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Optimalizace  transfekce  je  proces,  při  kterém  hledáme  nejlepší  podmínky  pro 

transfekci.  Tento  proces  předchází  každé  rutinní  výrobě  rekombinantních  proteinů 

v laboratoři. Nejprve se volí expresní systémy, které by nejlépe vyhovovaly konkrétním 

požadavkům.  Pří  výběru  se  musí  zohlednit  rychlost,  ekonomičnost  a  funkčnost 

vzniklého  rekombinantního  proteinu,  která  může  být  ovlivněna  posttranslačními 

modifikacemi expresních systémů. Pro vnášení cílových genů do expresních systémů se 

využívá expresních vektorů. 

Cílem diplomové práce bylo optimalizovat podmínky pro transfekci eukaryontních 

buněčných  linií  CHO  PF  a  HEK293  za  pomoci  tří  komerčně  dostupných  kitů.  Po 

optimalizaci  následovalo  srovnání  transfekční  účinnosti  s doposud  používanými 

transfekčními  postupy  ve  firmě  Generi  biotech  s.r.o.  Pro  optimalizace  byl  použit 

plazmid pMaxGFP. Účinnost transfekce byla hodnocena pomocí Neubauerovy komůrky 

a  kvantifikací  GFP  v buněčném  lyzátu.  Pro  optimalizace  byly  použity  komerčně 

dostupné  kity  Electroporation  Solution,  TansIT‐293  Reagent  a  TransIT_PRO. 

Transfekční účinnosti těchto kitů byly následně porovnány s již zavedenými metodami, 

a to elektroporací v Ex‐Cell ACF CHO kultivačním médiu a  transfekcí pomocí Effectene.  

Nejlepší  transfekční  účinnosti  dosahovala  elektroporace  v Electroporation 

Solution,  kde,  po  48  hodinách  byla  účinnost  vyšší  4  ×  než  je  tomu  v případě 

elektroporace v Ex‐Cell ACF CHO médiu a 12 × vyšší ve srovnání s Effectene. S užitím 

Trans‐293 Reagent je účinnost vyšší 3 × ve srovnání s elektroporací v Ex‐Cell ACF CHO 

médiu. V porovnání s Effectene 9 × vyšší. Tyto dvě nově optimalizované metody budou 

zavedeny do  laboratoře. Transfekce s TransIT_PRO kitem byla 0,3 × nižší než při užití 

elektroporace v Ex‐Cell ACF CHO médiu. Ve srovnání s Effectene  je pak účinnost vyšší 

pouze 0,8 ×. 
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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. ÚVOD 

Revoluční  objev  učinili  James  Watson  a  Francis  Crick  roku  1953,  kdy  popsali 

strukturu  DNA  a  následně  popsali  přepis  DNA  na  RNA  a  její  následný  překlad  na 

proteiny  (Watson  and  Crick,  1953a; Watson  and  Crick,  1953b).  Tento  proces,  který 

dnes nazýváme  centrální dogma molekulární biologie, umožnil  rozvoj mnoha nových 

technik  a  vědních  disciplín.  Ne  nadarmo  je  tedy  20.  století  nazývané  jako  Století 

molekulární  biologie.  Zmínky  o  vnášení  genetické  informace  z jedince  do  jedince, 

pochází taktéž z tohoto století a jsou založeny na poznatcích, které uplatňují centrální 

dogma molekulární biologie. Podařilo se vnést virovou DNA do bakterie E. coli pomocí 

infekce bakteriofágem.  (Macgregor and Poon, 2003). Sled událostí záhy nabral rychlý 

spád.  To  bylo  základem  intenzivního  rozvoje  biotechnologií.  Začíná  se  využívat 

expresních systémů a vektorů pro objasnění mnoha pochodů, které se uskutečňují na 

buněčné  úrovni.  Dochází  k  vývoji  nových  a  lepších  expresních  systémů  a  nástrojů 

potřebných pro vnášení genů do  těchto systémů díky genovému  inženýrství. Vznikají 

tak  účinné  nástroje  pro  tvorbu  rekombinantních  proteinů.  Rozvíjí  se  nové metody, 

kterými  bychom  genetickou  informaci  vnesli  do  buněk  nebo  dokonce  i  do  celého 

organismu.  Pro  ověření  nově  vzniklých  systémů  a metod  se  snažíme  najít  optimální 

podmínky.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Biotechnologie 

Za autora tohoto pojmu je považován zemědělský inženýr Károly Ereky, který roku 

1917 pojmem biotechnologie nazval technologii, při které se využívají živé organismy 

k produkci  různých  molekul.  V té  době  se  tento  pojem  týkal  pouze  molekul 

využitelných v zemědělství (Kiss et al., 2010). 

Ke změně chápání pojmu biotechnologie došlo v 50. letech 20. století, kdy vychází 

přelomová práce Watsona a Cricka popisující  strukturu DNA a v letech 70. pak popis 

restrikčních  endonukleáz,  nástroje  nezbytného  pro  práci  se  sekvencemi  DNA 

(Meselson and Yuan, 1968;  Smith and Wilcox, 1992). Díky  těmto  zásadním objevům 

byla vytvořena první rekombinantní DNA, kdy se Paulovi Bergovi podařilo do molekuly 

DNA  viru  SV40  vložit  sekvenci  DNA  z E.  coli,  která  nesla  geny  fága  λ  a  galaktózový 

operon  pomocí  endonukleázy  E.  coli  RI  (Jackson  et  al.,  1972).  Paul  Berg  pak  za  své 

studium rekombinantní DNA obdržel roku 1980 Nobelovu cenu za chemii. Roku 1973 

se pak podařilo do bakterie vložit plazmid s genem kódujícím rezistenci na antibiotikum 

(Cohen  et  al.,  1973).  Již  v  roce  1977  vychází  první  publikace  zabývající  se  expresí 

rekombinantního  proteinu  a  to  peptidového  hormonu  somatostatinu  (Itakura  et  al., 

1977). 

