UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinicka a toxikologicka analyza

Romana Cuperkova

OPTIMALIZACE KULTIVACNIHO MEDIA HEK293
BUNECNE LINIE

Optimization of Culture Medium for HEK293 Cell Line

Bakaldiskd préace

Vedouci bakalaiské prace: RNDr. Ondiej Vanek, Ph.D.

Praha 2012



Tato bakalarska prace vznikla v souvislosti s feSenim vyzkumného zaméru MSM0021620857.

rd

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto zavére¢nou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité¢ informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd Cast nebyla pfedlozena k
ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, ze pfipadné vyuziti vysledkd, ziskanych v této praci, mimo Univerzitu

Karlovu v Praze je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 24. kvétna 2012,



Abstrakt:

HEK?293 je lidska bunécna linie odvozena z embryonalnich bunék ledvin a je ¢asto vyuzivanym
systémem pro vyrobu rekombinantnich proteint. Tato prace se zabyvala optimalizaci slozeni
bezsérového média pro HEK293S a HEK293T linie za t¢elem nahrady drahych komerénich
médii. Indikatorem byl rist kultury a exprese reportérovych proteint SEAP a GFP. Podafilo se
mi vytvofit nové médium, které mimo jiné obsahovalo insulin (1 mg/l), transferin (5 mg/l) a
smés stopovych prvki. Pti kultivaci ve smési komeréniho média EX-CELL 293 s mym novym
médiem se bunky linie 293S mnozily rychleji nez v komer¢nich médiich (doba zdvojeni
20,47 + 2,68 hodin (srel = 13,1 %)). Zda se, ze je nové médium vhodné také pro transfekci
HEK?293 linii a poskytuje relativné vysokou expresi rekombinantnich protein. Transfekéni

pomér DNA:PEI (w/w) pro toto médium je 1:2 az 1:3.

Abstract:

HEK293 is a human cell line derived from embryonic kidney cells and is a frequently used
system for the production of recombinant proteins. This work dealt with optimization
of the composition of serum-free medium for HEK293S and HEK293T cell lines
as a compensation for expensive commercial media. The growth of culture and expression
of reporter proteins SEAP and GFP was monitored as the markers. | managed to create a new
medium which contained, among other compounds, insulin (1 mg/l), transferrin (5 mg/l)
and a mixture of trace elements. During the cultivation in a mixture of commercial medium
EX-CELL 293 with my new medium 293S cells grew faster than during the cultivation
in commercial media (doubling time 20,47 + 2,68 hours (S, = 13,1 %)). It seems that the new
medium is suitable for transfection of HEK293 cell lines with a relatively high expression

of recombinant proteins. Transfection ratio of DNA:PEI (w/w) for this medium is 1:2 to 1:3.
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Seznam zkratek

293S
293T
AP
3T3

BHK

bPEI
C

CBP
CHO

DEAE-D
DMSO
EBNAL
EBNALt

FACS
g

GFP
GnTI
HEK293

HelLa

HEPES
IPEI
NSO

m

M

Mr
PCR
PBS
PEI
pNPP
r-proteiny
SEAP
Srel

Tc

V

wiw

buné¢na linie HEK293S

bunécna linie HEK293T

alkalicka fosfataza

buné¢na linie odvozena z mysich fibroblastt (z angl. ,, 3-day transfer, inoculum
3 - 10° cells®)

bunééna linie odvozena z primarnich bunék ledvin kiecka (z angl. Baby
Hamster Kidney)

rozvétveny polyethylenimin (z angl. branched)

hmotnostni koncentrace [g/1]

kortizol vazajici protein (z angl. Cortisol Binding Protein), transcortin
buné¢na linie odvozena z primarnich bunék vajeéniki kiecika ¢inského (z angl.
Chinese Hamster Ovary)

diethylaminoethyl dextran

dimethylsulfoxid

jaderny antigen 1 viru Epstein-Barrové (z angl. Epstein-Barr nuclear antigen 1)
zkracenda forma jaderného antigenu 1 viru Epstein-Barrové (z angl. EBNA1
truncated)

metoda prutokové cytometrie (z angl. Fluorescence - Activated Cell Sorting)
tihové zrychleni [m - s°]

zeleny fluorescentni protein (z angl. Green Fluorescent Protein)
N-acetylglukosaminyltransferaza |

buné¢na linie 293 odvozena z lidskych embryonalnich ledvinnych bunék (z
angl. Human Embryonic Kidney 293)

lidské& bunécna linie odvozena z nadorovych bunék deélozniho hrdla, ndzev
odvozen ze jména pacientky Henrietty Lacks
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

linearni polyethylenimin

linie odvozena z mysich hybridomu

hmotnost [g]

molekulovd hmotnost [Da]

relativni molekulova hmotnost (bez jednotek)

polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)
fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem (z angl. Phosphate Buffered Saline)
polyethylenimin

p-nitrofenylfosfat

rekombinantni proteiny

sekretovana alkalicka fosfatdza

relativni smérodatna odchylka [%]

teplota [°C]

objem [1]

hmotnostni pomér (z angl. weight for weight)



Seznam zkratek pouzitych v experimentalni ¢asti

C
Ex
Ex/F17

Ex/N

F17
H

I

I*

N
NEA
P

P*

T

Y

kyselina askorbova, vitamin C (cy = 3,52 - 107 g/l)

komer¢ni kultivaéni médium EX-CELL 293

smés komerénich kultivaénich médii EX-CELL 293 a FreeStyle F17 v poméru
11

smés komercniho kultivaéniho média EX-CELL 293 a N v poméru 1:1 (pokud
neni napsano jinak)

komercni kultivaéni médium FreeStyle F17

hydrokortizon (cy = 1,8 - 10 g/l)

insulin (cy =35 - 102 g/1)

insulin s optimalizovanou koncentraci v médiu (cy = 1 - 10 g/I)

nové médium

smés neesencialnich aminokyselin (Tab. 7, str. 34)

smés iontl stopovych prvka (Tab. 5, str. 33)

kone&na smés iontd stopovych prvki s pidavkem Cd", VY, Co" (Tab. 6, str. 33)
transferin (cy = 5 - 102 g/l)

Trypton N1 (cy =5 g/l)

’ Zkratky pouzité v kapitole 3, 4, 5, a 6 této bakalafské prace zavedené pro lepsi orientaci v textu,

tabulkach a grafech.

Chn... koncentrace v 1 1 média N [g/I]



TEORETICKA CAST

V soucasné dobé si dobfe nedokazeme predstavit biomedicinsky vyzkum bez experimenti
na zivych organismech. Pokusy na laboratornich zvifatech jsou velmi casté, avsak v mnoha
ptipadech nevyhovujici. Jsou finan¢né nakladné a ¢asové narocné. Mezi dalsi komplikace patii
napiiklad vysoké naroky na vybaveni laboratofe, interindividualni rozdily mezi zvitaty a jejich
biologické rytmy a zejména etické problémy [1]. V nékterych ptipadech neni ani vyhodné
provadét pokus na celém organismu, organu nebo tkani, ale pouze na urcitém typu bunék. Prave

v téchto i dalsich ptipadech se nabizi vyuzit bunécné kultury.

1.1 Bunécné kultury

Bunécnou kulturou rozumime buiiky prokaryotické ¢i eukaryotické (rostlinng, zivocisné)
kultivované in vitro. Pojem bunééna kultura je v Gzké souvislosti s vyrazy tkanova kultura
nebo organova kultura, za které byva Gasto zaméfiovan. MysSlenka kultivovat buiky in vitro
pochazi jiz z roku 1885, kdy Willhelm Roux udrzoval nazivu embryonalni kufeci bunky
vsolném roztoku [2]. Rutinné se vSak tyto kultivace pouZzivaji az od padesatych let
20. stoleti [3].

Tkanové (bunétné) kultury se v dnesni dobé vyuzivaji nejen v experimentalni oblasti,
ale jsou také neodmyslitelnou soucasti vyroby. Piikladem mohou byt monoklonalni protilatky,
hormony a proteiny v§eobecné.

Kultivované buiikky maji ve srovnani s jinymi typy biologickych modeli zasadni vyhody.
Vysledky pokusu nejsou ovlivnény interakci sjinymi organy, bunky je mozno b&hem
i po experimentu znicit, na rozdil od etické otazky pti pokusech na zvitatech, vétsina tkanovych
kultur ma charakter nenarocné kultivace, pokus probihd na jednom bunécném typu a v relativné
kratké dobé je mozné ziskat velké mnozstvi piesné definovaného a homogenniho materialu [1].
Naopak nevyhodou je slozeni umelého kultivaéniho média, které piesné neodrazi slozeni
vnitiniho prostiedi v organismu. In vitro Kultivace tedy muze, ale také nemusi piesné odrazet
podminky kultivace in vivo. Bufiky mohou v tomto disledku ménit svou morfologii, expresi
genu i citlivost na rizné podnéty [1]. Dals$imi nevyhodami jsou pomérné nakladna kultivacni
zafizeni a jednorazovy sterilni spotfebni material, ktery rovnéz zvysuje financni naroky této

metodiky. Prace s bunéénymi kulturami vyzaduje Cistotu a presnost.
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1.2 Expresni systémy

Jednim z hlavnich vyuziti tkanovych kultur je vyroba rekombinantnich proteint
(r-proteinti). Jsou to proteiny, které jsou syntetizovany v organismech, ve kterych se samy
ptirozené nevyskytuji.

Ptiprava rekombinantni DNA je diky restrikénim endonukleazam a techniky PCR dnes
béZnou zalezZitosti. Pomoci virovych vektorti nebo vektord bakterialniho ptivodu - plazmida
se gen vpravi do hostitelského organismu, kde je pfitomnym proteosyntetickym aparatem
exprimovan za vzniku rekombinantniho proteinu.

Vyuziti zivych organismt jako expresnich systémd se li§i v jejich vlastnostech
a narocich na kultivaci [4]. Pro produkci r-proteinti se vyuziva riznych hostitelskych organismi
Vv zavislosti na co nejvys$sim vytézku produkce nebo alespon schopnosti daného organismu
r-protein vilbec exprimovat, rozsahu a vé€rnosti posttranslaénich modifikaci a naro¢nosti
¢i ekonomicnosti kultivace [4].

Prokaryotické organismy jsou historicky prvnimi vyuzivanymi expresnimi systémy.
Nejprozkoumangjsi z nich, jak geneticky, tak fyziologicky, je bakterie Escherichia coli.
Vyhodou transformace rekombinantnich genii do tého bakterie je kratka kultiva¢ni doba,
nenaro¢nost kultivace (nizké naklady, vysoka odolnost vii¢i kontaminaci) a vysoky vytézek
proteinu [5]. Naopak nevyhodou je, Ze prokaryotické organismy nevykonavaji vétSinu
posttransla¢nich uprav proteini obvyklych u vy$8ich organismi. Z tohoto hlediska jsou
vyhodngj§i pro produkci r-proteini eukaryotické expresni systémy. Pouzivaji se rizné
organismy — od kvasinek az po sav¢i buriky.

Nejpouzivanéjsim kvasinkovym expresnim systémem je Saccharomyces cerevisiae.
Na rozdil od sav¢ich expresnich systémi ma rychlejsi rist, pomérné vysoké vytézky r-proteind,
mensi kultivac¢ni naroky, nevyhodou jsou vsak nedokonalé posttranslacni modifikace a znacné
odlisna glykosylace r-proteinti [6].

V praxi se Ize, ovS§em uz méné Casto, setkat i s rostlinnymi expresnimi systémy.

S ohledem na produkci proteinti a posttranslaéni zpracovani jsou hmyzi burniky na druhém
misté za savCimi bunécnymi liniemi. Kultivace neni tak narocna, miizeme pouzit bezsérova
média, buiikky rostou pomérn€ rychle a do vysokych hustot. Pravdépodobné nejrozsifencjsi
hmyzi bunéénou linii je Spodoptera frugiperda Sf9, dale se setkavame napiiklad s liniemi Sf21,

bunécnou linii Trichoplusia ni Hi5 ¢i Drosophila melanogaster S2 [7].
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1.2.1 EXPRESNI SYSTEMY VYUZIVAJICI SAVCI BUNECNE LINIE

Savéi expresni systémy jsou nejvice vyuzivanymi hostitelskymi organismy pro produkci
r-proteintl, a to jak ve farmaceutickém primyslu, tak v proteomice. Diivodem je jejich vysoka
pribuznost se studovanymi lidskymi proteiny a také ¢im dal vice prostudované transfekéni
postupy. Nelze opomenout jejich schopnost skladat r-proteiny do jejich pfirozené terciarni
¢i kvartérni struktury véetné nativnich posttranslacnich modifikaci.

Sav¢i bunécné linie jsou velmi naro¢né, co se sterility prostiedi a kvality médii tyce.
Bunky maji také podstatné delsi generacni dobu, v fadu desitek hodin az dni. VyZzaduji stabilni
teplotu 37°C a atmosféru obsahujici typicky 5% CO,.

Primarni bunééné linie se ziskdvaji pfimo zorgdni nebo tkdni savce. Dobie tedy
reprezentuji tkan, ze které pochazeji. Nevyhodou je vsSak skuteCnost, ze tyto buiky maji
omezeny pocet déleni. V praxi se proto vyuziva imortalizovanych bunécnych linii,
které se vyznacuji neomezenym poctem déleni, rychlejSim rlstem, moznosti kultivace
pti vysoké hustoté bun€k a Casto i moznosti péstovani v bezsérovém médiu. Na druhou stranu
vSak mohou ztratit specifické a charakteristické znaky pavodni tkané a je zde mozna
chromosomalni nestabilita. Buniky jsou imortalizovany splynutim s jiz nesmrtelnou nadorovou

bunkou za vzniku tzv. hybridomt, ndhodnou mutaci ¢i transformaci virovou DNA.

1.2.2 PRIKLADY NEJVYUZIVANEJSICH SAVCICH BUNECNYCH LINII

= CHO (Chinese Hamster Ovary)
Ve farmaceutickém praimyslu dnes zdaleka nejvyuZivanéjsi buné¢nou linii pro produkci
r-proteind je bunééna linile CHO, odvozena roku 1958 z primarnich bunék vajecniku
kiecika ¢inského [8]. Produkce je s vysokym vytézkem zajistovana piedev§im pomoci
stabilné transfekovanych bunéénych klond. Ptipravu téchto stabilnich linii Ize usnadnit
mj. pouzitim pritokové cytometrie (FACS) pro vytfidéni nejlépe exprimujicich bunék
a namnozeni tzv. matefské bunééné linie (angl. ,master cell line*), v niz mize byt
reportérovy gen posléze nahrazen cilovym genem pomoci homologni rekombinace [9].

= NSO
Linie odvozena z mySich myelomt. Tyto hybridomy jsou casto pouzivany
K biofarmaceutické vyrobé monoklonalnich protilatek. Médium, ve kterém je tato linie
kultivovana, musi obsahovat cholesterol, ktery neni rozpustny ve vodé, coz znacné

znesnadnuje jeho vyvoj [10]. Komeréni spolecnosti, jako naptiklad Sigma-Aldrich,
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nabizeji média, do kterych se pfidava sterilni pfirodni cholesterol rozpustény v ethanolu
[10].

= BHK (Baby Hamster Kidney)
Bunécéna linie odvozena z primarnich bunék ledvin jeden den starych kiec¢cich mladat.
Je rovnéz vyuzivana ve farmaceutickém primyslu pro vyrobu r-proteind.

= 3T3
3T3 je bunécna linie odvozena ze zakladnich bunék vazivové tkané laboratorni mysi,
tzv. fibroblastd. Zkratka 3T3 je odvozena z anglického spojeni ,,3-day transfer,
inoculum 3 - 10° cells*.

= HeLa (Henrietta Lacks)
Nazev bunécné linie je podle nevédomé darkyné Henrietty Lacks, ktera podlehla nadoru
délozniho hrdla [11]. Je tedy odvozena z lidskych nadorovych bun€k délozniho hrdla
aje také historicky prvni lidskou bunénou linii (1951) [12]. Bylo zjisténo, Ze je
pozoruhodné odolna a snadno proliferuje, dokonce ma tendenci kontaminovat svoje
okoli [13].

= HEK293 (Human Embryonic Kidney)

Lidska bunécna linie 293 odvozena z embryonalni ledvinné tkané.

1.2.3 HEK293 BUNECNA LINIE

V poslednich letech je tato linie stale vice vyuzivana k vyrobé r-proteinii. HEK293
(zkracené pouze 293) bunécna linie byla poprvé vytvoiena roku 1970 v Nizozemi Dr. Frankem
Grahamem [14]. Je odvozena z primarnich lidskych ledvinnych bunék potracenych embryi [14].
Kultura byla imortalizovana transformaci virovou DNA z adenoviru 5 [15]. Oznaceni linie
¢islem 293 je symbolické a poukazuje na 293. transformacéni pokus, ze kterého znama linie
vzesla. Transformace byla provedena precipitaci DNA v prostiedi chloridu vapenatého [15].

