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Seznam pouzitych zkratek

»~American Type Culture Collection” - Americké soukromé
neziskové vyzkumné centrum

onkogenni fizni protein zpusobujici chronickou myeloidni
leukemii

diethylaminoethyl cellulose

dimethylsulfoxid

L-dioleoyl-fosfatidylethanolamin

cerveny fluorescencni protein izolovany z koralu Discosoma
dexamethazon - silny synteticky glukokortikoid z tridy steroida
kmen Escherichia coli vhodny pro biosyntézu plazmidu

kyselina ethylendiamintetraoctova

»~Enzyme linked in situ analysis” - biochemicka metoda

»Foetal bovine serum*” - fetalni teleci sérum

,Flow cytometry” - prutokova cytometrie

»,Forster resonance energy transfer” - druh spojené fluorescence,
kdy fluorescence jednoho chromoforu excituje druhy

,Forward scatter” - méreny parametr metody pratokové
cytometrie

Geneticin - selek¢ni antibiotikum

»,Green fluorescent protein” - zeleny fluorescencni protein
»Human Immunodeficiency Virus” - virus lidské imunodeficience
»half maximal inhibitory concentration” - koncentrace, ktera
zpusobuje pokles po¢tu metabolicky aktivnich bunék na polovinu
vzhledem ke kontrole

kilobaze

Lac operon - operon potrebny pro transport a metabolizmus
laktézy u E. coli.

»Lysogeny broth” - médium bohaté na ziviny urc¢eno pro kultivaci
bakterii

mediatorova ribonukleova kyselina
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid,
zluty tetrazol - slouCenina vyuzivana ke kolorimetrickému
stanoveni proliferace a viability bunék

»NSAID activating gene-1“ - gen, ktery byva aktivovan pri stresu
gen kddujici enzym, ktery poskytuje rezistenci vuci
aminoglykosidovym antibiotikiim

»Near Field Communication” - nezarivy prenos energie,
predchudce Bluetooth

»~Non-steroidal anti-inflammatory drug” - nesteroidni
protizapalové 1éky, napr. Ibuprofen

»~Phosphate buffered saline” - fosfatovy isotonicky roztok
»Polymerase chain reaction” - polymerazova retézova reakce
»Red fluorescent protein“ - ¢erveny fluorescenc¢ni protein
»Sodium dodecyl sulphate” - dodecylsulfat sodny

»Silencing RNA“ - mald regula¢ni molekula RNA



SOB »Super Optimal Broth” - médium bohaté na Ziviny urc¢eno pro
kultivaci bakterii

SOC »Super Optimal broth with Catabolite repression” - médium
bohaté na ziviny urceno pro kultivaci bakterii - SOB s glukosou

SSC ,Side scatter” - méreny parametr metody pratokové cytometrie

TBE buffer »Iris/Borate/EDTA” pufr

TE buffer »1Tis/EDTA" pufr

YFP »Yellow fluorescent protein“ - zluty fluorescencni protein - zluta

varianta GFP
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1. Uvod

Incidence nadorovych onemocnéni ma v soucasné dobé
stoupajici tendenci a proto je jim vénovana velkd pozornost jak
v oblasti primé 1éc¢by, tak v oblasti vyzkumu.

Modifikované bunéc¢né linie odvozené od ruznych typu nadoru jsou
klicové jak pro testovani in vitro, tak i pro urceni té nejucinnéjsi
kombinace protinddorovych 1éc¢iv pro jednotlivé pacienty
(individualizace 1écby). Vyuzivaji se i k vyvoji novych 1éciv a zkouma
se na nich uc¢innost, u¢inna koncentrace, mechanismus ucinku a dalsi

farmakologické vlastnosti.
Modifikaci je potreba pro pristrojovy i manudalni screening, hlavné na
zlepSeni viditelnosti a detekce jak bunéénych kompartmentu

a bunééné anatomie, tak fyziologickych i patologickych déju.



Existuje vicero druhu modifikaci, napr. znaceni monoklonédlnimi
protilatkami, radioaktivnim izotopem ¢i ruznymi druhy reportérovych

a fuznich gent.

2. Cile bakalarské prace

Cilem této prace bylo pokusit se pripravit modifikované
bunécné systémy odvozené od vybranych nadorovych linii a ziskané
klony néasledné validovat pomoci modelovych protinddorovych léciv.
Soucasti tohoto cile byla taky optimalizace parametra jak samotné
transfekce, tak metod selekce pusobenim selekénich antibiotik nebo
vyuzitim metody prutokové cytometrie za celem nalezeni maximalni
efektivity a maximalniho preziti bunék.

Fluorescenc¢né znacené klony nadorovych i nenadorovych linii (Obr.1)
se vyuzivaji kromé jiného i pri metodé High-content screening, kde
se simultdnné sleduje cely soubor bunék, stav jejich kompartmentu

a cely bunécny cyklus od rozdéleni az po apoptézu.

Obr. 1 Hovézi bflky eitel znacené tremi riznymi fluorescen¢nimi
proteiny. Ilustracni obrazek.
(http://www.microscopyu.com/galleries/fluorescence/images/bpae6.jpg)



3. TEORETICKA CAST

3.1 Reportérové a fuzni geny

Reportérovy gen (Casto nazyvan jednoduse reportér) je gen,
ktery se pripojuje k regulac¢ni sekvenci jiného genu (genu zajmu)
v bunécné kulture, rostlindch ¢i zviratech. Jako reportéry se voli
takové geny, které udéli organizmu néjakou vlastnost, ktera je
snadno identifikovatelnda nebo meéritelnd, pokud je dany gen
exprimovan. Reportérové geny jsou casto pouzivany jako indikace, ze
urCity gen byl exprimovan v daném jedinci ¢i populaci. Reportér
muze slouzit zaroven jako selek¢ni marker. Pro zaneseni reportéru do
genomu je treba vytvorit DNA konstrukt®, ktery bude vpraven do
organizmu. Pro bakterie a bunécné linie eukaryot v kulture je
obvykle ve formé kruhové molekuly DNA nazyvané plazmid. Je
dulezité vybrat takovy reportérovy gen, Kktery neni prirozené
exprimovan ve studovaném organizmu, protoZe exprese reportéru se

vyuziva jako marker pro expresi genu zajmu.

DNA konstrukt je vlastné druh fazniho genu, coz je hybridni gen
vznikly ze dvou puvodné oddélenych genu. Muze se vyskytnout jako
dusledek translokace, intersticidlni delece* nebo chromozomové
inverze. Dobrym prikladem takového genu je BCR-ABL, jehoz vyskyt

je typicky pro diagnézu chronické myeloidni leukemii.

Mezi bézné vyuzivané reportérové geny, které zvysuji vizualné

R DNA konstrukt - je umélo vytvoreny segment z DNA, ktery byl vytvoreny pro
vneseni do jiného organizmu. Casto obsahuje sekvenci pro reportér spolu s genem
kédujicim protein zajmu. Rovnéz byva casto upraven do podoby vektoru, ktery
obsahuje jesté gen pro rezistenci k urcitému selek¢nimu antibiotiku.

T Intersticialni delece - delece, kterd nezahrnuje koncové ¢asti chromozomu.
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identifikovatelny charakteristicky znak patri GFP (Green fluorescent
protein), DsRed RFP (Red fluorescent protein) a enzym luciferaza,
ktera katalyzuje reakci s luciferinem produkujici svétlo. Dalsi bézny
reportérové gen u bakterii je Lac-Z, ktery kéduje enzym beta-
galaktosidasu. Kolonie bakterii, ktera produkuje tento enzym se
zbarvi modre pri rastu na médiu obsahujicim analog substratu
galaktosidasy X-gal. Priklad selek¢niho reportéru u bakterii je
chloramfenikol-transferazovy gen, ktery pokud je exprimovan,
zajistuje rezistenci vucéi chloramfenikolu. Reportérové geny mohou
byt pouzity i jako zpusob méreni aktivity urc¢itého promotoru v buice
nebo organizmu. V tomto pripadé tady neni zadny samostatny gen
zajmu - reportérovy gen je jednodusSe umistén pod kontrolu cilového

promotoru a jeho produkt je kvantitativné zmeéren.

3.1.1 Plazmid

Plazmid je kruhova molekula dvouvlaknové DNA, ktera je
oddélend od chromozoméalni DNA a muze byt replikovana nezavisle
na ni. Plazmidy se prirozené vyskytuji v bakteriich, ale taky
v eukaryotickych organizmech. Velikost plazmidu je od 1 do vice nez
1000 kilobazi. (kbp)(Sambrook and Russel, 2001) Poget identickych plazmidu v
jedné bunce muze kolisat za urc¢itych podminek od jednoho po tisice.
Plazmidy mizeme povazovat za ¢ast mobilomu®. Termin ,plazmid”
byl poprvé pouzit americkym molekuldrnim biologem Joshuou
Lederbergem v roce 1952 (tedetberg, 1952) Plazmidy jsou povazovany za
premistitelné genetické elementy, tzv. ,replikony“, schopné
autonomni replikace ve vhodném hostiteli. Muzeme je najit ve vSech
trech doménach - u archeont, bakterii i eukaryotu. Stejné jako viry
nelze ani plazmidy povazovat za formu Zivota, jak je v soucasnosti
definovéna, Sinkovics, Harvath,  Horak, 1998) Ng rozdil od virG predstavuji

plazmidy prostou molekulu DNA, kterd nekéduje geny potrebné na

@Mobilom je soubor vSech mobilnich genetickych elementti v genomu. U eukaryot
hlavni sloZku mobilomu tvori , transposable elements”.
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vneseni genetického materidlu do hostitele. Nékteré tridy plazmidu
kdduji sexudlni pilus® potrebny pro jejich vlastni prenos. Plazmid se
muZe rozsifovat mezi hostiteli dvéma zplsoby. Cast&jsi zplsob je
primy, mechanicky prenos pomoci konjugace. V druhém pripadé jsou
to zmény v genové expresi prijemce, které dovoluji zamérny prijem
genetického elementu transformaci. Mikrobidlni transformace
pomoci plazmidové DNA neni v prirodé paraziticka ani symbioticka,
protoze kazdd zahrnuje pritomnost nezavislého druhu zijiciho
s pozorovanym druhem v symbiotickém ¢i parazitickém stavu.
Plazmidy spiSe umoznuji mechanizmus horizontdlniho prenosu genu
v populaci mikrobl a typicky poskytuji selek¢ni vyhodu v daném
stavu prostredi.

Plazmidy mohou nést geny rezistence k prirozené se vyskytujicim
antibiotikim v kompetitivni nice anebo geny kddujici proteiny,
které mohou pusobit jako toxiny pro ostatni organizmy. Schopnost
vazat dusik, at uz vzdusny nebo ziskdvany saprofyticky, muze byt

rovneéz prenasena pomoci plazmidu.
3.1.1.1 Vektor pCasper3-GR

Prikladem eukaryontniho plazmidu muze byt pCasper3-GR
(Obr.2), ktery slouzi k casné detekci aktivace kaspasy-3. Tato
proteasa je povazovana za hlavni vykonnou kaspasu v procesu

apoptdzy a proto je tento vektor vhodnym ndéstrojem pro jeji studium.

@ Pilus - je vlaskovity utvar na povrchu bakterii. Pomoci néj se bakterie pripaji k
dalsi bakterii z vlastniho nebo i jiného druhu a vytvari most mezi vnittkem bunék.
Pomoci pilusu dochdzi k transferum plazmid mezi bakteriemi.