       Za tu dobu prošla definice mnoha změnami a k tomuto pojmu se přidala spousta 

nových  metod  a  postupů  využívaných  v molekulární  biologii.  Proto  je  dnes  velmi 

obtížné  definovat  pojem  biotechnologie.  V definici  tohoto  pojmu  panovala 

nejednoznačnost  jak mezi  akademickými  pracovníky,  tak mezi  státy  (Dahms,  2004). 

Proto v roce 2002 OECD  (Organisation  for Economic Co‐operation and Development, 

Organizace  pro  ekonomickou  spolupráci  a  rozvoj)  vytvořila  sjednocenou  definici 

biotechnologie. OECD pak definuje biotechnologii takto: 
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„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 vědy a techniky na živé organismy a  jejich části, produkty a modely pro 

přeměnu živých i neživých materiálů pro produkci poznatků, zboží a služeb.  

Pod  touto  definicí  se  pak  skrývá mnoho  dalších  pojmů,  se  kterými  se  v biologii 

můžeme setkat. Počínaje přípravou virových vektorů, přes genovou terapii a kultivací 

buněčných linií konče.  

 

2.2. Rekombinantní proteiny 

Rekombinantní  proteiny  jsou  proteiny  kódované  rekombinantní  DNA. 

Rekombinantní  DNA  je  v dnešní  době  možné  vytvořit  spojením  genových  úseků 

získaných  z různých  zdrojů.  Takto  vytvořená  molekula  je  schopná  replikovat  se 

v hostitelském organismu, který se nazývá expresní systém nebo se  integruje do  jeho 

chromozomu.  V expresním  systému  se  pak  pomocí  proteosyntetického  aparátu 

exprimuje protein kódovaný rekombinantní DNA. Vzniklý protein se následně izoluje a 

purifikuje. Rekombinantní proteiny dnes z velké části nahradily proteiny, které se dříve 

izolovaly z živočišných tkání. Jako příklad může sloužit  inzulin.  Inzulin se dříve  izoloval 

ze  slinivky  břišní  prasat  (Rosenfeld,  2002).  Takto  izolovaný  protein  se  však  lišil 

strukturálně v jedné aminokyselině od inzulinu lidského. Izolace proteinů z živočišných 

tkání  s sebou  nesla  i  rizika  zavlečení  infekčního  onemocnění  do  těla  pacienta  nebo 

vznik  imunitní  reakce,  pokud  se  protein  používal  pro  terapeutické  účely.  Izolace 

z živočišných  tkání  byla  nevýhodná  i  v tom,  že  pro  izolaci  je  potřeba  velké množství 

vstupního materiálu,  abychom  získali potřebné množství daného proteinu  (Zwickl et 

al., 1995).  

Při  tvorbě  rekombinantních  proteinů  tyto  problémy  většinou  nehrozí.  Proto 

biotechnologické  postupy  přípravy  rekombinantních  proteinů  převažují  nad  izolací 

proteinů z živočišných tkání. Rekombinantní proteiny se pak používají při diagnostice a 

terapii onemocnění nebo ve výzkumu jejich struktury a funkce (Rabert et al., 2013). 

 



9 
 

2.3. Optimalizace produkce proteinů 

Před  každým  rutinním  zavedením  a  velkoobjemovou  výrobou  rekombinantních 

proteinů  je  nutné  najít  nejlepší  podmínky  pro  transfekci  a  následnou  produkci  s  co 

nejvyšší  výtěžností  s ohledem  na  ekonomické  hledisko.  Proces,  při  kterém  takové 

podmínky hledáme, se nazývá optimalizace. 

Optimalizace  produkce  v eukaryontních  systémech  zahrnuje  mnoho  kroků  od 

výběru  vhodné  buněčné  linie,  vhodného  transfekčního  reagens  a  vektoru,  najití 

optimálních podmínek pro co nejúčinnější transfekci konče (Rose, 2003). Optimalizace 

se nejčastěji provádí na 96 jamkových destičkách. Je to proto, abychom mohli provést 

co  nejvíce  pokusů  najednou,  protože  najít  optimální  podmínky  může  být  velmi 

zdlouhavý proces. 

Pokud používáme chemická transfekční reagens, měli bychom si uvědomit, že více 

reagens nutně neznamená vyšší produkci. Větší koncentrace chemických reagens často 

působí  na  buňky  cytotoxicky  (Synatschke  et  al.,  2011).  Pro  chemické  metody  se 

optimalizuje  počet  buněk,  množství  DNA,  poměr  transfekčních  reagens,  čas,  kdy 

reagens působí na buňky a další parametry (Sakurai et al., 2000). Pro každou buněčnou 

linii je nutné podmínky optimalizovat zvlášť, protože koncentrace chemických ragencií, 

která  byla  pro  jednu  buněčnou  linii  cytotoxická,  nemusí  být  toxická  pro  jinou  linii 

(Salimzadeh et al., 2013). 

Při optimalizaci  se  snažíme dodržet několik  zásadních pravidel, díky kterým  jsou 

data  z jednotlivých měření mezi  sebou porovnatelná. Buňky by  se  v době  transfekce 

měly aktivně dělit a  jejich životaschopnost  (viabilita) by měla být co nejvyšší. Výrobci 

komerčních kitů doporučují pracovat s buňkami, které jsou pasážované 24 hodin před 

provedením  transfekce  a  v den  transfekce    se  viabilita  buněk  pohybuje  okolo  90% 

(Daramola et al., 2014; Hunt et al., 2010). 

