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Nazev diplomové prace: Optimalizace transfekci eukaryontnich bunécénych linii

Optimalizace transfekce je proces, pfi kterém hledame nejlepsi podminky pro
transfekci. Tento proces predchdazi kazdé rutinni vyrobé rekombinantnich proteind
v laboratofi. Nejprve se voli expresni systémy, které by nejlépe vyhovovaly konkrétnim
pozadavkim. Pfi vybéru se musi zohlednit rychlost, ekonomi¢nost a funkénost
vzniklého rekombinantniho proteinu, kterd muzZe byt ovlivnéna posttranslacnimi
modifikacemi expresnich systému. Pro vnaseni cilovych genli do expresnich systému se
vyuziva expresnich vektor(.

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro transfekci eukaryontnich
bunécnych linii CHO PF a HEK293 za pomoci tfi komeréné dostupnych kitG. Po
optimalizaci nasledovalo srovnani transfekéni UcCinnosti s doposud pouzivanymi
transfekénimi postupy ve firmé Generi biotech s.r.o. Pro optimalizace byl pouzit
plazmid pMaxGFP. U¢innost transfekce byla hodnocena pomoci Neubauerovy komarky
a kvantifikaci GFP v bunécném lyzatu. Pro optimalizace byly pouzity komercné
dostupné kity Electroporation Solution, TansIT-293 Reagent a TransIT_PRO.
Transfekcni ucinnosti téchto kith byly nasledné porovnany s jiz zavedenymi metodami,
a to elektroporaci v Ex-Cell ACF CHO kultivacnim médiu a transfekci pomoci Effectene.

Nejlepsi transfekéni ucinnosti dosahovala elektroporace v Electroporation
Solution, kde, po 48 hodinach byla ucéinnost vyssi 4 x nez je tomu v pfipadé
elektroporace v Ex-Cell ACF CHO médiu a 12 x vyssi ve srovnani s Effectene. S uzitim
Trans-293 Reagent je ucinnost vyssi 3 x ve srovnani s elektroporaci v Ex-Cell ACF CHO
médiu. V porovnani s Effectene 9 x vyssi. Tyto dvé nové optimalizované metody budou
zavedeny do laboratore. Transfekce s TransIT_PRO kitem byla 0,3 x nizsi neZ pfi uziti
elektroporace v Ex-Cell ACF CHO médiu. Ve srovnani s Effectene je pak Ucinnost vyssi

pouze 0,8 x.
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An optimization of a transfection is a process of searching for the best conditions
for the transfection. Expression systems corresponding to concrete requirements are
chosen first of all. A speed, an economy and a functionality of prepared recombinant
protein that can be influenced by posttranslational modifications must be considered.
Expression vectors are used to insert genes of the interest into expression systems.

The goal of this diploma thesis was to optimize conditions for transfection of
eukaryotic cell lines CHO PF a HEK293 using of three commercially available kits. It was
followed by a comparison of these transfection efficiency with standard procedures
that are used in the company Generi Botech s.r.o. A plasmid pMaxGFP was used for
the optimization. A cell counting in Neubaurer’s chamber and a quantification of GFP
in cell lysate were used to evaluate the efficiency of the transfection. Commercially
available kits Electroporation Solution, TansIT-293 Reagent and TransIT_PRO were
used for the optimization. Later the transfection efficiencies of these kits were
compared with formerly established methods of electroporation in Ex-Cell ACF CHO
and with the transfection by Effectene.

The best transfection efficiency was reached in Electroporation Solution that was
4 times higher 48 hours later then in the case of the electroporation in Ex-Cell ACF CHO
and 12 times higher compare to Effectene. The efficiency was 3 times higher using of
Trans-293 Reagent compare to the electroporation in Ex-Cell ACF CHO and 9 times
higher compare to Effectene. The transfection by TransIT_PRO kit was 0.3 times lower

than the electroporation in Ex-Cell ACF CHO and 0.8 higher compare to Effectene.
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1. UVOD

Revolu¢ni objev ucinili James Watson a Francis Crick roku 1953, kdy popsali
strukturu DNA a nasledné popsali prepis DNA na RNA a jeji nasledny preklad na
proteiny (Watson and Crick, 1953a; Watson and Crick, 1953b). Tento proces, ktery
dnes nazyvame centrdlni dogma molekuldrni biologie, umoznil rozvoj mnoha novych
technik a védnich disciplin. Ne nadarmo je tedy 20. stoleti nazyvané jako Stoleti
molekuldrni biologie. Zminky o vnaseni genetické informace zjedince do jedince,
pochdzi taktéz z tohoto stoleti a jsou zaloZzeny na poznatcich, které uplatiiuji centrdlni
dogma molekularni biologie. Podafilo se vnést virovou DNA do bakterie E. coli pomoci
infekce bakteriofagem. (Macgregor and Poon, 2003). Sled uddlosti zahy nabral rychly
spad. To bylo zakladem intenzivniho rozvoje biotechnologii. Zadind se vyuZivat
expresnich systémU a vektor( pro objasnéni mnoha pochodu, které se uskutecnuji na
bunécné urovni. Dochdzi k vyvoji novych a lepSich expresnich systémd a nastrojl
potiebnych pro vnaseni genli do téchto systému diky genovému inZenyrstvi. Vznikaji
tak Gcinné ndstroje pro tvorbu rekombinantnich protein(i. Rozviji se nové metody,
kterymi bychom genetickou informaci vnesli do bunék nebo dokonce i do celého
organismu. Pro ovéreni nové vzniklych systém(i a metod se snazime najit optimalni

podminky.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Biotechnologie

Za autora tohoto pojmu je povazovan zemédeélsky inZzenyr Karoly Ereky, ktery roku
1917 pojmem biotechnologie nazval technologii, pfi které se vyuzivaji Zivé organismy
k produkci rlznych molekul. Vté dobé se tento pojem tykal pouze molekul
vyuzitelnych v zemédélstvi (Kiss et al., 2010).

Ke zméné chapani pojmu biotechnologie doslo v 50. letech 20. stoleti, kdy vychazi
prelomova prdce Watsona a Cricka popisujici strukturu DNA a v letech 70. pak popis
restriktnich endonukledz, nastroje nezbytného pro praci se sekvencemi DNA
(Meselson and Yuan, 1968; Smith and Wilcox, 1992). Diky témto zdsadnim objevim
byla vytvorena prvni rekombinantni DNA, kdy se Paulovi Bergovi podafilo do molekuly
DNA viru SV40 vlozit sekvenci DNA z E. coli, ktera nesla geny faga A a galaktézovy
operon pomoci endonukledzy E. coli Rl (Jackson et al., 1972). Paul Berg pak za své
studium rekombinantni DNA obdrzel roku 1980 Nobelovu cenu za chemii. Roku 1973
se pak podafilo do bakterie vlozit plazmid s genem kddujicim rezistenci na antibiotikum
(Cohen et al., 1973). Jiz v roce 1977 vychazi prvni publikace zabyvajici se expresi
rekombinantniho proteinu a to peptidového hormonu somatostatinu (Itakura et al.,
1977).

Za tu dobu prosla definice mnoha zménami a k tomuto pojmu se pfidala spousta
novych metod a postupl vyuzivanych v molekularni biologii. Proto je dnes velmi
obtizné definovat pojem biotechnologie. V definici tohoto pojmu panovala
nejednoznacnost jak mezi akademickymi pracovniky, tak mezi staty (Dahms, 2004).
Proto v roce 2002 OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development,
Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj) vytvofila sjednocenou definici

biotechnologie. OECD pak definuje biotechnologii takto:



»The application of science and technology to living organisms as well as parts,
products, and models thereof to alter living or nonliving materials for the production of
knowledge, goods, and services (Anonym 1, 2014).“

Aplikace védy a techniky na Zivé organismy a jejich casti, produkty a modely pro
preménu Zivych i neZivych materiald pro produkci poznatk, zboZi a sluzeb.

Pod touto definici se pak skryvda mnoho dalSich pojm(, se kterymi se v biologii
mulzZeme setkat. Pocinaje pfipravou virovych vektorl, pres genovou terapii a kultivaci

bunécénych linii konce.

2.2. Rekombinantni proteiny

Rekombinantni proteiny jsou proteiny kédované rekombinantni DNA.
Rekombinantni DNA je v dne$ni dobé moziné vytvofit spojenim genovych Usekl
ziskanych zrlznych zdroji. Takto vytvorend molekula je schopnd replikovat se
v hostitelském organismu, ktery se nazyva expresni systém nebo se integruje do jeho
chromozomu. V expresnim systému se pak pomoci proteosyntetického aparatu
exprimuje protein kédovany rekombinantni DNA. Vznikly protein se nasledné izoluje a
purifikuje. Rekombinantni proteiny dnes z velké ¢asti nahradily proteiny, které se drive
izolovaly z ZivociSnych tkdani. Jako pfiklad muze slouzit inzulin. Inzulin se dfive izoloval
ze slinivky bfisni prasat (Rosenfeld, 2002). Takto izolovany protein se vsak lisil
strukturadlné v jedné aminokyseliné od inzulinu lidského. Izolace proteint z Zivocisnych
tkani s sebou nesla i rizika zavleceni infekéniho onemocnéni do téla pacienta nebo
vznik imunitni reakce, pokud se protein pouzival pro terapeutické ucely. lzolace
z zivocisSnych tkani byla nevyhodnd i vtom, Ze pro izolaci je potfeba velké mnoZstvi
vstupniho materialu, abychom ziskali potfebné mnoizstvi daného proteinu (Zwickl et
al., 1995).

Pri tvorbé rekombinantnich proteinl tyto problémy vétSinou nehrozi. Proto
biotechnologické postupy pfipravy rekombinantnich proteinl prevazuji nad izolaci
proteinl z ZivociSnych tkdni. Rekombinantni proteiny se pak pouZivaji pfi diagnostice a

terapii onemocnéni nebo ve vyzkumu jejich struktury a funkce (Rabert et al., 2013).



2.3. Optimalizace produkce proteini

Pfed kazdym rutinnim zavedenim a velkoobjemovou vyrobou rekombinantnich
proteinl je nutné najit nejlepsi podminky pro transfekci a naslednou produkci s co
nejvyssi vytéZnosti s ohledem na ekonomické hledisko. Proces, pfi kterém takové
podminky hledame, se nazyva optimalizace.

Optimalizace produkce v eukaryontnich systémech zahrnuje mnoho krokd od
vybéru vhodné bunécné linie, vhodného transfekéniho reagens a vektoru, najiti
optimalnich podminek pro co nejucinnéjsi transfekci konce (Rose, 2003). Optimalizace
se nejcastéji provadi na 96 jamkovych destickach. Je to proto, abychom mohli provést
co nejvice pokusl najednou, protoZe najit optimalni podminky muize byt velmi
zdlouhavy proces.

Pokud pouzivame chemicka transfekéni reagens, méli bychom si uvédomit, Ze vice
reagens nutné neznamena vyssi produkci. Vétsi koncentrace chemickych reagens ¢asto
pUsobi na burky cytotoxicky (Synatschke et al., 2011). Pro chemické metody se
optimalizuje pocet bunék, mnoiZstvi DNA, pomér transfekénich reagens, cas, kdy
reagens pusobi na buriky a dalsi parametry (Sakurai et al., 2000). Pro kazdou bunécnou
linii je nutné podminky optimalizovat zvlast, protoZe koncentrace chemickych ragencii,
kterd byla pro jednu bunécnou linii cytotoxickda, nemusi byt toxicka pro jinou linii
(Salimzadeh et al., 2013).

Pfi optimalizaci se snazime dodrzet nékolik zasadnich pravidel, diky kterym jsou
data z jednotlivych méreni mezi sebou porovnatelna. Buriky by se v dobé transfekce
mély aktivné délit a jejich Zivotaschopnost (viabilita) by méla byt co nejvyssi. Vyrobci
komercnich kith doporucuji pracovat s burikami, které jsou pasazované 24 hodin pred
provedenim transfekce a vden transfekce se viabilita bunék pohybuje okolo 90%
(Daramola et al., 2014; Hunt et al., 2010).

Cistota plazmidové DNA se pro Uspé$nou transfekci musi pohybovat v rozmezi
1,7-1,9 pti poméru absorbanci pti vinovych délkach 260 a 280 nm a méla by byt
endotoxind prosta. DNA bez endotoxint volime proto, aby buriky nezacaly produkovat
prozanétlivé cytokiny, které by mohly snizit ucinnost transfekce (Budryk et al., 2001;

Butash et al., 2000).



Pro monitorovani ucinnosti transfekce se pouZivaji reportérové geny kddujici
snadno kvantifikovatelné proteiny. Pfi optimalizacich se velmi ¢asto uzivaji sekretovana
alkalicka fosfataza, luciferdaza nebo zeleny fluorescencni protein (Igawa et al., 2014;

Miller, 2014).

Obr. 1. Ucinnost transfekce. CHO PF bunéénd linie transfekovand plazmidem

pMaxGFP. Buriky, které zelené fluoreskuji se podafilo transfekovat timto plazmidem.

2.4. Expresni systémy

Expresni systémy jsou prokaryontni, eukaryontni buriky nebo viry, ve kterych je
mozna exprese vloZzeného Useku nukleové kyseliny. SlouZi k produkci rekombinantnich
proteinl. Pfi vybéru expresniho systému je dobré si rozmyslet, za jakym tucelem do néj
budeme geny vkladat. Musime brat v Uvahu rozdily mezi expresi v prokaryontnich a

eukaryontnich systémech, naro¢nost provedeni a ekonomické hledisko.
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2.4.1. Bakterialni expresni systémy

Doposud nejrozsirenéjsi expresni systém je systém prokaryontni, kde se nejhojnéji
pracuje sgramnegativni bakterii E. coli nebo zastupci grampozitivnich tycek rodu
Bacillus. Bakterie rostou rychle ve velikych koncentracich a média potiebnd pro jejich
kultivaci jsou relativné levna. Diky expresi rekombinantnich protein( v bakteriich
ziskdme pomeérné vysoké mnoiZstvi produktu v relativné kratkém case za nizsi cenu, nez
je tomu u eukaryontnich expresnich systému (Babaeipour et al., 2013; Porowinska et
al., 2013).

Uziti bakteridlnich expresnich systémui ma vsak i sva negativa i presto, Ze s jejich
pomoci muZeme ziskat mnoho levného proteinu v kratkém casovém Useku.
Produkovany eukaryontni protein se lis$i svym prostorovym uspofadanim ve srovnani
s pfirozenym proteinem, coz ve svém dlsledku mlze znamenat pozménénou az
absentujici biologickou aktivitu. To je zplsobeno tim, Ze bakteridlnim bunkam chybi
posttranslacni modifikace jak tomu je u eukaryontnich bunécnych systému (Jeong et
al., 2014). Druha véc je, Ze velikost proteinu, ktery mohou prokaryontni buriky
produkovat je omezena. Je moZné ziskat protein do velikosti kolem 142 kDa (Berks et
al., 2000). Dalsi nevyhodou je to, Ze produkované rekombinantni proteiny mohou byt
toxické diky pritomnosti endotoxinu jako soucdsti bakteridlni stény gramnegativnich
bakterii pouzitych pro produkci rekombinantniho proteinu. Proto je nutné jejich dalsi
zpracovani, aby se odstranily endotoxiny bakterii, ve kterych byly proteiny
produkované. Endotoxiny by totiz mohly vyvolat zanétlivé reakce. Bakterie E. coli
produkuje rekombinantni protein bud do cytosolu nebo do inkluznich télisek
(Mergulhao et al., 2005). Renaturace proteinu z téchto télisek se nemusi vidy Uplné
podafit. Tento systém je vhodnéjsi spiSe pro jednodussi proteiny bez posttranslacnich

modifikaci.
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2.4.2. Kvasinkové expresni systémy

Nespornou vyhodou kvasinkovych expresnich systém( oproti prokaryontnim
systémUm je, Ze jsou schopné vznikly produkt posttranslacné modifikovat. Lze v nich
relativné bez problém0 exprimovat proteiny, které jsou plvodné z eukaryot. Jejich
kultivace neni nijak ndro¢nd (Boer et al., 2007). Prvnim nejvice uZivanym kvasinkovym
expresnim systémem byla kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Asi nejvyznamnéjsim
rekombinantnim proteinem ziskdvanym za pomoci kvasinkového expresniho systému
je HBs antigen ziskdvany za ucelem vakcinace proti hepatitidé B. BohuZel tato kvasinka
ma typ N-glykosylace, kdy ke vzniklému proteinu pripojuje cukerné zbytky az 150
mandz vazbou a 1,3. Tato posttranslaéni modifikace nemusi vyhovovat vidy, protoze
v ojedinélych pripadech mize byt imunogenni. Dnes patfi mezi nejvice vyuzivané
kvasinkové expresni systémy kvasinka Pichia pastoris (Cregg et al., 2009). Tato kvasinka
produkuje mnoho proteinu a je ji mozné kultivovat ve vysokych koncentracich.
Rekombinantni protein produkuje intraceluldarné nebo do extraceluldarniho prostoru,
pokud je ke genu pro rekombinantni protein pripojen sekre¢ni signal (Baumann et al.,

2011).