9
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Obr. 2 Vektor pCasper3-GR. (http://www.evrogen.com/img-vector/vector-
pCasper3-GR.png)

Vektor pCasper3-GR exprimuje dva fluorescenc¢ni proteiny - GFP
a RFP, které jsou spojené linkerem obsahujicim sekvenci
aminokyselin DEVD, specificky rozpoznavanou aktivovanou
kaspasou-3. Vektor funguje na principu FRETu. Pokud dojde v bunce
k aktivaci kaspasy-3, cilova sekvence DEVD je specificky rozstépena,

¢imz dochézi k poklesu ¢ervené a narustu zelené fluorescence.

3.1.2 Fluorescencni proteiny

Fluorescenc¢ni proteiny jsou proteiny, které obsahuji fluorofor
a proto vykazuji fluorescenci. Fluorofor je funkcni skupina,
v molekule, ktera je schopna absorbovat energii o specifické vinové
délce a néasledné ji emitovat pri jiné vlnové délce, avSak ve stejné
energetické mire. Vinova délka a kvantum emitované energie zavisi

jak na fluoroforu, tak i na jeho chemickém okoli.

3.1.2.1 Green Fluorescent Protein (GFP)

Zeleny fluorescencni protein se skldda z 238 aminokyselin
(26,9kDa). Pri ozareni svétlem modré barvy emituje zarivé zelenou
fluorescenci. Také mnohé dalsi morské organizmy exprimuji podobné

fluorescencni proteiny, pricemz zkratka GFP tradi¢né predstavuje
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protein pavodné izolovany z meduzy Aequorea victoria,®rerdergast and Mann,
1978)

V této meduze jiny protein zvany Aequorin emituje modré svétlo po
navazani vapniku. Tohle svétlo je pak plné absorbovano GFP,
ktery nasledné emituje zelenkavé svétlo. GFP ma hlavni excitacni pik
pri vlnové délce 395 nm a druhy, méné vyznamny, pri 475nm.
Emisniho maxima dosahuje pri 509 nm, kde se nachdazi oblast jemné
zeleného viditelného spektra. Dalsi hojné vyuzivany typ GFP byl
puvodné izolovan z morského zahavce Renilla reniformis a ma jediny

excita¢ni pik pri 498nmWempler 1997)

V bunécné a molekuldarni biologii se GFP casto a hojné vyuziva
ke zkoumdni exprese genu.@mmer 2008y modifikovanych formach
nachdazi vyuziti jako biosenzor. Bylo vytvoreno mnoho transgennich
organizmu exprimujicich GFP za ucCelem ovéreni aktivni exprese
konkrétniho genu v daném organizmu.

Gen kédujici GFP muze byt vnesen do genomu cilového organizmu
selektivnim krizenim, pomoci virového vektoru, fyzikalnimi metodami
nebo bunécnou transformaci. GFP ma typickou strukturu B soudku
(B barrel), ktery pozustava z jednoho B skldadaného listu a nékolika
a helixti s chromoforem uprostred. ¥ard. Moss, Phillips, 1996)

Dosud byl gen pro GFP uspésné exprimovan v mnoha druzich
bakterii, kvasinek, hub, ryb (napr. Danio rerio - Ddnio pruhované),
rostlin, much, savcu (Obr. 3) a savéich bunécnych linii, vcetné
lidskych.
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Obr. 3 Transgenni mys exprimujici GFP
(http://www.nightsea.com/photos/mouse GFP.jpg)

3.1.2.2 Red Fluorescent Protein (RFP)

Cerveny fluorescen¢ni protein izolovany poprvé z kordalu
Discosoma (DsRed)™atzetal, 1999 jo yelikym prinosem pro biotechnologii
a bunécnou biologii. Po boku GFP z meduzy Aequorea se zaradil jako
dalsi alternativa studia genové exprese a lokalizace proteinu pomoci
fluorescencnich sond. Ackoliv se GFP a jeho modré, tyrkysové a zluté
(YFP) varianty jiz hojné pouzivaji, rozsireni spektra dostupnych barev
o ¢ervené vinové délky nam dava moznost vyuzit vicebarevné analyzy
napriklad u faznich proteint. Soucasné vyuziti RFP a GFP nebo jiné
vhodné fluorescencni sondy vede ke vzniku FRET (Forster resonance
energy transfer) donor/akceptorového paru. Zajimavé je, Ze energie
ve skutecnosti neni prendsena fluorescenci, proto je uprednostnovan
nazev tohoto mechanizmu po némeckém védci Theodorovi Forsterovi
oproti populdarnimu , Fluorescence resonance energy transfer”. FRET
je analogii k NFC (Near Field Communication - predchudce
Bluetooth), kde je polomér interakce vyrazné mensi nez vinova délka
emitovaného svétla. V NFC oblasti excitovany chromofor emituje
virtudlni foton, ktery je ihned pohlcen absorbujicim chromoforem.
Virtualni fotony jsou nedetekovatelné, protoze jejich existence
porusuje zakon zachovani energie a hybnosti. FRET je proto oznacen
jako nezarivy mechanizmus.

Vyvoj DsRed smérem k vsSeobecné pouzitelnému a ucinnému

12



indikacnimu nastroji byl zkomplikovan nékolika kritickymi problémy,
jez zahrnuji pomalé a nekompletni posttranslacni modifikace a Casto
se vyskytujici tetramerizaci.(®ard Zacharias, Tsien, 20000 Vgt§ina pokusu o
reseni téchto problému vSak prinesla jen mirné zlepsSeni. (Terskikh et a. 2002)
Situaci zménil az upraveny typ DsRed znamy jako T1, ktery efektivné
vyresSil problém s pomalou posttranslacni modifikaci.Bevis: Glick, 2002)
Dal$im testovanim a pouzivanim ruznych forem DsRed se zjistilo, ze
RFP je ponékud vice cytotoxicky nez GFP a to jak pro bakteridlni, tak

i pro nadorové bunécné linie a linie kmenovych bunék. (Strack et al, 2009)

3.2 Transfekce

Plasmid O

RNA _/1"1 m/ﬂll

TRANSFECTION

Cytoplasm

TRANSFECTION /ﬂ]' mﬂ]l

TRANSFECTION

Obr. 4 Moznosti transfekce.

(http://www.mirusbio.com/assets/cms_files/technology/Technology-
Transfection.pdf)

Transfekce je proces védomého vloZeni nukleovych kyselin do bunék.
Termin ,transfekce” se pouzivd pro neviralni metody, aby se tyto
metody odliSily od virdlnich. Pro bunky bakteridlni, nezivocisné
eukaryotické nebo rostlinné se radéji voli termin ,transformace”. Jiny
vyznam tohoto slova je patologicka transformace, kdy dochéazi ke
zméné DNA prostrednictvim vnéjSich cCinitel (vysokoenergetické
zareni, karcinogeneze). Pro opis virdlnich technik zavadéni

nukleovych kyselin do bunék se uziva termin ,transdukce”. VSechny
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tri pojmy vysvétluji stejny proces, avSak pokazdé s jinym
medidtorem. Transfekce jako metoda prenosu genu je vykonny
nastroj pro studovani jejich funkce a exprese proteint. Transfekci
muzeme provést pomoci ruznych chemickych, lipofek¢nich
a fyzikalnich metod. Pomoci transfekce mizeme studovat kromé jiz
zminéné exprese genu taky promotory, transkripéni faktory, tvorbu

mRNA, transkripci, translaci a interakce proteina. (Groskreutz and Schenborn,
1999).

3.2.1 Chemické metody

Princip transfekce chemickymi cCinidly spocivd v neutralizaci
nebo odstranéni repulze pri zavadéni negativné nabitych molekul
(napt. fosfatové zbytky nukleovych kyselin) do bunék s negativné
nabitou membranou. Chemikalie jako napriklad fosforecnan vapenaty
(CaHPO4) nebo DEAE-dextran (diethylaminoethyl) dokdzou obalit
DNA a tim zeslabit jeji negativni naboj nebo dokonce ji udélit celkovy
pozitivni naboj, coz vyrazné usnadnuje transport transfekcniho
komplexu DNA pres membranu. Za zminku stoji, Ze reagencie
zaloZzené na béazi lipidu mohou taktéz obalit DNA za vzniku micel

a asociovat s DNA prostrednictvim pritazlivych sil.

3.2.1.1 Chemicka cinidla

Jednim z prvnich chemickych Cc¢inidel pouzitych na prenos
nukleovych kyselin do kultivovanych savéich bunék byl DEAE-
dextran,(Vaheri and Pagano, 1965) T to kationicky polymer, ktery tésné asociuje
s negativné nabitymi nukleovymi kyselinami. Prebytek kladného
naboje, ktery zajiStuje komplex DNA:polymer dovoluje silnéjsi

interakci s negativné nabitou bunéénou membranou. Prijem
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komplexu do bunky je zajiStén patrné endocytdzou.

Tato metoda umoznuje prenos nukleové kyseliny do bunék pro
prechodnou expresi - je vhodna pro kratkodobé studie obvykle
trvajici nékolik dni. AvSak tato technika je vSeobecné nepouzitelna
pro pripravu stabilnich transfektantu, u kterych je nutné inkorporace
transfekované DNA do genomu cilovych bunék., (Gluzman, 1981)

K prenosu DNA do bunék byly pouzity i jiné syntetické kationové
polymery, napiiklad polybren(Xawaiand Nishizawa, 1984 - 1yolyethyleniminBoussit et
al. 1995)’ a dendrimery.(Haensler and Szoka, 1993)

Na pocatku 70. let se stala popularni transfekéni technikou
koprecipitace s fosforeCnanem vapenatym,(Graham and van der Eb, 1973)
Koprecipitace fosforeCcnanem vapenatym je i dnes Siroce pouzivana,
protoze pouzité komponenty jsou snadno dostupné a levné, protokol
je jednoduchy a tato metoda je efektivni pro radu rozlicnych
bunécnych kultur. Protokol zahrnuje smichdni DNA s chloridem
vapenatym, nasleduje pridani této smési kontrolovanym zpusobem
k roztoku PBS (phosphate buffered saline) a vysledna smeés se
inkubuje pri laboratorni teploté. Kontrolované pridani vytvari
precipitat, ktery se rozptyli na kultivované bunky a je jimi nasledné
prijat endocytézou nebo fagocytézou. Transfekce pomoci
fosfore¢nanu vapenatého se rutinné pouziva pro prechodné i stabilni
transfekce u raznych bunéc¢nych linii. Ukazuje se, ze fosforecnan
vapenaty navic poskytuje ochranu proti nitrobuné¢nym a sérovym
nukleasam,®ovter et al 1982) Neyyhodou koprecipitace fosforecnanem
vapenatym je nachylnost k variabilité, a proto je tato metoda
nepouzitelnd pro prenos genu in vivo do zvirat. Kromé toho mala

zmeéna pH (= 0,1) vyrazneé ovliviuje efektivitu transfekce, Wellf etal. 1990)

3.2.1.2 Kationtové lipidy

Termin ,liposom” pojednava o lipidové dvojvrstve, ktera vytvari
koloidni Castice ve vodnim roztoku, (Sessa and Weissmann, 1968) [Jmelé liposomy

se od pocatku 80. let pouzivaji k doruceni DNA do buneék. (Fraley et al., 1980)
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DalSim pokrokem v oblasti liposomdlnich castic bylo vytvoreni
syntetického kationtového lipidu. Feloner P L. etal., 1987)

Kationtova celni skupina lipidu asociuje s negativné nabitymi
fosfatovymi zbytky v nukleové kyseliné. Liposomadalni prenos
poskytuje mnohé vyhody: 1) Relativhé vysokou efektivitu prenosu
genl. 2) Schopnost transfekovat vybrané bunécné linie, které jsou
rezistentni vuci fosfore¢nanu vépenatému nebo DEAE-dextranu.
3) Mozné aplikace in vitro i in vivo. 4) Uspés$né doruceni DNA
ruznych velikosti od oligonukleotidu az po celé kvasinkové
chromozomy,®eloner J. H. et al, 1994) 5) Prenos RNAPwark et al, 1993) 3 prenos
proteinﬁ‘(Debs et al., 1990)

Bunky transfekované liposomalnimi technikami mohou byt pouzity
pro prechodnou studii i pro dlouhodobé experimenty, které zavisi na
integraci DNA do chromozomu nebo na episomalnim® zachovani.