Čistota  plazmidové  DNA  se  pro  úspěšnou  transfekci musí  pohybovat  v rozmezí 

1,7–1,9  při  poměru  absorbancí  při  vlnových  délkách  260  a  280  nm  a měla  by  být 

endotoxinů prostá. DNA bez endotoxinů volíme proto, aby buňky nezačaly produkovat 

prozánětlivé cytokiny, které by mohly snížit účinnost  transfekce  (Budryk et al., 2001; 

Butash et al., 2000). 
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Pro  monitorování  účinnosti  transfekce  se  používají  reportérové  geny  kódující 

snadno kvantifikovatelné proteiny. Při optimalizacích se velmi často užívají sekretovaná 

alkalická  fosfatáza,  luciferáza  nebo  zelený  fluorescenční  protein  (Igawa  et  al.,  2014; 

Miller, 2014). 

 

 

 

 

Obr.  1.    Účinnost  transfekce.  CHO  PF  buněčná  linie  transfekovaná  plazmidem 

pMaxGFP. Buňky, které zeleně fluoreskují se podařilo transfekovat tímto plazmidem. 

 

2.4. Expresní systémy 

 Expresní systémy  jsou prokaryontní, eukaryontní buňky nebo viry, ve kterých  je 

možná exprese vloženého úseku nukleové kyseliny. Slouží k produkci rekombinantních 

proteinů. Při výběru expresního systému je dobré si rozmyslet, za jakým účelem do něj 

budeme geny  vkládat. Musíme brát  v úvahu  rozdíly mezi expresí  v prokaryontních  a 

eukaryontních systémech, náročnost provedení a ekonomické hledisko. 
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2.4.1. Bakteriální expresní systémy 

Doposud nejrozšířenější expresní systém je systém prokaryontní, kde se nejhojněji 

pracuje  s gramnegativní  bakterií  E.  coli  nebo  zástupci  grampozitivních  tyček  rodu 

Bacillus. Bakterie rostou rychle ve velikých koncentracích a média potřebná pro  jejich 

kultivaci  jsou  relativně  levná.  Díky  expresi  rekombinantních  proteinů  v bakteriích 

získáme poměrně vysoké množství produktu v relativně krátkém čase za nižší cenu, než 

je tomu u eukaryontních expresních systémů (Babaeipour et al., 2013; Porowinska et 

al., 2013).  

Užití bakteriálních expresních systémů má však  i svá negativa  i přesto, že s jejich 

pomocí  můžeme  získat  mnoho  levného  proteinu  v krátkém  časovém  úseku. 

Produkovaný eukaryontní protein  se  liší  svým prostorovým uspořádáním ve  srovnání 

s přirozeným  proteinem,  což  ve  svém  důsledku  může  znamenat  pozměněnou  až 

absentující biologickou  aktivitu.  To  je  způsobeno  tím,  že bakteriálním buňkám  chybí 

posttranslační modifikace  jak  tomu  je u eukaryontních buněčných  systémů  (Jeong et 

al.,  2014).  Druhá  věc  je,  že  velikost  proteinu,  který  mohou  prokaryontní  buňky 

produkovat  je omezená. Je možné získat protein do velikosti kolem 142 kDa (Berks et 

al., 2000). Další nevýhodou  je to, že produkované rekombinantní proteiny mohou být 

toxické  díky  přítomnosti  endotoxinu  jako  součásti  bakteriální  stěny  gramnegativních 

bakterií použitých pro produkci rekombinantního proteinu. Proto  je nutné  jejich další 

zpracování,  aby  se  odstranily  endotoxiny  bakterií,  ve  kterých  byly  proteiny 

produkované.  Endotoxiny  by  totiž  mohly  vyvolat  zánětlivé  reakce.  Bakterie  E.  coli 

produkuje  rekombinantní  protein  buď  do  cytosolu  nebo  do  inkluzních  tělísek 

(Mergulhao et al., 2005). Renaturace proteinu  z těchto  tělísek  se nemusí vždy úplně 

podařit. Tento systém je vhodnější spíše pro jednodušší proteiny bez posttranslačních 

modifikací. 
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2.4.2. Kvasinkové expresní systémy 

Nespornou  výhodou  kvasinkových  expresních  systémů  oproti  prokaryontním 

systémům  je,  že  jsou  schopné vzniklý produkt posttranslačně modifikovat. Lze v nich 

relativně  bez  problémů  exprimovat  proteiny,  které  jsou  původně  z eukaryot.  Jejich 

kultivace není nijak náročná (Boer et al., 2007). Prvním nejvíce užívaným kvasinkovým 

expresním  systémem  byla  kvasinka  Saccharomyces  cerevisiae.  Asi  nejvýznamnějším 

rekombinantním proteinem získávaným za pomoci kvasinkového expresního systému 

je HBs antigen získávaný za účelem vakcinace proti hepatitidě B. Bohužel tato kvasinka 

má  typ  N‐glykosylace,  kdy  ke vzniklému  proteinu  připojuje  cukerné  zbytky  až  150 

manóz vazbou α 1,3. Tato posttranslační modifikace nemusí vyhovovat vždy, protože 

v ojedinělých  případech  může  být  imunogenní.  Dnes  patří  mezi  nejvíce  využívané 

kvasinkové expresní systémy kvasinka Pichia pastoris (Cregg et al., 2009). Tato kvasinka 

produkuje  mnoho  proteinu  a  je  jí  možné  kultivovat  ve  vysokých  koncentracích. 

Rekombinantní  protein  produkuje  intracelulárně  nebo  do  extracelulárního  prostoru, 

pokud je ke genu pro rekombinantní protein připojen sekreční signál (Baumann et al., 

2011). 

2.4.3. Rostlinné expresní systémy 

V poslední  době  se  do  popředí  zájmu  dostaly  transgenní  rostliny,  které  slouží 

k produkci  rekombinantních proteinů  (Santi et al., 2006). Rostlinné expresní  systémy 

jsou eukaryontní buňky, dokáží tedy vzniklý protein posttranslačně modifikovat, což je 

nesporná výhoda oproti prokaryontním expresním systémům. Dále zde nehrozí riziko 

kontaminace patogeny, které se množí v živočišných buňkách (Daniell et al., 2001).  