Mnoho let byla tato linie povazovana za buiniky odvozené od epitelialni ledvinné tkang.
Nicméné skutecnost, ze bunky pochazeji z kultivovanych bunék ledvin, nevypovidd mnoho
0 pfesném bunécném ptivodu HEK293. Embryonalni ledvinové kultury mohou obsahovat malé
mnozstvi témet vSech typtt bunék lidského téla. Graham a jeho spolupracovnici vsak ptredlozili
dikazy, ze bunky HEK293 a né¢kolik dalSich lidskych bunécnych linii, které jsou generované
transformaci adenovirem lidskych embryonalnich ledvinnych bun€k, maji mnoho vlastnosti
nezralych neuronti [16]. Dnes se pokladaji za bunécnou linii odvozenou z neuralnich ledvinnych

bunek [16].
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Vyhodou HEK293 bunécéné linie je to, Ze jakoZto expresni systém pochazejici
z lidskych bunék by mél poskytovat savéi r-proteiny se spravnymi a piirozenymi
posttranslatnimi modifikacemi. Na rozdil od prokaryotickych expresnich systémua je vsak
pomérné nachylny nainfekci, ma delsi genera¢ni dobu, vyzaduje drahd kultivaéni média
a kvalitni vybaveni laboratofe. Jako experimentalné transformované bunécné linie nejsou
HEK293 dobrym bunéénym modelem, ktery je zakladnim pfedmétem vyzkumu. Nicméné jsou
velmi snadno transfekovatelné, a tak mohou byt pouzity v pokusech, ve kterych chovani buiky
samotné neni predmétem zajmu. Pikladem vyuziti HEK293 mohou byt napiiklad studie ucinkt
1éktt na sodikové kanaly [17], testovani indukovatelného systému RNA interference [18],
testovani izoforem selektivni protein kinazy C [19] ¢i vyzkum interakce mezi dvéma proteiny,
napiiklad glykogensyntazou kinazou 3beta a pro Alzheimerovu nemoc specifickym Ser396
mikrotubuly asociovanym proteinem [20].

Postupem c¢asu se na akademické i komercni padé€ vyvijely rizné varianty ptivodni linie
HEK?293, aby se dosahlo vyssi urovné transfekce, rychlejsiho ristu a snaz$i kultivace.
Nejznaméj$imi a nejvyuzivanéj§imi variantami jsou:

= HEKZ293S

Linie adaptovand na suspenzni kultivaci, kterd byla pouzita pro tvorbu stabilnich linii

exprimujicich opsin po indukci tetracyklinem [21]. Pozdé€ji byla stejnou skupinou

(zabyvajici se vyzkumem struktury a funkce rhodopsinu) pouzita za pomoci

mutageneze a selekce na rist v pfitomnosti ricinu i pro pfipravu linie s neaktivni

N-acetylglukosaminyltransferazou | (GnTIl) [22]. Bunky této HEK293S GnTI linie

produkuji proteiny, které maji jednoduchou a zcela homogenni N-glykosylaci. To je

zvlasté vyhodné pii strukturnim vyzkumu takovych proteinti, napf. pomoci proteinové
krystalografie. Pro tyto ucely je tato linie vyuzivana i v nasi laboratofi a zkracené
oznacéeni 293S pouzivané v této praci se vzdy tyka pravé této linie HEK293S GnTI'.

= HEK293T

Linie stabilné transfekovana genem pro velky T antigen polyomaviru SV40, ktery

umoznuje episomalni replikaci plazmidd obsahujicich replikacni pocatek SV40.

ZvySenim poctu kopii genu v jadie hostitelské bunky by mélo byt dosazeno 1 vyssi

exprese daného genu a tedy i napf. vyssiho vytézku r-proteind.

= HEK293F

Linie uzptisobena pro kultivaci v suspenznim a bezsérovém prostredi (komeréné nékdy

oznacovand angl. pfidomkem ,,Freestyle®, téZ odvozeného ze ,,serum-free* kultivace).

= HEK293E
Linie stabiln¢ transfekovand genem pro nuklearni antigen 1 viru Epstein-Barrové

(EBNAL), ktery umoziuje episomalni replikaci plazmidid obsahujicich replikacni
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pocatek oriP tohoto viru [23]. Stejné jako u linie HEK293T to muze vést k vy$§imu
vytézku pti produkei r-proteini.

= HEK293-6E (lplny nazev HEK293F-EBNALt)
Linie stabiln¢ transfekovana genem EBNAIt, coz je kratsi verze genu EBNAL. Tato
zkracena verze rovnéz umoziuje episomalni replikaci oriP plazmidi a bunky ptitom
vykazuji lepsi ristové vlastnosti nez u klasické HEK293E linie. Ob¢ linie je mozno

péstovat v suspenzi v bezsérovém médiu [23].

1.3 Kultivaéni podminky

Aby se péstované buiiky udrzely nazivu ¢i dokonce proliferovaly v systému in vitro,
prostiedi, jako je teplota a slozeni atmosféry, slozeni média a charakter kultiva¢ni nadoby.

Bunky se péstuji ve specidlnich inkubatorech, které jim mohou zajistit odpovidajici
rustové parametry. Zaroven zde nesmi dochdzet ke kontaminaci kultur bakteriemi, plisnémi
¢i jinymi mikroorganismy (kvasinky, viry, mykoplazmy). Zafizeni tudiz musi byt sterilni
a snadno Cistitelné, popiipadé musi byt vyrobeno z materidli, které rust mikroorganismi
nepodporuji.

Kultivacni teplota je blizka télesné teploté matefského organismu, vétsinou tedy 37 °C.

Relativni vlhkost atmosféry v inkubatorech se udrzuje okolo 90 %, aby nedochazelo
k nezadoucimu odpatovani vody z kultiva¢niho média a tim nedochazelo ke zméné koncentrace
jeho slozek. Atmosféra obsahuje zvySeny podil CO,, obvykle 5 %. Tato koncentrace v médiu
lépe odpovida pomérim v extracelularni tekutiné v organismu a také pomaha udrzovat pH
médii s bikarbonatovym pufrem [1].

Bunky se ve vétsin€ piipadd péstuji adherentné, to znamenad, ze buiniky rostou prisedle
na vhodném kultiva¢nim povrchu. Nejcastéji se pouzivaji polystyrenové nadoby S upravenym
bunék potahuje napiiklad polypeptidy slozenych zaminokyselin s polarnim postrannim
fetézcem, nejcastéji polylysinem [24]. Adhezi bunék téZ usnadni kolagen ¢i jeho hydrolyzat —
zelatina, dale fibronektin ¢i laminin [25]. Setkavame se také s bunéénymi kulturami rostoucimi
adherentné¢ do trojrozmérného prostfedi, naptiklad diky strukturam tvofenych kolagenem,
specialnimi plasty ¢i mikroskopickymi pevnymi Casticemi, které umozni pfisedly rist buiikam
I pfi suspenznim zpusobu kultivace napft. v bioreaktoru.

Néekteré buinky je naopak nutné péstovat v suspenzi, jsou to vétS§inou buiky krevniho

ptvodu. Jejich adheze by mohla zplsobit transformaci do jiného bunécného typu. Bunky
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se udrzuji v suspenzi diky neustalému promichavani kultury. Av§ak pfirozené¢ suspenzni bunky
nepotiebuji vzdy michéani, pokud je objem kultury maly. Pfirozené adherentni buniky, jako jsou
buitky HEK?293, promichavani potfebuji nejen z divodu udrzeni v Suspenzi, ale pii vysSich
objemech kultury i kvali dostatecnému pienosu plynl mezi kapalnou a plynnou fazi.
Promichavanim kultury také zamezime sedimentaci bunék ke dnu vlivem gravitace.
Promichavani mizeme zajistit umisténim kultiva¢nich nadob na kyvaci michacku, orbitalni
tiepacku, péstovat je ve specialnich kultiva¢nich nadobach s michadélkem (tzv. spinner) nebo je
péstovat ve valcovitych nadobach, které se otaceji kolem vodorovné osy (tzv. roller). Jinou
variantou je potazeni kultivacni nadoby agarosou, ktera zabrani adhezi bunék. Piitomnost séra
je prosuspenzni kultury nevhodna, protoze ovliviiuje morfologii bunék a zpisobuje jejich
agregaci. Pro snizeni agregace je mozno do média ptidavat napiiklad heparin. Pro zmenseni
mechanického  stresu  pfi  michani  suspenzni  kultury lze  pfidavat  rdzné
surfaktanty, napi. Pluronic F68 [26].

Bunky HEK293 lze snadno kultivovat adherentné i v suspenzi, do které se daji relativné
snadno pievést s pouzitim vhodného média. Pro suspenzni rist je vSak nutné je péstovat
V bezsérovém prostiedi. Suspenzni kultivace je vhodnad pro produkci r-proteinti v tfepanych
lahvich az pro 100 | produkci nebo ve velkoobjemovych bioreaktorech [27]. Pro suspenzni
kultivaci nejsou vhodné vyssi koncentrace vapenatych iontl, které¢ zplsobuji agregaci bunék

a pti transfekci snizuji aktivni povrch biomasy, se kterou interaguji transfek¢éni komplexy [28].

1.4 Kultivacni média

Pfi in vitro kultivaci péstujeme buiky v médiich, kterd dostate¢né napodobuji
extracelularni tekutinu in vivo systému. Musi obsahovat dostateéné mnozstvi zivin, které jim
umozni rist az po nékolik dni. Také musi umoziovat rychlou difuzi kysliku a oxidu uhli¢itého —
promichavanim u suspenznich kultur ¢i vytvorenim tenké vrstvy nad adherovanymi bunkami
u adherentnich kultur. Médium se zpravidla méni dvakrat az tfikrat tydné (subkultivace).

Kultivaéni médium musi obsahovat ve vhodnych koncentracich latky potiebné pro zivot
a proliferaci bun€k. Nejvyznamnéjsimi latkami jsou bilkoviny, vitaminy, rGstové faktory,
anorganické soli, pufry, glukosa ¢i jiny zdroj energie, peptidy, mastné kyseliny, lipidy a stopové
prvky. Dilezité jsou také fyzikalné-chemické vlastnosti média. Pfi bezsérové kultivaci byva
béznym doplitkem také insulin, ktery ma mimo jiné i vyznamnou mitogenni aktivitu, selen,
transferin ¢i hydrokortizon.

Nékteré latky, jako jsou ristové faktory, stopové prvky, vitaminy, inhibitory protedz

a podobné, se mohou do média dodat ptidavkem séra. Existuji média optimalizovana na nizky
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obsah séra (asi 2 % objemu) oproti klasickym médiim se sérem (asi 10 % objemu) [25].
Pfidavkem séra do média doddme buiikdm stovky biologicky vyznamnych sloucenin,
které na né¢ maji zasadni vliv, co se riistu a preziti viilbec tycCe. Nejcastéji se pouzivaji kravska
séra ¢i séra ztelecich fétd [1]. Dostupnd je cela tada zivociSnych sér,
tepelné inaktivovand, coz zabrafiuje prenosu mozné virové infekce [1]. Pfidavani séra k médiu
vSak pfinasi i své problémy, slozeni séra totiz neni nikdy pfesné definované. MiiZe se tim ménit
rust a vlastnosti kultur. Komercni spole¢nosti tento problém fesi tak, Ze prodavaji smésna séra,
kde se odlisnosti riznych jedincl zpriméruji. Nedefinovatelnost séra vsSak stale ztézuje
pramyslovou vyrobu, srovnavani vysledkil a znesnadiuje purifikaci r-proteind [29]. Od uzivani
séra se dnes upousti i z divodi etickych a v neposledni fad¢ i ekonomickych, protoze sérum
uz ze své podstaty neni praveé levné.

Naproti tomu se do bezsérovych médii pfidavaji vSechny potfebné mikronutrienty,
rustové faktory a dalsi latky o dobfe definovanych smésich. Vznikaji tak komplexné&jsi média.
Jejich vyvoj vyzaduje dlouhé optimalizace, proto jsou vyrazné drazsi. Vyrazn€ se snizi moznost
infekce pienasené sérem, avSak na druhou stranu se v nich mohou buiky mnozit pomaleji.
Nutnym opatienim se leckdy stava i adaptace bunéénych kultur na toto médium postupnym
snizovanim koncentraci séra. V naprosté vétsin€ piipadd vSak komercni spolecnosti nedodéavaji
kompletni seznam piesného slozeni prodavané¢ho média.

Pro rizné faze prace skulturou, at’ se jednd o kultivaci, transfekci ¢i produkci,
potfebujeme rGzna chemicka prostiedi. Komercné jsou dostupnd média vhodna pro vSechny
faze, avSak castou vymeénou médii podstupujeme riziko snizené viability ¢i rychlosti rlstu
kultury. Nejekonomi¢téjsi cestou je mit k dispozici médium nebo pouZivat smési médii,
ve kterych by buiky byly viabilni, rychle rostly, dobie se transfekovaly a produkovaly
r-proteiny o co nejvyssim vytézku.

U transfekéniho média neni nutny vysoky obsah zivin, protoze transfekce probihd pouze
viadu hodin. Je ovSem potfeba minimalizovat interference latek s plazmidovou DNA

¢i transfekénim procesem vSeobecné.

1.4.1 MEpIum EX-CELL® 293

Médium EX-CELL 293 je komeréni médium firmy Sigma-Aldrich. Neobsahuje sérum
ani proteiny zivoc¢isného ptvodu. Je specialn€¢ vyvinuto pro dlouhodoby rdst bunécné linie
HEK293 a podobnych linii [30]. Je urceno pro kultivaci v suspenzi. Presné slozeni neni

dostupné vetejnosti, Z dostupnych materialti vime pouze to, ze toto médium obsahuje ptiblizné
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1,1 mg/l proteintt mensich nez 10 kDa, 6 g/l glukézy a 0,1 % Pluronic F68 k minimalizaci
poskozeni buné€k vlivem michani [30]. Do média se obvykle pfiddva L-glutamin o vysledné

koncentraci 4 mM.

1.4.2 MEDpIum FREESTYLE™ F17

Médium FreeStyle F17 je komeréni médium vyrabéné firmou Gibco Invitrogen.
Je specialné uréeno pro 293F buiiky, avSak je mozné ho pouzit pro vSechny 293 linie i linie
CHO. Podporuje rust a transfekci a je ureno pro suspenzni kultury. Toto médium je chemicky
definované, avsak ptresné koncentrace a slozeni nejsou zvetejnény. Dle vyrobce vSak médium
F17 neobsahuje bilkoviny ani hydrolyzaty [31]. Do média se obvykle pfidava L-glutamin

(vysledna koncentrace 4 mM) a Pluronic F68 (vysledna koncentrace 0,1 %).