2.4.3. Rostlinné expresni systémy

V posledni dobé se do popfedi zajmu dostaly transgenni rostliny, které slouzi
k produkci rekombinantnich proteind (Santi et al., 2006). Rostlinné expresni systémy
jsou eukaryontni buriky, dokazi tedy vznikly protein posttranslacné modifikovat, coz je
nespornd vyhoda oproti prokaryontnim expresnim systémdam. Dale zde nehrozi riziko
kontaminace patogeny, které se mnozi v Zivoc¢isnych burikdch (Daniell et al., 2001).

Hlavni omezeni uziti rostlinnych expresnich systému je jejich velikost produkce,

ktera dosahuje velmi malych vytézk( (Santi et al., 2006).

2.4.4. Hmyzi expresni systémy

Pro produkce vhmyzich systémech se nejcastéji uzivd infekce pomoci
rekombinantniho bakulovirového expresniho systému, ktery nese cilovy gen. Jejich
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kombinaci dosahujeme vysokych vytézk( rozpustného glykosylovaného proteinu.
Hlavni vyhodou tohoto expresniho systému je, Ze miZzeme klonovat velké fragmenty

cizorodé DNA.

2.4.5. Bunécné linie

Myslenka na to, Ze by bylo mozné kultivovat buriky in vitro, pochazi jiz z 19 stoleti.
Spolecnost si vSak musela na potvrzeni této myslenky pockat jesté par let az do roku
1912. V tomto roce se nositel Nobelovy ceny Alexis Carrel pokusil poprvé o to, co se
mnoha lidem zddlo, jako nemozné. Do Zivného roztoku vlozZil buriky kufeciho srdce.
Bunkam v Zivném roztoku se dafilo prezit velmi dlouho (Benveniste, 2013; Morris and
Schirmer, 1990).

Buniky, které jsou schopné nepretrzité rlst a délit se vin vitro podminkach se
nazyvaji bunécné linie. ZaloZzeni nové bunécné linie je zdlouhavy proces, a proto dnes
mnoho biotechnologickych firem nabizi k zakoupeni jiz pfipravené bunécéné linie.

Zdroj bunék pro vytvoreni bunécné linie maze byt laboratorni zvire, ¢lovék, hmyz
nebo dokonce i rostliny (Ha et al., 2013; Thiel, 2014; Wagner et al., 2014; Zaniboni et
al., 2014). Pro ziskani bunécéné kultury ndm nékdy staci pouze kousek tkané umisténé
ve vhodném kultivatnim médiu, ze které bunky vyrlstaji. Takovym postupem se
nejCastéji ziskavaji fibroblasty. Nevyhodou takového zpUsobu ziskavani bunécnych linii
je, ze ziskdme smés bunék rlznych typl. Proto ndsledné musime buriky izolovat. Pro
izolaci lze pouzit mnoho metod. Napfiklad pfidanim selekénich médii podporujicich
rast pozadovanych bunék a rlst ostatnich bunék zcela zastavi, buriky oddélime pomoci
centrifugace v hustotnim gradientu nebo ptipadné bunky limitné naredime tak, aby
jednotlivé buniky daly zdklad novym bunécnym klonim tak, jak je to napf. znamé
z hybridomové biotechnologie (Beghin et al., 2009; Rusu et al., 2005). Prvni kulturu,
kterou izolujeme ztkani, pak nazyvame primarni kulturou nebo téz primokulturou.
Izolované bunky se nechaji néjaky cas rlst, aby se namnoZily. Poté jsou burky
opakované pasazovany, tj. fedény a prenaseny do nového média v novych kultivacnich
nadobdch. Po prvni pasazi se jiz bunécna kultura nazyva sekundarni kultura nebo také

subkultura.
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Bunky samoziejmé nejsou nesmrtelné. Zdravé burnky se mohou délit v priméru
50-60 krat. PocCet déleni pak zavisi na typu bunky. Proto se vyuzZiva rlznych
mechanizmd, které narusi kontrolni mechanismy bunécného cyklu, jako tomu je u
nadorovych bunék nebo se bunky transformuiji viry. Diky tomu jsou pak burnky schopné
délit se neomezené. Takové buriky se pak nazyvaji permanentni bunécéné linie.

Vétsina bunécénych linii roste ptisedld na kultivatnim povrchu. Takové buriky se
nazyvaji adherentni. K péstovani adherentnich bunék se pouzivaji polystyrénové
kultivacni nddoby s upravenym povrchem, ktery je hydrofilni. Nékterym liniim staci
pouze takova drobna chemicka uprava povrchu dna (i celé kultivacni nadoby). Jiné,
narocnéjsi bunky na péstovani potfebuji dno potazené latkami, jako jsou peptidy nebo
adhezivni faktory, které usnadni a zlepsi jejich adhezi.

’

Pro primyslové ucely je vhodnéjsi prace se suspenznimi bunéénymi liniemi, které
nerostou prisedlé na kultivacni dno. Je moZzné u nich dosahnout vétsi h

ustoty bunék.

Obr. 2. CHO bunécna linie. Adherentni bunécnou linii izolovanou z vajecniku

krecka ¢inského 15 hodin po pasazi (Anonym 2, 2014).
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Savci expresni systémy

Rekombinantni proteiny, které jsou produkovany v savéich expresnich systémech,
zcela zmeénily tvai moderni mediciny. Dnes je mozné je vyuZivat pro |lécbu ¢i oddaleni
onemocnéni, ktera byla drive velmi obtizné |éCitelnd, jako je napfiklad rakovina nebo
neplodnost. Aby byly rekombinantni proteiny pouzivané pro |écbu uc¢inné, musi byt
biologicky aktivni a nalezité slozené. K tomu poslouzi posttransla¢ni modifikace, které
prokaryontni systémy nedokdzou zajistit. Sav¢i bunky dokazi vznikly protein
glykosylovat, fosforylovat nebo tfeba methylovat. Diky savéim expresnim systémim
mUlzZeme ziskat funkéni protein v gramech jiz za mésic (Almo and Love, 2014).
V biomediciné se nejvice uZivaji bunécné linie odvozené z lidskych bunék nebo bunék
hlodavcu. Az 70% svétové produkce rekombinantnich protein( je dnes produkovdno

v CHO bunécné linii (Reichert et al., 2004).

CHO PF

CHO PF (chinese hamster ovary-protein free) je bunécna linie odvozena z bunék
ovarii kifecka cinského, ktery byl poprvé pouzit jako laboratorni in vivo model v roce
1919 pro studium a typizaci Streptococcus pneumoniae (Kildegaard et al., 2013). Na
pocatku 20. let 19. stoleti slouZil kfecek Cinsky jako model pro epidemiologické studie
leishmaniozy, protoZe tento hlodavec je vyhledavanym hostitelem prvokd zrodu
Leishmania. S ¢asem zdjem o tohoto hlodavce vzrlstal, diky jeho malému poctu
chromozom{, coZ ho ucinilo velmi uZitecnym modelem pro studium vlivu radiace na
savCéi bunky a studium bunécnych kultur. V roce 1957 doktor Theodore Puck poprvé
izoloval a ustanovil bunécnou linii z vajecnik( samicky kfecka ¢inského. Podaftilo se mu
ziskat linii, ktera byla velmi rezistentni, s kratkym biologickym polo¢asem a vhodnd pro
kultivaci in vitro. Linie se zacala pouZivat pro studium metabolickych drah nebo pro
toxikologické studie (Kildegaard et al., 2013).

Védci si po Case vSimli, Ze nahodné zmutované bunky maji lepsi Zivotaschopnost a
Ize je pasazovat vicekrat, nez zdravé burnky. Proto tyto mutované jedince izolovali a
vytvofili tak pilif pro CHO bunécné linie vhodné pro produkci rekombinantnich

proteint (Puck and Kao, 1967). Tyto burnky mély deficity v syntéze enzymu jako je

15



dihydrofoladtreduktaza nebo adenylfosforibosyltransferaza (Taylor et al., 1977; Urlaub
and Chasin, 1980).

Diky své ptizpusobivosti a snadné kultivaci ziskavala CHO bunécna linie vice a vice

na své oblibé. VyuzZivaly se a do dnes vyuZivaji pro studium receptord, signalizacnich
drah sprazenych s G-proteiny, adhezi, cytoskeletarni struktury a pro studium
bunécného cyklu (Figler et al., 2003; Fiore et al., 2002; Hari et al., 2003; Yu et al.,
2003).
Pfi vybéru vhodné bunécéné linie pro produkci proteind, uréenych pro |écebné ucely
pacientd je velmi dllezité, aby se v téchto liniich nemohly mnozit patogeny, které jsou
prfenosné na clovéka. Jiz v roce 1989 bylo prokazano, ze v CHO bunkach se nedokazi
replikovat viry HIV, pasového oparu chripky, spalnicky a dalSich patogent prenosnych
na Clovéka. To zCHO bunécné linie Cini nejhojnéji uzivanou linii pro produkci
rekombinantnich protein( uréenych pro terapii. DalsSim faktorem diky, kterému jsou
CHO bunky vhodné pro produkce terapeutickych proteini je snadnd genova
manipulace a jejich schopnost rlst ve vysokych koncentracich v suspenzi, cozZ je skvélé
pro velkoobjemovou kultivaci v bioreaktorech. Nespornou vyhodou klon( deficientnich
venzymu dihydrofolatreduktazy je, dramatické zvySeni produkce rekombinantnich
proteinl. Dihydrofolatreduktaza je enzym, ktery katalyzuje pfeménu kyseliny listové na
tetrahydrofolat. Tetrahydrofoldt je kofaktor dUlezity pfi syntéze mnoha
biosyntetickych drah jako je napfiklad syntéza tymidinu, purinu a glycinu. Do takto
deficientnich bunék je mozné vnést gen pro rekombinantni protein spolu s funkéni
kopii genu pro dihydrofolatreduktazu. Pokud se do bunék podafi transfekovat tyto
geny, dochazi k prekladu genu na enzym. Bunka pak nepotiebuje ziskavat tymidin,
puriny ani glycin z kultivaéniho média, ale dokaze si je syntetizovat sama. Buriky, které
se podafilo transfekovat je mozné selektovat pomoci média bez glycinu, hypoxantinu a
thymidinu. Bunky bez dihydrofolatreduktazy v takovém médiu umiraji a buriky, do
kterych se podafrilo transfekovat geny pro rekombinantni protein spolu s genem pro
dihydrofoladtreduktazu v takovém médiu prezivaji (Wurm, 2004).

Prvni rekombinantni protein vyprodukovany sav¢i bunécnou linii CHO byl aktivator
plazminogenu vroce 1987. Dnes je tato savdi linie nejvice vyuZivana pro produkci

rekombinantnich proteind uréenych pro terapii. Nejcastéji se jedna o produkce
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erytropoetinu a tkdnového aktivatoru plazminogenu (Gaffney and Curtis, 1985; Goh et

al., 2014; Rahimpour et al., 2013).

HEK293

Hek293 (Human embryonal kidney) je suspenzni bunécna linie, kterd je odvozena
z lidskych embryondlnich bunék ledvin, upravend pomoci 5 adenovirovych gend.
Bunécna linie byla poprvé pripravena v laboratofich Alexe Van der Eba v Leidenu
v Holandsku roku 1970. Nazev HEK, vychazi zjejich plvodu, Cislo 293 znaci 293.
experiment s touto bunéénou linii (Graham et al., 1977).

Tyto bunky jsou charakteristické tim, Ze maji vlastnosti skoro vSech bunék
v lidském téle. V této bunécné linii se napriklad vyskytuje vice jak 60 genl typickych
pro nervové bunky, diky kterym, jsou v HEK293 bunécné linii pfitomny néktera
neurofilamenta a neuroreceptory (Shaw et al.,, 2002; Thomas and Smart, 2005).
V soucasné dobé se proto diskutuje o tom, Ze jejich plvod vychazi z neuronadlnich
bunék (Shaw et al., 2002).

Vyuziti této bunécné linie je rozsahlé diky jejim signalizacnim draham,
endogennim receptorim, snadné kultivaci a v neposledni fadé i relativné nizké cené.
Diky témto vlastnostem se linie hojné vyuzivad jiz od pocatku jejiho vzniku, jako
expresni systém pro produkci rekombinantnich protilatek a protein(i (Jager et al., 2013;
Thomas and Smart, 2005). Dalsi mozZnost jejiho vyuZiti je ve farmaceutickém pramyslu,
kde se studuje ucinek Iéc¢iv na sodné kandly a na jejich metabolismus (Apaolaza et al.,
2014; Fredj et al., 2006; Olajide et al., 2014; Thomas and Smart, 2005; Zoidis et al.,
2014).
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Obr. 3. HEK293. Bunécnd linie HEK293 odvozend z lidskych embryondlnich bunék

ledvin. Je pro ni typicky rist ve shlucich (Anonym 3, 2014).

2.5. Kultivaéni média

Kultiva¢ni média jsou roztoky, ve kterych se bunécné kultury péstuji in vitro. Svym
slozenim se snazi co nejvice pfiblizit podminkdm, které vyhovovaly bunkdam in vivo.

Vétsiné bunécnych kultur se nejlépe dafi pti pH okolo 7.4 (Bradley et al., 2014;
Kallel et al., 2002; Qu et al., 2014).

Bunikky jsou velmi citlivé na vykyvy pH, proto se do medii pfiddva barevny
indikdtor, abychom mohli sledovat stav bunék. Mezi nejpouzivanéjsi bezesporu patfi
fenolova cerven (Berthois et al., 1986). Pfi pH 7.4 ma potom médium cervenou barvu.
Pfi kultivaci se pH mUze stavat kyselejsim, kdy zacind Zloutnout, nebo alkali¢téjsim, pak
méni svoji barvu do rGzZova. K okyselovani média dochazi po nékolika dnech, kdy burky
vyluc€uji do média kyselé produkty metabolismu jako je napfiklad laktat. Proto musime
médium vyménovat az tfikrat tydné, aby buriky mély dostatek potrebnych Zivin pro
svQj rast (Wurm, 2004). Média obsahuji zdroj energie jako je napfiklad glukdza, dale
pak anorganické latky, pufry, vitaminy rlstové faktory, mastné kyseliny a stopové
prvky. Mnoho téchto latek se do média dostava diky pridavku séra. Nejcastéji se

pouziva 10% fetdlni bovinni sérum nebo dokonce jiz i sérum lidské (Aghayan et al.,
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2012; Wu et al., 2013). Do kultivaénich médii se velmi ¢asto pridavaji antibiotika, ktera
zabrani nezadouci kontaminaci.

Dnes se vétSina velkoobjemovych produkci rekombinantnich proteint provadi
v médiich bez pfidavku séra, protoze zde stale hrozi kontaminace priony nebo viry

z ptidaného séra (Wurm, 2004).

2.6. Expresni vektory

Vektory slouZi k pfenosu a udrZeni cizi DNA v hostitelské burice. Poté usnadni
selekci nebo detekci bunék, do kterych se rekombinantni DNA transformovala. Vektory
jsou klonovaci nebo expresni. Expresni vektor slouZi k pfenosu genu a jeho ndsledné
expresi v hostitelské burice (Lu et al., 2014). Expresni vektory se vyznacuji tim, Ze maji
silny promotor. Promotor je sekvence, ktera usnadni vazbu RNA-polymerazy. Takovy
promotor, se nachazi u klonovaciho mista a je situovan proti sméru transkripce. Pokud
prendsime genetickou informaci pomoci virového vektoru, jedna se o transdukci (Guo
et al., 2013). Proces, pfi kterém vkladame nukleovou kyselinu do prokaryontnich bunék
bez pouZiti virovych vektord, se nazyva transformace (Clewell et al., 2014). Transfekce
jsou pak metody, kterymi vkladame nukleové kyseliny nebo proteiny do eukaryontnich

bunék s pouZitim jiného neZ virového vektoru (Alvin and Ye, 2014).