Hlavní omezení užití  rostlinných  expresních  systémů  je  jejich  velikost produkce, 

která dosahuje velmi malých výtěžků (Santi et al., 2006). 

 

2.4.4.  Hmyzí expresní systémy 

Pro  produkce  v hmyzích  systémech  se  nejčastěji  užívá  infekce  pomocí 

rekombinantního  bakulovirového  expresního  systému,  který  nese  cílový  gen.  Jejich 
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kombinací  dosahujeme  vysokých  výtěžků  rozpustného  glykosylovaného  proteinu.  

Hlavní výhodou  tohoto expresního  systému  je, že můžeme klonovat velké  fragmenty 

cizorodé DNA. 

 

2.4.5. Buněčné linie 

Myšlenka na to, že by bylo možné kultivovat buňky in vitro, pochází již z 19 století. 

Společnost si však musela na potvrzení této myšlenky počkat  ještě pár  let až do roku 

1912. V tomto roce se nositel Nobelovy ceny Alexis Carrel pokusil poprvé o  to, co se 

mnoha  lidem  zdálo,  jako  nemožné. Do  živného  roztoku  vložil  buňky  kuřecího  srdce. 

Buňkám v živném roztoku se dařilo přežít velmi dlouho (Benveniste, 2013; Morris and 

Schirmer, 1990).   

Buňky,  které  jsou  schopné  nepřetržitě  růst  a  dělit  se  v in  vitro  podmínkách  se 

nazývají buněčné  linie. Založení nové buněčné  linie  je zdlouhavý proces, a proto dnes 

mnoho biotechnologických firem nabízí k zakoupení již připravené buněčné linie. 

Zdroj buněk pro vytvoření buněčné linie může být laboratorní zvíře, člověk, hmyz 

nebo dokonce  i rostliny (Ha et al., 2013; Thiel, 2014; Wagner et al., 2014; Zaniboni et 

al., 2014). Pro získání buněčné kultury nám někdy stačí pouze kousek tkáně umístěné 

ve  vhodném  kultivačním  médiu,  ze  které  buňky  vyrůstají.  Takovým  postupem  se 

nejčastěji získávají fibroblasty. Nevýhodou takového způsobu získávání buněčných linií 

je, že získáme směs buněk různých typů. Proto následně musíme buňky  izolovat. Pro 

izolaci  lze  použít mnoho metod.  Například  přidáním  selekčních médií  podporujících 

růst požadovaných buněk a růst ostatních buněk zcela zastaví, buňky oddělíme pomocí 

centrifugace  v hustotním  gradientu  nebo  případně  buňky  limitně  naředíme  tak,  aby 

jednotlivé  buňky  daly  základ  novým  buněčným  klonům  tak,  jak  je  to  např.  známé 

z hybridomové biotechnologie  (Beghin et al., 2009; Rusu et al., 2005). První  kulturu, 

kterou  izolujeme  z tkání,  pak  nazýváme  primární  kulturou  nebo  též  primokulturou. 

Izolované  buňky  se  nechají  nějaký  čas  růst,  aby  se  namnožily.  Poté  jsou  buňky 

opakovaně pasážovány, tj. ředěny a přenášeny do nového média v nových kultivačních 

nádobách. Po první pasáži se již buněčná kultura nazývá sekundární kultura nebo také 

subkultura.  
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Buňky  samozřejmě nejsou nesmrtelné.  Zdravé buňky  se mohou dělit  v průměru 

50‐60  krát.  Počet  dělení  pak  závisí  na  typu  buňky.  Proto  se  využívá  různých 

mechanizmů,  které  naruší  kontrolní mechanismy  buněčného  cyklu,  jako  tomu  je  u 

nádorových buněk nebo se buňky transformují viry. Díky tomu jsou pak buňky schopné 

dělit se neomezeně. Takové buňky se pak nazývají permanentní buněčné linie. 

Většina buněčných  linií  roste přisedlá na  kultivačním povrchu.  Takové  buňky  se 

nazývají  adherentní.  K  pěstování  adherentních  buněk  se  používají  polystyrénové 

kultivační  nádoby  s upraveným  povrchem,  který  je  hydrofilní.  Některým  liniím  stačí 

pouze  taková drobná  chemická úprava povrchu dna  (či  celé kultivační nádoby).  Jiné, 

náročnější buňky na pěstování potřebují dno potažené látkami, jako jsou peptidy nebo 

adhezivní faktory, které usnadní a zlepší jejich adhezi.  

Pro průmyslové účely je vhodnější práce se suspenzními buněčnými liniemi, které 

nerostou přisedlé na kultivační dno. Je možné u nich dosáhnout větší hustoty buněk. 

 

 

 

 

 

Obr.  2.  CHO  buněčná  linie.  Adherentní  buněčnou  linii  izolovanou  z vaječníkú 

křečka čínského 15 hodin po pasáži (Anonym 2, 2014). 
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Savčí expresní systémy 

Rekombinantní proteiny, které jsou produkovány v savčích expresních systémech, 

zcela změnily tvář moderní medicíny. Dnes  je možné  je využívat pro  léčbu či oddálení 

onemocnění, která byla dříve velmi obtížně  léčitelná,  jako  je například rakovina nebo 

neplodnost. Aby  byly  rekombinantní  proteiny  používané  pro  léčbu  účinné, musí  být 

biologicky aktivní a náležitě složené. K tomu poslouží posttranslační modifikace, které 

prokaryontní  systémy  nedokážou  zajistit.  Savčí  buňky  dokáží  vzniklý  protein 

glykosylovat,  fosforylovat  nebo  třeba methylovat. Díky  savčím  expresním  systémům 

můžeme  získat  funkční  protein  v gramech  již  za  měsíc  (Almo  and  Love,  2014). 