1.4.3 MEprum DMEM/F12

Plny nazev pro toto médium je Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s Nutrient
Mixture F-12. PiestoZe jsou idealni koncentrace latek v médiu specifické pro kazdou bunéénou
linii, zjistilo se, Ze pro fadu bunéénych linii, véetné HEK293, je vyhovujici pravé smés dvou
obvyklych zakladnich kultiva¢nich médii DMEM a Ham’s F12 v objemovém poméru 1:1 [32].
V zakladni variantg je kazdé z téchto médii ur¢eno pro adherentni kultivaci buné€k v pfitomnosti
10% fetalniho hovéziho séra, nicméné pokud je tato smés zakladnich médii doplnéna zivinami,
rastovymi faktory a hormony, lze ji pouzit i jako bezsérové médium. Pokud je navic médium
pfipraveno ve varianté s nizkou koncentraci vapenatych iontl, lze ho pouzit i pro suspenzni
kultivaci. Volitelné¢ muze také obsahovat pufr HEPES, ktery kompenzuje pufracni kapacitu
chybéjiciho séra. Médium DMEM/F12 je obvykle dostupné v mnoha variantach, liSicich se
Vv pritomnosti a koncentraci jednotlivych pfidanych slozek (Tab. 1, str. 18; Tab. 2, str. 19) [32].
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Tab. 1: Tabulka sloZeni riiznych variant DMEM/F12 média. Koncentrace anorganickych soli a

aminokyselin v médiu. Zdroj: www.sigmaaldrich.com

D0547 D2906 D6421 D6434 D8900 D8062 D8437 D9785

[powder] [powder] [1x] [1x] [powder] [1x] [1x] [powder]
COMPONENT g/L g/L g/L g/L g/L g/lL g/L g/lL
Inorganic Salts
(NH4),MO, + 4H,0 0.00000618 — — — — — — —
NH4BO3 0.00000058 — — — — — — —
CaCl, * 2H,0 0.1166 0.1166 0.1166 0.1166 0.1166 0.1166 0.1166 —
CuSQy * 5H,0 0.0000013 0.0000013 [ 0.0000013 | 0.0000013 | 0.0000013 | 0.0000013 | 0.0000013 | 0.0000013
Fe(NO3); « 9H,0 0.00005 0.00005 0.00005 0.00005 0.00005 0.00005 0.00005 0.00005
FeSQO, « 7TH,0 0.000417 0.000417 0.000417 0.000417 | 0.000417 | 0.000417 0.000417 0.000417
MgCl; * 6H,0 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 —
MgSQ;4 0.04884 0.04884 0.04884 0.04884 0.04884 0.04884 0.04884 —
MnSQq4 0.000000151 — — — — — — —
NiCly 0.00000012 — — — — — — —
KCl 0.3118 0.3118 0.3118 0.3118 0.3118 0.3118 0.3118 0.3118
NaHCO; — — 1.2 1.2 — 1.2 1.2 —
NaCl 6.996 6.996 6.996 6.996 6.996 6.996 6.996 6.996
NaSiOs « 9H.0 0.0000142 — — — — — — —
Na;SeO; 0.00000519 — — — — — — —
Na;HPO,4 0.07102 0.07102 0.07102 0.07102 0.07102 0.07102 0.07102 0.07102
NaH;PO, 0.0543 0.0543 0.0543 0.0543 0.0543 0.0543 0.0543 0.0543
SnCl; « 7H:0 0.00000011 — — — — — — —
Zn804 * 7TH,0 0.000432 0.000432 0.000432 0.000432 | 0.000432 | 0.000432 0.000432 0.000432
Amino Acids
L-Alanine 0.00445 0.00445 0.0045 0.00445 0.00445 0.00445 0.0045 0.00445
L-Arginine « HCI 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475
L-Asparagine * H,0 0.0075 0.0075 0.0075 0.0075 0.0075 0.0075 0.0075 0.0075
L-Aspartic Acid 0.00665 0.00665 0.00665 0.00665 0.00665 0.00665 0.00665 0.00665
L-Cystine « 2HCI 0.01756 0.01756 0.01756 0.01756 0.01756 0.01756 0.01756 0.01756
L-Cysteine + HCl « H,0 0.03129 0.03129 0.03129 0.03129 0.03129 0.03129 0.03129 0.03129
L-Glutamic Acid 0.00735 0.00735 0.00735 0.00735 0.00735 0.00735 0.00735 0.00735
L-Glutamine 0.365 0.365 — — 0.365 0.365 0.365 —
Glycine 0.01875 0.01875 0.01875 0.01875 0.01875 0.01875 0.01875 0.01875
L-Histidine « HCI « H,0 0.03148 0.03148 0.03148 0.03148 0.03148 0.03148 0.03148 0.03148
L-Isoleucine 0.05447 0.05447 0.05447 0.05447 0.05447 0.05447 0.05447 0.05447
L-Leucine 0.05905 0.05905 0.05905 0.05905 0.05905 0.05905 0.05905 —
L-Lysine « HCI 0.09125 0.09125 0.09125 0.09125 0.09125 0.09125 0.09125 —
L-Methionine 0.01724 0.01724 0.01724 0.01724 0.01724 0.01724 0.01724 —
L-Phenylalanine 0.03548 0.03548 0.03548 0.03548 0.03548 0.03548 0.03548 0.03548
L-Proline 0.01725 0.01725 0.01725 0.01725 0.01725 0.01725 0.01725 0.01725
L-Serine 0.02625 0.02625 0.02625 0.02625 0.02625 0.02625 0.02625 0.02625
L-Threonine 0.05345 0.05345 0.05345 0.05345 0.05345 0.05345 0.05345 0.05345
L-Tryptophan 0.00902 0.00902 0.00902 0.00902 0.00902 0.00902 0.00902 0.00902
L-Tyrosine » 2Na * 2H.0 0.05579 0.05579 0.05579 0.05579 0.05579 0.05579 0.05579 0.05579
L-Valine 0.05285 0.05285 0.05285 0.05285 0.05285 0.05285 0.05285 0.05285
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Tab. 2: Tabulka sloZeni rGznych variant DMEM/F12 média. Koncentrace vitaminG a ostatnich
komponent v médiu, doporuceni kpridani dalSich Ilatek a jejich koncentrace. Zdroj:
www.sigmaaldrich.com

D0547 D2906 D6421 D6434 D8900 D8062 D8437 D9785

[powder] [powder] [1x] [1x] [powder] [1x] [1x] [powder]
COMPONENT g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L
Vitamins
D-Biotin 0.0000035 0.0000035 | 0.0000035 [ 0.0000035 | 0.0000035 | 0.0000035 | 0.0000035 0.0000035
Choline Chloride 0.00898 0.00898 0.00898 0.00898 0.00898 0.00898 0.00898 0.00898
Folic Acid 0.00266 0.00266 0.00265 0.00266 0.00266 0.00266 0.00266 0.00266
myo-Inositol 0.0126 0.0126 0.0126 0.0126 0.0126 0.0126 0.0126 0.0126
Niacinamide 0.00202 0.00202 0.00202 0.00202 0.00202 0.00202 0.00202 0.00202
D-Pantothenic Acid + 4.Ca 0.00224 0.00224 0.00224 0.00224 0.00224 0.00224 0.00224 0.00224
Pyridoxal « HCI 0.002 0.002 — 0.002 0.002 0.002 — 0.002
Pyridoxine « HCI 0.000031 0.000031 0.002031 0.002031 0.000031 0.002031 0.002031 0.000031
Riboflavin 0.000219 0.000219 0.000219 0.000219 | 0.000219 0.000219 0.000219 0.00219
Thiamine « HCI 0.00217 0.00217 0.00217 0.00217 0.00217 0.00217 0.00217 0.00217
Vitamin B, 0.00068 0.00068 0.00068 0.00068 0.00068 0.00068 0.00068 0.00068
Other
D-Glucose 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15 3.15
HEPES — 3.5745 3.5745 3.5745 3.5745 — 3.5745 3.5745
Hypoxanthine 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021 0.0021
Linoleic Acid 0.000042 0.000042 0.000042 0.000042 0.000042 0.000042 0.000042 0.000042
Phenol Red + Na 0.00863 — 0.00863 — 0.00863 0.00863 0.00863 —
Putrescine « HCI 0.000081 0.000081 0.000081 0.000081 0.000081 0.000081 0.000081 0.000081
Pyruvic Acid * Na 0.11 0.055 0.055 0.055 0.055 0.055 0.055 0.055
DL-Thioctic Acid 0.000105 0.000105 0.000105 0.000105 | 0.000105 0.000105 0.000105 0.000105
Thymidine 0.000365 0.000365 0.000365 0.000365 | 0.000365 0.000365 0.000365 0.000365
ADD
NaHCOs; 12 1.2 — — 1.2 — — 1.2
CaCl, » 2H,0 — — — — — — — 0.1545
L-Glutamine — — 0.365 0.365 — — — 0.365
L-Leucine — — — — — — — 0.05805
L-Lysine « HCI — — — — — — — 0.09125
MgCl; « 6H,0 — — — — — — — 0.0612
MgS0O4 — — — — — — — 0.04884
L-Methionine — — — — — — — 0.0172

1.4.4 DALSI KOMPONENTY MEDIA

Médium DMEM/F12, zvlasté komercni varianta D9785, neobsahuje vSechny dulezité
latky pro spravny rust a ucinnou transfekci HEK293 bunécné linie. Proto se k tomuto
zakladnimu médiu casto ptidavaji nejen latky uvedené v Tab. 2, ale také insulin
¢i hydrokortizon, transferin, smési neesencialnich aminokyselin, esencialni lipidy, Pluronic F68,

hydrolyzat (napt. Trypton ¢i Primatone), vitaminy, selenit a nékteré ionty stopovych prvka.

1.4.4.1 INSULIN
Insulin je hormon produkovany [ bunikami Langerhansovych ostriivkt slinivky bfisni.

Tento hormon snizuje hladinu cukru v krvi a pasobi proti glukagonu. Pfi péstovani tkanovych
kultur v nepfitomnosti séra mize byt duleZitou az nezbytnou soucasti kultiva¢nich médii [1].
Insulin se sklada ze dvou polypeptidickych fetézct spojenych disulfidickymi mistky a je tvofen
celkem 51 aminokyselinami (Obr. 1A, str. 20) [33]. Sekvence aminokyselin lidského insulinu se

lisi v pouhych trech od hovéziho a v jedné od praseciho insulinu [34]. V téle je produkovan a
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uloZen jako neaktivni vysoce stabilni hexamer, zatimco aktivni je ve form¢é monomeru.
Navazanim insulinu na insulinovy receptor cilové builky dojde k otevieni glukézového
transportéru GLUT4, kterym se glukéza dostane dovniti buiiky. Cast piijaté glukozy
se spotfebuje energetickym metabolismem a zbyla ¢ast se pteméni na zasobni cukr glykogen.
Koncentrace insulinu v kultiva¢nim médiu byla popsana v fadé odbornych publikaci
[35, 36, 37], avsak pfesna koncentrace insulinu konkrétné pro linii HEK293 péstovanou
Vv kultivaénim médiu DMEM/F12 neni znama. Z praktického (riist, viabilita a transfekovatelnost
kultury) i ekonomického hlediska je vhodna optimalizace koncentrace insulinu v médiu

s ptihlédnutim k rozmezi publikovanych koncentraci.

1.4.4.2 TRANSFERIN
Transferiny jsou glykoproteiny krevni plazmy, které reverzibilné vazi zelezo

a kontroluji hladinu volného Zeleza v biologickych tekutinach [38]. Molekulova hmotnost
transferinu je okolo 80 kDa a obsahuje 2 vazebna mista pro Zelezité ionty s vysoce specifickou
afinitou [39]. U ¢loveéka se sklada z polypeptidového fetézce obsahujiciho 679 aminokyselin
[40]. Sekundarni struktura tvoii dvé domény alfa Sroubovic a beta listd (Obr. 1B). N- a C-
terminalni konce tvoti kulovité laloky, mezi kterymi je vazebné misto pro zelezo.

Hlavnim zdrojem transferinu v téle jsou jatra, ale produkuje ho také mozek. Jeho
ukolem je transport Zelezitych iontd do celého téla. Klicovou roli hraje v erytropoéze a aktivnim
bunééném déleni [41]. Transferin se navaze na transferinovy receptor a nasledné je vstieban

endocytozou. Nasledné je za kyselého pH v lysozomu disociovan na Zelezo a protein.

Obr. 1: Krystalové struktury insulinu a transferinu. A) struktura monomeru lidského insulinu ve
vode¢; polypeptidické fetézce jsou barveny od N-konce modie po C-konec prvniho fetézce svétle zelené a
od N-konce druhého fetézce tmavé zelené po C-konec Cerveng; fetézce jsou spojeny disulfidickymi
mistky; B) struktura lidského transferinu; barveno od N-konce po C-konec od modré po ¢ervenou. Zdroj:

www.pdb.org; kéd A) 21V1, B) 1ASE
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1.4.4.3 HYDROKORTIZON
Hydrokortizon, téz kortisol, je hormon ze skupiny glukokortikoidti produkovanych

karou nadledvin (Obr. 2) [42]. Je malo rozpustny ve vodé€, proto vyzaduje vhodny pienasec
pro transport v krvi. Vétsina hydrokortizonu je navazana na kortizol vazajici protein (CBP,
z angl. cortisol binding protein, transcortin), asi 15% na albumin a zbytek (asi 10%) je
ve volném stavu, ktery ma jako jediny biologicky u¢inek [43].

Hydrokortizon zvySuje celkovou pohotovost organismu na zatézové situace. Jednou
Z jeho mnoha funkci je naptiklad stimulace glukoneogeneze a lipolyzy a ma proteokatabolicky

efekt na metabolismus bilkovin.

o)

Obr. 2: Chemicka struktura hydrokortizonu.

1.4.4.4 TRYPTON
Ke kultivaénimu médiu se ptidavaji proteinové hydrolyzaty, které jsou predev§im zdroji

dusiku. Ptikladem c¢asto pouzivanych hydrolyzati je Primatone [37, 44] ¢i Trypton [45].
Hydrolyzati je vkomeréni sféfe cela fada, pouZivaji se hydrolyzaty ziskané kupiikladu
z kaseinu, tedy z mléka (Trypton), masa (Primatone), soji ¢i pSenice.

Trypton je produkt enzymatického $té€peni kaseinu proteazou trypsinem. V mikrobiologii
se Casto vyuziva pii piipravé kultivacnich médii ptredevs§im jako zdroj dusiku, respektive
aminokyselin.

Kaseinovy hydrolyzat je dostupny v mnoha verzich lisicich se Cistotou a zplsoby
pfipravy a tim i riznym podilem aminokyselin. Jednim z nich je Trypton N1, ktery miize byt

dodan bunkam 24 hodin po transfekci k zvyseni produkce rekombinantnich proteint [45].

1.4.4.5 SELENIT
Selen je esencialni prvek, ktery je nezbytny pro spravnou funkci né€kterych enzymda.

K pripravé médii se pouziva jako seleni¢itan sodny, Na,SeOs.
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1.4.4.6 STOPOVE PRVKY
Pro spravny rust bunék v bezsérovém médiu je nezbytné piidat do né&j i ionty stopovych

vvvvvv

jodu, chrému, fluoru, kobaltu a kadmia.

1.4.4.7 VITAMINY
Vitaminy maji funkci katalyzatord biochemickych reakei a podileji se na metabolismu

proteintl, sacharidii a tukd. Kromé vitamini pfidanych do zakladniho DMEM/H12 média

se také Casto pridava kyselina L-askorbova, neboli vitamin C.

1.5 Viabilita a rust bunék

Bunky se mnozi exponencialné (tzv. log-faze), tedy az do té doby, nez se v disledku
kontaktni inhibice za¢ne rist bunék zpomalovat (stacionarni faze) [46]. Nejéastéji se tedy
pti praci s bunécnymi kulturami snazime udrZovat buniky pouze ve fazi exponencidlni a tésné
pted dosazenim stacionarni fdze se buiiky pfi tzv. subkultivaci vhodné natedi cerstvym médiem
tak, aby se mohly opét mnozit.

Bunky se v kultufe vzajemné ovlivituji a produkuji riistové faktory. Rlizné bunécné linie
snesou béhem kultivace in vitro odlisné hustoty populaci. V ptipadé, Ze je bunék v kultufe velmi
malo, mnozi se pomaleji kvili nizké koncentraci riistovych faktord (tzv. lag-fdze riastu),
nebo dokonce mize dojit k jejich apoptoze [1]. Naopak pii vyssich hustotach mohou adherentni
kultury dosahnout tzv. konfluence, kdy se buiikky navzajem dotykaji a tvofi souvislou vrstvu
[24]. Déleni bunek se v této fazi zastavi. Nekteré kultury vSak konfluence nedosahnou
a prestanou se d¢lit jiz ve fazi, kdy se za¢nou dotykat vybézky bunék. Naproti tomu nékteré
nadorové bunky rostou i po vytvoreni konfluetni vrstvy [24]. Pti vysokych hustotdch nejsou
vétSinou buiky dostatecné dobie zasobovany zivinami a zacinaji odumirat.

Néekteré¢ kultury nemtizeme kultivovat neomezené, bunky se Casem prestavaji délit
a odumiraji. To plati zejména pro bunky odebrané z dospélého jedince. Tomuto jevu se da
zabranit spontanni transformaci, chemickou imortalizaci ¢i virovou transformaci [1]. Kultury
nadorovych bunék nestarnou.

Viabilitou se rozumi zivotaschopnost kultury. U bunécnych kultur vyjadfujeme viabilitou
procento zivych bunék z poctu vSech bun€k. Dalsi dileZitou vlastnosti kultury je bunééna
hustota, ktera vyjadiuje pocet bunck vztaZzeny na jednotku objemu (nejcastéji v milionech bunck
na mililitr). Bun&tnou hustotu meénici se Vv Case lze prepocitat na dobu zdvojeni kultury,
tzn. primérnou genera¢ni dobu. Ta se u savCich bunécnych linii obvykle pohybuje kolem

20 - 30 hodin, primérné ¢ini ptiblizné jeden den [1].
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1.6 Transfekce

Transfekci rozumime vlozeni cizorodé rekombinantni DNA do hostitelské bunky,
nejcastéji pomoci vektord bakteridlniho ptivodu, plazmidd. Plazmidy lze vnést do hostitelské
bunky bud’ pfimo pomoci bakteridlni infekce, anebo Castéji riznymi chemickymi ¢i fyzikalnimi
metodami. Piikladem fyzikalnich metod muZze byt mikroinjekce, biolistika, elektroporace,
ptikladem chemickych metod transfekce je “maskovani rekombinantni DNA vhodnou
chemikalii, ktera umozni vstup genetické informace do bunky. Zplsobl jak wvnést
rekombinantni DNA do hostitelského organismu je celé fada, zalezi na druhu tohoto organismu,
ekonomickém hledisku a zamysleného vysledku transfekce [4].