Na rozdil od chemickych metod transfekce DEAE-dextranem nebo
fosforeCnanem vapenatym, muze byt prenos nukleovych Kkyselin
pomoci liposomu pouzit pro in vivo transfer DNA i RNA do zvirat
a hdio(Felgner, P. L. et al., 1995)

Lipid s celkovym pozitivnhim nabojem pri fyziologickém pH je
nejbéznéjsi syntetickou lipidovou formou liposomu vyvinutou pro
prenos genli. Casto jsou kationtové lipidy smichany s neutralnimi
lipidy jako je mnapriklad L-dioleoyl-fosfatidylethanolamin (DOPE),
které mohou zvySit schopnost transferu gent u uréitych forem
kationtovych lipida®eloner J. H- et al. 1999 Katjontova ¢ast molekuly lipidu
asociuje s negativné nabitymi nukleovymi kyselinami pravdépodobné
diky elektrostatickym interakcim, jejichz vysledkem je uzavreni
nukleové kyseliny do komplexu liposom:nukleova Kkyselina.Xabanov and
Kabanov, 1995)

Celkova velikost pozitivniho néboje tohoto komplexu vsSeobecné

zvysuje efektivitu transfekce, protoze pozitivni ndboj dovoluje tésnou

B Episom - element vyskytujici se v bunce bud’ jako nezavisle se replikujici
molekula v cytoplazmé, nebo jako soucast hostitelského chromozému bunky.
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asociaci komplexu a zaporné nabité cytoplasmatické membrany.
Vstup liposoméalniho komplexu do bunky muze probéhnout
endocytézou nebo prostou fuzi s membranou.(©a° and Huang, 1995 Dogyd
nebylo zcela objasnéno, jakym zpusobem dochézi k pruniku nukleové
kyseliny pres jadernou membranu. DOPE je povazovan za tzv.
Jfusogenni“ lipid, jehoz ulohou mlze byt uvolnéni komplexu
nukleovych kyselin z endosomu a zaroven usnadnéni jejich fuze

S bunéénou membrénou (Farhood, Serbina, Huang, 1995)

3.2.2 Fyzikalni metody

3.2.2.1 Elektroporace

Elektroporace byla poprvé popsdna jako metoda pri studii
prenosu geni do mySich bungk.Weng and Neumann, 1982) Tato technika je
Casto pouzivdna pro bunécné typy (napf. rostlinné protoplasty),
které jsou obtizné transfekovatelné jinymi metodami. Mechanizmus
je zalozen na pouziti elektrického pulzu na rozruSeni bunécné
membrany a vytvoreni do¢asnych pori, pres které projdou molekuly
nukleovych kyselin do bunky.(Shigekawa and Dower 1988) Tato technika
vyzaduje optimalizaci délky pulzu pro kazdy pouzity typ bunék
i nukleovych kyselin. Vzhledem k vysoké umrtnosti bunék vyzaduje
elektroporace pouziti veétsi masy bunék a také mnohem vysSsi
koncentraci nukleovych kyselin nez je bézné u chemickych metod.
Modernéjsi instrumentace umoznuje uspésny prenos nukleovych

kyselin do primarnich i kmenovych bunék a to i do jejich jader.

3.2.2.2 Genové délo

Dalsi fyzikalni metoda prenosu genu je genové délo (biolistic

particle delivery). Tato metoda, zndma téz jako ,Cdasticové
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bombardovani“ spociva ve vysokorychlostnim prenosu nukleovych
kyselin do cilovych bunék na mikroprojektilech, které prorazi
membranu, ¥e: Daniell Sanford, 1990) Tato metoda se uspésSné pouziva pri
prenosu nukleovych kyselin do bunék in vitro a rovnéz in vivo,®urkbolder
Decker, Yang, 1993) Genové deélo je relativné draha zalezitost pro mnohé
vyzkumné projekty. Tato technologie muze byt pouzZita i pro

genetické ockovani a uplatnéni nachdzi i v polnohospodarstvi.

3.2.2.3 Mikroinjekce

Tato metoda byla poprvé vyuzita pro prenos DNA do
embryondlnich kmenovych bunék, které se pouzivaji pri produkci
transgennich organizmu,®cckamp et al. 2002 Prima  mikroinjekce
nukleovych kyselin do kultivovanych bunék nebo do jadra je
efektivni, ackoliv laboratorni provedeni vyzaduje velice tenkou jehlu.
Jedna se o jednoduchy mechanicky proces, pri kterém sklenéna jehla
o pruméru 0,5 - 5pm propichne bunéénou membranu s moznosti
dostat se az do jadra. Dal$i mozné aplikace mikroinjekce jsou
v technikéch klonovani a pri studiu vira.®as etal. 20000 Cilové 1atky jsou
vstriknuty do vybrané bunécéné organely nebo do cytoplazmy a jehla
se jednoduSe vytahne. Mikroinjekce je obvykle provadéna pod
specializovanym optickym mikroskopickym systémem nazvany
»Micromanipulator”. Tato metoda se casto pouziva jako vektor
v genetickém inZenyrstvi a transfekcich pro vlozeni genetického
materialu do jednotlivé bunky. Avsak zarizeni je drahé a technika je
narocna, proto je tahle metoda nevhodna pro studie, které vyzaduji

velké pocty transfekovanych bunék.
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3.2.3 Viralni metody

Zatimco se pro transfer genu uUspés$né pouzivala transfekce,
bylo zjiSténo, Ze pouziti virt jako vektorl je moznou alternativni
metodou prenosu gent do bunék v kulture i in vivo. Prednosti

adenovirovych vektoru vyplyvaji za nasledujicich vlastnosti:

A) Rychle infikuji Siroké spektrum lidskych bunék a muzou dosdhnout

vysoké urovné prenosu gend v porovnani s jinymi typy vektoru.

B) Adenovirové vektory mohou nést relativné velké segmenty DNA
(az do 7,5 kb) a dovoluji tyto transgeny vnést i do neproliferujicich

bunék.

C) Adenovirové vektory jsou relativné lehce manipulovatelné
vyuzitim technik rekombinantni DNA. (Verburger and Hunt, 2002) Qgtatni vektory
zajmu zahrnuji Adeno-asociované viry, viry Herpes simplex, Retroviry
a Lentiviry. Pravé Lentiviry (napt. HIV-1), podmnozina rodiny
Retrovirt, jsou predmétem zajmu, protoze jsou dobre prostudovéany,
mohou infikovat bunku v klidové fazi a dokazi se vc¢lenit do genomu
hostitelského organizmu, coz vede k stabilni expresi transgenu.®»so»
2009 VSechny metody prenosu gentl maji své nevyhody. Pro
Adenovirové vektory to je naro¢na laboratorni produkce a nizka
kapacita obalu.Vorburger and Hunt, 2002) \/ phiipadé retrovirovych vektora zde
existuje realné riziko aktivace latentni nemoci a pokud jsou pritomny
viry schopné replikace, aktivuji se endogenni retroviry a exprese

transgenu se snizi na minimum,“rson 2004

3.2.4 Pripravna faze pro transfekci

Pred kazdou transfekci musime brat na zretel mnozstvi faktorq,
od kterych zavisi jeji ispésnost.

A) Vybér reagencie. Pri jakékoliv zméné parametra zahrnujicich typ
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bunécéné linie, plazmid nebo prostou zménu ucelu samotného
prenosu gent, musi nasledovat stanoveni optimdalnich podminek celé
transfekce, které mohou zahrnovat i vybér jiné transfekcni reagence.
B) Prechodna versus stabilni transfekce. DalSi parametr na
posouzeni je Casovy ramec experimentu, po ktery si ho prejeme
provadét. Pro pripravu stabilnich transfektanti neni vhodnd kazda
technika a pro nékolikadenni méreni zase neni potreba obvykle
financ¢né narocnéjsi techniky stabilni transfekce. Taky je dobré zvazit,
co se vlastné bude mérit. Napriklad, na urceni, ktery z fragmenta
promotoru si zachoval puvodni funkci postac¢i docCasna transfekce,
zatimco sledovani exprese exogenniho genu bude vyzadovat stabilni
transfektanty.

Prechodnd transfekce - Bunky jsou obvykle sklizeny do 72 hodin po
transfekci. Prechodna transfekce je urcena pro analyzy kratkodobé
exprese genu zdjmu. Optimdalni cCasovy interval zavisi od typu
bunécné linie, cili vyzkumu, specifické exprese a charakteristik
studovanych gend.

Stabilni transfekce - cilem stabilni transfekce je izolovat a rozmnozit
jednotlivé klony obsahujici vnesenou DNA, kterd se zabudovala do
jejich  bunécného genomu. RozliSeni netransfekovanych bunék
a bunék pozitivnich na danou exogenni DNA vyzaduje selekci, ktera
byva obvykle =zajiSténa rezistenci vuci selekénimu antibiotiku
je vhodna vzhledem k prudkému narustu umrtnosti a bunécného
odpadu vlivem selekce. Alternativni strategii je pouzit vektor nesouci
esencialni gen, ktery je defektni v puvodni linii.

C) Typ transfekované molekuly. Nejcastéji se pomoci
transfekcnich metod prendsi plazmidovda DNA, avsSak preneseny
mohou byt i jiné molekuly ¢i makromolekuly, napt. siRNAHong et al, 2004)
oligonukleotidyn H Wu, 2004) - RN A (Shimoike et al, 1999) 5 dokonce i proteiny.
(Debs et al, 1990)  Podminky pro transfekci plazmidem musi byt

modifikovany pri pouziti jiné makromolekuly. V kazdém pripade,
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prenaseny biopolymer musi byt vysoce kvalitni a cisty. Nukleové
kyseliny by méli obsahovat co nejméné proteinl, pokud mozno zadné
znecistujici fragmenty jinych nukleovych kyselin a zadné jiné latky
jako napriklad ionty soli. Protein by mél byt Cisty a v prijatelném
rozpoustédle, které neskodi bunce.

D) Ovéreni uspésnosti transfekce. Plazmidy koédujici reportérovée
proteiny jsou snadno méritelné podle hladiny exprese daného
proteinu v bunkach. Obvykle se tspésnost méri 1-3 dny po transfekci,
optimdlni cas lze urcit empiricky. DalsSi metoda méreni uspésnosti
muze byt primy test proteinu zdjmu, napriklad pomoci Western blotu
¢i hodnoceni ELISA. V pripadé siRNA muze byt ispésSnost promérena
jak primym testem proteinu zdjmu, tak pomoci mRNA technikou RT-
PCR.

3.2.5 Faktory ovliviujici u¢innost transfekce

Kazdd =z transfekénich metod zavisi na 5 dulezitych
parametrech, které mohou vyznamneé ovlivnit Gc¢innost transfekce:
zivotaschopnost bunék, konfluence (adherentni linie), pocet pasazi,
kontaminace, kvalita a mnozstvi DNA.