2.6.1. Plazmidy

Plazmidy se vyskytuji u prokaryontnich organism(. Jsou to malé cirkularni
molekuly DNA, které v prokaryontni burice zastavaji radu funkci. Jejich velikost se
pohybuje od 1 do 300 kbp. Tyto molekuly mohou ve strukture napfiklad nést geny
kédujici prenos rezistence na antibiotika nebo umoZnujici fixaci vzdusného dusiku
dllezitého pro metabolické pochody nékterych bunék. Nejbohatsi plazmidovou
vybavu, kterou lze uZit, jako expresni vektor nalezneme v bakterii Escherichia coli, kde

jej lze s Uspéchem i namnotzit (Lu et al., 2014).
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Izolovana DNA z donora, v nasem pfipadé z bakterie Escherichia coli se nejprve
fragmentuje. Konce téchto fragmentl se vhodné upravi pro rekombinaci s vhodnym
vektorem. Spojenim izolované cizorodé DNA s vektorem pak vznikd rekombinantni
DNA, kterou je uz mozné vlozit do dané buriky.

Aby bylo mozné plazmid pouZit jako transfekéni vektor, ktery zajisti expresi
vloZzeného genu, je nutné, aby ve své strukture obsahoval urcité dulezité sekvence.
Polylinker nebo téz multiple cloning site (MCS) je kratké misto v sekvenci plazmidu.
V tomto misté je mozné stépit plazmid pomoci restrikénich endonukleaz a vlozit sem
gen, ktery chceme v dané bunce exprimovat. Po Stépeni plazmidu dochazi k jeho
linearizaci.

Do linearizovaného plazmidu je mozné vlozit inzert pomoci enzymu T4 DNA ligazy,
ktera katalyzuje vznik fosfodiesterovych vazeb mezi inzertem a plazmidem (Lohman et
al., 2011). Nasledné dochazi k opétovné cikulaci plazmidu. V blizkosti polylinkeru je
silny promotor a introny, které zvysuji expresi vlozeného genu. Nejcastéji se jednd o
promotor virového plvodu naptiklad CMV (Cytomegalovirus) (Kirsch et al., 2003). Na
promotor pak nasedaji transkripéni faktory. Ve vektoru plazmidového typu nesmi
chybét Kozakova sekvence, ktera zajisti translaci vlozeného genu na ribosomu a
pocatek replikace ori (origin of replication). Nedilnou soudasti plazmidu je také
sekvence zvana terminator spolu s polyadenylac¢nim signdlem, ktera ukonci translaci.
Plazmidy navriené za ucelem tvorby rekombinantnich proteinl navic obsahuji
sekvenci, ktera koduje rezistenci na antibiotikum pro pfipadnou selekci
transfekovanych klonU. Jedna se napfiklad o geny kddujici rezistenci na ampicilin nebo
geneticin (Chen et al., 2012; Kirsch et al., 2003; Yari et al., 2013).

Pokud je nutné optimalizovat cely proces transfekce, tak se pouZzivaji plazmidy
s geny pro reportérové systémy, diky kterym lze vizualné a nedestruktivné hodnotit
ucinnost transfekce. Nejcastéji se jedna o geny kddujici luciferazu nebo GFP (Benns et

al., 2001; Huang et al., 2013; Routledge, 2012; Siedl et al., 2012).
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Obr. 4. Struktura plazmidu pMaxGFP. Na mapé plazmidu od shora vidime misto,
které koduje rezistenci na antibiotikum (Kanamycin), pocdtek replikace (puC ori),
promotor (SV 40pA), sekvenci kddujici GFP (max GFP), intron a promotor
z cytomegaloviru (PCMV) (Anonym 4, 2014).

26.1.1. GFP

GFP (Green fluorescent protein) je zeleny fluorescenéni protein z meduzy
Aequorea victoria. Tento fluoreskujici protein objevil a poprvé izoloval profesor Osamu
Shimomura v roce 1961 (Shimomura, 2009). Pokud je tento protein vystaven modrému
excitatnimu svétlu s excitaénim maximem 475 nm, tak zelené fluoreskuje, protoze ma
emisni maximum pfi 508 nm (Wang et al., 2002).

GFP je nevelky protein slozeny z 238 aminokyselin o molekulové hmotnosti 26.9
kDa (lzadi et al., 2009). GFP ma strukturu B-soudku slozeného z 11 B-listli. Uvnitf
soudku je
a-Sroubovice, kterd nese vlastni fluorofor (Li et al., 1997). Protein ma fadu vyuziti.
Pomoci fluorescencniho mikroskopu lze posoudit, zda jsou rekombinantni bunky
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exprimujici GFP Zzivé, pribéh apoptickych déjlii nebo Ize sjeho pomoci studovat
receptory sprazené s G proteiny a v neposledni fadé slouzi k hodnoceni Uc€innosti
transfekce eukaryontnich bunécénych linii (Avalos, | et al., 2013; Izadi et al., 2009; Lant
and Derry, 2014; Salimzadeh et al., 2013; Ye et al., 2014).

Cilenymi genetickymi Upravami GFP vznikly nové reportérové proteiny
s posunutym excitacnim a emisnim spekterem do jinych vinovych délek. Dnes je mozné
vyuzivat Zluty fluorescencni protein YFP (yellow fluorescent protein), modry
fluorescenéni protein CFP (cyan fluorescent protein) a jiné (Dyachok et al., 2014; Liu et
al., 2011). Stejné jako GFP lze i ostatni fluorescencni proteiny detekovat pomoci
fluorescenéniho mikroskopu, fluorimetrie nebo fluorescenéni priitokové cytometrie

(Salimzadeh et al., 2013) .

Architecture of Aequorea victoria Green Fluorescent Protein

H-Tern;uln us ci-Helix

— C-Terminus

Obr. 5. Struktura GFP. Na levé strané je pohled z boku. Napravo je pohled shora.
N-konec (N-Terminus), a-helikdini struktura (a-Helix), C-konec (C-Terminus), 8-
soudek (B-Barrel) slozeny z B-listi (B-Sheet), smycky (Loops). Uvnitf B-soudku je

chromofor (chromophore) zodpovédny za fluorescenci (Anonym 5, 2014).

22



2.6.2. Bakteriofag A

Bakteriofag A je virus, ktery infikuje bakterie. Jeho genom je dvouretézcova DNA,
ktera ve své molekule obsahuje mista, ktera nejsou nezbytna pro lytickou fazi faga. Do
téchto mist je mozné vlozZit cizorodou DNA. Pfendsi se ve virovych casticich jako
linearni molekula s presahujicimi koheznimi konci. Po vniknuti do hostitelské buriky
molekula cirkuluje a vlastni prepis pak nastava z cirkularni molekuly. Do bunék ho lze
vnést infekci a vyuzit tak jeho replika¢niho cyklu nebo pomoci transdukce. Transdukce
vSak dosahuje nizsi ucinnosti nez infekce. (Broussard and Hatfull, 2013; Marinus and

Poteete, 2013).

2.6.3. Kosmidy

Kosmidy jsou plazmidy, ve kterych je cos sekvence z bakteriofaga A. Jeji kohezivni
konce cos sekvenci jsou spojené a tak je celd molekula cirkuldrni.

Po transfekci do bunék se replikuje pouze jako plazmid. Neobsahuje cely genom
bakteriofaga A a proto neprochazi lytickym cyklem, jako fag. Pomoci komsida je do
bunék moZné vpravit vétsi fragmenty nukleovych kyselin do velikosti 40 kbp (Cheng et

al., 2014).

2.6.4. Virové vektory

Viry jsou parazitické nebunécné organismy bez vlastniho proteosyntetického
aparatu. Ke své replikaci potrebuji hostitelskou bunku. Viry pouZivané v genovém
inZenyrstvi jsou zbaveny své infekénosti, maji vSak zachovanou schopnost proniknout
do bunky a pomnozit se v ni. Nejuzivanéjsi vektory jsou obalné RNA viry (retroviry)
urcené k transfekci eukaryontnich bunék. Za pomoci enzymu reverzni transkriptazy
prepisi svou RNA do DNA, kterou posléze v€leni do genomu hostitelské buriky. Tyto
vektory nesou pouze sekvence nezbytné nutné pro vélenéni RNA transkriptu do
virionu, integraci do buné¢ného genomu a expresi viozeného genu. Diky sekvenci,
ktera kéduje velmi silny promotor LTR (long terminal repeats), je mozné dosahovat
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velmi vysoké transfekéni uUcinnosti (Doh et al., 2014). Do retroviru je mozné vélenit
cizorodou sekvenci o velikosti 8-10 kbp. Vétsinou je zavisly na pomocnych virech, které
nesou ostatni sekvence nezbytné pro ucinnou replikaci. Retrovirové vektory se mimo
jiné uzivaji k vyvijeni antivirotik a pro genovou terapii (Bogoslovskaia et al., 2012;
Misra, 2013).

Velké DNA viry rodu Baculovirus se pouzivaji pro infekci hmyzich bunék. Nejéasteji
se jedna o bunky z larvy motyld a mar rodu Lepidoptera (Clem and Passarelli, 2013;
Grady et al., 2014).

Uzitim virovych vektord Ize dosahovat nejvyssi Ucinnosti. Virové vektory maji sva
omezeni a tim jsou velikost cizorodé DNA, kterou dokdZzi pojmout a nemusi byt vidy

biologicky bezpecné (Kay et al., 2001).

2.6.5. Kvasinkové arteficialni chromozomy

Tyto chromozomy jsou vytvofené uméle pomoci genového inZenyrstvi. SlouZi ke
klonovani rekombinantnich DNA molekul v kvasinkovych expresnich systémech. Nékteré
geny neni mozné vkladat do plazmidl nebo jinych expresnich vektorl, protoZe maji
rozlehlé regulaéni oblasti a vySe zminéné expresni vektory dokdazi pojmout pouze mensi
useky DNA. Oproti tomu kvasinkové arteficialni chromozomy dokazi pojmout molekuly
DNA az do velikosti 600 kbp, coZ je jejich obrovskd vyhoda (Noskov et al., 2011). Tyto
pomérné nové vektory se z velké ¢asti pouZivaji pro mapovani a sekvenovani genomu
(Casper et al., 2012).

Usek DNA, ktery chceme klonovat, se nejprve musi linearizovat a nasledné se vloZi do
kvasinkového chromozomu, kde je ohrani¢eny telomerdzami zobou stran. Vznikly
chromozom pak obsahuje centromeru, telomery a kvasinkové markery autonomné
replikujici se sekvenci z kvasinek. Po vloZeni do kvasinkového systému jsou tyto
chromozomy stabilni stejné, jako chromozomy, které se v nich normalné vyskytuji (Noskov

et al., 2011) .
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2.7. Transfekce

Transfekci se oznacuji metody prenosu DNA do eukaryontnich bunék. Touto
metodou vznika z eukaryontni buriky geneticky modifikovany organismus. Transfekci
mUzZeme provadét in vivo, tedy s pouZitim Zivého organismu. Toho se vyuziva zejména
pro genovou terapii. Pokud se transfekce provadi in vitro, znamena to, Ze se provadi za
laboratornich podminek. Transfekce lze provadét jako stabilni nebo prechodné
(tranzientni), vybér pak zdlezi na ucelu, za jakym chceme prenos DNA do bunky
uskutecnit. Provadime-li stabilni transfekci zaclefiuje se prendseny gen do
chromozomadlni DNA hostitelské burniky. Nasledné dochazi k tvorbé stabilni bunécné
linie, ktera ma ve svém genomu zaclenény vloZieny gen, ktery se replikuje spolu
s bunénym genomem. Tvorba takové stabilné transfekované bunécné linie je velmi
narocna jak po financni strance, tak po strance casové (Baldi et al., 2007; Liu et al.,
2008). Stabilné transfekované bunécné linie wvyuZivaji zejména farmaceutické
spolec¢nosti, které kontinudlné vyrabi rekombinantni proteiny uréené pro terapeutické
Ucely (Baldi et al., 2007).

Protikladem k stabilni transfekci je prechodnd (transientni) transfekce. Pri
transientni transfekci se cizorodd molekula DNA dostane do hostitelské buriky, ale
nezacleni se do jejiho jaderného genomu. Pfi mitdze bunky se vnesena DNA nepiredava
z materské buniky do dcefiné, proto je produkce rekombinantnich proteini casové
omezena. Vyhody této metody spocivaji vtom, Ze je mozné produkovat rekombinantni
proteiny mnohem rychleji, nez pfi stabilni transfekci nevyhoda je ta, Ze protein je
mozné produkovat pouze néjaky ¢as a nelze tedy vytvofit bunécnou linii, kterd by

neustdle produkovala pozadovany protein (Wright et al., 2003).

2.7.1. Metody transfekce

Metod a reagencii pro transfekci je nepreberné mnoistvi. Rozdélit je do
jednotlivych skupin je velmi sloZité, coz je vidét i ve studijni literature, kdy napfriklad
uziti viru pro vneseni do genl do bunék zafazujeme jak mezi vektory, tak mezi

biologické metody transfekce. Metody transfekce by se v zasadé daly rozdélit do tri
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skupin. Na fyzikalni, dale pak metody chemické a na konec metody biochemické. Vybér
metody zavisi na tom, za jakym ucelem chceme bunky transfekovat a také na typu

transfekovanych bunék.

Elektroporace

Elektroporace patfi mezi fyzikalni metody prenosu molekul do bunék, kterd
dosahuje nejvyssi efektivity (Gehl, 2003; Venslauskas et al., 2010; Xie and Tsong, 1993).
Nespornd vyhoda této metody spociva vtom, Ze je moiné ji provadét bez uziti
chemickych cinidel, ktera by mohla zplsobit zmény v expresi vioZzenych gena (Fedorov
et al., 2005; Garcia-Sanchez et al., 2014). Je moZné ji aplikovat skoro na vSechny
bunécéné typy, do kterych Ize timto zplsobem dorucit jak mikro tak makromolekuly. Je
to jedna z mdala metod, kterou Ize Ucinné transfekovat i primokultury (Andre and Mir,
2004; Cegovnik and Novakovic, 2004; Jordan et al., 2008; Li et al., 2013). PouzZiva se jak
pro stabilni tak pro transientni transfekci (Barker et al., 2009; Yao et al., 2010).

Elektroporace se provadi v kyvetach k tomu uréenych, kde na buriky pasobi kratké
elektrické pulsy v us-ms o vysokém napéti fadové v kV/cm (Kotnik et al., 2010).
PlUsobenim elektrického pole na plazmatickou membrdnu dochazi kzvySeni jeji
permeability a reverzibilnimu otevieni iontovych kandll. Otevienymi kanaly mohou do
bunky snaze vstupovat molekuly RNA, DNA nebo dokonce proteiny (Escoffre et al.,
2009; Huang et al., 2011; Sustarsic et al., 2014). Jakmile elektrické pole prestane
pusobit na plazmatickou membranu, dochazi samovolné k uzavirani iontovych kanall a
permeabilita membrany se vraci do plvodniho stavu.

U¢innost transfekce Ize velmi ovlivnit zménou teploty, pfi které cely proces
provadime. Pfi vysSich teplotach ma bunéénd membrdna fluidnéjsi charakter, nez pfi
nizsich teplotach. Pfi teploté blizké 4 °C se membrana bunék stane vice uspofadanou.
Proto je vhodnéjsi pti elektroporaci pokud ochladime jak elektroporacni plato, tak
elektroporacni pufr. PFfi nizSich teplotach se iontové kandly uzaviraji pomaleji
(Kanduser et al., 2008). Diky tomu ziskd molekula DNA vice ¢asu na vstup do buriky,

nez by tomu bylo pti vyssSich teplotach. Pti nizsich teplotach je vSak nutné uzit vyssiho
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napéti pro dostatecné otevieni iontovych kanall, coz muZe byt nevyhodné pfi
zotavovani bunék po elektroporaci (Gallo et al., 2002).

Vétsina dnesnich zafizeni pro elektroporaci je navrZena pro transfekci suspenznich
bunék, které slouzi pro produkci rekombinantnich proteind. V posledni dobé
s rozvojem terapie rdznych onemocnéni pomoci elektroporace se zacina pracovat na
vyvoji elektroporacnich zafizeni vhodnych pro transfekci adherentnich bunék, které
svym tvarem a vlastnostmi vice pfipominaji organizaci bunék v lidskych tkanich. Ty pak
mohou poslouZit Iépe jako model pro studium ucinku lé¢by onemocnéni s uZitim
elektoporace Iépe, nezZ buriky suspenzni (Garcia-Sanchez et al., 2014). Elektroporace by
pak mohla byt wvyuZivdna pro Iécbu nadorovych onemocnéni v podobé
elektrochemoterapie (Campana et al., 2014a; Campana et al., 2014b; Seccia et al.,

2014).