Pouzivani virovych vektori vyZaduje vy$§i Groven zabezpeCeni pracovisté, metody
fyzikalni jsou zase naro¢né na vybaveni laboratofe. Nejméné invazivni jsou chemické
transfekéni metody. Pfitomto zpusobu transfekce vznikaji mikroéastecky komplexu daného
transfekéniho ¢inidla s DNA, které jsou hostitelskou buiikou endocytovany ¢i fuzuji s jeji
bunécnou membranou. Ptikladem je lipofekce kationickymi lipidy ¢i precipitace DNA pomoci
chloridu vapenatého [15]. Dnes ¢asto uzivanou metodou je precipitace pomoci polykationickych
polymert, naptiklad pomoci polyethyleniminu (PEI), diethylaminoethyl dextranu (DEAE-D)
nebo poly(L-lysin)u [47].

Z hlediska modifikace pomoci rekombinantni DNA rozliSujeme tranzientni a stabilni
transfekci hostitelskych bunek. Stabilni transfekci rozumime inkorporaci rekombinantni DNA
do genomu hostitele, nasledné vybrani bunék s vhodnymi vlastnostmi (napt. vysoka produkce
r-proteinti), jejich klonovani a vytvofeni nové bunééné kultury s trvale pozménénymi
vlastnostmi. Tranzientni transfekce je kratkodoba, nejde o trvalou zménu genomu, slouzi
k produkci spiSe pro strukturni a funkéni charakterizaci r-proteint. Hostitelské buriky se péstuji
jen omezenou dobu (1-2 generace). Nevyhodou tranzietni transfekce jsou v porovnani se
stabilnimi liniemi obvykle o néco niz$i vytézky produkce r-proteind, na druhou stranu jeji

velkou vyhodou je rychlost a jednoduchost provedeni.

1.6.1 POLYETHYLENIMIN

Polyethylenimin (PEI) je kladné nabity polymer (Obr. 3, str. 24), ktery se jako
polykationt pomérné¢ ¢asto pouziva k precipitaci DNA. Je vhodny k pouziti i v médiu Se sérem
[47]. RozlisSujeme dva druhy PEI, rozvétveny bPEI (z angl. branched) a linearni IPEI, navic lze

oba pfipravit v $irokém rozpéti molekulovych hmotnosti. Vznikaji odliSnymi reakcemi, IPEI je
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syntetizovan polymeraci 2-ethyl-2-oxazolinu s methyl-p-toluensulfonatem a kyselym otevienim
vzniklé cyklické makromolekuly, bPEI vznika kysele katalyzovanou polymeraci aziridinu [48].
Pro transfekci HEK293 bunék kultivovanach v suspenzi se pouziva vyhradné IPEI,
ponévadz bPEI siln¢ podporuje agregaci bunék béhem transfekce. Naproti tomu pro adherentni
kultury se 1épe osveédcil bPEIL Velikost vzniklych komplexti (v zavislosti na poméru DNA:PEI a
délce inkubace) pak piimo souvisi s G¢innosti transfekce [47]. PEI se vyrabi v Sirokém rozmezi
molekulovych hmotnosti, od par tisic az po stovky tisic Da, bylo v§ak ukazano, ze nejvhodng;jsi

molekulova hmotnost bPEI i IPEI pro transfekci HEK293 linie je 25 kDa [48].

2T

Obr. 3: Chemicka struktura linearniho polyethyleniminu.

1.6.2 PLAZMID

Plazmid je malda kruhovd molekula DNA schopnd vlastni replikace. Pfirozené
se vyskytuje v cytoplazmé bakterii a archebakteriii. Plazmidy jsou V pfirodé horizontalnimi
prenositeli genetické informace. Ve véd¢ se plazmidy vyuzivaji jako vektory genetické
informace. Nejcastéji jsou to vektory uméle navrzené genetické informace, tedy rekombinantni
DNA. Cilovy organismus se plazmidem transformuje ¢i transfekuje, ¢cimz se dana sekvence
rekombinatni DNA pfenese do jadra hostitelské bunky, kde mize dojit k expresi genti plazmidu
¢i jejich zaclenéni do genomu hostitele. Ptirozené se vyskytujici plazmidy pochazejici
z prokaryotickych organismu jsou upravovany tak, aby kromé vlastniho vloZeného genu
obsahovaly i dalsi regulacni elementy rekombinantni DNA, které mohou napiiklad spoustét
¢i zvysovat expresi daného genu.

Plazmidy wurcené pro transfekci do sav€ich bunéénych linii obecné obsahuji
prokaryotickou, eukaryotickou a expresni oblast [49]. Prokaryoticka oblast obsahuje bakterialni
pocatek replikace a gen pro rezistenci na antibiotika (slouzici k namnozeni plazmidu
v bakteriich), ktery mize eukaryoticka oblast obsahovat také (je urCen pro selekci uspésnych
stabilnich transfektantti). Eukaryoticka oblast mize dale obsahovat vétSinou z zivocisnych virti
odvozeny replikaéni pocatek umoznujici episomalni replikaci plazmidu v jadie hostitelské
buriky [49]. Expresni oblast neboli expresni kazeta obsahuje sekvence regulujici a zvySujici

expresi vloZzeného genu, ptedevs§im silny (zpravidla virovy) promotor. Dale miZe obsahovat
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napi. sekvenci pro rizné afinitni znacky ¢i kotvy usnadfiujici naslednou detekci ¢i purifikaci

exprimovaného r-proteinu.

1.7 Reportérové proteiny

K transfekci a zejména k jeji optimalizaci se Casto vyuzivaji tzv. reportérové proteiny,
které jsou snadno a kvantitativné stanovitelné jiz v malych mnozstvich. Piikladem je

sekretovana alkalicka fosfataza a zeleny fluorescencni protein.

1.7.1 SEKRETOVANA ALKALICKA FOSFATAZA

Alkalicka fosfataza (ALP) je skupina enzymt, které se nachazeji u vétSiny organismu,
kromé nékterych vyssich rostlin. Nachazi se v nékolika izoenzymech. U ¢lovéka rozeznavame
placentarni, embryonalni, stievni a tkanove nespecifickou ALP, které se od sebe 1isi hodnotou
pL, tepelnou stabilitou a citlivosti vii¢i riznym inhibitortim.

ALP je zodpoveédna za odstranéni fosfatové skupiny z mnoha typii molekul vcetné
nukleotidii a proteind. Jak nazev napovida, alkalicka fosfatdza je nejucinnéjsi v zasaditém

prostiedi a uvoliiuje za vzniku alkoholu anorganicky fosfat (Obr. 4).

o

I ALP 2
rR—o0—F—0 + H0 ~«——— R—O0OH 4+ HPO,

| pH =890

o

Obr. 4: Reakce popisujici odstranéni fosfatové skupiny ticinkem ALP.

Sekrekretovana alkalicka fosfataza (SEAP) je modifikovana forma placentarni alkalické
fosfatazy. Tento reportérovy protein je vyluCovan z buiky a mize byt detekovan v médiu,
kde jsou buiiky péstovany. Vyuzitim reakce SEAP s p-nitrofenylfosfatem (pNPP), kdy vznika
zluty p-nitrofenolat je mozno stanovit mnozstvi SEAP nepifimo spektrofotometricky jako
casovou zménu absorbance reakéni smési pii vinové délce 410 nm (absorpéni maximum

p-nitrofenolatu) (Obr. 5, str. 26).



-26 -

0
v -0
P~
O/’ N P ) OH o~
0 H,0 Pi HO H,O
= SEAP i pH =7 -
N N
. ?,N::O 0% =g 0% =g
para-nitrofenylfosfat parz-airofsyl para-nitrofenolat

Obr. 5: Chemicka reakce SEAP s pNPP za vzniku barevného p-nitrofenolatu.

1.7.2 ZELENY FLUORESCENCNI PROTEIN

Zeleny fluorescenéni protein (GFP, zangl. green fluorescent protein) je slozeny
z 238 aminokyselin o molarni hmotnosti 29,6 kDa [50]. Casto se v biochemii a molekularni
biologii vyuziva jako reportérovy protein (Obr. 7, str. 27), napiiklad k vizualizaci exprese gent,
testovani lokalizace rtiznych proteinti ¢i sledovani proliferace nadorovych bunék. Kdyz je GFP
vystaven modrému svétlu o excitatnim maximu 475 nm, vydava zelenou fluorescenci
0 emisnim maximu 508 nm.

Struktura GFP je pomérné jednoducha, je tvofena 11 B-skladanymi listy, které se skladaji
do kompaktniho [-barelu, uvnitf kterého se nachazi chromoforova skupina chranéna
pred vn&jsim prostfedim (Obr. 6). Modifikaci GFP byla pfipravena cela skala barevnych
forem [51].

Obr. 6: Krystalova struktura zeleného fluorescen¢niho proteinu. Molekula je barvena od N-konce k

C-konci od modré po ¢ervenou. Zdroj: www.pdb.org, kod 1IRM9.
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Obr. 7: Buiikky HEK293-6F. transfekované plazmidem pEF-FS-EGFP-dneo. Snimek pofizeny pomoci
fluorescen¢éniho mikroskopu (RNDr. Jan Svoboda, Mikrobiologicky tistav AV CR) zaznamenavajici
transfekované (zelené) GFP" buiiky v populaci GFP™ bun&k (zelena barva byla do obrazku dodéana aZ

béhem zpracovani snimku v pocitaci, odpovida vSak intenzité nasnimané fluorescence).
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2 CILE PRACE

= Optimalizace slozeni kultivacniho média DMEM/F12 pro suspenzni bezsérovou
kultivaci linii HEK293S a HEK293T

= Optimalizace podminek transfekce téchto linii v noveé vytvoreném médiu

= Qvefeni transfekovatelnosti a produkéni schopnosti bun¢k péstovanych v novém médiu

= Porovnani s buitkami péstovanymi v komercnich médiich



3 MATERIAL A METODY
3.1 Piistroje a pomiicky

12ti jamkové desticky, sterilni
8-kanalova pipeta Transferpette

96ti jamkové desticky

Adhezivni podlozka na tfepacku Sticky Pad
Analytické vahy

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z
Automatické pipety

Centrifuga EBA 12 R

Centrifuga Universal 320 R

Ctecka mikrotitra¢nich desti¢ek Sunrise
Filtry pro sterilizaci

Laminarni box Clean Air Techniek B. V.
Hemocytometr

CO, inkubator 18AIC

CO, ttepacka Multitron Cell

Kahan Fuego SCS

Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Lednice

Magnetickd michacka MM 2A
Mikroskop inverzni AE31

Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Mrazici kontejner Cryo 1 °C

pH metr Ino Lab

Pipetovaci nastavec Midiplus

Plastik pro tkanové kultury

Prutokovy cytometr BD LSR 11
Predvazky KB1200-2

Sterilni pipety Stripette Costar

Sterilni zkumavky s vickem

Ttepacka Orbit 1000

Vakuovy systém VACUSAVE

Vodni lazen

Vortex

Zdroj deionizované vody Milli Q
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TPP, Svycarsko

Biohit, USA

KOH-1-NOOR HARDTMUTH, Ceska republika
New Brunswick Scientific, USA
A&D Company, Japonsko

H +P Labortechnik GmbH, Némecko
Biohit, USA

Hettich Zentrifugen, Némecko
Hettich Zentrifugen, Némecko
Tecan, Rakousko

Corning, Némecko

PMV a Telstar company, Belgie
INCYTO, Korea

Sanyo, Japonsko

Infors HT, Svycarsko
VERKON, Ceska republika
Duran Group, Némecko

Fagor, Spanélsko

Lab.piistroje Praha, CR

Motic, Némecko

Calex, Ceska republika

Sanyo, Japonsko

Nalgene, USA

Schoeller, Némecko

Biohit, USA

Corning, Némecko

BD biosciences, USA

Kern, Némecko

Corning, Némecko

Corning, Némecko
Labnet, USA
Integra, Svycarsko
Memmert, Némecko
IKA, Nemecko
Millipore, USA



3.2 Chemikalie

Aminokyseliny L-Met, L-Lys - H,O, L-Leu
CD Lipid Concentrate

Diethanolamin

Praskové DMEM/H12 médium D9785
DMSO

Ethanolamin

ExCELL293 médium

D-Gluk6za monohydrat
Hydrokortizon

Freestyle F17 médium

Hoechst 33258-A

Insulin

Kyselina askorbova

L-Glutamin

IPEI 25 kDa

NEA, koncentrat neesencialnich aminokyselin

Selenicitan sodny

Pyrohroznan sodny

Pluronic F68

Transferin

pNPP

Trypanova modf

Tryptone N1

Ostatni bézné chemikalie (pufry, soli)

3.3 Bunécné linie
HEK293T
HEK293S

3.4 Vektory

pTTo3c-SSH
pTTo-GFPq
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Degussa, Ceska republika
Gibco Invitrogen, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

PENTA, Ceska republika
Sigma, USA

Gibco Invitrogen, USA
Gibco Invitrogen, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA
Polysciences, USA
Pripravna médii UMG AV CR, v.v.i., Ceska
republika

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Organo Technie, Kanada
Lach-Ner, CR

A. Radu Aricescu, Oxford, Velka Britanie
americka sbirka bune¢nych linii (ATCC)

Y. Durocher, Montreal, Kanada

Y. Durocher, Montreal, Kanada
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3.5 Roztoky

= DMEM/H12 1:1 médium
Zakoupeno zakladni DMEM/H12 médium v prasku (D9785, Sigma, USA). Nejprve byly
ptipraveny 2x koncentrované zasobni roztoky média DMEM/HI2 s piidavkem latek
uvedenych v Tab. 3, str. 32, poté bylo médium ziedéno a piipraveno k optimalizaci
s piidavkem dalsich latek uvedenych v Tab. 9, str. 34 (viz. 4.1 Postup piipravy nového
média).

* ExCELL293 médium
Zakoupeno hotové médium (Sigma, USA) a pied pouzitim ptidan L-glutamin o vysledné
koncentraci 4 mM.

= Freestyle F17 médium
Zakoupeno hotové médium (Gibco Invitrogen, USA) a pted pouzitim piidan L-glutamin
0 vysledné koncentraci 4 mM a Pluronic F68 o vysledné koncentraci 0,1 %.

= PBS-TK pufr
10 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,PO,, pH 7,0. Sterilizovan
filtraci.

* Roztok pNPP
Pro stanoveni SEAP bylo namichano c¢inidlo o slozeni 20 mM pNPP, 1 mM MgCl,,
1M diethanolamin, pH 9,8 [48].

=  Trypton (Y)
Trypton byl rozpustén v médiu F17 tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 20%
a sterilizovan filtraci pres 0,22 um membranu.

*  Trypanova modf¥

Trypanové modr byla rozpusténa v PBS-TK tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 0,4%.

3.6 Postup piipravy nového média (N)

Zakoupené praskové médium DMEM/F12 (Tab. 1, str. 18; Tab. 2, str. 19) bylo
rozpuSténo za stalého michani ve 4,5 | destilované vody =za uelem pfipravy
2x koncentrovaného zasobniho roztoku média o celkovém objemu 5 1. Lahev zakoupeného
praskového média vystaci na piipravu 10 1 média o koncentraci 14,8 g/l [32]. K rozpusténému
médiu byly ptidany latky uvedené v Tab. 3, str. 32. Dilezité bylo také upravit pH média na
hodnotu 7. Poté bylo toto médium dopln€éno na objem 51 a sterilné zfiltrovano po 0,5 1

do litrovych ¢tverhrannych lahvi.
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Tab. 3: Tabulka pridanych latek na 5 1 2x koncentrovaného média. D-Glukéza byla piidana
k zékladni variant¢ D9785 média DMEM/F12 (Tab. 2, str. 19), celkovd koncentrace je vztaZena

na vyslednou koncentraci D-Glukézy v novém médiu N.

Latka

Navazkana51
2X koncentrovaného
roztoku média [g]

Celkova koncentrace v
médiu [g/1]

L-Leucin [32]
L-Lysin - H,0 [32]
L-Methionin [32]
MgSO, - 7H,0 [32]
MgCl, - 6H,0 [32]
D-Glukoza [37]

0,5905
0,8200
0,1724
1,0086
0,6120
34,2

0,05905
0,08200
0,01724
0,10086
0,06120
6,0

Pred pouzitim pripraveného 2x koncentrovaného média se toto muselo ziedit a ptidat

knému dalsi latky. Pokud nebyly latky v kapalném skupenstvi, byly pfipraveny a sterilné

zfiltrovany zasobni roztoky nékterych latek uvedenych v Tab. 4, str. 32 a Tab. 5 resp. Tab. 6,

str. 33.