A) Bunécna viabilita. Bunky by méli byt kultivovany ve vhodném,
pro danou linii ur¢eném médiu, které by meélo byt doplnéno vSemi
potrebnymi suplementy (napr. teleci fetdlni sérum, rastové faktory,
aminokyseliny, antioxidanty, antibiotika, atd.). Je vhodné pouzivat
cerstvé médium a to hlavné v pripadé, je-li néktera z komponent
nestald. Kontaminovand bunécna linie se v zddném pripadé nesmi
pouzit pro transfekci, ale musi byt urychlené a sterilné zlikvidovana
z duvodu mozného Sireni kontaminace. Drtiva vétSina bunécénych linii
by meéla byt inkubovana v inkubdtoru pri 37°C s pozadovanou
koncentraci CO. (obvykle 5-10 %) pri 100% vlhkosti vzduchu.
Podrobnéjsi a doplnujici informace o vétSiné bunécnych linii jsou

dostupné na domovské strance organizace ATCC (American Type
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Culture Collection; http://www.atcc.org/).

B) Konfluence. Pro vétSinu typu transfekci se obvykle doporucuje
40-80% konfluence. Prili$ nizka hustota bunék zpusobuje pomaly riast
kolonie vlivem omezeného bunécného kontaktu. PriliS vysoka hustota
zase vede ke kontaktni inhibici (omezeni hlavné pro nenadorové
linie), jejimz dusledkem je snizeny prijem prenasené DNA. Aktivné se
délici bunky prijimaji vnasenou DNA ochotnéji nez bunky v klidové
fazi.

C) Pocet pasazi. VSeobecné se doporucuje k transfekci pouzivat
ne vic jak 50.),dulezitost tohohle parametru zalezi na konkrétni linii.
Tento faktor muze mit vliv na vysledek transfekce i samotnych testu,
protoze chovani bunék se s Casem muze ménit a to z davodu
kumulace chromozomalnich aberaci, které sice imortalizovanym
bunkdm prilis nevadi, avsak ovlivnuji jejich vlastnosti a citlivost.

D) Kvalita a mnozstvi DNA. Plazmidovd DNA urcend pro
transfekce by méla byt prostd proteinl, RNA a chemické Ci
mikrobidlni kontaminace. Zvyseni Cistoty lze dosdhnout etanolovou
precipitaci, po které se plazmidova DNA rozpusti ve sterilnim TE
pufru (Tris/EDTA) (pH=8,0) na pozadovanou koncentraci (0,2 -
1mg/ml). Optimdlni mnozstvi DNA pro transfekci je ruzné a zavisi od
zvolené metody, bunécné linie, poctu bunék a charakteru samotné
plazmidové DNA.

E) Poméry transfekc¢nich reagencii; pouzita metoda.

Pro kazdou transfekci je nutnd optimalizace vzdjemnych poméru
materidlu pro transfekci, obvykle transfekcni reagencie a pufru. Déale
je treba zvazit typ reagencie, typ materialu pro transfekci (DNA,
RNA, protein) a jeho mnozstvi, doba pusobeni transfek¢ni reagencie
na bunky a pritomnost ¢i nepritomnost séra v kultivacnim meédiu.
Celkova ucinnost transfekce zavisi na typu metody (chemicka cinidla,
lipofekce, fyzikalni metoda, atd.), pouzité bunécné linii, materidlu pro

transfekci a vzdjemné kombinaci téchto faktoru.
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U rady bunécnych linii byla jiz testovana ucinnost témér vsSech
dostupnych transfekc¢nich technik. V literature vsak dosud chybi
systematicka studie srovnavajici ucinnost chemickych
a fyzikdlnich metod. Prozatimni vysledky testovani tcinnosti
a toxicity na trech typech systémua savéich bunék (Clovék, kralik,
prase) naznacuji, ze fyzikdlni metody (nukleofekce) jsou efektivnéjsi
nez chemické transfekéni reagencie ruznych Kkationtovych typu
(dendrimer, polyethylenimin, lipid) pri doru¢ovani DNA do ruaznych
testovanych bunécnych linii. Tyto studie taky poskytly uzitecny
nahled na optimalizaci transfekénich podminek a relativni zivotnost

bunék.

3.3 Metody selekce

Uspésnost zaddné transfekéni metody neni 100 % a proto je
potreba néjakym zpusobem oddélit pozitivni bunky od negativnich.
Selektovat muzeme fyzikdlnimi nebo chemickymi metodami, pricemz
nejznaméjSimi zastupci jsou selek¢ni antibiotika a pratokova

cytometrie.

3.3.1 Chemické metody

3.3.1.1 Selekéni antibiotika

Kazdy plazmid obsahuje Casti, které koduji enzymy poskytujici
ruznym nositelim ochranu vac¢i pusobeni jistého selek¢niho
antibiotika. Jejich prehled s kratkym popisem je shrnut v tabulce
(Tab. 1).
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Tab. 1 Prehled nejpouzivanéjsich selek¢nich antibiotik.

ucinna ucinna popis mechanizmu
Antibiotikum |charakteristika plvod koncentrace — | koncentrace — o
’ NP ucinku
bakterie savei bunky
Specificka blokace
eptidow Streptomyces proteosyntézy
1. Blasticidin S| PEPVIOW |0 iseochromogen| 25-100 pg/ml | 1-10 pg/ml  |prostfednictvim blokace
nucleosid i 4
es tvorby peptidové vazby
Vv ribozomu
Blokace syntézy
. . |Micromonospora polypeptidd
2. G418 aminoglykosid rhodorangea 5 pg/mi 400-1100 pg/ml prostfednictvim inhibice
prodluzovaciho kroku
Inhibice proteosyntézy
ovlivnénim translace
Hygromycin . . Streptomyces _ velké ribozomalni
3. B aminoglykosid hygroscopicus 100 pg/mi 50-200 pg/ml podjednotky 70s
zpUsobujici jeji
nefunkénost
. . Streptomyces 10 pg/mi 25-150 ug/ml |Vazba a interkalace do
4 Phieomycin | glykopeptid verticillus (kvasinky) (houby) DNA
Inhibice translace pres
inhibici enzym0
. . dipeptidyl-peptidasy Il a
5. Puromycin amlnor:jukleo& Strelgtomyces gnze?/#c?ér:l) 1-10 pg/ml | alanyl aminopeptidasy,
alboniger Y co zpUsobuje uvolnéni
proteinu pred
dokonéenim
glykopeptid s Interkalace do DNA
6. Zeocin™ | chelatovanou Stregi%rggces 25 pg/mi 50-300 pg/ml zbUsobujici jeji
meédi rozstépeni

Hojné pouzivané je taky aminoglykosidové antibiotikum Neomycin.

Odolnost viuci nému poskytuje neo gen, ktery kéduje jednu ze dvou

aminoglykosidfosfotransferas.

Neo gen je kromé jinych bézné

zabudovavan do DNA plazmida pouzivanych pro stabilni transfekci

savCich bunécnych linii.® ¢t 22019 Mnoho komercné dostupnych

plazmidu obsahuje pravé neo gen jako selekéni marker. Neo gen

poskytuje odolnost vuci vicerym aminoglykosidovym antibiotiktium,

napriklad vac¢i Neomycinu, Kanamycinu a Geneticinu. Neomycin

a Kanamycin se pouzivaji spiSe pro selekci u prokaryot, kdezto

selekce eukaryot obvykle vyzaduje Geneticin (G418).(nviveGen, 2010)
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3.3.2 Fyzikalni metody

3.3.2.1 Pratokova cytometrie

Prutokova cytometrie (zkracené FCM - ang. Flow cytometry) je
technika pro pocitdni a méreni rady parametri mikroskopickych
castic, jako jsou napriklad bunky nebo chromozomy. Tato metoda
spociva v nasati ¢astic do proudu nosné kapaliny a jejich nasledném
promeéreni na elektronickém aparatu, co dovoluje multiparametrovou
analyzu jejich fyzikdlnich a chemickych vlastnosti rychlosti nékolik
tisic Castic za sekundu. Zakladni meéritelné parametry jsou tzv.
,Forward scatter”, ktery odpovidd velikosti castic a tzv. ,Side
scatter” jez odrazi granularitu bunék. Prutokova cytometrie se bézné
pouziva pri diagnostice mnohych chorob, hlavné nadorovych
onemocnéni (napr. leukémie) a ma i mnoho dalSich aplikaci ve
vyzkumné i klinické praxi.(Berlogie et al. 1983 Ngkteré modernéjsi
prutokové cytometry (Obr. 5) jsou vybaveny sortovacim modulem,
ktery umoznuje fyzicky roztridit ¢astice podle zvolenych parametru.
Jednou z mnoha vyuzitelnych aplikaci sortovani je moznost vytridéni
populace pozitivnich bunék po transfekci na =zakladé jejich
fluorescence zajiSténé expresi reportérovych proteint z heterogenni

smési bunék.

Obr. 5 Prutokovy cytometr FACS ARIA II SORP.
(http://www.productwiki.com/upload/images/becton dickinson facsaria i ii

and iii.jpg)
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3.3.2.2 Princip metody

Laserovy paprsek o konstantni vinové délce je smérovan na
hydrodynamicky zaostreny proud kapaliny. Neékolik specifickych
detektort je namireno na bod, kde paprsek svétla prochdazi skrz
proud s ¢asticemi: Jeden rovnobézny s paprskem (Forward Scatter or
FSC), nékolik kolmo na na néj (Side Scatter or SSC) a jeden nebo
vice fluorescenc¢nich detektoru. Kazda castice od 0,2 do 150
mikrometru prochdzejici skrz paprsek ho specificky rozptyli a jestli
jsou v Castici nebo na jejim povrchu fluorescencéni latky, muzou byt
excitovany a nasledné emituji svétlo o vyssi vinové délce, nez ma
zdroj, ktery je excitoval. Tato kombinace rozptyleného
a fluorescencniho svétla je snimdna detektory, kde analyzou fluktuaci
jasnosti u kazdého detektoru (jeden pro kazdou vinovou délku
fluorescencéni emise) je mozné odvodit ruzné typy informaci
o fyzikalni a chemické strukture kazdé jednotlivé Castice. FSC meéri
objem a velikost bunky, SSC stanovuje hodnoty vnitrni komplexity
Castice (napr. tvar jadra, pocet a typ cytoplasmatickych granuli nebo
drsnost membrany). Nékteré prutokové cytometry na trhu vubec
nemeri fluorescenci a vyuzivaji pouze rozptyl svétla na meéreni.
Vétsinou se ale meéri velikost castice (napr. odliSeni jednotlivych
zivych bunék od mrtvych a klastrl), granularita (Casto vypovida
o zdravotnim stavu bunky) a intenzita fluorescence (napr. ur¢eni miry

exprese vneseného reportérového genu v konkrétni bunce).

3.4 High-content screening

High-content screening, znama taky jako Cell-based screening,
Phenotypic screening anebo Visual screening, je automatizovana
metoda bunécné biologie vychdazejici z optiky, chemie, biologie

a obrazové analyzy. Umoznuje rychly, vysoce paralelni biologicky
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vyzkum a testovani 1éCiv na vysoké turovni, jako i vyhodnoceni
mnohych biochemickych a morfologickych parametra v bunécénych
systémech.

Vyuzivd obrazky zijicich bunék jako zdkladni jednotku pro detekci
molekul. Proteiny zajmu pritomné v bunkach jsou detekovany pomoci
fluorescencnich znacek (napr. Green fluorescent protein)(CFF site. 2011)
nebo pomoci fluorescenc¢nich monoklonalnich protilatek.
High-content screening je metoda vyuzivajici soucasné viceré metody
k ziskdni mnohocetnych informaci najednou, co zvySuje kvalitu
analyzy. Néaslednd analyza obrazu je vyuzitd k meéreni
a vyhodnocovéni zmén vlastnosti bunék zpusobenych vnéjsim vlivem,
napr. cytostatiky.