V biomedicíně se nejvíce užívají buněčné  linie odvozené z lidských buněk nebo buněk 

hlodavců. Až 70%  světové produkce  rekombinantních proteinů  je dnes produkováno 

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

 

CHO PF 

CHO PF  (chinese hamster ovary‐protein  free)  je buněčná  linie odvozená  z buněk 

ovarií křečka  čínského, který byl poprvé použit  jako  laboratorní  in vivo model v roce 

1919 pro  studium  a  typizaci  Streptococcus pneumoniae  (Kildegaard et  al., 2013). Na 

počátku 20. let 19. století sloužil křeček čínský jako model pro epidemiologické studie 

leishmaniózy,  protože  tento  hlodavec  je  vyhledávaným  hostitelem  prvoků  z rodu 

Leishmania.  S časem  zájem  o  tohoto  hlodavce  vzrůstal,  díky  jeho  malému  počtu 

chromozomů, což ho učinilo velmi užitečným modelem pro  studium vlivu  radiace na 

savčí buňky a  studium buněčných kultur. V roce 1957 doktor Theodore Puck poprvé 

izoloval a ustanovil buněčnou linii z vaječníků samičky křečka čínského. Podařilo se mu 

získat linii, která byla velmi rezistentní, s krátkým biologickým poločasem a vhodná pro 

kultivaci  in  vitro.  Linie  se  začala používat pro  studium metabolických drah nebo pro 

toxikologické studie (Kildegaard et al., 2013). 

Vědci si po čase všimli, že náhodně zmutované buňky mají lepší životaschopnost a 

lze  je pasážovat  vícekrát, než  zdravé buňky. Proto  tyto mutované  jedince  izolovali  a 

vytvořili  tak  pilíř  pro  CHO  buněčné  linie  vhodné  pro  produkci  rekombinantních 

proteinů  (Puck  and  Kao,  1967).  Tyto  buňky měly  deficity  v syntéze  enzymů  jako  je 
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dihydrofolátreduktáza nebo adenylfosforibosyltransferáza  (Taylor et al., 1977; Urlaub 

and Chasin, 1980). 

Díky své přizpůsobivosti a snadné kultivaci získávala CHO buněčná linie více a více 

na  své oblibě. Využívaly  se a do dnes využívají pro  studium  receptorů, signalizačních 

drah  spřažených  s G‐proteiny,  adhezi,  cytoskeletární  struktury  a  pro  studium 

buněčného  cyklu  (Figler  et  al.,  2003;  Fiore  et  al.,  2002; Hari  et  al.,  2003;  Yu  et  al., 

2003). 

Při  výběru  vhodné buněčné  linie pro produkci proteinů, určených pro  léčebné účely 

pacientů je velmi důležité, aby se v těchto liniích nemohly množit patogeny, které jsou 

přenosné na  člověka.  Již v roce 1989 bylo prokázáno,  že v CHO buňkách  se nedokáží 

replikovat viry HIV, pásového oparu chřipky, spalničky a dalších patogenů přenosných 

na  člověka.  To  z CHO  buněčné  linie  činí  nejhojněji  užívanou  linii  pro  produkci 

rekombinantních proteinů určených pro  terapii. Dalším  faktorem díky,  kterému  jsou 

CHO  buňky  vhodné  pro  produkce  terapeutických  proteinů  je  snadná  genová 

manipulace a jejich schopnost růst ve vysokých koncentracích v suspenzi, což je skvělé 

pro velkoobjemovou kultivaci v bioreaktorech. Nespornou výhodou klonů deficientních 

v enzymu  dihydrofolátreduktázy  je,  dramatické  zvýšení  produkce  rekombinantních 

proteinů. Dihydrofolátreduktáza je enzym, který katalyzuje přeměnu kyseliny listové na 

tetrahydrofolát.  Tetrahydrofolát  je  kofaktor  důležitý  při  syntéze  mnoha 

biosyntetických  drah  jako  je  například  syntéza  tymidinu,  purinu  a  glycinu. Do  takto 

deficientních  buněk  je možné  vnést  gen  pro  rekombinantní  protein  spolu  s funkční 

kopií  genu  pro  dihydrofolátreduktázu.  Pokud  se  do  buněk  podaří  transfekovat  tyto 

geny,  dochází  k překladu  genu  na  enzym.  Buňka  pak  nepotřebuje  získávat  tymidin, 

puriny ani glycin z kultivačního média, ale dokáže si je syntetizovat sama. Buňky, které 

se podařilo transfekovat je možné selektovat pomocí média bez glycinu, hypoxantinu a 

thymidinu.  Buňky  bez  dihydrofolátreduktázy  v takovém médiu  umírají  a  buňky,  do 

kterých  se podařilo  transfekovat geny pro  rekombinantní protein  spolu  s genem pro 

dihydrofolátreduktázu v takovém médiu přežívají (Wurm, 2004). 

První rekombinantní protein vyprodukovaný savčí buněčnou linií CHO byl aktivátor 

plazminogenu  v roce  1987.  Dnes  je  tato  savčí  linie  nejvíce  využívaná  pro  produkci 

rekombinantních  proteinů  určených  pro  terapii.  Nejčastěji  se  jedná  o  produkce 
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erytropoetinu a tkáňového aktivátoru plazminogenu (Gaffney and Curtis, 1985; Goh et 

al., 2014; Rahimpour et al., 2013). 

 

HEK293 

Hek293 (Human embryonal kidney) je suspenzní buněčná linie, která je odvozená 

z lidských  embryonálních  buněk  ledvin,  upravená  pomocí  5  adenovirových  genů. 

Buněčná  linie  byla  poprvé  připravena  v laboratořích  Alexe  Van  der  Eba  v Leidenu 

v Holandsku  roku  1970.  Název  HEK,  vychází  z jejich  původu,  číslo  293  značí  293. 

experiment s touto buněčnou linií (Graham et al., 1977). 