Tab. 4: Pripravené sterilni zasobni roztoky.

Koncentrace

zasobniho | Koncentrace v médiu | Pridavek do

Latka Rozpoustédlo | roztoku [g/l] [o/1] 11 média [ml]
NaHCO;[32] voda 75,00 1,20 16
L-Glutamin [32] voda 30,00 0,60 20
Pluronic F68 [30] voda 1,00 0,01 10
Na,SeO; [52] voda 0,05 5-10° 0,1
Ethanolamin [53] voda 2,00 2-10° 1
Trypton N1 (Y) [45] F17 200,00 5,00 25
Kyselina askorbova (C) [54] voda 3,52 3,52-10° 1
Hydrokortizon (H) [54] ethanol 0,0018 1,8-10° 1
Smés stopovych prvki (P resp. P*) voda - (Tab. 5 resp. 6, str. 30) 1

Transferin (T) [36, 54, 55] voda 5,00 optimalizace optimalizace

Smés stopovych prvkl (P) byla pfipravena tak, Ze bylo navdZeno na analytickych

vahach 10 mg kazdé slouceniny. Navazky byly rozpustény vzdy v 1 ml vody. Postupnym

fedénim (10 x nebo 100 x) nékterych sloucenin bylo dosazeno koncentraci vhodnych

pro odebrani fadoveé mikrolitrii daného roztoku (Tab. 5, str. 33). Pfesné objemy vSech roztoki

byly preneseny do 10 ml destilované vody. Roztok byl steriln€ zfiltrovan. Do 1 1 média

se pridava 1 ml této smési stopovych prvku (Tab. 4). Pozdéji byly k této smési stopovych prvki

stejnym zplusobem pifidany kademnaté ionty a zvySeny koncentrace kobaltnatych a vanadi¢nych

iontl. Tato konecné smés je oznacena symbolem P* a charakterizuje ji Tab. 6.



Tab. 5: Pfiprava a koncentrace smési stopovych prvki (P) v médiu.
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lonty Nasobky redéni po Odebrany objem (v pl)
stopového rozpusténi 10mg ziedénych roztoki Koncentrace

prvku Slou¢enina slouéeniny v 1 ml H,O doplnény 10 ml H,O v médiu [ng/1]
Mo" [32] Na,MoO, - 2 H,0 0 6,68 6,68
B"'[32] HsBO; 10 8,2 0,82
Mn" [32] MnCl, - 4 H,0 100 26,7 0,267
Ni" [32] NiSO, - 7 H,0 10 47 0,47
Siv'[32] H,SiO; 0 4,25 4,25
sn'[32] SnCl, - 2 H,0 100 7.9 0,079
AVAd NH,VO; 100 10 0,1
“Co" CoSO, - 7 H,0 100 10 0,1
I Nal 0 10 10
‘ot CrCl; - 6 H,0 100 10 0,1
F! NaF 0 10 10
Li' Li,SO, 0 3 3

Tab. 6: Pfiprava a koncentrace konefné smési stopovych prvki (P*) v médiu. Toto slozeni ionti

stopovych prvki P* se 1idi od P (Tab. 5) ptidanim Cd" a zvysenou koncentraci V" a Co'".

lonty Nasobky Fedéni po Odebrany objem (v pl)
stopového rozpusténi 10 mg ziredénych roztoki Koncentrace

prvku Slou¢enina slou¢eniny v 1 ml H,0O doplnény 10 ml H,0O v médiu [ng/1]
Mo [32] Na,MoO, - 2 H,0 0 6,68 6,68
B"'[32] H3BO; 10 8,2 0,82
Mn" [32] MnCl, - 4 H,0 100 26,7 0,267
Ni'" [32] NiSO, - 7 H,0 10 47 0,47
Si'" [32] H,SiO; 0 4,25 4,25
sn' [32] SnCl, - 2 H,0 100 7.9 0,079
VvV [54] NH,VO, 100 29 0,29
Co" [54] CoSO, - 7 H,0 100 28 2,8
cd" [54] CdCl, - 2,5 H,0 0 11,4 11,4
It Nal 0 10 10
cr'" CrCl; - 6 H,O 100 10 0,1
F! NaF 0 10 10
Li' Li,SO, 0 3 3

“ Koncentrace uvedenych iontd stopovych prvkil fadové odhadnuty dle [56].
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Tab. 7: Koncentrace aminokyselin ve smési neesencidlnich aminokyselin (NEA). Smés NEA byla

pfipravena v Piipravné médii UMG AV CR, V.v.i.

Aminokyselina

Koncentrace [mg/l]

L-Alanin

L-Asparagin - H20
L-Askorbova kyselina
L-Glutamova kyselina
Glycin

L-Prolin

L-Serin

8,9
15
13,3
14,7
7,5
115
10,5

Tab. 8: Pfedem pripravené zasobni roztoky pridavané do média.

Koncentrace zasobniho | Koncentrace v | Pridavek do 11
Latka Rozpoustédlo roztoku médiu média v ml
Pyrohroznan sodny [57] voda 11 g/l 0,11 g/l 10
Lipidovy koncentrat [58] ethanol 100 ml/1 0,1 ml/l 1
NEA voda - Tab. 7 10
Insulin (1) voda 1 mg/ml optimalizace optimalizace

Protoze hlavnim cilem této prace byla optimalizace slozeni média, nepfipravovalo

se médium obsahujici vSechny potfebné latky najednou. Bylo nutné sledovat rist a expresi

reportérovych proteinl v zavislosti na koncentraci a ptitomnosti riznych latek. Latky jako

insulin (1), transferin (T), smés iontt stopovych prvka (P resp. P*), trypton (YY) a hydrokortizon

(H) se pfidavaly pfimo k bunééné suspenzi piepoéitané na mnozstvi dodaného média N.

Po optimalizaci téchto latek uz bylo mozné ptipravit kompletni médium N obsahujici v§echny

dalezité latky o nejucinnéjsich koncentracich.

Litr média bez ptidaného I, T, Y, H a P ¢i P* se pfipravil tak, ze se 0,5 I predem

pfipraveného 2x koncentrovaného zasobniho média doplnilo na asi 900 ml sterilni

deionizovanou vodou. Déle se pfidaly v8echny latky uvedené v Tab. 9. Nakonec se piidalo

16 ml NaHCOg; a doplnilo sterilni deionizovanou vodou na 1 I.

Tab. 9: Pfidavané objemy latek pro pripravu 1 1 média N z 2x koncentrovaného zasobniho média.

Médium nezahrnuje | (1*), T, Y, H, P (P*), C.

Piidavany objem [ml]

Latka do 11 média N
L-Glutamin 20
Pluronic F68 10
Pyrohroznan sodny 10
NEA 10
Selenit 0,1
Ethanolamin 1
Lipidovy koncentrat 1
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3.7 Kultivace bunécénych linii 293T a 2938

Bunééné linie 293T a 293S byly kultivovany v suspenzi v ¢tverhrannych lahvich
0 objemu 250 ml ¢i 100 ml v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO,. Pravidelné po 3—4 dnech byly
potitany jejich bun&éné hustoty a nasledné byly nafedény na bun&enou hustotu 0,2 - 10° bungk
na mililitr z divodu moznosti porovnavani rychlosti ristu bunéénych kultur mezi sebou.

Ob¢ bunécné linie byly péstovany ve smési médii Ex/F17, Ex/N (obvykle v poméru 1:1)
nebo v pfipadé 293S i v samotném médiu N. K médiu N se pti optimalizaci pridavaly latky jako
je insulin, jehoz koncentrace vmédiu N byla taktéz predmétem optimalizace, nebo
hydrokortizon, transferin, trypton, smés iontd stopovych prvkd (slozeni viz Tab. 5 resp. 6,
str. 33) a kyselina askorbova (koncentrace dle Tab. 4, str. 32). Byl sledovan rust téchto kultur
v ¢ase. Obvykle trvalo nékolik dni az tydnd, nez se buiky adaptovaly na nové slozeni média,

¢i kompletni zménu média, proto byl pribéh jejich ristu sledovan po nekolik tydnl az mésict.

3.7.1 ROZMRAZOVANI A ZMRAZOVANI BUNECNYCH LINII 293T A 293S

Pro rozmrazeni bunék bylo vzdy nutné bunky nejdiive zbavit DMSO, ktery byl k buné¢né
suspenzi pridan pred zmrazenim jako Kryoprotektant. Byly pouzity kryozkumavky, které
obsahovaly 1 ml suspenze o hustoté cca 5 milioni bunék. Buiky byly rychle rozmrazeny
ve vodni lazni vyhfaté na teplotu 37 °C a byly pieneseny do 10 ml smési médii EXCELL293
(ExX)/F17 1:1 v 15ml sterilni zkumavce s vickem. Tato suspenze byla jemné promichana
a centrifugovana pii 160 x g po dobu 5 minut. Pelet bunék byl opatrné zbaven supernatantu
aresuspendovan v nékolika mililitrech média, ve kterém bylo zamySleno bunky péstovat.
Tato suspenze byla pfevedena do 250ml sterilni lahve a doplnéna médiem na vysledny objem
20 ml. Vysledna hustota bun¢k po rozmrazeni byla tedy asi 0,25 milioni bun¢k na mililitr.
Po nékolika dnech, kdy se buriky zaéaly délit obvyklou rychlosti, byla kultura ziedéna médiem
na vysledny objem 50 ml, ve kterém se v 250ml lahvi buiky standardné péstovaly.

Naopak pro zmrazeni bunék byla nejdiive spoéitana bunéfna hustota bunék v médiu
arozhodlo se, kolik alikvoti o jaké bunééné hustot€¢ bude zapotfebi zmrazit. Poté byl
vypocitany objem této suspenze centrifugovan v 50 ml sterilnich zkumavkach s vickem
pii 160 x g po dobu 5 minut. Supernatant byl odstranén a pelet, ktery obsahoval bunky urcené
ke zmraZeni, byl resuspendovan v takovém objemu média, aby se dosahlo pozadované bunécné
hustoty (nejc¢astéji 5, 10 nebo 20 milionti bunék na ml). Toto mrazici médium (Ex, smés Ex/N,

smés F17/Ex) obsahovalo 10 % DMSO. Vysledna suspenze byla rozdélena po 1 ml
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do kryozkumavek, dana do mraziciho kontejneru, v némz je kontrolovany pokles teploty o 1 °C

za minutu a umisténa do mraziciho boxu o teploté -80 °C.

3.7.2 POCITANI BUNECNE HUSTOTY POMOCI HEMOCYTOMETRU

Bunky byly pocitany manualné, a to pomoci hemocytometru. Do mikrozkumavky bylo
pomoci automatické pipety odebrano 20 pl rozmichané bunééné suspenze a ziedéno 20 ul
roztoku trypanové modfi. Po kratké inkubaci bylo 20 pl této smési pipetovano do komirky
hemocytometru. Byly pocitany pruhledné zivé buiiky ve vSech deviti ¢tvercich hemocytometru.
Nasledné byly spocitany i vS§echny modie obarvené mrtvé buiikky. Primérna hodnota jednoho
tverce zivych bundk byla vynasobena faktorem hemocytometru 1.10* a faktorem Fedéni,
v tomto ptipadé 2. Vysledna hodnota odpovida bunééné hustoté vyjadiené v milionech bunék
na mililitr. Viabilita v procentech se vypoéitala podilem poctu vSech Zivych bunék k poétu

vSech bun¢k a vynasobenim stem.

3.7.3 SUBKULTIVACE

Subkultivaci se rozumi vyména ¢i nafedéni média, ve kterém jsou bunky kultivovany.
Aby se kultura nedostala az do stacionarni faze, kdy dochazi k bunééné apoptdze a zastaveni
rastu bunék, musi se bunikdm vcas dodat ¢erstvé médium.

Po spocitani bunécné hustoty pomoci hemocytometru se vypocital objem bunécné
suspenze, kterd se ma ziedit Cerstvym médiem tak, aby bylo dosazeno pozadované bunécné
hustoty a objemu (nejcastéji 50 ml, bunécna hustota 0,2 milionti bun¢k na ml). Pomoci sterilni
jednorazové pipety se po jemném promichani bunécné suspenze v kultivaéni lahvi odebral
nepotiebny objem bunék. Tyto buriky byly bud’ pouzity na vytvofeni dalsi kultury, k transfekci
apod. nebo zlikvidovany. Bunky, které zistaly v lahvi, byly ziedény na pozadovany objem
danym médiem. K suspenzi byly pak je$té v nékterych piipadech ptidany pomoci

automatickych pipet se sterilnimi Spickami optimalizované latky.

3.8 Transfekce bunécnych linii 293T a 2938

3.8.1 PRIPRAVA TRANSFEKCNIHO ROZTOKU PBS, pL4zMIDOVE DNA A LPEI

Plazmidovd DNA pro expresi GFP a SEAP byla namichdna v molarnim poméru 1:19

GFP:SEAP a byl pfipraven roztok této smési plazmidl rozpustény ve sterilni vodé o koncentraci
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DNA 1 g/l. Mnozstvi plazmidové DNA pouZité pro transfekci se odvijelo od mnozstvi bunék
ur¢enych k transfekei, konkrétné 1 pg plazmidu na milion bunék.

Objem ptidavaného IPEI byl zavisly na transfekénim poméru. Napiiklad pro pomér
DNA:IPEI 1:3, kdy se pfidavalo 10 pl DNA k 10 milionim bun€k, bylo pfiddno 30 pl
1x koncentrovaného IPEI pro 293T nebo 3,8 pul 8x koncentrovaného 1PEI pro 293S.

Sterilni plazmidova DNA byla zfedéna v PBS-TK tak, aby koncovy objem transfekéni
smési nepiesahl 10 % objemu produk¢ni suspenze. Napiiklad pro transfekci 1 milionu bunék
293T v 0,5 ml suspenzi na 12ti jamkové desticce pii poméru DNA:IPEI 1:3 byl pouzit
1 ul DNA, 3 pl IPEI a 46 ul PBS-TK.

Transfekéni smés se pripravila pfidanim sterilni plazmidové DNA k PBS-TK
v mikrozkumavce a naslednym ptidanim IPEL. Smés byla diikladné promichana a inkubovana

10 min a poté piidana k bunécné suspenzi.

3.8.2 PRIPRAVA BUNECNE SUSPENZE PRO TRANZIENTNI TRANSFEKCI

Nejdiive byla pomoci hemocytometru spocitana hustota bunééné suspenze urcené pro
transfekci. Dle zjisténé hustoty bunék byl vypocitan objem bunéné suspenze, ktery je tieba
odebrat a centrifugovat pii 160 x g po dobu 5 minut ve sterilni zkumavce s vickem. Pelet bun¢k
byl resuspendovan v pozadovaném objemu transfekéniho média a pteveden do vhodné sterilni
nadoby. Zpravidla to byl 1 milion 293T a 10 miliond 293S buné€k zfedénych na objem 0,5 ml
ptislusného média vjedné jamce 12ti jamkové destiCky. Nasledné¢ byl k buiikdm pFidan

ptipraveny transfekéni roztok.

3.8.3 DODANI MEDIA TRANSFEKOVANYM BUNKAM

Produk¢ni bunéénd suspenze a transfekeni roztok byly inkubovany po dobu 4 hodin. Poté
byla v piipadé linie 293T suspenze ziedéna Cerstvym produkénim médiem na sviij dvojnasobny
objem, ¢imz se dosahlo obvyklé produkéni hustoty 1 milionu transfekovanych bunék v 1 ml
média. U linie 293S se provadéla takzvana vysokohustotni transfekce, kdy se bunky transfekuji
V €0 nejmensim objemu média a poté se 20x ziedi Cerstvym médiem. ProtoZe je nemozné celou
takovouto transfekci provést v jamce 12ti jamkové desti¢ky, byla transfekce 10 milionti bunék
provedena vySe popsanym zpuisobem a nasledné byla po 4 hodinach odebrana veétsi cast
transfekované suspenze (0,45 ml) a pouze zbyla suspenze byla doplnéna na objem 1 ml,
prakticky tedy byl k dispozici 1 milion pivodné transfekovanych bunék a hustota vysledné

suspenze byla stejna jako u linie 293T.
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3.9 Stanoveni reportérovych proteinii

3.9.1 STtANOVENI SEAP

Z produkujicich bunécnych suspenzi bylo odebrano 200 pl vzorku do plastové
mikrozkumavky a centrifugovano 2 minuty pii 200 x g. Poté bylo 20 pul supernatantu fedéno
v tripletech 10x, 100x a 1000x fedici fadou na 96ti jamkové desticce. K takto zfedénym
vzorkiim bylo pfidano 20 ul roztoku pNPP a bezprostfedné poté byla méfena absorbance

pii 410 nm kazdych 30 s (celkem 21 Xx) na automatické ¢tecce mikrotitracnich desticek.

