jejich emisnich spekter. Na nasledujicich grafech vidime dlouhovinnou cast emisniho
spektra autofluorescence HeLa a CHO bunék (Obr. 7). Obr. 9 znazoriiuje emisni spektrum
pouzzit¢tho FRET-DNA konstruktu, pfenos energie je patrny na nariistu intenzity v oblasti
emisniho maxima akceptoru energie ATTOa 740. Obr. 8 dokazuje velky rozdil v intenzité

autofluorescence bunck a znacenych oligonukleotidi.
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Obr. 7: Autofluorescence a rozptyl laseru v HeLa a CHO buiikach. Hrana ve spektru pii
vinové délce 650 nm je zptisobena piitomnosti optického filtru.
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Obr. 8: Rozdil v intenzité autofluorescence bunck a znacenych oligonukleotidd.
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Obr. 9: Emisni spektrum FRET paru ATTO 680 a ATTO 740. Toto spektrum bylo naméfeno
uvniti HeLa buiiky po lipofekei pii koncentraci oligonukletidti ¢ = 10™* mol/l.

Pomoci TIRF fluorescen¢ni mikroskopie byla nejprve vyhodnocena autofluorescence
bunck a rozptyl laseru. Transmisni a fluorescencni snimky HeLa a CHO bunék jsou
znazornény na Obr. 10. Poté byla zjistovana uspésnost inkorporace znacenych
oligonukleotidii do HeLa buné¢k po lipofekci (Obr. 11) a po elektroporaci (Obr. 12). Stejné
byla zjisténa ispésnost inkorporace znacenych oligonukleotidi do CHO bunék po lipofekci
(Obr. 13) a po elektroporaci (Obr. 14). U kazdého fluorescencniho snimku je zobrazena

barevna skala odpovidajici intenzité fluorescence.
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Obr. 10: Autofluorescence HeLa bun¢k (A-transmise, B-fluorescence) a CHO bunék
(C-transmise, D-fluorescence); zvétseni: 100x. Barevna Skala odpovida intenzité
fluorescence, u obrazkii 9-13 plati totéz.
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Obr. 11: Usp&snost inkorporace znaéenych oligonukleotidti do HeLa bunék po lipofekci.
Koncentrace oligonukleotidii: A, B - 107 mol/l; C,D - 107 mol/l); zvétSeni: 100x.

Jednotlivé molekuly jsou zvyraznény krouzkem. Vzhledem k nizsi G€innosti
lipofekce jsou jednotlivé molekuly pozorovatelné jiz pti koncentraci 10™* mol/l.
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Obr. 12: Usp&snost inkorporace znagenych oligonukleotidi do HeLa bunék po elektroporaci.
Koncentrace oligonukleotidii: A,B - 10 mol/I; C,D - 10° mol/l; E,F ~10° mol/l; G,H
—107 mol/l); zvétseni: 100x. Elektroporace je u¢inn&jsi metodou v porovnani
s lipofekci. Pro detekcei jednotlivych molekul DNA musi byt koncentrace
oligonukleotidi velmi mala (10°° mol/l, 107 mol/l). Jednotlivé molekuly jsou
zvyraznény krouzkem.
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Obr. 13: Uspé&snost inkorporace znaéenych oligonukleotidii do CHO bunék po lipofekci
(A, B - koncentrace 10 mol/l; C,D - koncentrace 10~ mol/l; E,F - koncentrace
10" mol/l); zvétseni: 100x. Jednotlivé molekuly jsou zvyraznény krouzkem.
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Obr. 14: Usp&snost inkorporace znaéenych oligonukleotidti do CHO bunék po elektroporaci
(A, B - koncentrace 10 mol/l; C,D - koncentrace 10™ mol/l; E,F - koncentrace
10 mol/l); zvétseni: 100x. Jednotlivé molekuly jsou zvyraznény krouzkem.

6.3 Vyhodnoceni viability bunék po transfekci

Zivotaschopnost bundk byla vyhodnocena  pod mikroskopem po obarveni
trypanovou modii (pomér 1:1). PfiloZzené grafy zndzorfiuji procentualni zastoupeni Zivych
bun&k ve vzorku po provedeni transfekce. Zivotnost HeLa bun&k po inkorporaci DNA

obéma metodami byla vysoka. Rozdil v zivotaschopnosti bun¢k v zéavislosti na zvolené
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metod¢ transfekce ¢ini pouha 3% (Obr. 15). Naproti tomu CHO bunky piezivaly po
elektroporaci z pouhych 50% a po lipofekci z 65% (Obr. 16).

Zivotnost HeLa bunék po transfekci

100,00% -
99,00% -
98,00% 1 rozdil 3%
97,00% -
96,00% -
95,00% -
94,00% -
93,00% -

elektroporace lipofekce

Obr. 15: Zivotnost HeLa bunék po elektroporaci a lipofekci. Transfekce viabilitu bungk
prilis neovlivnila (= 97-99 % zivych bun¢k). Rozdil ve viabilité pti porovnani obou
metod byl pouhd 3%.