Metoda High-content screening je kombinaci moderni bunécné
biologie se vSemi molekuldrnimi nastroji, kterymi v soucasnosti
disponuje s automatizovanou mikroskopii s vysokym rozliSenim
a robotickou manipulaci. OdliSuje se od vétSiny soucasné veédecké
prace, protoze vyhodnoceni experimentu je z velké C¢asti taky
automatizovano.Porval etal, 2010)

Tato technologie se hlavné pouziva na urceni uc¢innosti potencialnich
1éCiv na bunécné funkce, které jsou ovlivnény urcitou chorobou.
Technologie High-content screeningu ma velky vliv na zdakladni
biomedicinsky vyzkum. Integrované ndastroje téhle metody dovoluji
obrovské zvysSeni poctu biologickych méreni v soucasném méritku.
Jejich hodnota je demonstrovana vysokym vykonem zpracovani
kinetickych, viceparametrovych testu cytotoxicity pomoci naméreni
kolem 10°% individudalnich fyziologickych bunécnych parametra za
méné nei den‘(Abraham, Taylor, Haskins, 2004)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metody

Zakladem mé vyzkumné Ccinnosti je prace v sterilnich
podminkach ve flowboxu s lamindrnim proudénim vzduchu (Obr. 6).
Po zvladnuti vSech zdakladnich technik jsem byl proskolen v
pokrocilejsich, které zahrnuji pripravu médii a roztokt, MTT test
zivotnosti bunék, v manipulaci s fluorescenc¢nim mikroskopem, kde

jsem pozoroval transfekované bunky MAT-Ly-Lu pEYFP Tnk II (krysi

karcinom prostaty) pomoci GFP - tubulinu.

Obr. 6 Flow-box s laminarnim proudénim vzduchu.
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4.1.1 Bunécéné linie

Bunéc¢na linie je soubor bunék, které byli izolovany
a zkultivovany z néjakého druhu tkaniva, fyziologického ¢i
patologického. Oblast mého vyzkumu se zabyva nadorovymi liniemi.
V podstaté se jednda o modelové stejny typ bunék, jako ma dany
nador, takze je vysoka pravdépodobnost, Ze bunky nadoru budou
vykazovat velmi podobné vlastnosti jako maji bunky kultivované
v linii. Jednd se o model nadoru, na kterém se daji celkem spolehlivé
délat napr. vyzkumy cytotoxicity pro posouzeni efektivity 1éciva, resp.
jejich kombinaci. Pri své praci jsem se setkal s mnoha nadorovymi
bunéénymi liniemi, no jen s par jsem pracoval dlouhodobégji. Jejich

prehled je uveden v tabulce. (Tab. 2)

Tab. 2 Prehled bunéc¢nych linii, s kterymi jsem dlouhodobé pracoval.

Reference: http://www.atcc.org

Bunéc¢na linie Typ onemocnéni Tkariowy puvod Organ
CCRF-CEM | akutni lymfoblasticka leukemie lymfoblast kostni dfer
MAT-Ly-Lu-B-2 krysi karcinom epitel prostata
HCT 116 karcinom epitel kone&nik
U-2 OS sarkom epitel kost
A549 karcinom epitel plice

Za&klady prace s tkanovymi kulturami jsem se naucil na linii CCRF-
CEM, zdklady prace s transfekovanou linii na MAT-Ly-Lu pEYFP Tnk
II. Pak jsem pracoval s bunécnou linii HCT-116, kterou vystridali
experimenty s U-2 OS a nakonec jsem pracoval s linii A549.

Vsechny linie kromé MAT-Ly-Lu a CCFR-CEM jsou adherentni - sedi
na dné kultivacni nddoby a odpojuji se jen pri mitéze anebo bunécné
smrti. Linie MAT-Ly-Lu je semiadherentni - jeji adherence je slabsi,
oddéli se snaze ode dna. CCFR-CEM je suspenzni linie - nevyzaduje
kontakt s podlozim, zato ale nemlze byt limitné naredéna - vyzaduje

kontakt s jinymi bunkami svého druhu. Kazda linie ma svoje
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specifika, idealni kultiva¢ni podminky a vyzaduje jiné zachdazeni.

4.1.1.1 Média a suplementy

Jak jiz bylo zminéno, kazda bunécna linie potrebuje médium na
kultivaci a rast. Médium musi co nejvérnéji a co nejlépe napodobovat
prirozené prostredi, kde se dana linie vyskytuje. Prakticky zadné
kultivacni médium se neobejde bez iontl soli udrzujicich priznivy
osmoticky tlak a pH, aminokyselin nutnych pro proteosyntézu
a jednoduchych cukri (nejcastéji glukdza) jako zdroje energie. Média
byvaji Casto doplnéna vitaminy a jiné dopliujici latky. Ruzné
nadorové linie maji ale rizné pozadavky, no pozadavky téch bézné se
vyskytujicich se v podstaté se daji shrnout do moznosti 3 médii, které
jsou nasledné doplnény suplementy:

A) Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-1640)

B) McCoy’s 5A Modified Medium

C) Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM)

AZ na par vyjimek se média dopliuji suplementy. K tém nejbéznéjSim
a nejcasteéji pouzivanym pro eukaryotické bunky patri fetdlni bovinni
sérum (FBS). Je to plasma, kterd zustdva po srazeni krve
extrahované z plodu skotu. FBS ma velmi nizky obsah protilatek
a obsahuje mnoho rustovych faktoru.

Média se casto doplnuji barvivem fenolovd cerven (Phenol red).
Jedna se o acidobazicky chromatofor, ktery celkem spolehlivé odrazi
stav zivin v médiu. Kdyz je médium cCerstvé, ma syté cervenou barvu,
kterou kyselé metabolity bunék postupné meéni na oranzovou az
zlutou. Jedinou nevyhodou tohoto indikatoru je ovlivnéni barvy pri
absorpci vzdusného CO,, kdy se médium zda nutricné bohatsi, nez ve
skutecnosti je.

Dal$imi suplementy mohou byt ruzné dalsi vitaminy, specifické
rustové faktory nebo aminokyseliny (zejména glutamin - i kdyz ho uz

médium obsahuje, dand linie vyZzaduje vyssi koncentraci.)
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Pozadavky nékterych bunécnych linii jsou skute¢né exotickeé,
napriklad jiz zminénd linie MAT-Ly-Lu-B-2 se ma nejlépe v médiu
RPMI 1640 obohaceném o glutamin na koncentraci 2mM a o
Dexamethazon (DXMT) na koncentraci 250nM. Dexamethazon je
silny synteticky glukokortikoid z tridy steroida. Plisobi protizanétlivé
a ma imunosupresivni ucinky.

Zajimavym paradoxem je, Ze existuji vyselektované bunécné linie,
které je mozno kultivovat jenom v pritomnosti jisté koncentrace

urcitého cytostatika.

4.1.1.2 Pasazovani bunéénych linii

Mnozenim adherentnich bunék postupné dochéazi k pokryti celé
plochy dna kultivacni ldhve a pokud nedojde ke vcCasné pasazi,
prerustaji bunky do vrstev. Prerustani adherentnich ¢i suspenznich
bunécnych linii vede k poklesu viability v dusledky spotrebovani zivin
v meédiu. Pasdzovani znamena prosté vyredéni bunécné kultury
vhodnym faktorem. Obvykla frekvence pasazovani je 2-3x tydné.
Suspenzni linie: Jestli v dané kultivacni nadobé neni mnoho
mrtvych bunék, cast obsahu nadoby se jednodusSe slije a novym
médiem se doplni na pavodni objem. Jestli je potreba odstranit mrtvé
bunky, musi se obsah kultiva¢ni nadoby stocit v centrifuze. Vyuziva
se mens$i rychlosti sedimentace mrtvych bunék, které zustanou
v starém médiu, které se dekantuje. Peleta se pak sklepne a tim
rozsuspenduje a nasledné se novym médiem kultivacni nadoba doplni
na puvodni objem.

Adherentni a semiadherentni linie: Vzhledem k tomu, Ze se
adherentni bunky pomérné pevné drzi dna kultivacni nadoby, staré
médium muzeme primo slit do odpadu. K uvolnéni bunék lze pouzit
chemickou metodu tzv. trypsinizace nebo fyzikalni metodu (bunécna
Skrabka) v pripadé Ze je dand linie citlivd na pusobeni trypsinu.
Vlastni trypsinizaci provadime pridavkem malého objemu trypsinu

k bunkam nékolikrat oplachnutym s PBS. Po uvolnéni bunék

31



zastavime reakci pridavkem nadbytku media, ¢imz dojde k inaktivaci
trypsinu jeho vyvazanim na sérum obsazené v médiu. Poté bunky
centrifugujeme (1300 rpm, 5 minut), médium s trypsinem slijeme
a peletu rozsuspendujeme ve vhodném objemu média. Skrabku
obvykle pouzivame pri pasazovani semiadherentnich bunécnych linii.
Po seskrabani bunék ze dna kultiva¢ni lahve se uvolnéné bunky
chovaji prakticky jako suspenzni linie, takze je pouze naredime na
pozadovanou hustotu. Obvykle plati, ze mechanické seskrabani vede

k vyss$i bunéc¢né umrtnosti nez trypsinizace.

4.1.1.3 Stanoveni poctu a viability bunék

Ke stanoveni presné koncentrace a viability bunék muzeme
pouzit kromé rady komercné dostupnych modernich automatickych
¢itacu (napr. Countess™, ViCell) i Burkerovu komurku, kterou upravil
Neubauer (Obr. 8) Jednd se o jistym zpusobem ryhované hrubé
podlozni sklicko prekryté krycim sklickem. Pred vlastnim pocitanim
napipetujeme mezi skla cca 10ul smési bunécné suspenze a barviva
Trypanové modri v poméru 1:1. Existuji viceré moznosti zpusobu
pocitani bunék, které zavisi predevsSim od typu ryhovani. Ja jsem
pouzival metodu sc¢itani vSech bunék v jakychkoli dvou radcich, které
spolu nesousedi plus jeden ctverec kdekoliv mimo dané 2 radky,
pricemz bunky, které se néjakym zpusobem dotykaji stény se pocitaji
jen z dolni a pravé strany konkrétniho c¢tverce. Dany pocet bunék
vynasobime faktorem 0,02 a vysledek udava pocet bunék v milionech
namililitr. Viabilitu urc¢ime na =zdkladé intaktnosti plazmatické
membrany, ktera pokud je poruSena (mrtvé bunky) dovoluje pruachod
trypanové modri do cytosolu. Podle poctu modrych bunék lze tedy

snadno zjistit procento Zivych, resp. mrtvych buneék.
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Obr. 7 Birkerova komurka na pocitani bunék upravend Neubauerem.

(http://dk.cryosinternational.com/media/4267/neubauer.jpg)

4.1.1.4 Rozmrazovani a zamrazovani bunék

S bunécCnymi liniemi se nepracuje nepretrzité, proto je lepsi
prebytecné nebo dulezité bunky zamrazit jako pojistku pro pripad, Ze
pokus nevyjde nebo bude potrebné ho zopakovat. Bunéénd suspenze
prezije zmrazeni na rozdil od tkaniva, protoze jejich membrana se ma
kam roztdhnout a nedochdzi tedy k perforaci rostoucimi krystaly
ledu.