3.9.2 StaNOVENI GFP

Z produkujici bunécné suspenze bylo odebrano 200 pl do plastové mikrozkumavky
a centrifugovano po dobu 5 minut pfi 200 x g. Supernatant byl odstranén a builky byly
resuspendovany v1 ml PBS a znovu centrifugovany. Nasledné byly opét resuspendovany
v 200 pl PBS. K buiikam bylo piidano fluorescentni barvivo Hoechst 33258-A jako indikator
populace mrtvych bunék. U takto pfipravenych vzorkid byla RNDr. Janem Svobodou
nebo Mgr. Zanetou Rizickovou (Centrum pro cytometrii a mikroskopii, MBU, AVCR v. V. i.)
pratokovym cytometrem BD LSR II zméfena viabilita dle mnozstvi absorbovaného barviva
Hoechst (vysoké mnozstvi = mrtvé bunky) a uroven GFP fluorescence bunétné suspenze
ukazujici uspé&$nost transfekce (vysoka uroven fluorescence = buinky uspésné transfekované).
Vysledna populace bunék byla tedy vybrana jako Hoechst negativni, GFP pozitivni a GispéSnost
transfekce byla posuzovana jako procento GFP* bunék ze viech Zivych (Hoechst negativnich)

bunék.

3.10 Zpracovani dat

Ziskana data z kultivaci bunécnych linii péstovanych v médiu o daném sloZeni, tj. jejich
bunécna hustota a viabilita, byla pomoci tabulkového kalkuldtoru MS Office Excel 2007
pfepocitana na prumérnou dobu zdvojeni kultury v hodinéach, ktera byla opatfena smerodatnou
odchylkou tohoto priméru.

Ziskané soubory dat z méfeni exprese SEAP byly vyhodnoceny s pomoci Bc. Jana Blahy.
Data naméfend na automatické ¢tecce mikrotitracnich desticek byla automaticky pfenesena do

tabulkového kalkulatoru MS Office Excel 2007 a byla vypocitana smérnice jejich linedrni
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aproximace. V ramci triplikatu méfeni byly zaporné nebo extrémné odlehlé hodnoty vyfazeny.
Vysledna hodnota reprezentujici uroven exprese SEAP byla vypocitana jako primér hodnot
reprezentujicich urovenl exprese v jednotlivych experimentech triplikdtu a byla opatiena
smérodatnou odchylkou tohoto praméru.

Data ziskana na FACS byla vyhodnocena RNDr. Janem Svobodou a Mgr. Zanetou
Ruzickovou (Centrum pro cytometrii a mikroskopii, MBU, AV CR v. v. i.) v programu FlowJo
7.2.5 (Tree Star Inc.) a pfenesena do tabulkového kalkulatoru MS Office Excel 2007.

Takto zpracovana data se v tabulkovém kalkulatoru MS Office Excel 2007 ptrevedla do

podoby shrnujicich grafi a tabulek.
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4 \YSLEDKY

Zkratky pouzité v této Casti vychazeji ze Seznamu zkratek pouzitych v experimentalni

¢asti, str. 8.

4.1 Optimalizace sloZeni média

4.1.1 OPTIMALIZACE POMERU MEDIA N A MEDIA EX PRO RUST 293S A 293T

Byl porovnavan riist bunéénych kultur 293S v médiu N (sloZeni a ptiprava viz kapitola
3.6 Postup ptipravy nového média (N)) a médiich o riznych pomérech Ex/N, konkrétné 1:1, 1:3
a 1:9 po dobu 3 tydnt. Protoze se postupem casu ukdzalo diky zpomaleni rastu a klesajici
viabilité, ze buitkdm z média N a ze smési médii Ex/N 1:3 a 1:9 chybi nezndmé nutrienty, byla
tato optimalizace zménéna pouze na sledovani ristu a transfekci bun€¢k 293S péstovanych ve
smesi Ex/N 1:1 (dale jen Ex/N) a v samotném médiu N. K médiu N byly postupné ptidavany
dalsi latky (I (I*) nebo H, dale T, P (P*), Y) a byl sledovan dlouhodoby rtst linii 293S a 293T.

4.1.2 OPTIMALIZACE KONCENTRACE INSULINU

Koncentrace insulinu v médiu N byla optimalizovana tak, Ze bylo vytvoifeno 5
bunéénych kultur 293S péstovanych v médiu N o rtiznych koncentracich I (koncentrace 0 mg/l,
0,5 mg/l, 1 mg/l, 2,5 mg/l a 5 mg/l). Kultury byly sledovany po dobu 12 dnt od subkultivace ze
zasobni kultury 293S (Ex/F17) (Obr. 8, str. 41).

Dale byl sledovan rust a exprese GFP a SEAP téchto 293S kultur péstovanych v médiu
N nebo ve smési média Ex/N obsahujiciho optimalizované slozeni insulinu (I*) (viz 4.1.3

Optimalizace hydrokortizonu, 4.4 293S: Stanoveni SEAP a GFP).
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Obr. 8: Sledovani ristu bunék 293S v médiu N s pfidanym T a Y o riznych koncentracich I po
dobu 12 dni od pievedeni bunék ze zasobni lahve 293S (Ex/F17). Bunky byly péstovany ve 100ml
¢tverhrannych lahvich a po kazdém spocitani bunééné hustoty pomoci hemocytometru byly zfedény na

stejnou hustotu, tj. 0,25 - 10° bungk na ml. Viabilita bun&k byla srovnatelna a vzdy vy$si nez 97 %.

Hodnoty bunécnych hustot (Obr. 8) vykazuji zavislost ristu kultury 293S na
koncentraci | v médiu N. Bunky, které byly péstovany v suspenzi bez I (¢ = 0 mg/l) vykazovaly
nejpomalejsi rust. Od koncentrace 1 mg/l a vysSich rostly buniky pfiblizné stejnou rychlosti.
Z ekonomického hlediska byla zvolena koncentrace insulinu v médiu N dodavaného buiikam
nejniz$i moznd, a to 1 mg/l. Pro tyto kultury nebyla pocitdna doba zdvojeni, protoze nezalezelo
na konkrétni, ale na relativni rychlosti riistu pro porovnani kultur mezi sebou.

Po zavedeni optimalizované koncentrace insulinu v médiu N se porovnavala doba

zdvojeni 293S péstovanych ve smési Ex/N + 1, T s EX/N + I*, T (Tab. 10).

Tab. 10: Porovnani a statistické zpracovani primérné doby zdvojeni bunék 293S péstovanych ve
smési média Ex/N + T obsahujiciho 5 mg/l (I) nebo 1 mg/l (I*) insulinu. Bunky byly péstovany
standardné ve 250ml ¢tverhrannych lahvich. Viabilita bunék byla srovnatelna a byla vzdy vyssi nez 97 %.
Poctem subkultivaci se rozumi pocet ziskanych dat z pocitani bunék pomoci hemocytometru a jejich

nasledné ziedéni.

Pramér Smérodatna Relativni smérodatna Interval
Kultivaéni doby odchylka doby odchylka doby spolehlivosti Pocet
médium zdvojeni [h] zdvojeni [h] zdvojeni [%] [h] subkultivaci
ExXN+1, T 23,03 2,32 10,1 +1,22 14

EX/N + I*, T 22,74 1,90 8,4 + 1,41 7
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4.1.3 OPTIMALIZACE HYDROKORTIZONU

Koncentrace H v médiu N nebyla ménéna, byla tedy 1,8 - 10° g/l [54]. Bylo viak
dalezité zjistit, zda k novému médiu ptidavat spiSe I nebo H podle toho, jak bunécna kultura
rychle roste, je viabilni a transfekovatelna. Porovnavaly se tedy kultury 293S péstované
v Cistétm médiu N nebo ve smési Ex/N 1:1 s pfidavkem optimalizovaného insulinu (I*)
S kulturami 293S péstovanych v Cistétm médiu N nebo ve smési Ex/N 1:1 s piidavkem
hydrokortizonu. Byl sledovan jak jejich rust a viabilita (Obr. 9), tak exprese GFP a SEAP (viz
kapitola 4.4 293S: Stanoveni SEAP a GFP).
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= 7
uE 30,
2
o) 25
>
R -
©
15 -
r mH
o

10

Ex/N+ T, P* C N+T P* C N+T P* CY
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Obr. 9: Porovnani prumérné doby zdvojeni bunék 293S péstovanych v médiich s pridavkem I*
(modré sloupce) nebo H (Cervené sloupce). Hodnoty pramérnych dob zdvojeni jsou opatieny
smérodatnou odchylkou. Buiiky byly péstovany standardné ve 250ml Etverhrannych lahvich. Viabilita

bunék byla srovnatelna a vzdy vyssi nez 98 %.

Ze sledovani rustu téchto kultur vypliva, ze pridavkem I* misto H do média je rtst
mirné rychlejsi, s vyjimkou kultivace v nemiSeném médiu N bez pfidavku Y. Vysledky ukazuji,

Ze v porovnani rustu i exprese téchto kultur, je vyhodnéjsi do média pridavat I*.

4.1.4 OPTIMALIZACE DALSICH KOMPONENT MEDIA

Dilezitymi latkami v médiu jsou ionty stopovych prvki. Kvili nedostatku informaci o
jejich koncentraci v kultivaénich médiich bylo nutno vyzkouset, zda pfidand smés ionti
stopovych prvki P bude mit na bunky pozitivni ¢i negativni vliv (Tab. 5, str. 33). Byly
sledovany kultury 293S a posléze i 293T v médiu N nebo Ex/N. S pomoci RNDr. Kamily
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Balusikové (3. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy), ktera doporucila koncentrace nékterych
iontl stopovych prvki, byla tato smes pozd€ji upravena (P*; Tab. 6, str. 33). Zaroven s touto

novou smési iontd stopovych prvka P* se do média N zacal ptidavat i vitamin C (C).

Tab. 11. Porovnani a statistické zpracovani priimérné doby zdvojeni bunék 293S péstovanych ve
smési Ex/N + I*, T obsahujiciho P nebo P* + C. Buinky byly péstovany standardné¢ ve 250ml
¢tverhrannych lahvich. Primeérnd viabilita 293S v médiu obsahujicim P byla 98 % a v médiu
obsahujicimu P* + C 100 %. Poc¢tem subkultivaci se rozumi pocet ziskanych dat z po¢itani bun¢k pomoci

hemocytometru a jejich nasledné ziedéni.

Pramér Smérodatna | Relativni smérodatna Interval Pocet
Kultiva¢ni doby odchylka doby odchylka doby spolehlivosti sub-
médium zdvojeni [h] zdvojeni [h] zdvojeni [%] [h] kultivaci
ExXIN+I1*T,P 26,73 4,88 18,3 + 3,38 8
EX/IN +1* T,P* C 20,47 2,68 131 +2,63 4

Trypton N1 jako dalsi z komponent média N byl pfidavan k buiikam do koncentrace
0,5% v médiu N, které nebylo ve smési s Ex. Byl porovnavan rust a viabilita (Obr. 9, str. 42)
bunek 293S v médiu obsahujiciho Y s buitkami 293S bez ptidavaného Y. Dalsi proménnou byl
v tomto piipadé€ I nebo H. Z Obr. 9, str. 42 lze vycist, ze se doba zdvojeni snizila po pfidani Y
k médiu obsahujicimu I* a naopak zvysila po ptidani k médiu obsahujicimu H. Pozdé&ji byly
transfekovany bunky 293S v médiu N + I*, T, P*, Y a byla sledovana exprese proteintt GFP a
SEAP (viz kapitola 4.4 293S: Stanoveni SEAP a GFP).

Bylo optimalizovano slozeni kultivacniho média. Vysledky ukazuji, ze médium N je pro

kultivaci nejlepsi ve smési s Ex 1:1 s ptidanim I[*, T, P*, Ca Y.
4.2 Optimalizace poméru DNA:PEI

Transfekéni pomér DNA:PEI (w/w) byl optimalizovan na buiikkdch 293S (Obr. 10).
Jednalo se 0 zasobni roztok IPEI zfedény v PBS. Standardni koncentrace pro 293S je 1 mg/ml,
ale pro transfekci v mensich objemech je lepsi pouzit koncentrovangjsi 1PEI, koncentraci 8
mg/ml. Buniky 293T byly transfekovany 1x koncentrovanym (1 mg/ml) 1PEI zfedény v PBS
obdobné se stejnym vysledkem. U obou kultur se tedy lisi pouze zasobni koncentrace 1PEI,
nikoli pomér DNA:PEI (viz kapitola 3.8.1 Ptiprava transfekéniho roztoku PBS, plazmidové
DNA a IPEI).
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Obr. 10: Porovnani exprese SEAP 4 dny po transfekci bunék 293S v zavislosti na poméru DNA:PEI
(w/w). Kultivaéni médium bylo smési Ex/N + I*, T, P, transfek¢ni médium Ex a produkéni médium Ex.
Hodnoty primérnych zmén absorbanci pfi vinové délce 410 nm jsou opatfeny smérodatnou odchylkou
triplikatu méfeni. Buitky byly transfekovany vysokohustotni transfekci (viz kapitola 4.3.2 a 4.3.3) v 12ti

jamkové desti¢ce a kone¢ny produkéni objem byl 1 ml. K transfekci byl pouzit zasobni roztok 8 mg/ml
IPEI v PBS.

Optimalizace ukazala, ze vhodny pomér DNA:PEI (w/w) pro bunécnou linii 293S se
pohybuje mezi 1:2 a 1:3. Pro buné¢nou linii 293T byly ziskané vysledky obdobné. Pro dalsi
praci byl zvolen pomér DNA:PEI 1:3, pfestoze pfi této optimalizaci byl vytézek exprese SEAP
vys§i u poméru DNA:PEI 1:2. Divodem byly dalsi série optimaliza¢nich pokust transfekce
293S za pouziti stejnych médii provedené Bc. Janem Blahou, které nejsou soucasti této prace a

ve kterych byla primérné exprese SEAP vyssi pfi transfekénim poméru DNA:PEI 1:3.

4.3 293S: Rust a viabilita

Buriky 293S byly dlouhodobé kultivovany v riznych smésnych médiich (Tab. 11 a
Obr. 11, str. 45). VSechny optimalizace byly provadény s linii 293S a jsou popsany v diivéjsich
kapitolach. Bunky 293S byly také péstovany bez piidavku Ex pouze v médiu N s ptidavkem I
(pozdgji T*) ¢iH, T, P aY (Obr. 9, str. 42). Jejich primérmé doby zdvojeni vSak byly vzdy

mnohem vys§i nez u bunék péstovanych ve smésich Ex/N (pramérné piiblizné 1,5 krat).
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Tab. 11. Porovnani a statistické zpracovani primérné doby zdvojeni bunék 293S péstovanych
V riuznych smésnych médiich. Buiiky byly péstovany standardné ve 250ml étverhrannych lahvich, kdy
se k médiu Ex/N piidavaly postupné dalsi latky. Praimérna viabilita 293S v médiu obsahujicim P byla
98 % a v ostatnich médiich se blizila 100 %. Poctem subkultivaci se rozumi pocet ziskanych dat

z pocitani bunék pomoci hemocytometru a jejich nasledné ziedéni.

Pramér Smérodatna Relativni smérodatna Interval Pocet
Kultiva¢ni doby odchylka doby odchylka doby spolehlivosti sub-
médium zdvojeni [h] zdvojeni [h] zdvojeni [%] [h] kultivaci
Ex/F17 22,75 3,27 144 +1,71 14
Ex/N 23,55 4,8 20,4 +2,98 10
ExXIN+I1* T 22,74 1,9 8,4 + 1,41 7
ExX/N+I* T,P 26,73 4,88 18,3 + 3,38
ExX/N+1* T,P* C 20,47 2,68 13,1 +2,63 4
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Obr. 11: Casovy vyvoj doby zdvojeni bunék 293S zavislosti na sloZeni kultivaéniho média. Cervena
plnd ¢ara znazornuje prumérnou dobu zdvojeni 293S péstovanych v Ex/F17, Cervena teCkovana cCara
znazoriuje smérodatné odchylky této doby zdvojeni. Tento obrazek je grafickym znazornénim podkladt

pro vypocet praimérnych hodnot uvedenych v Tab. 11.