Tyto  buňky  jsou  charakteristické  tím,  že  mají  vlastnosti  skoro  všech  buněk 

v lidském  těle. V této buněčné  linii  se například vyskytuje více  jak 60 genů  typických 

pro  nervové  buňky,  díky  kterým,  jsou  v HEK293  buněčné  linii  přítomny  některá 

neurofilamenta  a  neuroreceptory  (Shaw  et  al.,  2002;  Thomas  and  Smart,  2005). 

V současné  době  se  proto  diskutuje  o  tom,  že  jejich  původ  vychází  z neuronálních 

buněk  (Shaw et al., 2002).  

Využití  této  buněčné  linie  je  rozsáhlé  díky  jejím  signalizačním  drahám, 

endogenním receptorům, snadné kultivaci a v neposlední  řadě  i relativně nízké ceně. 

Díky  těmto  vlastnostem  se  linie  hojně  využívá  již  od  počátku  jejího  vzniku,  jako 

expresní systém pro produkci rekombinantních protilátek a proteinů (Jager et al., 2013; 

Thomas and Smart, 2005). Další možnost jejího využití je ve farmaceutickém průmyslu, 

kde se studuje účinek léčiv na sodné kanály 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. Buněčná  linie HEK293 odvozená z lidských embryonálních buněk 

ledvin. Je pro ni typický růst ve shlucích (Anonym 3, 2014). 

 

2.5. Kultivační média 

Kultivační média jsou roztoky, ve kterých se buněčné kultury pěstují in vitro. Svým 

složením se snaží co nejvíce přiblížit podmínkám, které vyhovovaly buňkám in vivo. 

Většině buněčných kultur  se nejlépe daří při pH okolo 7.4  (Bradley et al., 2014; 

Kallel et al., 2002; Qu et al., 2014).  

Buňky  jsou  velmi  citlivé  na  výkyvy  pH,  proto  se  do  medií  přidává  barevný 

indikátor, abychom mohli  sledovat  stav buněk. Mezi nejpoužívanější bezesporu patří 

fenolová červeň (Berthois et al., 1986). Při pH 7.4 má potom médium červenou barvu. 

Při kultivaci se pH může stávat kyselejším, kdy začíná žloutnout, nebo alkaličtějším, pak 

mění svojí barvu do růžova. K okyselování média dochází po několika dnech, kdy buňky 

vylučují do média kyselé produkty metabolismu jako je například laktát. Proto musíme 

médium  vyměňovat  až  třikrát  týdně,  aby buňky měly dostatek potřebných  živin pro 

svůj  růst  (Wurm, 2004). Média obsahují zdroj energie  jako  je například glukóza, dále 

pak  anorganické  látky,  pufry,  vitamíny  růstové  faktory, mastné  kyseliny  a  stopové 

prvky. Mnoho  těchto  látek  se  do  média  dostává  díky  přídavku  séra.  Nejčastěji  se 

používá  10%  fetální  bovinní  sérum  nebo  dokonce  již  i  sérum  lidské  (Aghayan  et  al., 
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2012; Wu et al., 2013). Do kultivačních médií se velmi často přidávají antibiotika, která 

zabrání nežádoucí kontaminaci. 

Dnes  se  většina  velkoobjemových  produkcí  rekombinantních  proteinů  provádí 

v médiích  bez  přídavku  séra,  protože  zde  stále  hrozí  kontaminace  priony  nebo  viry 

z přidaného séra (Wurm, 2004). 

 

2.6. Expresní vektory 

Vektory  slouží  k přenosu  a  udržení  cizí  DNA  v hostitelské  buňce.  Poté  usnadní 

selekci nebo detekci buněk, do kterých se rekombinantní DNA transformovala. Vektory 

jsou klonovací nebo expresní. Expresní vektor slouží k přenosu genu a  jeho následné 

expresi v hostitelské buňce (Lu et al., 2014). Expresní vektory se vyznačují tím, že mají 

silný promotor. Promotor  je  sekvence, která usnadní vazbu RNA‐polymerázy. Takový 

promotor, se nachází u klonovacího místa a je situován proti směru transkripce. Pokud 

přenášíme genetickou informaci pomocí virového vektoru, jedná se o transdukci (Guo 

et al., 2013). Proces, při kterém vkládáme nukleovou kyselinu do prokaryontních buněk 

bez použití virových vektorů, se nazývá transformace (Clewell et al., 2014). Transfekce 

jsou pak metody, kterými vkládáme nukleové kyseliny nebo proteiny do eukaryontních 

buněk s použitím jiného než virového vektoru (Alvin and Ye, 2014).  

 

2.6.1.  Plazmidy 

Plazmidy  se  vyskytují  u  prokaryontních  organismů.  Jsou  to  malé  cirkulární 

molekuly  DNA,  které  v prokaryontní  buňce  zastávají  řadu  funkcí.  Jejich  velikost  se 

pohybuje  od  1  do  300  kbp.  Tyto molekuly mohou  ve  struktuře  například  nést  geny 

kódující  přenos  rezistence  na  antibiotika  nebo  umožnující  fixaci  vzdušného  dusíku 

důležitého  pro  metabolické  pochody  některých  buněk.  Nejbohatší  plazmidovou 

výbavu, kterou lze užít, jako expresní vektor nalezneme v bakterii Escherichia coli, kde 

jej lze s úspěchem i namnožit (Lu et al., 2014). 
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Izolovaná DNA  z donora,  v našem  případě  z bakterie  Escherichia  coli  se  nejprve 

fragmentuje. Konce  těchto  fragmentů  se  vhodně upraví pro  rekombinaci  s vhodným 

vektorem.  Spojením  izolované  cizorodé  DNA  s vektorem  pak  vzniká  rekombinantní 

DNA, kterou je už možné vložit do dané buňky.  

Aby  bylo  možné  plazmid  použít  jako  transfekční  vektor,  který  zajistí  expresi 

vloženého  genu,  je  nutné,  aby  ve  své  struktuře  obsahoval  určité  důležité  sekvence.  