Lipofekce

Lipofekce patfi mezi biochemické metody. Pro prenos DNA i RNA do bunék se
vyuziva kladné nabitych syntetickych lipidd (Kedika and Patri, 2014; McLenachan et al.,
2013). Metodu poprvé popsal Felger roku 1987. Felger pouZil synteticky lipid s kladnym
nabojem N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chlorid (DOTMA).
Cela metoda je nenaro¢na na provedeni. Je vhodna pro trvalou i docasnou transfekci
DNA do bunécéného jadra. Zaporné nabitda molekula DNA se sbali do umélych lipidovych
micel spontanné diky pfitomnosti kladného ndaboje na syntetickém lipidovém
monomeru. Vznikly kladné nabity lipidovy komplex je pfritahovany bunécnou
membrdnou a endocytdzou se dostane do buriky (Felgner et al., 1987). O mechanismu,
jakym se cizoroda DNA vcleni do jaderného genomu, toho zatim moc nevime.
Lipofekce v mnoha pfipadech dosahuje nizsi ucinnosti neZ elektroporace nebo
transdukce (Jordan et al.,, 2008; Li et al., 2013). Navic syntetické lipidy v mnoha
pfipadech pusobi na bunky cytotoxicky (Kedika and Patri, 2014; Nguyen et al., 2007).

Dnes jsou na trhu komeréni kity uréené pro transfekci pomoci zaporné nabitych

lipid. Napriklad Effectene (Qiagen) nebo Lipofectamine® (Life Technologies).
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Pro provadéni transfekce in vivo neni vhodna metoda, kdy pouzivame kladné
nabité syntetické lipidy. Je to z velké ¢asti zplsobeno tim, Ze doposud nevime, jakym
zpUsobem se DNA dostane do jadra a syntetické lipidy pUsobi v mnoha ptipadech na

bunky cytotoxicky (Parvizi et al., 2014).

Chemické metody

Chemické metody transfekce muZeme rozdélit podle toho, do jaké skupiny
chemickych latek reakéni Cinidlo patfi a to na anorganické latky a kladné nabité
polymery. Jako zastupce anorganickych latek mizeme jmenovat fosforecnan vapenaty.

Precipitace DNA pomoci fosforeCnanu vapenatého je pomérné levna metoda,
kterou mlZeme pouZit pro obtizné transfekovatelné burnky, jako jsou napfriklad
primokultury neuronalnich bunék (Sun et al., 2013). K provedeni se pouziva fosfatovy
pufr obsahujici 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonovou kyselinu (HEPES)
v jehoz pritomnosti se DNA srazi s fosforeCcnanem vapenatym. Vznikly komplex pak
pfilne na bunécnou membranu. Vstup komplexu do buriky mGZeme usnadnit aplikaci
ultrazvuku o nizké intenzité vinéni (Hassan et al., 2012). Metoda klade veliké naroky na
Cistotu DNA a na presnost.

Zastupcl kladné nabitych polymerd pro prenos DNA do bunky je hned nékolik.
Patfi mezi né napfriklad diethylaminoethyl-dextran (DEAE) nebo polyethylenimin (PEI).

Metoda, kdy pouzivame DEAE-dextran je vhodna pouze pro transientni transfekci
(Onishi et al., 2007). Jedna se o slouceninu, kterd je z uvedenych transfekénich postupl
a reagencii nejstarSi. Kladné nabity DEAE-dextran se vaZe se zaporné nabitou
molekulou DNA. Tato vazba muiZe byt umocnéna zménou pH nebo iontové sily
prostfedi, ve kterém transfekci provadime (Eshita et al., 2009). Vznikly kladné nabity
komplex se vaze na zdporné nabitou plazmatickou membranu bunék. Celé provedeni je
snadné a rychlé (Gulick, 2003).

PEI je vysokomolekuldrni kladné nabity polymer vhodny pro transfekce in vivo a in
vitro. Pro Ucely transfekce se uZiva jak linearni tak jeho rozvétvena forma. Jejich
velikost se pohybuje mezi 5-25 kDa. (Jere et al., 2009; Neu et al., 2005). Vétsi polymery

se nepouzivaji, protoze se sraieji na plazmatické membrané a zpUsobi tak nekrdzu
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bunék (Fischer et al., 1999). DNA se sbali do molekul PEI hlavné diky elektrostatickym
interakcim a prejde pres plazmatickou membranu. Obal z polymeru chrani DNA pred
rozstépenim nukledzami (Duguid and Bloomfield, 1996; Fischer et al., 2003).
Formovani molekul DNA/PEI zlepsime, pokud zvysime iontovou silu prostredi, ve které
transfekci provadime. Proto se do reakéni smési ¢asto pfidavaji slouceniny jako chlorid

sodny nebo fosfatovy pufr (Hartikka et al., 2000).
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3. CiLE PRACE

Cilem prace byla optimalizovat transfekci vybranych eukaryotnich linii. Pro tyto
ucely byly vybrany dvé bunécéné linie CHO PF a HEK293. Cil Ize rozclenit na nékolik
dil¢ich ¢asti:

e Optimalizovat ucinnost transfekce 3 komeréné dodavanych transfekcnich kitd

na transfekci bunécnych linii CHO PF a HEK 293. Pro tento ucel byly vybrany
kity Ingenio® Electroporation Solution, TransIT® 293 Transfection Reagent a
TransIT-PRO® Transfection Kit.

e Porovnat ucinnost transfekce testovanych kitd postupy dosud béiné
pouzivanymi ve firmé Generi biotech s.r.o. pro CHO PF bunécnou linii a sice
Effectene Transfection Reagent a elektroporaci v EX-CELL ACF CHO médiu.

e Vyhodnotit, ktera metoda je nejefektivnéjsi a navrhnout postup, ktery by vedl
k co nejefektivnéjsi transfekci rekombinantni DNA do vybranych bunécnych

linii a tedy ke zvyseni vytézku rekombinantnich proteind.
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4. METODIKA

4.1. Material

Bunécné linie

e CHO-PF (autentizovana bunécna linie ziskana z evropské bunécné banky
ECACC)

e HEK293 (autentizovana bunécna linie ziskana z evropské bunééné banky
ECACC)

Kultivacni média

e EX-CELL ACF CHO médium (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Hektor kultivaéni médium (Cell Culture Technologies LLC, Svycarsko)

Reagencie a chemikalie

Albuminova frakce V (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Dimetylsulfoxid (DMSO) (Duchefa Biochemie, Haarlem, Nizozemsko)
e Effectene Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, USA)

e Ingenio® Electroporation Solution (MIRUS, Madison, USA)

e Inzulin (Gibco)

e LB médium (Luria-Bertany médium) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Opti-MEM médium (Gibco)

e Fosfatovy pufr (PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e RC DC kit (Bio-Rad, California, USA)

e Sterilni deionizovana voda

e TransIT® 293 Transfection Reagent (MIRUS, Madison, USA)

e TransIT-PRO® Transfection Kit (MIRUS, Madison, USA)

e Trypanova modf 0.2% (Roche, San Francisco, USA)
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e 1% lyzacni pufr (CCLR) (Promega)
e 10% Pluronic F-68 (Gibco)
e 200mM L-glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Laboratorni a pristrojové vybaveni
Vybaveni potfebné pro sterilni praci s bunénymi liniemi

e Box s laminarnim proudénim (Bioair Instruments)

e Bunécny inkubator s termostatem a reguldtorem koncentrace CO2 (Binder,
Sanyo)

e Centrifuga 5810 (Eppendorf)

e Pipety rizného rozsahu (Eppendorf)

e Laboratorni trepacky (BioSan, Litva)

e Serologické sterilni pipety 5ml, 10 ml, 50 ml (TPP, Svycarsko)

e Sterilni kultivaéni nddoby T25 a T75 (TPP, Svycarsko)

e Sterilni kultivacni Erlenmayerovy bariky 125 a 250 (Thermo Scientific)

e Sterilni Spic¢ky 10 ul, 100 pl, 1000 pl (Eppendorf)

e 96-jamkové mikrotitracni kultivacni desticky s plochym dnem (TPP,

Svycarsko)

Ostatni vybaveni

e Dewarova nadoba (Cryometal)
e Gene Pulser MXcell™ Electroporation System (pfistroj na elektroporaci)
(Bio-Rad, California, USA)
e Mikrozkumavky 0,5 ml a 1 ml (PPT, Svycarsko)
e MiniPrep kit (Macherey-Nagel, USA)
e Nanodrop (Thermo Scientific)
e Neubauerova komUrka (Thomas Scientific, Swedesboro, USA)
e Pocitaci sklicko Cedex Smart Slides (Roche, San Francisco, USA)
e Pocitadlo bunék Cedex XS (Roche, San Francisco, USA)
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e Svételny mikroskop TE-DH 100W (Nikon)

e Tecan INFINE 200 PRO (Tecan, Ziirich, Svycarsko)

e Vortex (BioSan, Litva)

e 96-jamkové elektroporacni kyvety (Bio-Rad, California, USA)

e Zamrazovaci kontejner Mr. Frosty (Thermo Scientific)

4.2. Pracovni postupy

4.2.1. Rozmrazovani bunék

CHO-PF

Bunécnd suspenze o objemu 1 ml byla rychle rozmrazena pti 37 °C vinkubdatoru a
nasledné prenesena do 15 ml sterilni zkumavky s 9 ml bezsérového média EX-CELL ACF
CHO predehratého na 37 °C. Nasledné byly bunky jemné resuspendovany 10 ml
sérologickou pipetou a centrifugovany pfi 500g po dobu 5 minut. Supernatant byl
odsan a bunky resuspendovany v 50 ml zkumavce v 30 ml bezsérového média EX-CELL
ACF CHO vytemperovaného na 37 °C a jemné resuspendovany. Bunky byly preneseny
na T75 sterilni kultivaéni nddobu a kultivovany pfi 37 °C, 5% CO, v inkubdtou bez

tfepdani 3 dny. Prvni vyména média probéhla po 3 dnech.

HEKZ293

Alikvota 0 1 ml bunécné suspenze byla rychle rozmrazena pfi 37 °C v inkubatoru a
nasledné prenesena do 15 ml sterilni zkumavky s5 ml bezsérového média Hektor
predehfatého na 37 °C. Nasledné byly bunky jemné resuspendovany 10 ml
sérologickou pipetou a centrifugovany pti 100g po dobu 1 minuty. Supernatant byl
odsan a bunky resuspendovany v 10 ml bezsérového média Hektor vytemperovaného
na 37 °C a jemné resuspendovany. Buriky byly pfeneseny na T25 sterilni kultivacni
nadobu a kultivovany pfi 37 °C, 5% CO, v inkubatou bez tfepani. Prvni vyména média

probéhla po 4-5 dnech.
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4.2.2. Zamrazovani bunék

CHO-PF A HEK293

Buriky byly zamrazovany, pokud mély viabilitu vice jak 95%. Objem zamrazovanych
bunék byl 1 ml a jejich koncentrace 6 x 10° bunék/ml. K zamrazeni byl pouZit
zamrazovaci roztok zmetabolizovaného media a cerstvého média (pomér 1:1)
s pfidavkem DMSOQ, aby jeho konec¢na koncentrace byla 7,5%.

Potfebné mnoizstvi bunééné suspenze bylo preneseno 10 ml sterilni sérologickou
pipetou do sterilni zkumavky o objemu 10 ml a stoceno pfi 500 x g po dobu 5 minut.
Zmetabolizované médium bylo odebrdno na test pritomnosti mykoplazmat a buriky
resuspendovany v1 ml zamrazovaciho roztoku. Vznikla bunécna suspenze byla
prenesena do zamrazovaciho kontejneru do mrazdku (-70 °C). Po negativnim vysledku
na test mykoplazmat byly bunky presunuty z -70 °C do Dewarovy nadoby do kapalného

dusiku do -196 °C, kde jsou dlouhodobé uchovavany.

4.2.3. Pasazovani bunék

CHO-PF

Buriky byly pasazovény tak, aby byly udrZzovany v rozmezi koncentraci 2 x 10° — 10
x 10° bunék na ml.

Celd bunéc¢nd suspenze byla prenesena 10 ml sterilni sérologickou pipetou do
sterilni zkumavky o objemu 50 ml. Buriky byly sta¢eny pfi 500 x g po dobu 5 minut.
Nasledné bylo odebrano zmetabolizované médium. Buriky byly resuspendovany v 10
ml pfedehfatého média pomoci 10 ml sérologické pipety. Cast bunééné suspenze byla
prenesena na kultivacni nadobu do nového predehratého média, tak aby jejich

koncentrace byla v poZzadovaném rozmezi (viz vyse).
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HEKZ293

Buriky na T25 sterilni kultivacni nadobé jsou poprvé pasazovany po 14 dnech od
dne rozmrazeni v poméru 1:2. Pfi pasazi nejsou bunky centrifugovany. Pouze se
odebere potfebné mnoZstvi média s bunénou suspenzi a je pfeneseno do nové
kultivacni nddoby. Bunécnad suspenze je doplnéna Cerstvym predehiatym médiem.

Buniky na T75 sterilni kultivacni nddobé na tfepacdce byly pasazovany pravidelné po
4-5 dnech podle potrfeby. Bunécna suspenze byla prenesena do 50 ml sterilni
zkumavky, uzavrena vickem a centrifugovana pfi 100 x g 1 minutu. Nasledné bylo
odebrano zmetabolizované médium a burky byly resuspendovany v 10 ml Cerstvého
predehfatého média pomoci 10 ml sterilni serologické pipety. Potfebné mnozstvi
bunécné suspenze bylo preneseno do nové kultivaéni nadoby a doplnéno do 20 ml
Cerstvym predehratym médiem, tak aby jejich koncentrace byla v pozadovaném

rozmezi (viz vyse).

4.2.4. Kultivace bunék

CHO-PF

Bunky byly kultivovany 3 dny na T75 ve 30 ml bezsérového média EX-CELL ACF
s prfidavkem 4mM L-glutaminu. Po 3 dnech byly presunuty na orbitalni tfepacku
s vykyvem 10 mm a tfepany pfi 120 rpm. Pfi nardstu koncentrace na 2 x 10° bunék na
ml byly pfesunuty do sterilni Erlenmeyerovy banky o objemu 125 ml a nasledné do
banky s objemem 250 ml do bezsérového média EX-CELL ACF CHO s ptridavkem 4mM L-
glutaminu v inkubdtoru pfi 37 °C, 5% CO; bez pfidavku antibiotik.

Buriky byly kultivovany v rozmezi koncentraci 2 x 10° — 10 x 10° bunék na ml. Pfi
vyméné média byly bunky preneseny do 50 ml sterilni zkumavky stac¢eny pfi 500 x g po
dobu 5 minut. Nasledné bylo odebrano zmetabolizované médium. Bunky byly jemné
resuspendovany 10 ml sterilni sérologickou pipetou v potfebném mnoZstvi

predehratého média.
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HEK 293

Buriky byly kultivovany na T25 a ndsledné na T75 sterilnich kultivacnich nddobach
v bezsérovém médiu Hektor spfidavkem 4mM L-glutaminu a 5upg/ml inzulinu
v inkubatoru pfi 37 °C, 5% CO, bez pridavku antibiotik.

Buriky byly nejprve kultivovdny v rozmezi koncentraci 2 x 10° — 10 x10° bunék na
ml v 10 ml média na T25 sterilni kultivacni nddobé bez tfepani. Bunky byly pravidelné
pasazovany po 4-5 dnech. Pri ¢astecné vyméné média se buriky nechaly usadit na dno
nadoby. Poté byla odebrana ¢ast zmetabolizovaného média a nahrazena cerstvym
predehifdtym médiem.

Pokud burky dobte narustaly, byly presunuty do 20 ml ¢erstvého média na T75 na
tfepacku. Pri kultivaci na tfepacce s orbitem 10 mm jsou tfepany pfi 100 rpm. Bunky
jsou na tfepadce udriovany pfi koncentracich 2 x 10° — 2 x 10° bunék/ml a jsou
kultivovany s pridavkem Pluronic F-68. Buniky se pfi vysSich koncentracich stavaji

odolnéjsimi, proto jsou pfi vymeéné média staceny pfi 100 x g po dobu 1 minuty.