Z hodnot primérné doby zdvojeni (Tab. 11) i jeji ¢asové zavislosti (Obr. 11) lze
vypozorovat, ze po pridavku prvotni smési stopovych prvkli do média doslo k znatelnému
zpomaleni rdstu bunék (na Obr. 11 zelend oblast), ktery se vSak opét vratil do kontrolniho
rozmezi pii pouziti optimalizované smési stopovych prvkll a vitaminu C (na Obr. 11 Zluta

oblast).
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4.4 293S: Stanoveni SEAP a GFP

Exprese SEAP a GFP (snimek z FACS viz Obr. 13, str. 47) byla sledovana u 293S
S riznymi kultivaénimi, transfekénimi i produkénimi médii. Nejdfive byla porovnavana exprese
SEAP a GFP u bunék transfekovanych v médiu Ex a ptfevedenych do produkéniho média Ex, N
+ I, T nebo smesi Ex/N (Tab. 12, Obr. 12). V pribéhu této prvotni optimalizace jeSté nebyla
zavedena upravena koncentrace I* a k médiim nebyly pfidavany P a C. Transfekce byla
provedena pomérem DNA:PEI (w/w) 1:5 za pouziti optimalizovaného 1x koncentrovaného
roztoku IPEI rozpusténého ve sterilni destilované vodé€, coz byl doposud pouzivany standardni

postup pro 293S (Ex/F17) kontrolni kulturu.

Tab. 12: Legenda k Obr. 12

Kultivaéni Produkéni
Cislo provedeni médium médium
1 Ex/N Ex
2 Ex/N Ex/N
3 Ex/N N+I,T
4 Ex/F17 Ex
5 EXIN+1, T Ex
6 EXIN+1, T Ex/N
7 EXIN+1, T N+I,T
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Obr. 12: Stanoveni exprese SEAP 4 dny po transfekci a stanoveni poétu GFP* 293S bunék 5 dni po
transfekci. Kultiva¢ni, transfekéni a produkéni médium viz Tab. 12. Hodnoty pramérnych zmén
absorbanci pfi vinové délce 410 nm jsou zndzornény modrymi sloupci a jsou opatfeny smérodatnou
odchylkou triplikatu méfeni. Zelené jsou znazornény GFP* buiiky v populaci viech Zivych bunék v %.

Cisla nad sloupci vyjadfuji viabilitu transfekované kultury v % uréenou pii FACS analyze. Buiiky byly
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transfekovany vysokohustotni transfekci (viz kapitola 4.3.2 a 4.3.3) ve 100ml ctverhrannych lahvich na
kone¢ny produkéni objem 20 ml. Pomér DNA:PEI byl 1:5 spouzitim 1x koncentrovaného IPEI

rozpusténého v destilované vode.
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Obr. 13: Snimek z FACS, vybér GFP* 293S bunék. FACS umoziiuje simultdnni méfeni a analyzu
fyzikalng-chemickych vlastnosti bundk b&hem jejich priichodu laserovym paprskem. Uhel boéniho
rozptylu je 90° a je indikatorem vnitini bunééné struktury respektive granularity. GFP* buiiky absorbuji
svétlo urcité vinové délky vyzatované laserem a nasledné vyzatuji (emituji) ¢ast takto absorbovaného
svétla avsak jiz o odligné vinové délce. Populace GFP* bunék je na obrazku ohrani¢ena riizovym ramem.
Vysledkem je 39,1 % GFP" bunék ze vsech Zivych (Hoechst negativnich) bunék. Tento snimek odpovida
transfekovanym butikam 293S ¢. provedeni 4 z Obr. 12, str. 46.

Exprese SEAP a GFP u linie 293S byla nejvyssi u kontrolnich bunék péstovanych
v kultivaénim médiu Ex/F17 za pouziti transfekéniho a produkéniho média Ex, avSak pouze asi
o Ctvrtinu niz§i miru exprese vykazovaly bunky péstované v médiu Ex/N + I, T a transfekované
stejnym zptsobem (Obr. 12, str. 46). Bunky péstované v médiu Ex/N + I, T, transfekované v Ex
s pouzitim produkéniho média Ex/N nebo N + I, T vykazovaly v porovnani s kontrolnimi
buiikami také niz$i miru exprese, ale tento postup by mohl byt dale pouzitelny.

Dale byla porovnavana exprese SEAP bunék 293S kultivovanych v EX/N + I*, T, P v

zavislosti na slozeni produkéniho média (Obr. 14, str. 48).
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Obr. 14: Porovnani exprese SEAP 4 dny po transfekci bunék 293S v zavislosti na sloZeni
produkéniho média. Kultivaéni médium bylo smési EX/N + 1*, T, P, transfek¢ni médium Ex. Produkéni
médium je vyznaceno nad sloupci vyjadiujicimi expresi SEAP. Hodnoty primérnych zmén absorbanci
pfi vlnové délce 410 nm jsou opatfeny smeérodatnou odchylkou triplikdtu meéfeni. Buiky byly
transfekovany vysokohustotni transfekci (viz kapitola 3.8.2 a 3.8.3) v 12ti jamkové desti¢ce a koneény
produkéni objem byl 1 ml. Byl pouZit optimalizovany pomér DNA:PEI 1:3 s 8x koncentrovanym IPEI
rozpusténym v PBS.

Nakonec byla provedena transfekce 293S kultivovanych ve smési Ex/N nebo v médiu N
obsahujicim I* nebo H a dalsi latky a transfekovanych v analogickém nemiseném médiu N
(Tab. 13, str. 49). Produkéni médium sestavalo z média Ex nebo stejného média N, které se

pouzilo také jako transfekéni. Miru exprese SEAP a GFP znazornuje Obr. 15, str. 49.
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Tab. 13: Legenda k Obr. 15.

Cislo , | Kultivaéni médium TraI}si:ekcnl Produkéni médium
provedeni médium
1 Ex/N+1* T,P* C N+I*T,P*C N+I*T,P*C
2 Ex/N +1* T,P* C N+I1*T,P*C Ex
3 N+I*T,P*C,Y N+I*T,P*C,Y | N+I*T,P*CY
4 N+I*T,P*C,Y N+I*T,P*C Y Ex
5 ExX/IN+H, T,P* C N+H,T,P*C N+H,T,P*C
6 Ex/N+H, T,P* C N+H,T,P*C Ex
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Obr. 15: Stanoveni exprese SEAP 4 dny po transfekei a stanoveni poétu GFP* 293S bunék 3 dny po
transfekci. Kultivaéni, transfekéni a produkéni médium viz Tab. 13. Hodnoty prumérnych zmén
absorbanci pfi vlnové délce 410 nm jsou znazornény fialovymi sloupci a jsou opatieny smérodatnou
odchylkou triplikatu méfeni. Zelen& jsou zndzornény GFP* buiiky v populaci viech Zivych bungk v %.
Cisla nad sloupci vyjadiuji viabilitu v % uréenou pii FACS analyze. Buiiky byly transfekovany
vysokohustotni transfekei (viz kapitola 3.8.2 a 3.8.3) v 12ti jamkové desti¢ce a kone¢ny produkéni objem

byl 1 ml. Byl pouzit optimalizovany pomér DNA:PEI 1:3 s 8x koncentrovanym IPEI rozpusténym v PBS.

4.5 293T: Rust a viabilita

Rust bunék 293T nebyl sledovan v ¢istém médiu N (piipadné s pidanymi latkami), ale
pouze ve smési s Ex 1:1, ke kterému byly postupné piidavany I, T a nakonec také P (Tab. 14,
str. 50; Obr. 16, str. 50). Rychlost rastu této kultury (doba zdvojeni) byla porovnavana

s rychlosti rastu kultury 293T péstované ve smési komerénich médii EX/F17.
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Tab. 14: Primérné doby zdvojeni a jejich statistické zpracovani bunék 293T péstovanych
V riiznych médiich. Bunky byly péstovany standardné ve 250ml étverhrannych lahvich. Viabilita bun¢k
byla srovnatelna a byla vzdy vyssi nez 98 %. Poctem subkultivaci se rozumi pocet ziskanych dat

z pocitani bunék pomoci hemocytometru a jejich nasledné ziedéni.

Priamér Smérodatna | Relativni smérodatna
Kultivaéni doby odchylka doby odchylka doby Interval Poéet sub-
médium zdvojeni [h] zdvojeni [h] zdvojeni [%] spolehlivosti [h] | Kkultivaci
Ex/F17 20,39 2,51 12,3 +0,98 25
Ex/N 26,44 6,9 26,1 + 6,05 5
EXIN+I, T 26,24 571 21,8 +5,00
EXN+1,T,P 28,02 6,91 24,7 +5,12 7
45 —=—203T (Ex/N)
40 —W—293T (EX/IN+1,T)
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Obr. 16: Casovy vyvoj doby zdvojeni bunék 293T v zavislosti na sloZeni kultivaéniho média. Buiiky
293T byly péstovany ve standardni smési komercnich médii Ex/F17 (modra ¢ara) nebo ve pripravené
smési Ex/N (rGizova ¢ara), ke které se postupné pfidal [ a T (zelena cara), nasledné i P (Cervena cara).

Tento obrazek je grafickym znazornénim podkladi pro vypocet primérnych hodnot uvedenych v Tab. 14.

Z vysledkt je patrné (Tab. 14), Ze doba zdvojeni 293T péstovanych ve smési Ex/F17 je
vyrazné nizsi nez doba zdvojeni 293T péstovanych ve smési Ex/N, at’ uz s piidavkem nebo bez
ptidavku I, T a P. Po pfidani smési stopovych prvkl P byl zaznamenan dokonce jesté¢ pomalejsi
rust této kultury. V dobé provedeni experimentu se k médiu N jesté nepiidavala upravend smes
P*. Po porovnani transfekovatelnosti obou kultur 293T ( viz niZe kapitola 4.6) se bunky piestaly

ve smési s médiem N péstovat.

4.6 293T: Stanoveni SEAP

Po transfekci 293T bylo nutno stanovit reportérové proteiny SEAP a GFP a porovnat tak

schopnost bunék vyrabét r-proteiny zavislou na riizné kombinaci kultiva¢nich, transfekénich i
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produkénich médii. Pii téchto optimalizacich se vSak opakované nezdatilo kvuli velmi nizké
viabilit€ bun€k 5 dni po transfekei (prakticky vSechny buiiky byly Hoechst pozitivni) stanovit na
FACS procento GFP* bungk. Proto tyto vysledky vychazi pouze ze stanoveni exprese SEAP
(Tab. 15, Obr. 17).

Tab. 15: Legenda k Obr. 17.

Cislo Kultivaéni Transfekéni Pomér Produkéni
provedeni médium médium DNA:PEI médium
1 Ex/F17 F17 1/3 Ex
2 Ex/F17 F17 1/2 Ex
3 ExXIN+I, T,P N+I,T,P 1/3 Ex
4 ExIN+I,T,P N+I,T,P 1/2 Ex
5 EXIN+I,T,P N+I,T,P 1/3 N+I,T,P
6 ExXIN+I,T,P N+I,T,P 1/2 N+I,T,P
7 ExXIN+I,T,P F17 1/3 N+I,T,P
8 ExXIN+I,T,P F17 1/2 N+I,T,P
9 Ex/F17 N+I,T,P 1/3 Ex
10 Ex/F17 N+I,T,P 12 Ex
45 -
40 -
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30 A
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Cislo provedeni
Obr. 17: Stanoveni exprese SEAP 4 dny po transfekci 293T bunék. Kultivacni, transfekéni a
produkéni médium viz Tab. 15. Hodnoty prumérnych zmén absorbanci pfi vinové délce 410 nm jsou
znazornény fialovymi sloupci a jsou opatfeny smérodatnou odchylkou triplikdtu méteni. Buiky byly

transfekovany v 12ti jamkové desticce a koneény produkéni objem byl 1 ml. Byl pouZzit pomér DNA:PEI

vvvvvv
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5 DISKUZE

Hlavnim cilem této prace byla optimalizace slozeni kultivacniho média DMEM/F12 pro
suspenzni bezsérovou kultivaci linii HEK293S a HEK293T. Ucelem bylo piedev§im snizit
ekonomické naroky kultivace a exprese r-proteinii Vtéchto bunéénych liniich. Médium
DMEM/F12 bylo doplnéno o fadu nutrientti a bylo pracovné oznaceno jako ,,Nové médium*
(N). Cilem bylo nejen vytvoftit vhodné kultivaéni, ale také tranfek¢ni a produkéni médium, které
by se buitkam dodavalo samotné anebo alespon ve smési s dalsim komer¢nim médiem. Jelikoz
reportérové proteiny SEAP a GFP jsou stanovitelné jiz v malych absolutnich vytézcich,
nabizely se jako idealni proteiny k optimalizaci rekombinantni exprese a tim i k optimalizaci
slozeni média. Dal$im ukazatelem kvality média byla viabilita a rychlost ristu bunék pii jejich
kultivaci v daném médiu. K optimalizaci byly vybrany buné¢né linie 293S a 293T. Pozitivni
vysledky pouziti média N by mohly byt budoucim podnétem ke kultivaci a transfekci dalsich
typtt HEK293 bunéénych linii (napiiklad 293-6E nebo 293F) v tomto médiu N.

Vhodnym méfitkem pro porovnani rychlosti ristu bunéénych kultur byla zvolena doba
zdvojeni, kterd vychdzela z dat ziskanych dlouhodobou kultivaci. Doba zdvojeni byla pocitana
pomoci vlastniho vzorce vytvofeného pomoci tabulkového kalkulatoru MS Excel 2007. Doba
divodt vsak v nékterych ptipadech stacilo sledovat kulturu po dobu alespon 10 dni, kdy byly
jiz vysledky pro porovnani rastu jasné (naptiklad pii optimalizaci koncentrace insulinu) ¢i byla
rychlost rustu vyrazné pomalejsi nez v ostatnich piipadech a byla zde moznost doplnéni média
0 dalsi nutrienty (napiiklad postupné obohacovani kultivaéniho média Ex/N o dalsi latky).

Piesnost pocitani bunék na hemocytometru vSak mohla byt zatizena lidskym faktorem,
jak pfi odebirani vzorku kultury, pii fedéni trypanovou modii, tak pfi samotném pocitani.
Nasledné fedéni (subkultivace) bunék tak mohlo byt zatizené chybou pocitani a tim i $patné
vypoctenym objemem Kkultury, ktery je nutno fedit pro dosazeni pozadované buné¢né hustoty.
Chyba pii subkultivaci se mohla prohloubit ulpivanim bunék na sténach lahve ¢i Spatném
promichéni kultury pfed odebranim pfislusného objemu. Uvedené hodnoty doby zdvojeni v této
praci byly proto statisticky zpracovany.

DalSim ukazatelem vlastnosti média byla viabilita kultury. Celkov¢ byla viabilita bunck
pfi kultivaci velice dobra, primérné byla vyssi nez 97 %. Vyjimkou byly buniky 293S v N + I*,
T, P, které¢ nejsou uvedeny ve vysledcich této prace. Jejich viabilita se neustdle snizovala,
zlepSeni nastalo az po odebrani P a pfidani P* a C k médiu, ale i tak ¢inila maximalné pouhych
86 % oproti ostatnim kulturam. Viabilita transfekovanych kultur byla métena pomoci FACS a je
uvedena na Obr. 12, str. 46 a Obr. 15, str. 51, kapitola 4.4.
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Hodnoty exprese SEAP byly zprimérovany a opatieny smérodatnou odchylkou
triplikdtu méteni. Vysledky by byly pfesnéjsi, pokud by i samotnid optimalizace probihala
v triplikatech vzorkd, toho vSak z praktického hlediska nebylo mozné dosahnout. Bylo by tedy
vhodné v budoucnu nékteré klicové vysledky potvrdit nezévisle opakovanymi experimenty.
To se tyka i stanoveni miry exprese GFP, ktera vzdy vychazela pouze z jedenkrat méfeného
jediného vzorku. Vysledky tedy mohou byt odlehlé od skuteéné hodnoty a mély by se
v budoucnu ovéfit kontrolni transfekei vybranych kultur.

Médium N bylo slozeno z varianty D9785 smési média DMEM/F12 s ptidavkem latek
doporucenych vyrobcem (Tab. 2, str. 19) a latek uvedenych v odborné literatuie. Aby bylo
mozno meénit a optimalizovat sloZeni média, bylo primarné€ pfipraveno 2x koncentrované sterilni
zakladni D9785 médium, do né&jz byly dle potieby pridavany testované latky v riizné
koncentraci, a nasledné byl jeho objem pfislusné doplnén sterilni vodou.