Polylinker nebo  též multiple  cloning  site  (MCS)  je  krátké místo  v sekvenci plazmidu. 

V tomto místě  je možné štěpit plazmid pomocí restrikčních endonukleáz a vložit sem 

gen,  který  chceme  v dané  buňce  exprimovat.  Po  štěpení  plazmidu  dochází  k jeho 

linearizaci. 

Do linearizovaného plazmidu je možné vložit inzert pomocí enzymu T4 DNA ligázy, 

která katalyzuje vznik fosfodiesterových vazeb mezi inzertem a plazmidem (Lohman et 

al.,  2011).  Následně  dochází  k opětovné  cikulaci  plazmidu.  V blízkosti  polylinkeru  je 

silný promotor a  introny, které  zvyšují expresi vloženého genu. Nejčastěji  se  jedná o 

promotor virového původu například CMV  (Cytomegalovirus)  (Kirsch et al., 2003). Na 

promotor  pak  nasedají  transkripční  faktory.  Ve  vektoru  plazmidového  typu  nesmí 

chybět  Kozakova  sekvence,  která  zajistí  translaci  vloženého  genu  na  ribosomu  a 

počátek  replikace  ori  (origin  of  replication).  Nedílnou  součástí  plazmidu  je  také 

sekvence  zvaná  terminátor  spolu  s polyadenylačním  signálem, která ukončí  translaci. 

Plazmidy  navržené  za  účelem  tvorby  rekombinantních  proteinů  navíc  obsahují 

sekvenci,  která  kóduje  rezistenci  na  antibiotikum  pro  případnou  selekci 

transfekovaných klonů. Jedná se například o geny kódující rezistenci na ampicilin nebo 

geneticin (Chen et al., 2012; Kirsch et al., 2003; Yari et al., 2013). 

Pokud  je  nutné  optimalizovat  celý  proces  transfekce,  tak  se  používají  plazmidy 

s geny  pro  reportérové  systémy,  díky  kterým  lze  vizuálně  a  nedestruktivně  hodnotit 

účinnost transfekce. Nejčastěji se jedná o geny kódující luciferázu 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 mapě plazmidu od shora vidíme místo, 

které  kóduje  rezistenci  na  antibiotikum  (Kanamycin),  počátek  replikace  (puC  ori), 

promotor  (SV  40pA),  sekvenci  kódující  GFP  (max  GFP),  intron  a  promotor 

z cytomegaloviru (PCMV) (Anonym 4, 2014).  

 

2.6.1.1. GFP 

GFP  (Green  fluorescent  protein)  je  zelený  fluorescenční  protein  z  medúzy 

Aequorea victoria. Tento fluoreskující protein objevil a poprvé izoloval profesor Osamu 

Shimomura v roce 1961 (Shimomura, 2009). Pokud je tento protein vystaven modrému 

excitačnímu světlu s excitačním maximem 475 nm, tak zeleně fluoreskuje, protože má 

emisní maximum při 508 nm (Wang et al., 2002).  

GFP  je nevelký protein složený z 238 aminokyselin o molekulové hmotnosti 26.9 

kDa  (Izadi  et  al.,  2009).  GFP má  strukturu  β‐soudku  složeného  z 11  β‐listů.  Uvnitř 

soudku je  

α‐šroubovice,  která nese  vlastní  fluorofor  (Li  et  al.,  1997).   Protein má  řadu  využití. 

Pomocí  fluorescenčního  mikroskopu  lze  posoudit,  zda  jsou  rekombinantní  buňky 
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exprimující  GFP  živé,  průběh  apoptických  dějů  nebo  lze  s jeho  pomocí  studovat 

receptory  spřažené  s G  proteiny  a  v neposlední  řadě slouží  k  hodnocení  účinnosti 

transfekce eukaryontních buněčných linií (Avalos, I et al., 2013; Izadi et al., 2009; Lant 

and Derry, 2014; Salimzadeh et al., 2013; Ye et al., 2014). 

Cílenými  genetickými  úpravami  GFP  vznikly  nové  reportérové  proteiny 

s posunutým excitačním a emisním spekterem do jiných vlnových délek. Dnes je možné 

využívat  žlutý  fluorescenční  protein  YFP  (yellow  fluorescent  protein),  modrý 

fluorescenční protein CFP (cyan fluorescent protein) a jiné (Dyachok et al., 2014; Liu et 

al.,  2011).  Stejně  jako  GFP  lze  i  ostatní  fluorescenční  proteiny  detekovat  pomocí 

fluorescenčního  mikroskopu,  fluorimetrie  nebo  fluorescenční  průtokové  cytometrie 

(Salimzadeh et al., 2013) . 

 

 

 

 

 

Obr. 5. Struktura GFP. Na levé straně je pohled z boku. Napravo je pohled shora.  

N‐konec  (N‐Terminus),  α‐helikální  struktura  (α‐Helix),  C‐konec  (C‐Terminus),  β‐

soudek  (β‐Barrel)  složený  z β‐listů  (β‐Sheet),  smyčky  (Loops).  Uvnitř  β‐soudku  je 

chromofor (chromophore) zodpovědný za fluorescenci (Anonym 5, 2014). 
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2.6.2. Bakteriofág λ 

Bakteriofág λ je virus, který  infikuje bakterie. Jeho genom je dvouřetězcová DNA, 

která ve své molekule obsahuje místa, která nejsou nezbytná pro lytickou fázi fága. Do 

těchto  míst  je  možné  vložit  cizorodou  DNA.  Přenáší  se  ve  virových  částicích  jako 

lineární molekula  s přesahujícími  kohezními  konci.  Po  vniknutí  do  hostitelské  buňky 

molekula cirkuluje a vlastní přepis pak nastává z cirkulární molekuly.  Do buněk ho lze 

vnést infekcí a využít tak jeho replikačního cyklu nebo pomocí transdukce. Transdukce 

však dosahuje nižší účinnosti než  infekce.  (Broussard and Hatfull, 2013; Marinus and 

Poteete, 2013).  