4.2.5. Pocitani bunék

Buriky byly pocditany na pocitadle bunék Cedex XS (Roche). Cedex XS analyzator je
pocitadlo bunék, které vyuzivd Trypanové modfi k uréeni koncentrace bunék a jejich
viability (Zivotaschopnosti bunék). Pfed pocitanim bunék byla bunéénd suspenze jemné
promichdna pipetou 10 ml sterilni sérologickou pipetou, aby byly odstranény pfipadné
shluky bunék, které by snizovaly pocet bunék. Bylo odebrano 10 pl bunécné suspenze.
Bunécna suspenze byla priddana k10 pl Trypanové modfi (Roche). Smés byla pred
nanesenim na pocitaci sklicko Cedes Smart Slice (Roche) 2 x resuspendovana pomoci
pipety se 100 ul Spickou. Na pocitaci sklicko bylo nasledné naneseno 10 ul obarvené

bunécné suspenze.
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4.2.6. I1zolace plazmidu

Den pied izolaci byla kolonie E. coli obsahujici plazmid pfenesena sterilnim
paratkem z agarové pudy do 5 ml LB média. Bakteridlni kultura byla kultivovana 16
hodin v inkubatoru pfi 37 °C na tfepacce pfi 220 rpm.

Druhy den byla namnozZena kultura stocena pfi 11 000 x g 30 sekund. Supernatant

byl odstranén a z bakterialni pelety byl izolovan plazmid pomoci MiniPrep kitu.
Bunécna peleta byla resuspendovéana v 250 pl pufru Al. Nasledné bylo pridano 250 ul
pufru A2. Zkumavka byla jemné promichdna prevracenim. Smés byla inkubovdna 5
minut pti pokojové teploté, poté bylo pridano 300 pl pufru A3 a jemné promichano
prevracenim zkumavky. Nasledovala centrifugace 10 minut pti 11 000 x g pti pokojové
teploté.
Supernatant byl prenesen na kolonku, ktera byla umisténa v 2 ml sbérné zkumavce.
Kolonku ve zkumavce byla centrifugovana pfi 11 000 x g 1 minutu. Frakce ve sbérné
zkumavce po centrifugaci byla odstranéna a na kolonku bylo aplikovano 600 ul pufru
A4 (s ethanolem). VSe bylo centrifugovano 11000 x g 1 minutu. Byla odstranéna
protekla frakce a kolonka byla znovu centrifugovana 11 000 x g 2 minuty. Kolonka byla
pfenesena do nové 1,5 ml zkumavky a plazmidova DNA byla z kolonky eluovana 50 pl
deionizované vody.

Pro urcovani Cistoty a koncentrace byl pouZit Nanodrop.

ve

4.2.7. Urcovani ucinnosti transfekce

Neubauerova komUrka

Transfekované burky byly 10 x promichany pipetou se Spickou o objemu 100 pl.
Do 10 ul 4,0% Trypanové modfi bylo pfiddno 10 ul promichané bunécné suspenze.
Vznikla suspenze byla 2 krat promichana pipetou se Spickou o objemu 100 pl. Nasledné
bylo z obarvené bunééné suspenze odebrdno 10 pl a pfeneseno na Neubauerovu
komdrku. Zivé buriky byly pocitdny v 50 ¢&tvercich pod svételnym mikroskopem.

Nasledné byly pocitany transfekované buriky v 50 ctvercich pod fluorescencnim
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mikroskopem. Pocet transfekovanych bunék byl vydélen poltem Zivych bunék a
vynasoben 100. U¢innost transfekce byla hodnocena v procentech transfekovanych
bunék. Pokud bylo napocitdno méné neZ 100 sviticich bunék na 50 ctvercu, byla

ucinnost transfekce udavana v poctu transfekovanych bunék a ne v procentech.

Kvantifikace GFP v bunéném lyzatu

Tato metoda se pouZiva k relativnimu stanoveni GFP v bunécném lyzatu. Slouzi
k vyhodnoceni ucinnosti transfekce. Stanoveni se provadi na destickové ctecce Tecan
fluorimetricky. Namérené hodnoty fluorescence se nasledné normalizuji na celkovy
obsah protein(, aby se vyloucila moznost ovlivnéni vysledkl nerovhomérnym rlstem,

nestejnosmeérnym nasazenim, nebo cytotoxicitou.

Stanoveni GFP

Buriky byly oplachnuty 100 ul 1 x PBS pfedehratého na 37 °C, stoCeny pfi 500 x g 5
minut. 1 x PBS byl pfipraven nafedénim 10 x PBS deionizovanou vodou. PBS bylo
dokonale odsato, aby nedoslo k nafedéni bunécného lyzatu. K burikam bylo pfidano
150 pl 1 x CCLR (1 x Cell Culture Lysis Reagent), pfipraveného narfedénim z 5x
koncentrovaného zasobniho roztoku, pomoci opakovaci pipety. Zkumavky s burikami a
lyzatem byly umistény na tfepacku a tfepany 30 minut pfi 120 rpm. Zkumavky se
nasledné centrifugovaly pfi 500 x g 5 minut. Poté bylo odebrano 100 ul bunécného
lyzatu. Lyzat byl opatrné prenesen na 96-jamkovou mikrotitracni desticku s plochym
dnem. Pokud se v lyzatu v jamce vytvofrily bubliny, byly opatrné odstranény pomoci
injekéni jehly. Desticka se analyzovala na destickové cteCce Tecan, kde se snimala

intenzita fluorescence. Excitacni vinova délka 490 nm, emisni vinova délka 525 nm.

Stanoveni koncentrace protein(

Postup stanoveni koncentrace protein( vychazi z doporuceni vyrobce RC DC kitu.
Pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky a urceni koncentrace proteinl byla pouzita frakce
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albuminu V a reagencie pro stanoveni koncentrace proteinli z RC DC kitu. Frakce
albuminu byla fedéna pomoci 1 x CCLR na koncentrace 250, 500, 750, 1000 a 1500
ug/ml pro sestrojeni kalibrac¢ni kfivky. Do jamek na 96 jamkové desti¢ce bylo naneseno
5 pl vzorku vzdy v duplikatech, k némuz bylo pfidano 25 ul roztoku A" a poté 200 pl
roztoku B. Roztok A" byl pfipraven tésné pred nanesenim smisenim 1 ml roztoku A s 20
ul roztoku S. Jamky byly inkubovdny 15 minut pfi pokojové teploté. Poté byla
stanovena absorbance pfi 750 nm na destickové ¢tecce Tecan.

Postup pro stanoveni koncentrace proteind ve vzorcich byl stejny, jako pfi
sestrojeni kalibracni krivky. Vzorky pro stanoveni koncentrace proteinl byly také

méreny v duplikatech.

Normalizace hodnot fluorescence

Nejprve byla vypocitana hodnota RFU/I, kdy RFU bylo vynasobeno 10 000. RFU/I
bylo vydéleno pfislusnou koncentraci proteind v jednotkach mg/l. Po normalizaci jsme
ziskali hodnoty RFU (Relative Fluorescence Units), relativni fluorescence prepoctené na

1 mg proteinu.

4.2.8. Optimalizace transfekce bunécnych linii CHO PF a HEK293

Pro vSechny optimaliza¢ni kroky byl pouzit plazmid pMaxGFP o zasobni
koncentraci 1,29 pg/ul o Cistoté 1,9 (260/280 nm), pochazejici z jedné izolace, tak aby
byl minimalizovan vliv rlznych izolaci plazmidu. VSechny optimalizace byly provadény

na 96-jamkové destic¢ce s plochym dnem.
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Pfiprava bunék na transfekci

Buniky byly pasdzovany 24 hodin pred transfekci. V den transfekce byla zmérena
jejich koncentrace a viabilita. Viabilita bunék byla v den transfekce nejméné 90%.
V den transfekce byly bunky preneseny na 96-jamkovou desti¢ku s plochym dnem.

Buniky byly kultivovany bez pridavku antibiotik.

Optimalizace Ingenio® Electroporation Solution

Na optimalizaci byla pouZita bunécna linie CHO PF. Potfebné mnoizstvi bunék bylo
stoceno pfii 500 x g 5 minut, oplachnuto v 1 x PBS, resuspendovano v malém objemu a
spocitano. Buriky byly premistény do nové zkumavky a stoceny pfi 500 x g 5 minut. Byl
odstranén supernatant. Bunky byly resuspendovany ve 100 ul ektroporacniho pufru.
K burikdm bylo pfidano potfebné mnozstvi plazmidu. Plazmid byl jemné promichan
pipetou. Vznikla suspenze byla prenesena do vychlazené 96-jamkové elektroporacni
kyvety po 100 pl, zbylé jamky byly vyplnény 100 pl vychlazeného Opti-MEM média.
Kyveta byla umisténa do elektroporaéniho pfistroje. Nasledné byla provedena
elektroporace. Po ukonceni elektroporace byla bunééna suspenze presunuta na 96-
jamkovou desticku se 100 pl kultivacniho média ExCELL CHO vytemperovaného na
pokojovou teplotu, ktera byla nasledné umisténa do inkubatoru do 37 °C, 5% CO,.

Jako kontrola byla pouZita bunécna suspenze bez pfidavku plazmidu, se kterou bylo
zachazeno stejné jako s burikami s plazmidem.

Pro transfekci CHO PF bunécné linie v elektroporacnim pufru byly optimalizovany tyto
podminky: typ pulsu a jednotlivé podminky, pocet bunék, ¢as vymény média, vliv

kondiciovaného média a mnozstvi DNA.
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e Typ pulsu a jednotlivé podminky: uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Tab. 1. Square wave.

Napéti Deélka Potet Kapacita
(V) pulsu (ms) Pulsi (uF)
800
g0 15 1 800
1000
800
120 15 1 800
1000
800
160 15 1 800
1000
800
200 15 1 1000
1200
800
1000
250 15 1 1200
1500
2000
1500
2000
600
300 15 1 1000
1200

280 15 1

Tab. 2. Exponential decay

Napéti |Rezistence| Kapacita
(V) Q) (uF)
800
150 1000 1000
1200
800
200 1000 1000
1200
800
900
250 1000 950
1000
1200
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e Pocet bunék na jamku: 6 x10°, 7 x 10°, 8 x10°, 9 x 10°, 10 x 10°.
o Cas vymény média a vliv kondiciovaného média po: 16, 24, 48 hodinach a bez
vymény média.

e Mnoistvi DNA na jamku: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ug.

Experimenty byly provadény v duplikatech (kvali finanéni narocnosti testovanych latek)

a ucinnost transfekce byla sledovana po dobu 3 dn0.

Optimalizace TransIT® 293 Transfection Reagent

Na optimalizaci byla pouZita bunécnd linie HEK293. Bylo odebrdno potrebné
mnozstvi bunék, ty byly sto¢eny pfi 100 x g 1 minutu. Supernatant byl odsan. Bunky
byly resuspendovany v kultivacnim médiu Hektor vytemperovaného na 37 °C.
Potfebné mnoizstvi bunécné suspenze o objemu 92 ul bylo nasazeno na 96-jamkovou
destic¢ku 24 hodin pred transfekci a kultivovano v inkubatoru pfi 37 °C, 5% CO,.

Druhy den byla pfipravena transfekéni smés. TransIT® 293 bylo zahrato na
pokojovou teplotu a promichdno na vortexu. Do sterilni zkumavky bylo pfeneseno 9 pl
kultivaéniho média Hektor. K médiu bylo pfiddno potfebné mnoistvi plazmidu. Vse
bylo promichano pipetou. Kroztoku bylo pfiddno potfebné mnozstvi TransIT® 293.
Smés byla inkubovana 15 nebo 30 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci byla smés
pfidana k bunikdm po kapkdch po celé plose jamky. 96-jamkova desticka s bunécnou
suspenzi a transfekénim reagens byla umisténa do inkubatoru do 37 °C, 5% CO,. Jako
kontrola byla pouzita bunécna suspenze bez pridavku plazmidu, se kterou bylo
zachazeno stejné jako s burikami s plazmidem.

Pro transfekci HEK293 bunécné linie pomoci TransIT® 293 Transfection Reagent
byly optimalizovany tyto podminky: Pocet bunék, doba inkubace transfekéni smési,
pomér DNA:TransIT® 293 Transfection Reagent, ¢as vymény média a Vvliv

kondiciovaného média.

e Poéet bunék na jamku: 3 x 104, 4 x 10%,5 x 10%, 7 x 10°, 6 x 10%, 7 x 104, 8 x 10%,
9 x 104

e Doba inkubace transfekéni smési: 15 a 30 minut.
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e Pomér DNA:TransIT® 293 Transfection Reagent:

Tab. 3. Pomér DNA:TransIT® 293 Transfection Reagent.

DMNA TransIT_293
ug)  |reagent (ul)
0,08
0,04 0,24
0,32
0,16
0,08 0,48
0,64
0,24
0,12 0,72
0,96

¢ Cas vymény média a vliv kondiciovaného média po: 4, 16, 24 a 48 hodinach.

Experimenty byly provadény v duplikatech a ucinnost transfekce byla sledovana po

dobu 3 dnu.

Optimalizace TransIT-PRO® Transfection Kit

Na optimalizaci byla pouZita bunécna linie CHO PF. Potfebné mnozstvi bunék bylo
stoCeno pfi 500 x g 5 minut. Supernatant byl odsan. Bunky byly resuspendovany
v Cerstvém kultivatnim médiu Ex-CELL ACF CHO vytemperovaném na 37 °C. 92 ul
bunééné suspenze bylo v den transfekce nasazeno na na 96-jamkovou desticku.

Pfed transfekci byla pripravena smés TransIT-PRO Reagens a Pro Boost Reagens.
Obé reagencie byly vytemperovany na pokojovou teplotu a promichany na vortexu. K 8
pl kultivacniho média bylo pfidano potfebné mnozstvi plazmidu, Trans IT-PRO Reagens
a Pro Boost Reagens. Smés byla inkubovana 15 a 30 minut a nasledné byla pridana
k bunécné suspenzi. 96-jamkova desticka s bunécnou suspenzi byla nasledné umisténa
do inkubdtoru do 37 °C, 5% CO,.

Jako kontrola byla pouzita bunécna suspenze bez pridavku plazmidu, se kterou bylo

zachazeno stejné jako s burikami s plazmidem.
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Experimenty byly provadény v duplikatech a ucinnost transfekce byla sledovana po
dobu 3 dnd.

Pro transfekci CHO PF bunééné linie pomoci TransIT-PRO® Transfection Kit byly
optimalizovany tyto podminky: Pocet bunék, doba inkubace transfekéni smési, pomér
Trans-IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens, ¢as vymény média a vliv kondiciovaného

média, pomér DNA: Trans-IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens.

e Pocet bunék na jamku: 5 x10°,6 x10°, 7 x 10°, 8 x10°, 9 x 10°, 10 x 10°.

e Doba inkubace transfekéni smési: 15 a 30 minut.

o Cas vymény média a vliv kondiciovaného média po: 16, 24, 48 hodinach a bez
vymény média.

e Pomér Trans-IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens:

Tab. 4. Pomér Trans-IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens.

DNA (pg)/| TransIT_PRO (pl)/| Pro BOOST (pl)/
jamka jamka jamka

0,05 0,05
0.1
0,15

0.1 0,05
0.1 0.1
0,15

0,15 0,05
0.1
0,15

0,2 0,05
0.1
0,15

44



e Pomér DNA:Trans-IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens:

Tab. 5. Pomér DNA:Trans-IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens.

DNA Trans_IT_PRO [ PRO_BOOST
pg/jamka pl/jamka pl/jamka
0,05
0,1
0,15 0,2 0,1
0,2
0,25

Experimenty byly provadény v duplikatech a ucinnost transfekce byla sledovana po

dobu 3 dnd.

4.2.9. Doposud pouzivané postupy ve firmé Generi biotech s.r.o.

Pro transfekce byl pouZit plazmid pMaxGFP o zdsobni koncentraci 1,29 pg/ul o
Cistoté 1,9. Experimenty byly provadény v duplikatech na 96-jamkové desticce. Jako
kontrola byla pouzita bunécnd suspenze bez pfidavku plazmidu, se kterou bylo
zachazeno stejné jako s bunkami s plazmidem. Pro transfekci byl pouzit kit Effectene a

pro elektroporaci Ex-Cell ACF CHO médium.