Zamrazovani: Zivé bunky je tfeba zmrazit tak, aby nedoslo k jejich
poskozeni krystaly vody. Do zamrazovaciho média se proto pridava
vhodné kryoprotektivum, nejcastéji dimethylsulfoxid. Mnohem méné
Casto se jako kryoprotektivum pouziva glycerolVeraza 2007 GQugpenze
dané bunécné linie se centrifuguje (1300 rpm, 5min.), supernatant se
slije a peleta rozsuspenduje rozklepanim. Néasledné se prida 1ml
zamrazovaciho média, které se sklada z cCistého fetdlniho teleciho
séra a dimethylsulfoxidu (DMSO) v poméru 9:1. Suspenze se
nékolikrat propipetuje, aby se minimalizoval pocet klastr, prenese
do zamrazovacich zkumavek a umisti do mrazdku na -80°C. Pri
dlouhodobéjsim skladovani je doporuceno bunky uchovavat

v tekutém dusiku s pribliznou teplotou -195°C.

Rozmrazovani: Zatimco zamrazovani bunék by mélo probihat
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pozvolna, pro rozmrazovani se doporucuje rychlé (cca 3 minuty)
zahrati vlozenim zamrazovaci zkumavky do vodni lazné vyhraté na
37°C za obcasného protrepani, dokud nedojde k rozpusSténi smeési.
Pak se suspenze propipetuje a premisti do falkony, kde se zredi
predehratym kultivacnim médiem a zcentrifuguje (1300rpm, 5min.).
Supernatant se slije, peleta rozsuspenduje, prida se odpovidajici
objem kultiva¢niho media, suspenze se prenese do kultivacni lahve

a umisti do inkubatoru.

4.1.1.5 Stanoveni bunécéné proliferace a viability

Pro stanoveni bunécné proliferace a viability bunék se
standartné pouzivd MTT tetrazoliovy test.™osmann. 1983) (Qbr., 8) Touto
metodou se testuje citlivost bunécénych linii pro pro ruzné chemické
latky nebo jejich kombinace Ocekavanym vystupem je obvykle
hodnota ICso, kterd odpovidd koncentraci latky zpusobujici pokles
poctu metabolicky aktivnich bunék na polovinu vzhledem

ke kontrolni neovlivnéné populaci.

Princip metody spociva v redukci zluté tetrazoliové soli (3-(4,5-Di(3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromid; MTT)
dehydrogenasami metabolicky aktivnich bunék na fialovy
nerozpustny formazan, ktery je nasledné solubilizovan roztokem SDS
a absorbance roztoku je zmeérena pri 540nm. Bunky kultivované
obvykle v 96-ti jamkovém panelu, v objemu 100ul média jsou
vystaveny pusobeni testované latky po dobu 1 az 3 dny podle
charakteru experimentu. V panelu jsou vzdy pritomny 2 kontrolni
sloupce, prvni s cCistym médiem (tzv. blank) a druhy s bunkami
v mediu bez pritomnosti testované latky (kontrola). Kontrolu i blank
je potreba obohatit o objem rozpoustédla totozny s objemem
pridavanych latek. Zbyla ¢ast panelu je vyplnéna bunéc¢nou suspenzi

obsahujici kontinualné klesajici koncentraci testovanych latek. Po
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uplynuti testované doby se do vSech jamek prida 10ul tetrazoliové
soli a po patrném vysrazeni krystalu formazanu (obvykle 1-4h) je
reakce ukoncCena pridavkem 100ul dodecylsulfatu sodného (SDS).
Panel se ponecha v inkubatoru do dalsiho dne, aby doslo k aplné lyzi
vSech bunék. Nasledné je zmérena absorbance pri 540nm

a stanovena hodnota ICso, ktera odrazi u¢innost testované latky.
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Obr. 8 MTT test. (http://lem.ocol.cz/ data/1156230932 37.jpg)

4.1.2 Transfekce pomoci lipofekce

Pro lipofek¢ni techniku transfekce byla pouzita reagencie
JetPRIME™  (Polyplus, Francie). Podminky transfekce byly
optimalizovany podle nasledujiciho schématu (Obr. 9) nejprve na linii
HCT-116 a nésledné také U20S a A549. Expresni vektory kodujici
aktin (pmKate2-actin), histon (pmKate2-H2B) a kaspasu-3 (Casper3-
GR) byly zakoupeny u firmy Evrogen (Russia).

2 3 4 h

Obr. 9 Optimalizace transfekce
pomoci JetPRIME™ . Transfek¢ni
pufr, plazmid a transfekcni

reagencie byly namichany
v uvedenych pomeérech.

¢ E‘_j, Koncentrace plazmidu je uvedena
v ng/pl, objem pufru a reagencie
Y AV 1.1]..




Optimalizace byla provedena s plazmidem pmKate2-H2B a nejlepsi

vysledek byl aplikovan na dalsi expresni vektory.

4.1.3 Selekce

4.1.3.1 Chemicka selekce

K chemické selekci bylo pouzito antibiotikum Geneticin (G418),
pro ktery nesou plazmidy gen odolnosti neo. Negativni bunky byly
tedy mnohem vic ovliviiovany blokaci proteosyntézy, kterou G418
jako aminoglykosidové antibiotikum zpusobuje. (Le Soffic etal. 1979 Nytnosti
bylo zjistit citlivost danych linii k tomuto antibiotiku, aby se ucinné
potlacily  negativni bunky a nezvySovala se zbytecné
chemorezistence. Provedl jsem viceré zkousky citlivosti s ruznymi
parametry na liniich HCT 116 a A549.

4.1.3.2 Fyzikalni selekce

Selekce pomoci sortovaciho zarizeni prutokového cytometru je
velmi elegantni metoda, kterou lze nahradit casové zdlouhavou
fyzikalni selekci, navic bez potencidlniho rizika indukce
chemorezistence. Bunky urcené k sortovani trypsinujeme, reakci
zastavime pridanim nadbytku média, centrifugujeme (1300 rpm,
5min.) a bunécnou peletu nesuspendovanou v malém objemu média
nebo PBS preneseme do cytometrické zkumavky a podrobime
sortovani prutokovym cytometrem FACSAria™ 1II (BD, USA).
Populace RFP - nebo GFP - pozitivnich bunék byla sortovdna do 6-ti
jamkového panelu jako tzv. bulk nebo po jedné bunce do 96-ti

jamkového panelu.
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4.1.4 Biosyntéza, ¢isténi a ovéreni plazmidu

Vzhledem k vysoké spotrebé plazmidu pri cetnych
transfekCnich experimentech bylo nutné plazmidy namnozZit
prostrednictvim transformace bakterii. K tomuto ucelu byl vyuzit
bakterialni kmen E.Coli DH5a. Tato technika dovoluje ziskat plazmidy

v mnozstvi jednotek miligramu.

4.1.4.1 Transformace bakterii plazmidem

Transformace je prenos genetické informace (plazmidové DNA)
do geneticky upravenych tzv. kompetentnich bunék. Pro prenos jsme
pouzili techniku tepelného Soku s naslednym ochlazenim. Komercné
upravené plazmidy obsahuji geny pro rezistenci k jistému selek¢nimu
antibiotiku. Bakterie obsahujici tento gen jsou schopny ristu na
agarové pudé, kterd obsahuje urcitou koncentraci selekéniho
antibiotika. Bakterie, do kterych plazmid nevnikl jsou k selekénimu
antibiotiku citlivé a zahynou. Rostouci kolonie pak budou tvoreny
pouze bakteriemi obsahujicimi plazmid. Transformaci jsem provedl

dle néasledujiciho postupu:

Na ledové tristi se rozmrazi ampule s kompetentnimi bunkami E. coli
DH5a. K alikvotu 50pl rozmrazenych bunék pridame 5 pl roztoku
plazmidové DNA v TE pufru (Tris - EDTA) o vysledné koncentraci
1ng/ul. Dana smés se inkubuje na ledové tristi po dobu 45 minut. Pak
nasleduje tepelny Sok - danou smés kompetentnich bunék a plazmidu
umistime do vodni lazné vyhraté na 42°C po dobu 90 sekund. Po
uplynuti této doby zkumavku okamzité zchladime na ledu.
Do zkumavky priddme SOC médium urcené pro kultivaci bakterii a
za mirného trepani inkubujeme pri 37°C po dobu 45 minut. Nasledné
se bakterie vyseji ve dvou koncentracich (5ul a 50pul bakterii v SOC
médiu + 500pl LB média) na tuhé, pudy obsahujici selekéni
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antibiotikum. Je dobré vyset i dvé kontrolni koncentrace na jiném nez
selekénim antibiotiku. Pudy se pak nechaji 24h kultivovat
v termostatu pri 37°C. Po ukonceni kultivace se bud vyockuje kolonie
k biosyntéze plazmidu, nebo se miska s koloniemi obali parafilmem
a ulozi do lednice dnem vzhuru. Selekéni pudy s jinym nez selekénim

antibiotikem by méli zUstat Cisté.

SOC médium (Super Optimal broth with Catabolite repression) se
sklada z 99 dila média SOB 99 (Super Optimal broth ) a 1 dilu 2M
roztoku glukdzy. Roztok SOB 99 se ziskd smichanim 98 dilu roztoku
SOB 98 a 1 dilu roztoku SOB 1. Roztok SOB 98 obsahuje 2%
Proteose pepton (Sigma P0431), 0,5% Bacto yeast extract (Sigma
Y1625), 10mM roztok NaCl a 2,5mM roztok KCI (Lachema). SOB 1 se
ziskd smichanim dvou 10mM roztoki MgCl,.6H,O a MgS0..7H,0

(Lachema) a naslednou sterilizaci prefiltrovanim.

1 litr LB média (Lysogeny broth) obsahuje 10g Proteose pepton
(Sigma P0431), 5g Bacto yeast extract (Sigma Y1625) a 9,17g NaCl
(Fluka 71376). Nasledné se autoklavuje, inkubuje 24h pri 37°C

a reautoklavuje.

Tris/EDTA pufr 10x koncentrovany obsahuje 106g Tris zasady (Sigma
T1503), 55g kyseliny borité (Sigma B6768) a 40ml 0,5M EDTA (pH
8,0) (Sigma E26282).