Koncentrace insulinu (1) v médiu N byla optimalizovana s pomoci linie 293S, kdy byl
porovnavan rust kultur péstovanych v samotném médiu N + T, Y (tedy bez ptidavku média Ex,
které samo I pravdépodobné obsahuje) s riznou koncentraci I. Pro tyto kultury nebyla pocitdna
doba zdvojeni z divodu omezeného mnozstvi dat. V tomto piipadé vSak stacilo porovnat
bunécné hustoty kultur vzdy nékolik dni po subkultivaci bunék na stejnou bunéénou hustotu,
porovnavala se tedy relativni rychlost ristu (Obr. 8, str. 41, kapitola 4.1). Rychlost ristu bun¢k
vmédiu N+ T, Y obsahujici insulin o koncentraci od 1 mg/l po 5 mg/l byla srovnatelna,
z ekonomickych divodi vSak byla zvolena koncentrace nejnizsi, tedy 1 mg/l. Po porovnani
pramért doby zdvojeni 293S péstovanych ve smési Ex/N + T s koncentraci | 5 mg/l a 1 mg/l se
tyto prakticky neli§i. Buiiky 293S, které byly kultivovany v médiu obsahujicim nejvyssi
koncentraci I, byly péstovany dvakrat déle a jejich primérna doba zdvojeni je tim pfesnéjsi. Je
zde tedy moznost, ze kdyby byly bufiky 293S péstované v médiu Ex/N + I*, T kultivovany
po stejné dlouhou dobu, mohla by byt jejich primérna doba odli$na. Vysledky vSak naznacuji,
7e by se patrné jednalo pouze o mirnou korekci, fadové pouze o desitky minut, coz je z hlediska
kultivace zanedbatelné. Exprese SEAP a GFP u téchto kultur nebyla z ¢asovych duvodu
porovnavana v jedné sérii optimaliza¢nich pokusi, ale z celkovych vysledkt vyplyva, Ze by se
jednalo o jen nepatrné az zanedbatelné rozdily v expresi.

Pouziti hydrokortizonu (H) jako dalsiho komponentu média bylo optimalizovano
pomoci bun¢€k 293S. Rist i exprese kultur péstovanych v médiu s ptidavkem I* je signifikantné
lep$i nez kultur péstovanych s ptidavkem H (Obr. 9, str. 42, kapitola 4.1; Obr. 15, str. 49,
kapitola 4.4). Kombinace obou latek v médiu nebyla dosud nikdy publikovana. Tyto dva
hormony pisobi v organismu prakticky proti sobé, je tedy otazkou, jak by jejich kombinace
ovlivnila rlst a expresi proteinli v bunécné kultuie. Planem do budoucna je kombinaci [* a H

v médiu vyzkouset.
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Pivodni smés stopovych prvki (P) byla po zaznamenani vyrazné pomalejSiho ristu
293S optimalizovana (P*). K ptivodni smési byly piidany Cd" ionty a zvyseny koncentrace V"
a Co" iontd. Zaroven s touto smési P* byl k médiu p¥idan i vitamin C (C). Vysledkem byla
vyrazng krat$i doba zdvojeni kultury. Exprese SEAP a GFP téchto kultur péstovanych v médiu
sP a médiu s P* a C nebyla z ¢asovych divodi porovnavana v jedné sérii optimaliza¢nich
pokust. Je zde tedy moznost, Ze by exprese SEAP a GFP mohla ovlivnit cely optimalizacni
postup.

Co se tyce pridavku tryptonu N1 (Y) k médiu N, planem do budoucna je pridavat Y
i ke smési médii Ex/N + I*, T, P*, C a porovnat tak rlst a expresi proteini této kultury a kultury
bez Y. Tento komponent by poté mohl byt trvalou soucasti média N.

Soucasti této prace byla také optimalizace poméru DNA:PEI (w/w) nové vytvoieného
8x a 1x koncentrovaného zasobniho roztoku IPEI rozpusténého v PBS. Rozpusténi IPEI v PBS
mize ovlivnit pribéh transfekce menSim poskozenim bunék vlivem osmotického Soku,
na rozdil od rozpousténi IPEI ve vodé, coz je jinak obvykly a v literatuie popsany zptsob [48].
Z Obr. 10, str. 44, kapitola 4.2 zahrnujiciho optimalizaci 8x koncentrovaného IPEI a jeho
poméru k DNA pii transfekci 293S je patrné, Ze nejlepsi pomér DNA:PEI (w/w) je 1:2 az 1:3.
| kdyz exprese SEAP pii poméru DNA:PEI 1:2 byla v tomto experimentu vyssi, byl pro dalsi
praci zvolen pomér DNA:PEI 1:3, a to na zaklad€ porovnani s dal$imi optimalizaénimi pokusy
provadénymi ve stejné dobé Bc. Janem Blahou nezvefejnénymi v této praci. Optimalizace
1x koncentrovaného zasobniho roztoku IPEI pro transfekci 293T vychazela nejlépe také
v rozmezi pomeéru DNA:PEI 1:2 — 1:3. U této linie vSak byl pomér porovnan také pii dalSich
optimaliza¢nich pokusech (Obr. 17, str. 51, kapitola 4.6). Zda se, Ze je tento pomér zavisly
na pouziti transfekéniho média. Pti pouziti transfekéniho média F17 je lepsi pomér DNA:PEI
1:3, pfi pouziti média N + I, T, P pomér DNA:PEI 1:2.

Co se tyce slozeni kultivaéniho média pro linii 293S, jednoznaéné nejrychlejsi rast byl
zaznamenan vV médiu Ex/N + I*, T, P*, C. Takto péstované buiiky maji dokonce kratsi dobu
zdvojeni nez bunky péstované v komerénich médiich Ex/F17. Je mozné, Ze pfidanim Y
do pripravené smési médii by se rust jesté urychlil. Buniky byly péstovany v ExX/N + I*, T, P*, C
médiu pouze 2 tydny, proto by se jejich primérna doba zdvojeni mohla pii dlouhodobéjsi
kultivaci jesté zménit, avak jednalo by se pravdépodobné o pouhé desitky minut. Tyto burnky
byly na médium adaptované, do média se pouze ptidal C a nékteré ionty stopovych prvki (P*),
které byly pro rtst nejspise klicové.

Exprese SEAP a GFP u linie 293S byla nejvyssi u kontrolnich bun€k péstovanych
Vv kultivaénim médiu Ex/F17 za pouziti transfekéniho a produkéniho média Ex (Obr. 12, str. 46,
kapitola 4.4), tedy za standardnich podminek, které byly pro tuto linii v pracovni skupiné

Skolitele jiz diive optimalizovany. Avsak pouze asi o Ctvrtinu niz§i miru exprese vykazovaly
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bunky péstované v médiu Ex/N + I, T a transfekované stejnym zptisobem (Obr. 12, str. 46,
kapitola 4.4). Z ekonomického hlediska je tento vysledek velice pozitivni, jelikoz by bylo
mozné buriky péstovat pii nizsich nakladech ve vétsich objemech (cena kompletniho média N je
asi pétina ceny média F17 po akademické slevé, resp. asi desetina katalogové ceny média F17).
Z porovnani miry exprese bun¢k 293S péstovanych v médiu N s pridavkem P a [* v rozdilnych
produkénich médiich (Obr. 14, str. 48, kapitola 4.4) vychazi oproti Ex pomérné dobie také
médium N + T*, T, P a smésné médium Ex/N + I*, T, P vobjemovém poméru 1:3. To
naznacuje, ze po dal§i optimalizaci by bylo médium N pravdépodobné mozno pouzit jako levné
produkéni médium. Exprese by mohla byt jesté vyssi za pouziti P*, Y a C, avSak z ¢asovych
duvodu jiz nebyl tento experiment v ramci této bakalaiské prace proveden, jisté by vsak bylo
vhodné timto naznacenym smérem pokraGovat v budoucnosti. Takovyto zpusob kultivace
atransfekce (i za cenu mirné niz§iho vytéZku r-proteinii vztazenou na jednotku objemu
pouzitych médii, nebot’ komerénim médiim se lze pfeci jen tézko vyrovnat) by pak mohl vést
K produkci ve vyrazné vEétS§im objemu média nez doposud, a tedy vyrazné zvysit vytézek
r-proteinti za srovnatelné financni naklady.

Kone¢na verze média N + I*, T, P*, C byla nakonec pouzita i jako transfekéni médium
(Obr. 15, str. 49, kapitola 4.4). Celkova exprese reportérovych proteint vSak byla nizka oproti
diivejsim pokustim. Tyto vysledky ani nelze porovnat s diivéjsimi pokusy, jelikoZz kontrolni
transfekce (293S péstované v Ex/F17, transfekce a produkce v Ex) v tomto pokusu nedosahla
ani minimalni hodnotu exprese, proto nebyla ani do srovnani na Obr. 15 zahrnuta. Vysledky tak
mohou byt naprosto irelevantni. Na tomto Obr. 15vSak 1ze sledovat alespon zavislost pouZzitého
kultiva¢niho a produkéniho média. Nejvyssi exprese GFP byla stanovena u bunék 293S
z kultiva¢niho média Ex/N + I*, T, P*, C (tedy bunék s nejrychlej$im ristem), transfekovanych
a produkujicich v médiu N + I*, T, P*, C. Naopak nejvyssi exprese SEAP byla sledovana
u takovychto bunék produkujicich v médiu Ex. Tyto rozdily mohou souviset s rozdilnou
viabilitou buné¢k: zatimco v médiu Ex se béhem produkce datilo buitkam 1épe (vyssi produkce
SEAP, vyssi viabilita), bunky se zaroven vice délily a tim doslo ke snizeni velikosti populace
GFP" buné&k. Oproti tomu v médiu N + I*, T, P*, C ziistala diky omezenému bunéénému déleni
zachovéna transfekovana GFP* populace, ale diky chybé&jicim Zivinam v médiu byl celkovy
vytézek produkce SEAP nizsi. Celkové vsSak byla troven exprese GFP i SEAP v tomto
experimentu vyrazné niz§i neZ obvykle, coz mohlo byt zptisobeno chybou méteni a malym
poctem dat (zejména u GFP, kdy se jednalo pouze o jeden pokus), ale mnohem pravdépodobné;ji
se jednalo o chybu pii samotné transfekci bun¢k. Tuto optimalizaci je nutno zopakovat
a porovnat s ostatnimi dosavadnimi vysledky. I tak vsak vysledky kultivace a transfekce 293S

prozatim naznacuji, ze médium N + I*, T, P*) Y, C v kombinaci s Ex by se v blizké budoucnosti
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mohlo stat dobrym feSenim pro vyssi vytéZzek r-proteind a sniZzeni finan¢nich nakladd spojenych
s pouzivanim tohoto expresniho systému.

Bunky 293T byly péstovany standardné ve smési médii Ex/F17 nebo EX/N S postupnym
pfidavanim I, T a nasledné P (Obr. 16, str. 50, kapitola 4.5). Protoze linie 293S kultivovana
v samotném médiu N (byt’ i s pfidavkem vSech dal§ich latek) vykazovala zna¢né pomaly rust,
predpokladali jsme, Ze ani u bunék 293T by vysledek v samotném médiu N nebyl lepsi, a proto
jsme tuto variantu ani nezkouseli. Avsak bunky 293T vykazovaly vyrazné pomalejsi rust
i pti kultivaci ve smési médii Ex/N. Graf na Obr. 16, str. 50, kapitola 4.5 je znazornénim ¢asové
zavislosti doby zdvojeni na délce kultivace a je dobrym ukazatelem, ze v pribéhu fedéni bunek
nedochazelo k systematickym chybam. Pomalejsi rist 293T v médiu EX/N bez i po pridavku
dalsich latek byl divodem upusténi od optimalizace kultivace 293T ve smési s médiem Ex. Je
vSak otazkou, zda by se rast nezrychlil pti pouziti vysledné pro 2983S linii optimalizované
smési Ex/N + I*, T, P*, Y, C. Toto bude pfedmétem dalsich experiment.

Exprese GFP po 5 dnech od transfekce nebyla opakované stanovena z duvodu prakticky
nulové viability 293T pti FACS analyze. Divodem mohla byt pfili§ dlouhd doba po transfekci,
kontaminace bunék ¢i technické problémy pti FACS analyze. Z ¢asovych divoda vSak nebylo
mozné zméfit expresi GFP v krat$im intervalu po transfekci. Exprese SEAP transfekovanych
293T (Obr. 17, str. 51, kapitola 4.6) byla nejvyssi u standardné kultivovanych 293T v Ex/F17
spouzitim N + I, T, P jako transfekéniho média a Ex jako produkéniho média. Exprese byla
dokonce vys$i nez u stejnych bun€k s pouzitim standardniho transfekéniho média F17
a produk¢éniho média Ex. To naznacuje, Ze o co je samotné médium N horsi pro dlouhodobou
kultivaci bunék, o to je ve srovnani s komer¢nimi komplexnimi médii lepsi pro vlastni
transfekci bunek. Je to patrné tim, ze komeréni média typu Ex, ale v mens$i mite i F17, obsahuji
latky, které interferuji s DNA:PEI komplexy a snizuji i¢innost transfekce - pro jeji zachovani je
tak potieba pouzivat vétsi mnozstvi transfekéniho ¢inidla. Je to patrné i z vysledki na Obr. 17,
str. 51, kapitola 4.6, kde pfi transfekci v médiu F17 vzdy vychazi 1épe pomér DNA:PEI 1:3,
zatimco pro transfekce v médiu N vychdzi 1épe pomér s niz§im ptidavkem PEI, tedy 1:2.
Uspokojivé a zaroven i vyssi vysledky primérné exprese nez u standardni transfekce pfinesly
i bunky kultivované v médiu EX/N + I, T, P (a to i pfes jejich pomalejsi rust, viz vySe),
transfekované v N + I, T, P a produkujici v Ex. Opét je otazkou, zda by nebyla transfekce jeste

ucinnéjsi, kdyby médium N obsahovalo I*, T, P*, Y, C.
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Bylo vytvoteno médium o zakladu DMEM/F12 (slozeni viz Tab. 1, str. 18, Tab. 2, str. 19),

které obsahovalo latky uvedené v Tab. 16 rozpusténé ve sterilni deionizované vodg.

Tab. 16: Shrnuti komponent p¥idavanych do média.

Celkova koncentrace
Latka vV médiu
L-Leucin 59 mg/l
L-Lysin - H,O 82 mg/l
L-Methionin 17 mg/l
MgSO, - 7H,0 0,19/
MgCl, - 6H,0 61 mg/l
D-Glukoza 6 g/l
L-Glutamin 600 mg/I
Pluronic F68 10 mg/l
Pyrohroznan sodny 110 mg/I
NEA viz. Tab 7, str. 33
Selenit 5 pg/l
Ethanolamin 2 mg/l
Lipidovy koncentrat 0,10 mi/
NaHCO; 1,2 g/l
Optimalizované latky
Smés stopovych prvka (P*) viz. Tab 6, str. 32
Insulin (1*) 1 mg/l
Transferin (T) 5 mg/l
Trypton N1 (Y) 59/
Kyselina askorbova (C) 3,5 mg/l

= Bylo vybrano vhodné kultivaéni médium pro linie 293S a 293T.

Tab. 17: Shrnuti vhodnych kultivaé¢nich médii pro 293S a 293T a doba zdvojeni téchto bunék.

Bunééna linie Kultivaéni médium Doba zdvojeni

293S Ex/F17 22,75 + 1,71 hodin (Sre = 14,4 %)
293S EXIN+1*, T,P* C 20,47 + 2,68 hodin (sre = 13,1 %)
293T Ex/F17 20,39 + 5,12 hodin (sr = 24,7 %)

= Byl optimalizovan pomér DNA:PEI (w/w):
o 293S — 8x koncentrovany IPEI rozpustény v PBS, pomér DNA:PEI 1:3

o 293T — 1x koncentrovany IPEI rozpustény v PBS, pomér DNA: PEI 1:2 pfi pouziti

transfekéniho média N + I, T, P, 1:3 pfi pouziti transfekéniho média F17
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Byla optimalizovana transfekéni a produkéni média pro linie 293S a 293T v zavislosti
na expresi SEAP a GFP.

Tab. 18: Shrnuti nejvyssi exprese GFP a SEAP pro linie 293S a 293T. Mira exprese je sefazena

sestupné.
Bunééna linie | Kultivaéni médium Tr,argsfekcnl Pr'O(!ukcm Poznamka
médium médium
293S Ex/F17 Ex Ex Standardni transfekce
Hodnoty exprese by mohly
293S EXIN+1* T,P Ex N+I*T,P byt vyssi s vyuzitim
kompletniho média N
293S EXIN+ 1% T,P* C  |N+1*%T,P*C |N+I% T pxc |Nutnopotvrditopakovanim
experimentu
2935 ExXIN+ 1% T,P* C |N+I*T,P*C |Ex Nutno potvrdit opakovanim
experimetnu
Hodnoty exprese by mohly
293T Ex/F17 N+I,T,P Ex byt vyssi s vyuzitim
kompletniho média N
Hodnoty exprese by mohly
293T Ex/N+1,T,P N+I,T,P Ex byt vys$i s vyuzitim
kompletniho média N
293T Ex/F17 F17 Ex Standardni transfekce
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