Effectene Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, USA)

Pro transfekci byla pouZita bunécna linie CHO PF. Potfebné mnoistvi bunék bylo
stoceno pti 500 x g 5 minut. Buniky byly resuspendovany ve 100 ul Ex-Cell ACF CHO
médiu. DNA (0,4 pg) byla pfidana k 30 pl Buffer EC. Smés byla promichana. K smési byl
pridan 3,2 pl Enhancer. Smés byla promichana a inkubovana 5 minut pfi pokojové
teploté. Nasledné bylo pfidano 10 pl Effecteme. Smés byla inkubovana 10 minut pfi
pokojové teploté a nasledné byla pridana k bunécné suspenzi. 96-jamkova desticka
s bunécnou suspenzi byla nasledné umisténa do inkubatoru do 37 °C, 5% CO.,.
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Optimalni podminky jsou v nasledujici tabulce:

Tab. 6. Effectene Transfection Reagent.

Poiet DMNA (pg) | Enhancer | Effectene | Buffer EC
Bunék (ng) (al) (al) (al)

5 % 10" 0,4 33 10 30

Elektroporace v EX-CELL ACF CHO médium (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

Pro transfekci byla pouZita bunééna linie CHO PF. Potfebné mnozstvi bunék bylo
stoceno pfi 500 x g 5 minut, oplachnuto v 1 x PBS, resuspendovadno v malém objemu a
spocitano. Bunky byly premistény do nové zkumavky a stoceny pti 500 x g 5 minut. Byl
odstranén supernatant. Bunky byly resuspendovany ve 100 pl Ex-Cell ACF CHO médiu.
K bunkam bylo pfidano potifebné mnozstvi plazmidu. Plazmid byl jemné promichan
pipetou. Vznikla suspenze byla pfenesena do vychlazené 96-jamkové elektroporacni
kyvety po 100 ul, zbylé jamky byly vyplnény 100 ul vychlazeného Opti-MEM média.
Kyveta byla umisténa do elektroporacniho pfistroje, do kterého byl vpustén puls. Po
ukonceni elektroporace byla bunécnd suspenze presunuta na 96-jamkovou desticku se
100 pl kultivaéniho média ExCELL CHO vytemperovaného na pokojovou teplotu, kterd

byla ndsledné umisténa do inkubatoru do 37 °C, 5% CO,.

Optimalni podminky jsou v nasledujicich tabulkach:

Tab. 7. Ex-Cell ACF CHO médium.

Polet DMNA Ex-CELL ACF

bunék (me) CHO (pl)
2 = 10* 0,5 100
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Tab. 8. Parametry elektroporace pro Ex-Cell ACF CHO médium.

Hapéti Délka Potet |ZpoiZdéni|Kapacita
(V) pulsu (ms)| pulsd (uF)

280 15 2 1 2000

4.2.10. Zpracovani dat

Ziskana data byla prfenesena do tabulkového editoru MS Office 2003. Vysledna
hodnota exprese reporterového proteinu GFP byla jako priimér hodnot exprese tohoto

proteinu z duplikatd.
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5. VYSLEDKY

5.1. Optimalizace Ingenio® Electroporation Solution

5.1.1. Parametry elektroporace

Pro optimalizaci parametr( elektroporace jsme poZili bunécnou linii CHO PF.
Experiment byl provadén s 6 x 10° burikami na jamku a mnoZstvim DNA 0,2 pg na
jamku. Vybirali jsme mezi exponencidlnim (Exponential) a ¢tvercovym (Square) typem
pulsu a ménili jsme parametry, které s jednotlivymi pulsy souvisi.

Tab. 9. Parametry elektroporace- Square wave.

MNapéti Delka Pocet Kapacita |Uinnost elektroporace

(V) pulsu [ms) Pulsh (uF) po2dhod pod48hod po72hod
200 0,00% 0,00% 0,00%

80 15 1 900 0,00% 0,00% 0,00%
1000 0,00% 0,00% 0,00%

200 0,00% 0,00% 0,00%

120 15 1 900 0,00% 0,00% 0,00%
1000 0,00% 0,00% 0,00%

200 0,00% 0,00% 0,00%

160 15 1 900 0,00% 0,00% 1,00%
1000 0,00% 0,00% 0,00%

200 0,00% 3,00% 3,00%

200 15 1 1000 0,00% 2,00% 3,00%
1200 0,00% 1,00% 3,00%

200 3,00% 5,00% 5,00%

1000 5,00% 5,00% 1,00%

250 15 1 1200 4,00% 5,00% 5,00%
1500 1,00% 0,00% 0,00%

2000 1,00% 0,00% 0,00%

280 15 . 1500 1,00% 0,00% 0,00%
2000 2,00% 0,00% 0,00%

200 8,00% 8,00% 2,00%

300 15 1 1000 1,00% 10,00% 3,00%
1200 2,00% 2,00% 2,00%
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Tab. 10. Parametry elektroporace- Exponential decay.

Mapéti Rezistence Kapacita |Uginnost elektroporace

(V) (12) (F) po 24 hod pod48 hod po72 hod
200 0,00% 0,00% 0,00%
150 1000 0,00% 0,00% 0,00%
1200 0,00% 0,00% 0,00%
800 0,00% 3.00% 3.00%
200 1000 1000 1,00% 2,00% 3,00%
1200 0,00% 1,00% 3.00%
200 3,00% 5,00% 5,00%
250 1000 20,00% 20,00% 10,00%
1200 5,00% 5,00% 5,00%
300 1000 8,00% 8,00% 15,00%
1200 8,00% 8,00% 20,00%

Ctvercovy typ pulsu se pro nas experiment piilié neosvédéil. Vyssi Gcinnost
transfekce byla az pti hodnotdch okolo 300 V, kde se prvni dva dny dosahovala 8%.
Buniky vsak pfi tak vysokém napéti nemély dobrou viabilitu. Nejvhodnéjsi se ukazalo
pouziti exponencidlniho typu pulsu s napétim 250 V, rezistenci 1000 Q a kapacitou
1000 pF, kdy ucinnost transfekce po 24 a 48 hodinach byla 20%, jak je vidét v tabulce
10. Pri uziti napéti 300 V byla uc¢innost také vysoka, ale viabilita bunék se sniZila na 80%

jiz po 24 hodindach oproti viabilité 96% pfi uZziti pulsu o napéti 250 V.
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5.1.2. Pocet bunék

Volili jsme pocet bunék v rozmezi 5-10 x 10°. MnoiZstvi DNA bylo stejné, jako u
predchoziho experimentu, tedy 0,2 pg na jamku. Na zakladé predeslého experimentu
jsme pro elektroporaci zvolili exponencidlni typ pulsu s hodnotami napéti 250 V

rezistenci 1000 Q a kapacitou 1000 pF.

Tab. 11. Pocet bunék.

Pocet bunék/|Uginnost elektroporace
jamka po 24 hod pod8hod po72hod
5% 10° 3,50% 5,50% B8,50%
7 % 10° 2,50% 6,00% 8,50%
2% 10° 1,50% 5,00% 11,00%
9% 10° 5,00% 5,50% 10,50%
10 % 10° 4,00% 4,00% 9,50%

Jako nejvhodnéjsi polet bunék jsme vybrali 7 x 10° bunék na jamku, i kdyz
ucinnost transfekce byla pfi vyssich konfluencich bunék o néco vyssi (tabulka 11). Je to
hlavné proto, Zze bunkam nebylo vyménovano médium. Po vyméné média zalinaji
bunky velmi rychle rlst. Kdybychom pouZili vyssi konfluence (hustota), je mozné, Ze by

buriky médium velmi rychle zmetabolizovaly a zacaly by umirat.
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5.1.3. Vyména média a vliv kondiciovaného média

Vyménu média jsme uskutecnili mezi 16 a 48 hodinami po elektroporaci. Pfi
experimentu jsme pouzili jak cerstvé, tak kondiciované médium. Pro experiment bylo
pouZito s6 x 10° bunék a 0,2 pg DNA na jamku. Pro elektroporaci byl pouZit

exponencialni typ pulsu s hodnotami napéti 250 V rezistenci 1000 Q a kapacitou 1000

MF.

Tab. 12. Vyména média a kondiciované médium.

vwména média [Ufinnost elektroporace
po (hodiny) (po 24 hod po 48 hod po72 hod
16
2,50% 3,50% 5,50%
16 2,00% 2,50% 1,50%
kondicicvané
24
2,00% 4,50% 7,00%
24 2,50% 4,50% 4 00%
kondicicvané
48 0,00% 1,00% 5,50%
48 2,00% 1,00% 1,50%
kondicicvané

Kondiciované médium bohuZzel nepomohlo zvysit ucinnost transfekce ani
v jednom z pfipad(. Proto jsme se rozhodli, Ze budeme ménit pouze ¢erstvé médium a
to po 24 hodinach, kdy byla uc¢innost transfekce nejvyssi a to 7,00% treti den (tabulka

12).
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5.1.4. Mnozstvi DNA

Pro experiment jsme pouzili 7 x 10> bunék na jamku, exponencidlni puls
s hodnotami napéti 250 V, rezistenci 1000 Q a kapacitou 1000 uF. Ménili jsme pouze

mnozZstvi DNA a to v rozmezi 0,5 az 4 pug na jamku. Vyména Cerstvého média probéhla

po 24 hodinach.

Tab. 13. MnoZstvi DNA.

mnoZstvi DNA| UCinnost elektroporace
pefiamka |po 24 hod po 48 hod po72 hod
0,5 3,00% 22,00% 16,00%
1 6,50% 17,00% 38,00%
2 37,50% 43,50% 54,50%
3 36,00% 40,00% 50,50%
4 37.50% 47,.50% 57,00%

Jako nejlepsi se jevi uziti 4 pug DNA na jamku s ucinnosti transfekce 57%.
Porovname li to vSak s2 pg DNA na jamku, kdy byla ucinnost transfekce tfeti den
54,5% neni rozdil v ucinnosti transfekce nijak vyrazny. Proto jsme jako idealni mnozstvi

DNA zvolili 2 pg DNA na jamku, které kompromisem mezi ucinnosti transfekce a

finan¢ni strankou experimentu.
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5.1.5. Idedlni podminky pro transfekci CHO PF

Jako idedlni podminky pro transfekci CHO PF bunécné linie jsme zvolili: pocet
bunék 7 x 10°bunék a 2 ug DNA na jamku, exponencialni typ pulsu s hodnotami napéti
250 V, rezistenci 1000 Q a kapacitou 1000 puF a vyménou cerstvého média po 24

hodinach. Pro eketroporaci byl pouzit Electroporation Solution 200 pl.

Ingeniero Electroporation Solution- CHO PF
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Uginnost transfekce (%)
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Obr. 6. Idedlni podminky pro elektroporaci CHO PF bunécné linie s uZitim
Ingeniero Electroporation Solution. Uc&innost transfekce byla méfena po dobu 72
hodin. S ¢asem rostl i pocet transfekovanych bunék a po 72 hodindch dosahovala

ucinnost transfekce nejvyssich hodnot.

Transfekéni Ucinnost dosahuje relativné vysokych hodnot jiz prvni den po
transfekci. Blizi se 40 %. Vyména média, kterd probéhla po 24 hodinach, nema vyrazny
vliv na zvyseni transfekéni Gcinnosti, byla provedena ke zvyseni viability bunék. Protoze
pfi elektroporaci se nepuoziva chemickych reagens, které by byly pro burky toxické. Po
48 hodinach ucinnost transfekce presahovala 40%. Po 72 hodindch se ucinnost

transfekce blizila 55% (obrazek 6).
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5.2. Optimalizace TransIT® 293 Transfection Reagent

5.2.1. Doba inkubace transfekcni smeési

Volili jsme dobu inkubace transfekéni smési (transfekéni ragencie a DNA) 15 a 30
minut pred jejim pridanim k burikdm pfi pokojové teploté. Pro experimenty jsme zvolili
rizné koncentrace bunék v rozmezi 4-6 x 10*. MnoZstvi TransIT-293 Reagent bylo 0,3
pl a mnozstvi DNA bylo 0,1 pl na jamku. Transfekéni smés jsme v jamkach ponechali po

cely prlibéh experimentu.

Tab. 14. Doba inkubace transfekcni smési.

Pocfet bunék/ |Inkubace smési [USinnost transfekce
jamka (minuty) po 24 hod po 48 hod po 72 hod
15 par bunék desitky bunék  =1,00%
4 x10*
30 par bunék desitky bunék  =1,00%
15 par bunék desitky bunék 2 1,00%
5x 10"
30 par bunék desitky bunék = 1,00%
15 par bunék desitky bunék  =1,00%
6 x 10"
30 par bunék desitky bunék  =1,00%

Idedlni byla doba inkubace transfekéni smési 15 minut pfi pokojové teploté pred
jejim pridanim k bunécné kulture. Transfekéni ucinnost nebyla pfilis vysoka. Mohlo to
byt zplsobeno pomérem DNA:transfekéni reagens, ktery jeSté nebyl optimalizovan.
Nizkda ucinnost transfekce mohla byt také zplsobena ponechanim transfekéni smési po

dobu 72 hodin bez vymény média (tabulka 14).

54



5.2.2. Pomér DNA:transfekcni reagent

Volba sprdvného poméru DNA ku transfekénimu reagens je u chemickych
transfekénich metod jednim z nejkriti¢téjSich parametrd. Poméry DNA: transfekcni
reagent byly zkouseny na konstantnim mnozZstvi bunék a to 5 x 10* bunék na jamku.
Doba inkubace transfekéni smési byla pred pfidanim k bufikam 15 minut pfi pokojové

teploté.

Tab. 15. Pomér DNA:transfekini reagent

DMNA TransIT_293 reagent |Uginnost transfekce
pe/ jamka plf jamka po 24 hod pod8hod po72hod

0,08 0,00% 0,00% 0,00%

0,04 0,24 0,50% 3,00% 9,50%
0,32 0,00% 3,00% 7,50%
0,16 0,00% 1,50% 3,00%

0,08 0,43 1,00% 30,00% 40,00%
0,64 0,50% 35,00% 30,00%
0,24 0,00% 1,00% 0,50%

0,12 0,72 2,25% 30,00% 40,00%
0,96 0,50% 20,00% 42,50%

Pomér DNA:transfekéni reagens 1:3 nebyl vhodny ani v jednom z pfipadl i kdyz
bylo navySovano mnozstvi jak DNA, tak mnozstvi transfekéniho reagens. Se zvySujicim
se pomérem DNA:transfekéni reagens se zvySovala i Uc¢innost transfekce. Idealni pomér
DNA: transfekéni reagens byl 1:9 tedy 0,12 ul DNA a 0,96 ul transfekéniho reagens na
jamku (tabulka 15). Z tabulky mGzeme vidét, Ze ucinnost transfekce je po 24 hodinach
pouze 0,50%, po 48 hodinach pak rapidné stoupla na 20,00% a po 72 hodinach je jiz
rovna 42,50%
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5.2.3. Vyména média

Vyména média a tim i odmyti chemického transfekéniho reagens cCasto velmi
pomaha zvysit transfekéni Gcinnost. Pfi vyméné média dochazi mimo jiné k odstranéni
zplodin metabolismu bunék. ZlepsSuje jak transfekéni ucinnost, tak viabilita bunék.
Médium jsme vyménovali v rozmezi ¢asli 4 az 48 hodin pfi konstantnim poctu bunék 5
x 10% na jamku. Pro experiment bylo pouZito 0,12 pg DNA a 0,96 pl TranslIT-293

Reagent na jamku. Transfekéni smés se inkubovala 15 minut pti pokojové teploté.

Tab. 16. Vyména média.

Vyména média |Ufinnost transfekee

po (hodiny) po 24 hod po 48 hod po 72 hod
4 0,00% 1,00% 0,50%
16 1,17% 9,30% 18,00%
24 3,00% 10,70% 20,00%
438 8,30% 8,40% 13,30%

Pfi vyméné média po 4 hodinach byla viabilita bunék vysokd, ne vsak ucinnost
transfekce. Za tu dobu nestihlo transfekéni reagens proniknout do bunék. Pfi vyméné
média po 48 hodinach byla ucinnost transfekce vyssi, ale viabilita bunék se snizila o
10% jiz po 24 hodinach. Nejlepsich vysledk(l bylo dosazeno pfi vyméné média mezi 16

az 24 hodinami (tabulka 16).
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5.2.4. Pocet bunék

Volili jsme koncentrace bunék od 3-9 x 10% Bylo pouZito 0,12 pg DNA a 0,96 ul
TranslIT-293 Reagent na jamku. Inkubace transfekéni smési byla 15 minut pred jejim

pridanim k burikdm. Vymeéna média probéhla po 24 hodinach.