4.1.4.2 Mnozeni a izolace plazmidu

Ze selekCnich pud vyocCkujeme pomoci vyzihané platinové
klicky pozitivni kolonii exprimujici pozadovany plazmid do malého
objemu (10-15 ml) tekutého LB média s prislusSnym selek¢nim
antibiotikem a umistime na temperovanou trepacku. Po nékolika
hodindch je patrné zakaleni inokulatu. Objem bakteridlni kultury
slijeme do Erlenmeyerovy banky obsahujici 1 Ilitr LB média

s prisluSnym selekénim antibiotikem a nechdme kultivovat na
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temperované trepacce po dobu 15 - 24h. Poté nasleduje vlastni
izolace plazmidu, k niz lze vyuzit celé rady komercné dostupnych
kitli, které cely proces zna¢né zjednodusuji. Kity ve vétsiné pripadu
vyuzivaji kolonkovy systém, kde v prvni fazi dochazi k zachytu
plazmidu, nasleduji promyvaci kroky a v konec¢né fazi se plazmid
eluuje do vychlazeného isopropanolu, c¢imz dojde ke srazeni
plazmidové DNA. Této procedure predchazi alkalicka lyze
sedimentované bakteridlni pelety pufrem obsahujicim SDS, ktery se
nasledné neutralizuje, vznikla smés se prefiltruje a filtrat se aplikuje
na equilibrovanou kolonu, kde dochazi k =zachytu plazmidu.
Vysrazena plazmidova DNA se centrifuguje (10 000rpm, 20 min.,
4°C), opakované promyje 70% ethanolem a po vysuSeni se peleta
rozpusti ve vhodném objemu TE-pufru. 10x koncentrovany TE-pufr
obsahuje 10mM Tris zasady (Sigma T1503) s upravenym pH na 8,0
pomoci HCl a 1mM EDTA (Sigma E26282). Ve vysledném roztoku
zmérime koncentraci a Cistotu na spektrofotometru Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, USA)

4.1.4.3 Purifikace plazmidové DNA

Kvalita a Cistota plazmidové DNA a nukleovych kyselin obecné
se zjisStuje spektrofotometricky. Pro dvouvldknovou molekulu DNA
plati, ze hodnota absorbance pri 260nm rovna 1 odpovida priblizné
koncentraci 50ug/ml. Dale se sleduje hlavné pomér absorbanci
260/280nm, ktery vyjadruje miru znecisténi proteiny, nebot
aromatické aminokyseliny tyrozin, tryptofan a fenylalanin maji
vysokou absorbanci pri 280nm. Hodnota poméru 260/280 pro Cisty
vzorek by méla byt 1,8 a vyssi. Plati, Ze i pri hodnoté poméru 1,8
vzorek obsahuje kolem 50 % proteinu. Tato pomérné znacna
kontaminace se vsak toleruje vzhledem k faktu, Ze proteiny obvykle
nejsou problémem pro transfekce ani jind méreni, na rozdil od napft.

endotoxini. Nezanedbatelnou roli mé také pomér absorbanci

39



260nm/230nm, kde v oblasti kolem vlnové délky 230nm maji sva
absorp¢ni maxima latky jako fenolatovy ion, thiokyanaty a ruzné
organické latky. Pokud je hodnota poméru 1,8 a vysSi, 1ze vzorek

povazovat za Cisty.

4.1.4.4 Purifikace smeési
fenol/chloroform/isoamylalkohol

Tento protokol je urCen predevSsim k purifikaci roztoku
nukleovych kyselin s vysokym obsahem protein. Protokol je
pomérné jednoduchy. Roztok plazmidové DNA smisime se stejnym
objemem smeési fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1), dukladné
zvortexujeme a zcentrifugujeme pri 14000rpm po dobu 5 minut, ¢imz
dojde k oddéleni dvou vrstev. Horni vodnou fazi obsahujici
plazmidovou DNA opatrné preneseme do Cisté zkumavky a pridame
1/10 objemu 3M octanu sodného (CH3COONa). Srazeni plazmidové
DNA dosahneme prikapavanim ledové vychlazeného ethanolu (99%).
Celou smés radné promichdme na vortexu a zcentrifugujeme
(14000rpm, 5 min.). SraZzeninu plazmidové DNA nasledné promyjeme
dvéma podily 70% ethanolu. Nakonec zkumavku s peletou nechame
stat nékolik hodin ve flowboxu a po dokonalém vysuSeni peletu

rozpustime ve vhodném objemu TE pufru.

4.1.4.5 Odstranéni endotoxint

Plazmidova DNA izolovana z bakterii je Casto znehodnocena
vysokym obsahem endotoxinu (lipopolysacharidi) pochézejicich
z bunécnych stén Gram-negativnich bakterii. Bylo popséno, ze

endotoxiny vyznamneé ovliviuji i¢innost transfekce,Weber etal. 1995

K odstranéni endotoxini byl pouzit produkt firmy Sigma-Aldrich -

Endotoxin Removal solution (E4274), jehoz hlavni slozkou je Triton X-
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114. Vlastnosti tohoto detergentu ve vodnych roztocich jsou vyrazné
zavislé na teploté. Pri nizkych teplotach detergent vytvari prazracny
micelarni roztok, no nad teplotou bodu zakaleni micely formuji vétsi
a hustSi agregaty a s amfifilnimi molekulami lipopolysacharidu
nasledné vytvori oddélenou fazi, zatimco hydrofilni molekuly
zustanou ve vodni vrstvé. Jeho uclinek spocCivd v ménicich se
vlastnostech detergentu s meénici se teplotou. Protokol je velmi
podobny purifikaci smeési fenol/chloroform/isoamylalkohol.
Do zkumavky napipetujeme definovany objem roztoku plazmidové
DNA, priddme desetinu objemu 3M octanu sodného a smés
inkubujeme 5 minut na ledu. Pak priddme pétinu puvodniho objemu
Endotoxin Removal solution, intenzivné zvortexujeme a inkubujeme
10 minut na ledu. Po inkubaci na ledu nésleduje pulhodinova
inkubace pri 37°C, po niz je patrné oddéleni dvou fazi. Pro dokonalé
oddéleni se zkumavka se smeési jesté zcentrifuguje po dobu 5 minut
pri 3000g. Horni vrstvu obsahujici plazmidovou DNA opatrné
odpipetuje do Cisté zkumavky, znovu pridame Endotoxin Removal
solution a dale postupujeme dle predchoziho protokolu. Plazmidovou
DNA vysrazime z 2x precisténé horni vrstvy smési pridavkem 2,5-
nasobného mnozstvi ledové vychlazeného 99% ethanolu. Smeés
dukladné zvortexujeme, nechdme stat 15min. v mrazdku
a centrifugujeme (14000rpm, 30 min., 4°C). Peletu promyjeme 70%

ethanolem a po vysusSeni na vzduchu rozpustime v TE pufru.

4.1.4.6 Restrik¢éni stépeni

Celistvost plazmidu po izolaci nebo purifikacnich procedurach
standardné ovérujeme restrik¢nim Stépenim. Tato technika spociva
v inkubaci plazmidu s vhodnou restrik¢ni endonukleasou, ktera ho
rozStépi ve specifickych mistech. Vysledkem restrikce je smés
fragmentt definované velikosti, coZz lze snadno ovérit pomoci

elektroforézy. Pro restrik¢ni analyzu plazmidu pCasper3-GR byla
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zvolena endonukleaza Pvull, kterd rozpoznava a specificky sStépi
sekvenci 5°...CAG'CTG...3", kde vytvari nelepivé konce - molekuly
DNA jsou ukonCeny parem bazi, ne vlaknem nespdrovanych
nukleotidu, jak je tomu u lepivych koncu. Plazmid pCasper3-GR
obsahuje celkem 3 mista pro Pvull, coz signalizuje vznik 3 fragmentu
po restrikéni analyze. Vlastni analyza spociva v inkubaci
definovaného mnozstvi plazmidové DNA s odpovidajicim poctem
jednotek restrik¢ni endonukleasy na vodni ldzni vyhraté na 37°C po
dobu 1 hod. Poté se restrik¢ni smeés podrobi elektroforetické

separaci.

4.1.4.7 Priprava gelu a elektroforeticka separace

K ovéreni dspésnosti restrik¢ni analyzy se standardné vyuziva
elektroforéza na agarosovém gelu. 1% agarosovy gel pripravime
povarenim 1g praskové agarosy (Serva, Germany) ve 100ml TBE
(Tris/Borate/EDTA; Duchefa, Netherland) pufru. Smés poté
zchladime pod proudem studené vody na teplotu cca 50°C a pridame
vizualiza¢ni barvicku ethidium bromid o vysledné koncentraci
5ug/ml. Po zamichani do gelu se jeSté za tepla dand smeés naliva do
pripravené elektroforetické vany s hrebinkem pro vytvoreni jamek
a necha se utuhnout. Ztuhly gel nasledné prevrstvime TBE pufrem,
naneseme vzorky do jamek a elektroforézu nechame bézet 2-3 hod.
pri 100V. Pro presné urceni molekulové hmotnosti fragmentl po
restrikci se do jedné jamky pridava tzv. marker (zebrik), coz je
v podstaté roztok oligonukleotidi o ruzné, presné definované
molekulové hmotnosti. Déle se do vSech vzorku pridava tzv. loading
buffer, ktery obsahuje kromeé jinych slozek i trypanovou modr, aby
bylo jasné vidét elektroforetické celo i ve viditelném svétle.
Po ukonceni elektroforézy prohlédneme gel pod transluminatorem
a poridime fotografii pomoci kamery Kodak Gel Logic 1500
(Carestream Health, USA)
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4.1.5 Elektroporace

Vzhledem k neuspokojivym vysledkum lipofekce (klesajici
exprese fluorescencniho proteinu a vysokd mortalita pozitivnich
klont) jsme zkouSeli k transfekci vyuzit metodu elektroporace.
Z ¢asovych duvodu byla elektroporace testovana pouze na linii A549
a plazmidu pCasper3-GR. Nevyhodou této metody je vysoka umrtnost
(kolem 50%), vysoké pozadavky na mnozstvi bunék i plazmidu jako
i potreba jeho linearizace. Na rozdil od lipofekcnich technik je
v pripadé elektroporace vhodnéjsi pouzit linearizovany plazmid,
ktery sndz pronikd pory v plazmatické membrané a také
pravdépodobnost jeho inkorporace do genomu je vyssi. Linearizace
plazmidu lze docilit pusobenim vhodné restrik¢ni endonukledzy,
ktera je pro dany plazmid jedinec¢nd, tzn. Ze plazmid nese pro tuto
endonukleasu jen jedno restrikéni misto. V tomto pripadeé byla
pouzita endonukleasa Asel, kterda ma jen jedno restrik¢ni misto a to
na 7. pozici od pocatku. Protokol spoc¢ivda ve smichani roztoku
plazmidové DNA, dané restrikcni endonukleazy v pufru a nasledné
inkubaci pri 37°C po dobu 1 hodiny. Poté je vhodné Ase I tepelné

inaktivovat zahratim na 65°C po dobu 20 minut.

Vlastni proces elektroporace provadime smichanim restrik¢ni smeési
obsahujici linearizovany plazmid s bunéc¢nou suspenzi v pomeéru 1:1
v elektroporacni kyveté, kterou po kratkodobé (15 min.) inkubaci na
ledu podrobime vyboji elektrického proudu (250V, 960uF). Poté
preneseme smés z kyvety do 1 ml predehratého kultivacniho media
a umistime do inkubdtoru. Po 10 minutach preneseme obsah
zkumavky do kultiva¢ni lahve obsahujici nadbytek media. Vzhledem
k hrubému naruseni homeostazy se da predpokladat vysoka imrtnost
bunék, proto se k elektroporaci pouzivaji rddové miliony bunék. Aby
bylo dosazeno maximadalni uc¢innosti elektroporace, je nutné pouzit

vetsi mnozstvi plazmidu, obvykle 50-100ng.
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4.2 Vysledky

4.2.1 Optimalizace lipofekce

Optimalizace lipofekce byla provedena podle schématu
uvedeného v kapitole 4.2 (Obr. 9)

Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tab. 3 Vysledky optimalizace transfekce pomoci reagencie
JetPRIME™. Vysledky jsou vztazeny ke schématu na Obr. 9. Prvni
Cislo udava procentudlni zastoupeni bunék vykazujicich fluorescenci,

1 2 3 4

A | 0,28/40 | 0,26/60 | 0,28/90 | 0,51/40
B | 0,38/40 | 1,53/30 | 1,02/30 | 5,10/30
C | 1,46/70 | 1,70/30 | 3,40/60 | 10,20/40

druhé cislo udava konfluenci.

Z tabulky jasné vyplyva, ze nejidealnéjsi pomér plazmid/reagencie je
1:4. ZvySeni pomeéru jiz nevedlo k vyssi efektivité transfekce. Pomér
objemu transfek¢niho pufru k mnozstvi DNA je doporucen vyrobcem
na 100:1. VSechny dalsi lipofekc¢ni transfekce i s pouzitim dalSiho
typu plazmidu pmKate2-Actin, kde byly vysledky témér stejné, byly

na zéakladé zjisténych tdaju provadény v tomto poméru.