Zivotnost CHO bunék po transfekci

70,00% -
65,00% -
60,00% - rozdil 15 %
55,00% -
50,00% -

45,00% -
elektroporace lipofekce

Obr. 16: Zivotnost CHO bunék po elektroporaci a lipofekei. Elektroporace se jevi jako velmi
invazivni metoda pro CHO buiiky, lipofekce je Setrnéjsi. Piesto viabilita CHO buné¢k
po transfekci byla vyrazné nizs$i nez u HeLa bunék (pouze 50-65 % piezivsich
bung¢k).
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7 Diskuze

Nejprve bylo optimalizovdno péstovani CHO a HeLa bun¢k na krycich sklech.
Ukazalo se, ze postup pouzivany v Laboratoii interakci vektor-hostitel na Odd¢leni
imunologie parazitoz, Parazitologického ustavu Biologického centra AVCR je tieba
adaptovat pro potieby nasi laboratoie. Inkubace vzorkd byla piili§ dlouha a také spotieba
bunék byla vys§i. Proto byl navrzen jiny postup, jehoz vysledky spliovaly zadané
pozadavky, tedy na krycich sklech byl dostatecny pocet bunck, buiiky na skle tvofily jednu
vrstvu a prekryvaly se jen minimalné. Také doba potfebna k pfisednuti dostatecného poctu

buné¢k byla 2 hodiny. Bunky zlstaly na skle i po dvojnasobném oplachnuti pufrem PBS.

Pti fixaci bunék byla skla s bunkami inkubovana 8 hodin, jelikoz byly vzorky jesté
fixovany 10 minut v methanolu. V experimentech, kdy buiniky nebudou fixovany, je ale

zadouci co nejkratsi doba inkubace, z diivodu vyssiho rizika biodegradace vzorki.

Na zaklad€ pokusii byly porovnavany a optimalizovany dvé metody inkorporace
znaCenych oligonukleotidli, elektroporace a lipofekce cinidlem Escort™ Transfection
Reagent. Byla zjistovana zivotaschopnost bun¢k po transfekci a uspésnost inkorporace
oligonukleotidii, pficemz cilem bylo najit takové podminky, pti kterych mohou byt

pozorovany jednotlivé oligonukleotidy.
Elektroporace

Jako optimalni pro elektroporaci CHO bunék byla zvolena koncentrace
oligonukleotidi ¢ = 10 mol/l, optiméalni koncentraci pro elektroporaci HeLa bun&k byla

uréena ¢ = 10 mol/l.

Prednosti metody v porovnani s lipofekci je jednodussi a rychlejsi ptiprava vzorkd.
Niz§i cena je dal$i nespornou vyhodou. Vzhledem k vyssi efektivit€ inkorporace
oligonukleotidli je pouZita niz§i koncentrace DNA, coz je dal$im kladem této techniky.

Nevyhodou metody je vSak vyssi mortalita bunék.
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Lipofekce ¢inidlem Escort™ Transfection Reagent

Zvolené optimalni koncentrace oligonukleotidii jsou pro lipofekci CHO bunék

¢ = 10" mol/l a pro lipofekci HeLa bun&k ¢ = 10™ mol/l.

Lipofekce je v porovnani s elektroporaci metoda méné invazivni, viabilita bunék po
lipofekci byla vyssi. Dalsi vyhodou metody je moznost specifického cileni lipidickych vackt
ptipravu (inkubace 6 hodin), navic se jedna o drahou techniku a efektivita inkorporace je

niz§i.

Cilem této prace bylo porovnat efektivitu inkorporace znacenych oligonukleotidi do
vybranych sav€ich bunék. Dalsim vhodnym krokem by byla optimalizace protokolu tak, aby
molekuly DNA byly cileny do jader bun¢k. MoZnym postupem by bylo pouziti jadernych
lokaliza¢nich signélnich peptida ptfipojenych na molekule DNA (Zanta, 1999).

Viabilita bunék byla zjistovana pouze kvantitativné. Pro dalsi pokusy bude potieba
vybrat metodu umoziujici urcit viabilitu konkrétnich bunék v ¢ase meéfeni. Pro testy
viability, fungujici na zaklad¢ barveni bunék, je diilezité vybrat barvicku, jejiz emisni
spektrum by se neptekryvalo s emisnim spektrem pouzitych fluorescencnich sond. Takové
barvicce se blizi naptiklad erythrosin, jehoz spektrum je znazornéno na Obr. 17. Stale ale
dochéazi k emisnimu piekryvu erytrhosinu a ATTO 680. Proto by musel byt erythrosin
aplikovan v nizkych koncentracich, je vSak otazkou, jakd by potom byla jeho vypovidaci
hodnota o viabilit¢ bun€k. Dalsi alternativou pii zjiStovani viability je obrazova analyza

bunécné entropie. Ta je zatim casoveé velmi naro¢na (Levitner a spol., 2010).
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Obr. 17: Absorp¢ni (modré) a emisni (Cervené) spektrum erythrosinu. Zdroj: www.iss.com.
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8 Zaver

Pro laboratot single-molekularni spektroskopie jsem optimalizovala metodu ptipravy
vzorkil s adherovanou monocelularni vrstvou bunék HeLa a CHO. Poté jsem optimalizovala
postup inkorporace jednotlivych znacenych molekul DNA do téchto bunék metodami

elektroporace a lipofekce.

Elektroporace je metoda jednodussi a rychlejsi, na druhou stranu také invazivnéjsi.
Lipofekce je vhodnou volbou pii nutnosti specifického cileni lipidickych vacki do urcitych

tkani a bunék.
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