Tab. 17. Pocet bunék.

Pofet bunék/|U&innost transfekce
jamka po2dhod pod48hod po72hod
310" 3,00% 8,50% 38,00%
4=10" 4.67% 36,60% 50,00%
510" 12,30% 39,50% 50,00%
6= 10" 11,5045 33,30% 30,00%
7x10* 4,70% 26,00% 30,00%
8= 10" 15,00% 41,70% 38,20%
g = 10" 5,00% 20,00% 16,70%

Kontrolni buriky narlstaly az do koncentrace 9 x 10% bunék na jamku. Pfi této
koncentraci i pres vyménu média po 24 hodindach se jejich viabilita rapidné snizovala.
Nejlepsi viabilitu a narlst vykazovaly buriky v rozmezi koncentraci 4 x 10*az 7 x 10%.
Nejlepsi ucinnost a viabilita byla u bunék pfi vychozi koncentraci 5 x 10* bunék na

jamku (tabulka 17).

57



5.2.5. Vliv kondiciovaného média

Kondiciované médium casto podporuje rist bunék s nizkou viabilitou. Pro
experiment byly pouZity dvé koncentrace bunék a to 3 x 10* a 5 x 10% NiZsi
koncentrace byly testovany, protoze dosazeni konfluence bunécné linie HEK293, ktera
by byla vhodna pro provadéni transfekci ¢asto trva velmi dlouho. Mensi spotfeba
bunék by tedy mohla cely proces urychlit. Vliv kondiciovaného média byl porovnavan

s Cerstvym médiem. Vyména média probéhla po 24 hodinach od zahdjeni transfekce.

Tab. 18. Kondiciované médium.

Pocet bunek/ Medium U&innost transfekce
jamka po 24 hod  po 48 hod po 72 hod
cerstvé 4 40% 9,00% 38,30%
3x10*
kondiciovangé 6,00% 15,00% 20,00%
Ferstvé 13,30% 41,67% 50,00%
5 % 10*
kondiciované 7.21% 20,00% 18,50%

Kondiciované médium bohuZel nezvySovalo ucinnost transfekce ani nezlepSilo
viabilitu bunék. Pokud porovname ucinnost transfekce v prvnich dnech neni rozdil
markantni. Vétsi vykyvy vidime druhy a tfeti den. Nejlepsi transfekéni Ucinnosti je
dosahovéano pfi pouziti bunék o koncentraci 5 x 10%, kdy tfeti den dosahuje U¢innost
transfekce 50% (tabulka 18). Pfi této koncentraci se po 72 hodinach ucinnost
transfekce lisi o 31,5%, pokud porovname cerstvé a kondiciované médium, coz je

vyrazny rozdil.
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5.2.6. Idedlni podminky pro transfekci HEK293

Jako idedlni podminky pro transfekci HEK293 bunécné linie jsme zvolili: pocet
bunék 5 x 10* na jamku, 0,12 pug DNA a 0,96 pl TransIT-293 Reagent na jamku,
inkubace transfekéni smési 15 minut a vyména Cerstvého média po 24 hodindach. Pro

transfekci bylo pouZito TransIT-293 Reagent.

TransIT-293 Reagent- HEK293

60
3
o

_E 40
G
=
m
=
I3

e 20
=
)

i .
0
24 48 72
Cas (hodiny)

Obr. 7. Uéinnost transfekce pro TransIT-293 Reagent provddéné na HEK293
bunééné linii. Ucinnost transfekce se po 48 hodindch téméF ztrojndsobila oproti

ucinnosti po 24 hodindch. Nejvyssich hodnot pak dosahovala po 72 hodindch.

Ucinnost transfekce se po 24 hodinach pohybovala kolem 12%. Po 48 hodinach
doslo kjejimu prudkému zvySeni az na hodnoty okolo 40%. Bylo to zplsobeno
vyménou média po 24 hodinach. Chemické transfekcni reagens bylo pro buriky nejspis$

toxické. Po 72 hodinach jiz byla ucéinnost transfekce 50%, jak mGzeme vidét na obrazku

7.
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5.3. Optimalizace TransIT PRO® Transfection Kit

5.3.1. Pocet bunék a doba inkubace transfekéni smési

Volili jsme dobu inkubace transfekéni smési (transfekéni reagencie a DNA) pred
pfidanim k burikdm 15 a 30 minut pfi pokojové teploté. Pro experimenty jsme zvolili
rizné koncentrace bunék od 5-10 x 10° bunék na jamku. Bylo pouZito 0,1 ul
TransIT_PRO Reagens, 0,05 pul Pro Boost Reagens a 0,1 ug DNA na jamku. Transfekéni
smés jsme v jamkdach ponechali po cely priibéh experimentu. U&innost transfekce je

uvadéna jako pocet bunék.
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Tab. 19. Pocet bunék a doba inkubace transfekcni smési.

Pocfet bunék/ Inkubace transfekéni | U&innost transfekce
jamka smesi (minuty) po2dhod pod8hod po72hod
15 6,00 2,50 1,00
5107
30 5,50 2,50 2,50
15 16,00 2,00 0,50
6x10°
30 15,00 3,50 2,50
15 9,50 4,00 3,00
7 % 10°
30 7.00 4,00 1,50
15 7.00 3,00 0,50
B 10°
30 8,00 0,50 0,00
15 5,00 0,50 1,00
9x10°
30 6,00 4,00 3,50
15 4,50 3,50 2,50
10 = 10°
30 1,00 1,50 0,50

Z tabulky 19 je patrné, Ze nejvyssi transfekéni Gcinnosti jsme dosahli po 24
hodindach. Jako idealni vychozi podminky jsme zvolili pocet bunék 6 x 10° na jamku a
dobu inkubace transfekéni smési 30 minut. Je to proto, Ze vtomto pripadé byla
transfekcni Ucinnost vyssi nez v ostatnich pripadech a buriky vykazovaly velmi vysokou

intenzitu fluorescence i po 72 hodinach oproti ostatnim pripadtm.
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5.3.2. Pomér Trans-IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens

Pro experiment jsme pouzili konstantni pocet bunék a to 6 x 10> na jamku a
konstantni mnozstvi DNA 0,1 ug na jamku. Bylo pouZito rozmezi koncentraci Trans-IT
PRO Reagens 0,05-0,20 pl a Pro BOOST Reagens 0-0,15 pl na jamku. Doba inkubace
transfekéni smési pred jejim pridanim k burikdm byla 30 minut pfi pokojové teploté.

Transfekéni smés se neodmyva. U¢innost transfekce je uvaddéna jako pocet bunék.
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Tab. 20. Pomér Trans-IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens.

TransIT_PRO (wl)/ | Pro_BOOST (ul)/ |U&innost transfekce
jamka jamka po 24 hod  po 48 hod po 72 hod
- 6,00 3,50 2,50
0,05 2,00 1,50 2,00
0,05
0,10 1,50 1,00 2,00
0,15 2,00 0,50 1,50
- 5,50 2,50 1,50
0,05 2,00 0,00 0,00
0,10
0,10 1,00 1,50 1,50
0,15 2,50 2,00 1,00
- 1,50 1,00 0,50
0,05 1,00 1,00 0,50
0,15
0,10 0,00 1,00 2,00
0,15 3,00 1,00 0,50
- 1,00 0,50 1,00
0,05 2,50 0,50 0,50
0,20
0,10 7,00 4,50 1,00
0,15 1,50 1,00 0,00

Jako idedlni pomér jsme vybrali 0,20 pl Trans-IT PRO Reagens a 0,10 pl Pro BOOST
Reagens na jamku (tabulka 20). Hodnotili jsme hlavné prvni a druhy den od transfekce.
Posledni den jiz buriky mély relativné nizkou viabilitu. Je tedy mozné, Ze nizka ucinnost

transfekce byla zplsobena timto faktorem.
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5.3.3. Vyména média

Vyména média probéhla mezi 16 az 48 hodinami. Bylo pouZito konstantni
mnozstvi bunék a to 6 x 10° na jamku a konstantni mnoZstvi DNA a to 0,1 pg na jamku.
Vyménu média jsme zkouseli pfi dvou rdznych pomérech chemickych transfekénich
reagencii. Doba inkubace transfekéni smési pred pridanim k burikam byla 30 minut.

Ucinnost transfekce je uvddéna jako pocet bunék.

Tab. 21. Vyména média.

Cas vymény TransiT PRO | Pro_BOOST |Ud&innost transfekce
media (hodiny) plfjamka plfjamka (po24hod podB8hod po72hod
0,05 0,00 2,50 0,00 0,00
16
0,20 0,10 0,50 16,50 25,00
0,05 0,00 2,50 0,00 0,00
24
0,20 0,10 3,50 40,50 56,00
0,05 0,00 0,00 0,00 0,00
45
0,20 0,10 0,00 0,00 0,00
0,05 0,00 2,00 0,00 0,00
bez vymény
0,20 0,10 2,50 0,00 0,00

IdedIni je vyména média po 24 hodindch. Pfi niiSich objemech transfekcnich

evvs

hodnoty vybrali pomér 0,20 ul Trans-IT PRO Reagens a 0,10 ul Pro BOOST Reagens na

jamku s vyménou média po 24 hodinach (tabulka 21).
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5.3.4. Pomér DNA:transfekcni reagens

Mnozstvi DNA jsme ménili vrozmezi 0,05 az 0,25 ug na jamku pfi stejném objemu
transfekcnich reagens a to 0,20 pl Trans-IT PRO Reagens a 0,10 pl Pro BOOST Reagens
na jamku. Inkubace transfekéni smési pred pridanim k burikdam byla 30 minut pfi
pokojové teploté. Experiment jsme provadéli na burikdch o koncentraci 6 x 10° na

jamku. Vyména média probéhla po 24 hodinach.

Tab. 22. Pomér DNA:transfekéni reagens.

DMA Uéinnost transfekce
pefiamka |po 24 hod po 48 hod po 72 hod

0,05 0,00% 1,71% 1,81%

0,1 0,52% 3,31% 0,91%

0,15 0,22% 2,83% 4,27%

0,2 0,14% 2,26% 1,91%

0,25 0,09% 1,38% 2,71%

Z tabulky je ziejmé, Ze nejlepsi je uZiti mnoZstvi 0,15 ug DNA na jamku, pokud pro
experiment pouzijeme 0,20 pl Trans-IT PRO Reagens a 0,10 ul Pro BOOST Reagens na
jamku (tabulka 22).
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5.3.5. Kondiciované médium

Ucinnost transfekce je s pouzitim kitu TransIT-PRO velmi nizkd. Proto jsme se
domnivali, Ze uZiti kondiciovaného média by ji mohlo zvysit. Médium jsme ménili po 24
hodinach. Zkouseli jsme i rGznd mnozstvi DNA v rozmezi 0,05 aZ 0,25 pg na jamku.
Objem transfekénich reagens byl 0,20 ul Trans-IT PRO Reagens a 0,10 pl Pro BOOST
Reagens na jamku. Doba inkubace transfekéni smési byla 30 minut pri pokojové

teploté.

Tab. 23. Kondiciované médium.

Meédium DMNA UEinnost transfekee

pgf jamka |po 24 hod po 48 hod po 72 hod

kondiciovaneé 46,00 45,00 26,50
0,05

terstvé 35,00 45,00 25,00

kondiciované 46,50 05,50 40,50
0,10

terstvé 36,00 83,00 65,00

kondiciované 46,00 71,50 46,50
0,15

cerstve 43,00 90,00 21,00

kondiciované 32,50 51,50 49.50
0,20

terstvé 40,00 60,00 51,00

kondiciované 45,00 54,00 52,00
0,25

terstvé 39,00 71,00 40,00

Uziti kondiciovaného média bohuzel nezvysilo traksfekéni Ucinnost ani viabilitu
bunék (tabulka 23). Proto jsme zustali u cerstvého média a mnozstvi DNA 0,15 pg na

jamku.
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5.3.6. Idealni podminky pro transfekci CHO PF

Jako idedlni podminky pro transfekci CHO PF bunécné linie jsme zvolili: pocet
bunék 6 x 10° na jamku, 0,15 pg DNA, 0,20 pl Trans-IT PRO Reagens a 0,10 pl Pro
BOOST Reagens na jamku, inkubace transfekéni smési 30 minut a vymeéna Cerstvého

média po 24 hodindach. Pro transfekci byl pouzit kit Trans IT-PRO.

Trans|T-PRO- CHO PF
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Obr. 8. Transfekcni ucinnost pro CHO PF bunécnou linii pomoci TransIT-PRO
kitu.Transfekcni ucinnost po 24 hodindch je velmi nizkd. Po 48 hodindch dochdzi

k jejimu rapidnimu ndrustu a po 72 hodindch dosahuje nejvyssich hodnot.

Po 24 hodindch byla transfekéni Uc¢innost velmi nizka, nedosahovala ani 0,3%. Po
vyméné média po 24 hodinach miZeme pozorovat vysoky narust transfekéni Gcinnosti,
ktery se pohybuje okolo 3%. Vyména média tedy velmi pomohla zvysit transfekéni
ucinnost, jako tomu bylo i v pfipadé transfekce bunécné linie HEK293 pomoci TransIT-

293 Reagent. Po 72 hodinach ucinnost transfekce presahovala 4%.
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5.4. Kvantifikace GFP v bunécném lyzatu a porovnani

s doposud pouzivanymi metodami transfekce

Pro porovnani jsme poutili jiz optimalizované metody pro CHO PF bunécénou linii a
to elektroporaci v ExCell ACF CHO médiu a transfekci pomoci Effectene. Tyto doposud
pouzivané metody byly srovndny s optimalizovanymi metodami a to s elektroporaci
v Electroporation Solution a transfekci za pomoci TransIT_PRO kitu pro CHO PF

bunécnou linii a transfekci HEK293 bunécné linie s uzitim TransIT-293 Reagent.

Kvantifikace GFP v bunécném lyzatu
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Obr. 9. Porovnadni transfekcni ucinnosti nové optimalizovanych metod s doposud
pouZivanymi metodami. Nejvyssi transfekcni ucinnosti dosahuje elektroporace
v Electroporation Solution jak po 24 hodindch, tak po 48 hodindch. Transfekce CHO PF
bunécné linie za pomoci TransIT-PRO kitu dosahuje velmi nizkych hodnot oproti nové
optimalizovanym postuplim. U transfekce HEK293 bunécné linie muZeme pozorovat
vysoky ndrust ucinnosti po 48 hodindch oproti 24 hodinam. Elektroporace v Ex-Cell ACF
CHO médiu a Effectene dosahuje nizkych hodnot ve srovndni s elektroporaci v
Electroporation Solution a transfekci TransIT-293.

ELPOR.SOL- 100 ul Electroporation Solution, CHO PF, 7 x 10°/jamka, DNA 2 ug/
jamka, exponencidlni typ pulsu, 250 V, 1000 Q, 1000 uf, vyména média po 24
hodindch.
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IT PRO- TransIT_PRO kit, CHO PF, 6 x 10°/jamka, DNA 0,15 ug/jamka, 0,20 ul
TransIT-PRO Reagens a 0,10 ul Pro BOOST Reagens/jamka, inkubace 30 minut, vyména
média po 24 hodindch.

IT_293- TransIT-293 Reagent, HEK293, 5 x 10*/jamka, DNA 0,12 ug/jamka, 0,96 ul
TransIT-293 Reagent, inkubace 15 minut, vyména média po 24 hodindch.

ExCELL- 100 ul Ex-Cell ACF CHO médium, CHO PF, 2 x 10%jamka, DNA
0,5 ug/jamka, elektroporace, c¢tvercovy typ pulsu, 280 V, délka 15 ms, pocet pulsi 2,
zpoZdéni 1, 2000 uF.

EFFECTENE- Effectene kit, CHO PF, 5 x 10°/jamka, DNA 0,4 ug/jamka, Enhancer
3,2 ul/ jamka, Effectene 10 ul/ jamka, Buffer EC 30 ul/ jamka.

Experimenty byly provadény na 96- jamkové desticce.

Zgrafu je patrné, Ze nejlepsi transfekéni ucinnosti dosahuje elektroporace
v Electroporation Solution. Jiz prvi a druhy den je Ucinnost vy$si 4 x neZ je tomu
v piipadé elektroporace v Ex-Cell ACF CHO médiu. U&innost je prvni den 9 x vy3si, ne?
je tomu v pripadé uziti Effectene a dokonce 12 x vyssi druhy den.