Po nalezeni optimalniho sloZeni lipofekéni smeési byl zkouman vliv
dalSich parametru na ucinnost transfekce a to doba pusobeni

transfekcni suspenze na bunky, vliv média na efektivitu a vliv teploty.

Prvni pokus byla aplikace transfekc¢ni suspenze primo do média, kde
maximalni efektivita byla 50%. Zkusil jsem tedy odsat médium pred
aplikaci a dat tam po jisté dobé cerstvé. Vysledkem bylo mirné
zvySeni efektivity na cca 60% a to i u menSich objeml plazmidu,

no pomér plazmid/reagence musel byt zachovan na 1:4.

Jako dalSi experiment jsem zkusil vratit jim puvodni médium, které

jiz obsahovalo jejich rustové faktory. Efektivita se dle ocekavani
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zvedla na cca 70%.

Optimalni ¢as expozice bunék transfekcni suspenzi jsem vicerymi
experimenty stanovil na 5 minut. Pri vySSim expozicnim case se
exponencialné zvysSovala umrtnost, pravdépodobné kvili hypotermii
a nutricni deprivaci. Pri nizSim expozicnim case klesala efektivita
transfekce.

Vliv snizeni teploty byl znatelny, bunécny stres po vhodnou dobu se

mohl projevit i snizenim negativniho ndboje membrany a to mohlo

zvysit transfekéni ucinnost.

4.2.2 Selekce

4.2.2.1 Chemicka selekce

Citlivost testovanych bunécnych linii ke G418 byla zjiSténa
pomoci MTT  testq, kterych  vysledky  jsou uvedeny
v nasledujicich grafech. (Graf 1 a 2) Hodnoty ICso byly vypocitany
z regresni rovnice primky dosazenim polovi¢ni hodnoty absorbance

kontroly.
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Graf 1 Vliv G418 na proliferaci a viabilitu bunécéné linie HCT 116. Citlivost
bunéc¢né linie HCT 116 vuci G418 byla stanovena pomoci MTT testu, jak je
popsano v Kkapitole 4.1.6. Kazda koncentrace byla zmeérena v b5ti
opakovanich. Namérené hodnoty absorbanci byly fitovany pomoci linearni
regrese. Rovnice regresni primky a regresni koeficient jsou zobrazeny.

Graf zavislosti viability bunék HCT 116 na koncentraci G418
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ICso = 425,5pg/ml.

Graf 2 Vliv G418 na proliferaci a viabilitu bunéc¢né linie A549. Citlivost
bunécné linie A549 viuci G418 byla stanovena pomoci MTT testu, jak je
popsano v kapitole 4.1.6. Kazda koncentrace byla zmérena v opakovanich.
Nameérené hodnoty absorbanci byly fitovany pomoci linedrni regrese.
Rovnice regresni primky a regresni koeficient jsou zobrazeny.

Graf zavislosti viability bunék A549 na koncentraci G418
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Z vysledkl vyplyva, ze citlivost pouzitych bunéénych linii vici G418
je ruzna. Zajimavy je i rozdil v trendu krivek koncentrac¢ni zavislosti.
Zatimco v pripadé linie A549 je zavislost prakticky linearni, u linie
HCT 116 je na krivce patrné platé v oblasti koncentraci 250, resp.
600png/ml.

4.2.2.2 Fyzikalni selekce

Chemicka selekce antibiotiky neni dostatecné ucinna a po delsi
dobé dochazi k indukci chemorezistenci, proto byla vhodné
kombinovana s fyzikalni selekci vyuzZitim sortovaciho zarizeni
prutokového cytometru. Postupné vyselektovani populace bunék

A549 stabilné exprimujicich pCasper3-GR znazornuje obrazek 10.
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Obr. 10 Selekce bunék A549 exprimujicich pCasper3-GR. A: Profil
populace A549 bunék 3 dny po selekci G418. Bunky spadajici do oblasti P1
a zaroven P2 byly sortovany do 6-ti jamkového panelu a dale kultivovany
pod selekénim tlakem G418. B: Profil populace A549 bunék 10 dni po
sortingu. Bunky spadajici do pruniku oblasti P1 a P2 byly sortovany do 96-ti
jamkového panelu v rezimu 1 bunka na jamku. Z panelu A je patrna zna¢na
heterogenita bunécné populace, kterd se ztraci po sortovani a dalsi selekci
G418, kdy je mozné jednoznacné odlisit populaci pozitivnich a negativnich
bunék.

4.2.3 Ovéreni plazmidu restrikénim stépenim

Po inkubaci se specifickou restrik¢ni endonukleasou
a nasledném rozdéleni fragmentu elektroforézou, lze na gelu
pozorovat smés fragmentl o rizné molekulové hmotnosti, u kterych

lze snadno pomoci markeru (zebriku) stanovit velikost. Mnou
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provedené restrikcni Stépeni plazmidu pCasper3-GR je zobrazeno na

fotce gelu (Obr. 10). Nadavkovano bylo 5 vzorku (zleva doprava):
1. marker
2. pCasper3-GR vzorek 1 nestépeny
3. pCasper3-GR vzorek 1 Stépeny

4. pCasper3-GR vzorek 2 nestépeny

5. pCasper3-GR vzorek 2 stépeny

Obr. 11 Fotka gelu pod UV svétlem po restrikénim stépeni plazmidu
pCasper3-GR.

Z fotografie vyplyva, Ze na gelu jsou separovany jen 3 ocekavané
fragmenty o predpoklddané molekulové hmotnosti z cehoz Ize
usuzovat, ze pripravené a precisténé plazmidy vykazuji dostate¢nou
Cistotu a integritu. V zéné komprese se nachazi prouzek odpovidajici

zbytku bakteridlni genomické DNA.

4.2.4 Stabilni klony A549 pCasper3-GR

Postupnou chemickou i fyzikdlni selekci bylo pripraveno
7 klonu stabilnich transfektantu linie A549 exprimujicich pCasper3-
GR (Obr. 12 - 19) vyobrazenych na nasledujici strance. Oznaceni

definuje ¢islo panelu/jamku kde byl dany klon lokalizovan.
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Obr. 12 Klon 1/D4 linie A549
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace.

Obr. 13 Klon 1/G7 linie A549
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace.

Obr. 14 Klon 2/E11 Ilinie A549
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace.

Obr. 15 Klon 3/B2 linie A549
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace.

Obr.
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace.

16 Klon 4/H9 linie Ab549

Obr. 17 Klon 6/C8 linie Ab549
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace.

Vektor pCasper3-GR kéduje 2 flu

5

orescenc¢ni znacky - GFP i RFP.

0




Obr.
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace - cerveny
filtr.

18 Klon 5/D8 linie Ab49

Obr. 19 Klon 5/D8 linie A549
transfekované vektorem pCasper3-
GR pomoci elektroporace - zeleny
filtr.

5. Diskuze

V predloZzené praci je reSena problematika pripravy geneticky
modifikovanych bunécnych linii odvozenych od lidskych modelovych
karcinomu vyuzitim transfekce a dale optimalizaci riznych metod
transfekce. Zasadni problémy, s nimiz jsem se potykal, spocivaly
v nizké persistenci lipofekce a vysoké mortalité transfekovanych
bunék. Procento pozitivnich bunék se snizovalo az na polovinu
prumérné kazdé 3 dny a to bud v disledku apoptdézy bunék, nebo

vypnuti
problém se vyskytoval u vSech transfekovanych bunécnych linii

exprese reportérového fluorescen¢niho proteinu. Dany
v pripadé, zZe byl pouzit plazmid nesouci gen pro fluorescencni
znaCcku pm-Kate2. V literature lze nalézt mozné vysvétleni tohoto
problému. Bylo popsano, ze cerveny fluorescenc¢ni protein vykazuje
jistou cytotoxicitu a fototoxicitu.Strack et al. 2009 Egototoxicky stres byl
indukovan jednak prostym pozorovanim bunék na fluorescencnim
mikroskopu, ale predev$im sortovanim bunék na pruatokovém
cytometru pri selekci. Jiz na druhy den po sortovani byla v panelech

pozorovatelna masivni apoptdza, a to hlavné v pripadeé linie HCT 116,
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u niz dochézi k indukci apoptézy patrné v dusledku zvy$ené exprese
genu NAG-1(NSAID activated gene-1; NSAID = Non-steroidal anti-
inflammatory  drug).®™ e al. 2002 Pridavek  antioxidantu
N-acetylcysteinu (vysledna koncentrace 1mM) do média 24h pred

sortovanim nevedl k vysSimu preziti bunécné populace.

Vzhledem k pozorovanému chovani linie HCT 116 po transfekci
vektory nesoucimi pm-Kate2 a nemoznosti dalsi selekce byly veskeré
experimenty s touto linii zahy ukonceny. Podobné vlastnosti ovSem
vykazovala také linie U-2 OS, takze byla prevazna cast transfekci
omezena na linii A549. Jednim z kliCovych parametru selekce je
zvoleni vhodné koncentrace selekc¢niho antibiotika (G418). Zatimco
priliS vysoké koncentrace jsou toxické i pro pozitivni bunky, prilis
nizké zase dovoluji preristani negativnich bunéc¢nych klon. Pomoci
MTT testu byly stanoveny hodnoty ICso pro jednotlivé bunécné linie.
Ve vétsiné pripadu byla pro selekce zvolena koncentrace 400ng/ml,
jez je v dobré shodé s doporucenim vyrobce, ktery zdroven uvadi, ze
maximalni uc¢innosti G418 je dosazeno pri konfluenci do 25 %.voGen
2010 Kultivace bunék v pritomnosti selekéniho antibiotika byla
omezena na relativné kratkou dobu vzhledem k mozné indukci
chemorezistence a dale byla vyuzivana jiz vyhradné selekce pomoci

prutokové cytometrie.

Paralelné s pm-Kate2 vektory byly provadény také transfekce
vektorem pCasper3-GR, ktery nese cilovou sekvenci pro kaspasu-3
fizovanou na jednom konci s ¢ervenym a na druhém se zelenym
fluorescencnim proteinem. Lipofekcni techniky poskytovaly nadéjné
vysledky, avSak vzhledem k vysoké heterogenité ziskané populace
a vypinani exprese reportéru byla néaslednd selekce prili§ zdlouhava.
K dspésnému cili vedlo az vyuziti elektroporace, kde bylo dosazeno
dlouhodobé  persistence exprese fluorescenCnich  proteina
a kombinaci fyzikdlni a chemické selekce se podarilo v relativné

kratké dobé pripravit celkem 7 klonu stabilnich transfektantu.
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Z ¢asovych duvodu jiz nebyla provedena validace téchto klonu.

6. Zaver

Cilem této prace bylo pokusit se pripravit modifikované
bunécné systémy odvozené od vybranych nadorovych linii a ziskané
klony nésledné validovat pomoci modelovych protinddorovych 1éciv.
U linie A549 se podarilo vyselektovat celkem 7 Kklonu stabilné
exprimujicich pCasper3-GR, avsak vzhledem k ¢asové narocnosti celé
procedury jiZ nedoslo k jejich validaci. DalSim cilem této prace byla
optimalizace transfek¢nich metod, kde jsem vyvinul vicero postupu,
které vedou k zefektivnéni lipofekce a rovnéz jsem zjistil neschtidnost
nékterych postupt, které méli vést k pripravé stabilnich

modifikovanych bunécénych systému.
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