V pfipadé uZiti Trans-293 Reagent je ucinnost prvni den vyssi pouze 0,2 x a druhy
den 3,0 x ve srovnani s elektroporaci v Ex-Cell ACF CHO médiu. V porovnani s Effectene
je pak ucinnost prvni den 1,5 x a druhy den 9 x vyssi.

Transfekce s TransIT_PRO kitem méla prvni den ucinnost 0,8 x nizsi a druhy den
nizsi 0,3 x neZ pfi uziti elektroporace v Ex-Cell ACF CHO médiu. Ve srovnani s Effectene

je pak ucinnost nizsi 0,5 x. Druhy den je jiz vyssi 0,8 x ve srovndani s Effectene.
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6. DISKUSE

Hlavnim cilem této diplomové prace byla optimalizace transfekce eukaryontnich
bunécnych linii a to CHO PF a HEK293. Pro optimalizaci byl pouzit plazmid kédujici GFP,
ktery se za timto Ucelem béiné pouzivda (Haleem-Smith et al., 2005). U&nnost
transfekce béhem optimalizace byla hodnocena pocitdnim za pomoci Neubauerovy
komrky, protoZze experimentl bylo provadéno mnoho. Pro Ucely optimalizace je tato
metoda levna a dostacujici. Zavérecny experiment, kdy jsme porovnavali Ucinnost
transfekce s doposud uzivanymi metodami s nové optimalizovanymi byl proveden
metodou kvantifikaci GFP v buné¢ném lyzatu.

V laboratofi byly doposud pouzivany komercni transfekéni reagens Effectene a
elektoporace v Ex-Cell ACF CHO médiu. Pouzitim vétSiny novych optimalizovanych
metod lze hned zpocatku ziskat velké mnozstvi Uspésné transfekovanych bunék, coz je
dalezZité pro nasledné procesy, at jiz se jedna o transientni produkci nebo selekci
produkénich klonG. Dalsi nespornou vyhodou je i financni otdzka. Prfi takto
optimalizovanych procesech klesa spotfeba materidlu (bunék, plazmidu, reagens).

Optimalizace transfekce je pomérné zdlouhavy proces, pokud chceme svédomité
vyzkouset vSechny parametry. Nejvétsi komplikaci byva casto ziskat bunky
v dostateCcném mnozZstvi a kondici, coZ plati predevsim pro linii HEK293, ktera
v pribéhu experimentll Casto dosahovala nizSich nez potfebnych hodnot viability.
Proto bylo nutné kultivace bunék opakovat.

Z vysledkl je patrné, Ze nejucinnéjsi metoda, kdy by bylo teoreticky mozné ziskat
nejvice proteinU je elektroporace CHO PF bunécné linie v Electroporation Solution.
Elektroporace je elegantni a rychld metoda, pfi niz béziné nedochdazi kzménam ve
fenotypovém projevu a v expresi genl, jako tomu muiZe byt pfi uZiti metod, kdy
dochazi k torbé liposom( a pfti uZiti virovych vektord (Fedorov et al., 2005). Lze ji
aplikovat pro vneseni gent nebo dokonce i protein(i do primokultur (Li et al., 2013).
Jako vse i tato metoda ma sva negativa. Je nutné pouzivat vyssi koncentrace bunék. Pri
nizkych koncentracich po aplikaci pulsu jich preZije jen velmi mélo. To mlze byt velmi
nevyhodné, pokud pracujeme stézko kultivovatelnymi bunéénymi kulturami. Nelze
vsak uZit ani pfiliS vysoké koncentrace bunék. Pfi vysokych koncentracich dochazi pfi
aplikaci pulsu k tvorbé shluku, kterymi velmi tézko pronikd plazmid do bunék. Dalsi
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negativum se tyka mnozZstvi spotfebované DNA. V porovnani s jinymi metodami, se ji
na elektroporaci spotiebuje nejvice (Jordan et al., 2008; Li et al., 2013; Martinez and
Hollenbeck, 2003).

PFi optimalizaci elektroporace na CHO PF bunécné linii, bylo nutné nejprve vybrat
idedlni typ pulsu se vSemi parametry s nimi souvisejicimi. Bylo nutné podminky
optimalizovat tak, aby byla Ucinnost transfekce co nejvyssi, ne vSak na ukor snizeni
viability bunék. Bylo zajimavé pozorovat, Ze pokud jsme zvySili napéti nad 250
V, dochdzelo sice kzvySeni transfekéni Gcinnosti avSak také k rapidnimu snizeni
viability bunék. U¢innost elektroporace se béZné pohybuje mezi 8 a7 80% jiz prvni den.
Zéalezi pak na typu bunék a na dalSich podminkach elektrpoporace (Parham et al.,
1998). Proto bych ndami optimalizované podminky, kdy jsme prvni den dosahli Gcinnosti
okolo 40% a treti den jiz pfesahovala 55%, povaZovala za Uspésné (obrazek 6).
Zajimavé bylo zjiSténi, Ze pri dvojnasobném mnoiZstvi DNA, tedy 4 pug na jamku se
ucinnost transfekce zvysila pouze o 2,5%, tedy na 57% z pUvodnich 54,5%, kdy jsme
pouzili 2 ug DNA na jamku po 72 hodinach (tabulka 13). NavySovani mnoZstvi pouZité
DNA je v tomto pfipadé neefektivni a neekonomické.

Nespornou vyhodu elektroporace za uZiti Electroporation Solution sfadné
optimalizovanymi parametry spatfuji vtom, Ze ucinnost transfekce bylo mozné
sledovat jiz po 4 hodindch po jejim ukonceni. To nebylo mozné, pokud jsme pro
elektroporaci uZili Ex-Cell ACF CHO kultivacni médium, kdy po 4 hodinach jesté nebylo
mozné pozorovat fluorescenci. Z publikaci vyplyva, ze HEK293 bunécna linie je také
vhodna pro metodu elektroporace, kde treti den ucinnost transfekce dosahuje 70% az
80% (Cervera et al.,, 2013; Parham et al.,, 1998). Obecné plati, Ze produkce
rekombinantnich proteind v HEK293 bunécné linii, dosahujeme vyssSich vytézkua
rekombinantnich proteini ve srovnani s produkci v CHO linii. Proto by bylo vhodné
optimalizovat podminky elektroporace i pro HEK293 bunécnou linii (Bertschinger et al.,
2008; Derouazi et al., 2004; Galbraith et al., 2006).

Mnohem vice neZ elektroporace se uzivaji chemické metody transfekce. Nej¢astéji
se setkdvame s polyethyleniminem a jeho modifikacemi jako uc¢innym dorucovatelem
DNA do bunék. Pfi uZziti této metody je mozné v nékterych pfipadech zaznamenat po
48 hodinach na HEK293 bunécné linii az 90% transfekéni ucinnost ovSem za cenu

vysoké spotieby polyethyleniminu a plazmidu o koncentraci 1 mg/ml (Carpentier et

71



al., 2007). Optimalizace chemické transfekce trvd obecné déle, nez optimializace
elektroporace a navic chemické reagencie maji velmi Casto cytotoxicky ucinnek na
bunky, pokud jsou pouzivany ve vysokych koncentracich (Synatschke et al., 2011).
Proto je velmi tézké vybrat spravny pomér chemické reagens a DNA, aby byla
transfekci velmi ¢asto pomaha odmyt transfekéni reagens kolem 24 hodin. Pak lze
toxicky vliv na buriky minimalizovat se zachovdnim maximalni efektivity. Pro transfekci
za pomoci chemickych metod pozZivdme méné bunék, nez je tomu tak pfi
elektroporaci, coz mlze byt obrovskd vyhoda, pokud chceme transfekovat tezko
kultivovatelné bunécné linie.

Zastupce chemickych reagencii TranslT-293 Reagent, ktery byl pouZit v této
diplomové praci, je uréen pro transfekci HEK293 bunécné linie. PouZiva se prevazné
pro studie iontovych kanal( a receptort na bunééném povrchu, proto nemohu vést
zadna data pro srovnani (Talavera et al., 2004; Vriens et al., 2004). Ovsem muze také
velmi dobfe poslouZit za ucelem optimalizace transfekce, kterd by mohla vést
k produkci rekombinantnich proteinl, jak jsme se mohli presvédcit pfi dosazeni
transfekéni ucinnosti po 24 hodinach pohybovala 12%, 40% po 48 hodindch a po 72
hodinach dosahovala 50% po 72 (obrazek 7).

DalSim zastupcem chemickych reagencii je TransIT_PRO kit, ktery slouZi
k transfekci jak CHO PF, tak HEK293 bunécné linie. Jednd se o smés lipidovych
polymer(, kterd vytvori s DNA micelu nezbytnou pro jeji transport do buriky. Lipofekce
s uzitim jinych komercnich kitd mUze dosahnout az 40% ucinnosti druhy den, pokud je
aplikovdna na primokultury napfiklad bunék izolovanych z endotelu pupecnikové Zily
(Hunt et al., 2010). Z vysledkl optimalizace, kdy se ndm podafilo dosahnout Gc¢innosti
transfekce o néco vyssi nez 4% by se dalo fici, Ze TransIT_PRO kit neni vhodny pro
transfekci CHO PF bunécné linie. Navic Ucinnost transfekce se béhem jednotlivych
experimentl vyrazné liSila. Pouze pfi jednom experimentu bylo moZné transfekci
hodnotit v procentech (tabulka 22) a v ostatnich pouze jako pocet bunék (tabulky 19,
20, 21, 23). Takovy vyrazny rozdil nas mize navést k tomu, abychom transfekcni kit
vyzkouseli na bunécné linii HEK293. Pokud bychom chtéli z(istat u prace s CHO PF
bunécénou linii, bylo by vhodné vyzkouset jiné komercéné dostupné kity na bazi lipidd.
Ovsem uZiti vétSiny kitl a reagencii, které jsou zaloZené na bazi lipid( urcenych pro

72



transfekci CHO bunécénych linii dosahuje maximalné 16% ucinnosti a to az tfeti den po
provedeni transfekce (Reisinger et al., 2007).

V pfipadé jiz zavedené metody Effectene, kterd vyuziva zaporné nabitych lipidd je
pro CHO PF bunécnou linii u¢innost opravdu nizka. Je tomu tak s podivem, protozZe se
tato metoda bézné poziva pro transfekce primokultury bunék izolovanych z endotelu
pupecnikové Zily s ucinnosti okolo 15% druhy den po transfekci (Hunt et al., 2010).

Obé bunécné linie je mozné kultivovat pfi vysokych koncentracich, proto je mozné
jejich prevedeni do velkych objemd. Jednim z feseni, které by splnilo tyto podminky je
jejich kultivace v bioreaktorech (Gaillet et al., 2010). Jeho uziti by mohlo prispét ke
zvySenému vytézku rekombinantnich protein, oviem na uUkor vysoké spotreby
transfekcnich reagens a plazmidu. Bylo by vSak moZné bunky transfekovat v mensich
objemech a az dosahnou potiebné koncentrace, tak je prevést do bioreaktoru. Takovy
pouzivana produkce v mensich objemech.

Pokud bychom zménili strategii a chemické reagencie nebo elektroporaci nahradili
jinymi metodami, bylo by moiné dosahovat vys$si ucinnosti transfekce. Jako to
naptiklad pfipad uZiti lentivirl, jako vektroru, které doruci DNA do burky. Lentiviry
maji schopnost napadat jak délici se bunky, tak ty, které se nedéli (Lever et al., 2004).
Jejich uZitim lze ziskat burky, jejichZ uGcinnost transfekce je az 95% a v nékterych
pripadech dokonce tuto hodnotu presahuje. Bohuzel dodnes panuji obavy, zda jsou
virové vektory opravdu biologicky bezpecné (Gaillet et al., 2010).

Obé bunécné linie byly kultivovany bez pridavku séra a bez antibiotik. Buriky byly
kultivovany bez pridavku antibiotik, hlavné proto, aby nedoslo ke skryté kontaminaci
bakteriemi z okoli. Takovd kontaminace by mohla zménit metabolismus bunék a tim
padem i zmény v ucinnosti transfekce. Séra nebylo do kultivac¢nich médii ptridavano
zamérné, protoze jejich jednotlivé Sarze se mezi sebou mohou liSit ve sloZeni, coZz by
mohlo vyrazné ménit rast kultur mezi jednotlivymi experimenty, proto by nebylo
mozné s jejich uZitim podminky radné optimalizovat. Je vSak mozZné, Ze pfti kultivaci
bunécnych kultur s pridavkem sér stejné sarze, by se mohla zlepsit Gcinnost transfekce
a bunky by se po transfekci lépe zotavovaly. Vyrobci transfekénich kitd doporucuji

evvs

velmi obtizné téchto podminek dosahnout. Burikam s nizsi viabilitou pomaha pasaz
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s ¢astecnou nebo Uplnou vyménou média. Nez dostaneme bunky do spravné kondice,
mohou mezitim projit nékolika pasazemi. Dostaneme pak buriky s lepsi viabilitou avsak
na ukor narUstu Cisla pasaze. Pridavek séra ma na burky velmi dobry vliv, proto je
mozné ze jeho pridavek by odstranil problém Spatné viability a zbyte¢ného zvysSovani

Cisla pasaze.
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7. ZAVER

V priibéhu diplomové prace se podafilo dosdhnout vytéenych cilG. Podafilo se
nam optimalizovat podminky pro CHO PF a HEK293 bunécné linie za pomoci 3
komercné dostupnych kit. Nasledné se ndm podaftilo porovnat nové optimalizované
transfekcni postupy s témi, které byly doposud pouzivany ve firmé Generi biotech s.r.o.
S uZitim nové optimalizovanych transfekénich postupl se nam ve vétsiné pripad
podafilo dosahnout vyssi ucinnosti transfekce vsrovnani sdoposud pouZivanymi
postupy.

PFi uziti optimadlnich podminek pro elektropraci CHO PF bunécné linie za pomoci
Electroporation Solution jsme dosahovali nejvyssi Ucinnosti transfekce 55% po 72
hodinach (obrazek 6) a ve srovndani s doposud pouzivanymi metodami byla U¢innost
transfekce 4 x vyssi nez pfi elektroporaci v Ex-Cell ACF CHO médiu a 12 x vyssi nez
transfekce s Effectene po 48 hodinach (obrdzek 9). Pro transfekci HEK293 bunécéné linie
byla ulinnost transfekce po 72 hodindch rovna 50% (obrdzek 7). V porovnani
s doposud pouzivanymi metodami pak byla Ucinnost transfekce po 48 hodinach 3 x
vysSi neZ elektroporace v Ex-Cell ACF CHO a 9 x vy3Si nez transfekce s Effectene
(obrazek 9). Tyto dvé optimalizace povaZujeme po srovnani s doposud pouzivanymi
metodami, za Uspésné a proto nahradi doposud pouZivané postupy.

Optimalizace transfekce CHO PF za pomoci TransIT_PRO kit dosahovala pouze 4%
po 72 hodinach a ucinnost transfekce byla 0,5 x nizsi nez elektroporaci v Ex-Cell ACF
CHO médiu a pouze 0,8 x vyssi ve srovnani s Effectene (obrazek 9). Proto tato metoda
nebude zavedena do laboratore.

Nové optimalizované postupy a to elektroporace CHO PF bunécné linie
v Electroporation Solution a transfekce HEK293 za pomoci TranslT-293 Reagent
nahradi doposud pouzivané metody. Optimalizace by nasledné mély vést k efektivné;si

a vyssi vytéznosti pri produkci rekombinantnich proteind.
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8. SEZNAM ZKRATEK A CIZiCH NAzvU

UF- Faraday

CCLR-lyzacni pufr

CFP-modry fluorescen¢ni protein

CMV-cytomegalovirus

CO,-oxid uhlicity

DEAE-dextran diethylaminoethyl-dextran

DMSO-dimetylsulfoxid

DNA-deoxyribonukleova kyselina
DOTMA-N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chlorid
GFP-zeleny fluorescen¢ni protein

HEK293-bunécna linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék ¢islo 293
HEPES-fosfatovy pufr obsahujici 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonovou
kyselin

CHO-PF-bunécna linie kfeccich vajecniku

kbp-kilobaze

kD-kilodalton

OECD- Organizace pro ekonomickou spoluprdci a rozvoj

PBS-fosfatovy pufr

PEl-polyethylenimin

Pluoronic P-68

RFU-relativni fluorescence

Rpm-otdcky za mintu

V- Volt

Viabilita- Zitovaschopnost bunék

Virus SV40- opidi virus

YFP-Zluty fluorescenéni protein

Q- Ohm
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