 

2.6.3. Kosmidy 

Kosmidy jsou plazmidy, ve kterých je cos sekvence z bakteriofága λ. Její  kohezivní 

konce cos sekvencí jsou spojené a tak je celá molekula cirkulární.   

         Po transfekci do buněk se replikuje pouze  jako plazmid. Neobsahuje celý genom 

bakteriofága  λ  a  proto  neprochází  lytickým  cyklem,  jako  fág.  Pomocí  komsidů  je  do 

buněk možné vpravit větší fragmenty nukleových kyselin do velikosti 40 kbp (Cheng et 

al., 2014). 

 

2.6.4. Virové vektory 

Viry  jsou  parazitické  nebuněčné  organismy  bez  vlastního  proteosyntetického 

aparátu.  Ke  své  replikaci  potřebují  hostitelskou  buňku.  Viry  používané  v genovém 

inženýrství  jsou zbaveny své  infekčnosti, mají však zachovanou schopnost proniknout 

do  buňky  a  pomnožit  se  v ní. Nejužívanější  vektory  jsou  obalné  RNA  viry  (retroviry) 

určené  k transfekci  eukaryontních  buněk.  Za  pomoci  enzymu  reverzní  transkriptázy 

přepíší  svou RNA do DNA,  kterou posléze  včlení do genomu hostitelské buňky. Tyto 

vektory  nesou  pouze  sekvence  nezbytně  nutné  pro  včlenění  RNA  transkriptu  do 

virionu,  integraci  do  buněčného  genomu  a  expresi  vloženého  genu.  Díky  sekvenci, 

která  kóduje  velmi  silný  promotor  LTR  (long  terminal  repeats),  je možné  dosahovat 
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velmi  vysoké  transfekční  účinnosti  (Doh  et  al.,  2014). Do  retroviru  je možné  včlenit 

cizorodou sekvenci o velikosti 8‐10 kbp. Většinou je závislý na pomocných virech, které 

nesou ostatní sekvence nezbytné pro účinnou replikaci. Retrovirové vektory se mimo 

jiné užívají  k vyvíjení  antivirotik  a  pro  genovou  terapii  (Bogoslovskaia  et  al.,  2012; 

Misra, 2013).  

Velké DNA viry rodu Baculovirus se používají pro infekci hmyzích buněk. Nejčasteji 

se  jedná o buňky  z larvy motýlů a můr  rodu  Lepidoptera  (Clem and Passarelli, 2013; 

Grady et al., 2014).  

Užitím virových vektorů  lze dosahovat nejvyšší účinnosti. Virové vektory mají svá 

omezení a  tím  jsou velikost cizorodé DNA, kterou dokáží pojmout a nemusí být vždy 

biologicky bezpečné (Kay et al., 2001). 

 

2.6.5. Kvasinkové arteficiální chromozomy 

Tyto  chromozomy  jsou  vytvořené  uměle  pomocí  genového  inženýrství.  Slouží  ke 

klonování  rekombinantních DNA molekul  v kvasinkových  expresních  systémech. Některé 

geny  není  možné  vkládat  do  plazmidů  nebo  jiných  expresních  vektorů,  protože  mají 

rozlehlé  regulační oblasti a  výše  zmíněné expresní  vektory dokáží pojmout pouze menší 

úseky  DNA. Oproti  tomu  kvasinkové  arteficiální  chromozomy  dokáží  pojmout molekuly 

DNA  až  do  velikosti  600  kbp,  což  je  jejich  obrovská  výhoda  (Noskov  et  al.,  2011).  Tyto 

poměrně  nové  vektory  se  z velké  části  používají  pro mapování  a  sekvenování  genomu 

(Casper et al., 2012). 

 Úsek DNA, který chceme klonovat, se nejprve musí linearizovat a následně se vloží do 

kvasinkového  chromozomu,  kde  je  ohraničený  telomerázami  z obou  stran.  Vzniklý 

chromozom  pak  obsahuje  centromeru,  telomery  a  kvasinkové  markery  autonomně 

replikující  se  sekvenci  z  kvasinek.  Po  vložení  do  kvasinkového  systému  jsou  tyto 

chromozomy stabilní stejně, jako chromozomy, které se v nich normálně vyskytují (Noskov 

et al., 2011) . 
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2.7. Transfekce 

Transfekcí  se  označují  metody  přenosu  DNA  do  eukaryontních  buněk.  Touto 

metodou  vzniká  z eukaryontní buňky  geneticky modifikovaný organismus.  Transfekci 

můžeme provádět in vivo, tedy s použitím živého organismu. Toho se využívá zejména 

pro genovou terapii. Pokud se transfekce provádí in vitro, znamená to, že se provádí za 

laboratorních  podmínek.  Transfekce  lze  provádět  jako  stabilní  nebo  přechodné 

(tranzientní),  výběr  pak  záleží  na  účelu,  za  jakým  chceme  přenos  DNA  do  buňky 

uskutečnit.  Provádíme‐li  stabilní  transfekci  začleňuje  se  přenášený  gen  do 

chromozomální  DNA  hostitelské  buňky.  Následně  dochází  k tvorbě  stabilní  buněčné 

linie,  která  má  ve  svém  genomu  začleněný  vložený  gen,  který  se  replikuje  spolu 

s buněčným  genomem.  Tvorba  takové  stabilně  transfekované buněčné  linie  je  velmi 

náročná  jak po  finanční  stránce,  tak po  stránce  časové  (Baldi et al., 2007;  Liu et al., 

2008).  Stabilně  transfekované  buněčné  linie  využívají  zejména  farmaceutické 

společnosti, které kontinuálně vyrábí rekombinantní proteiny určené pro terapeutické 

účely (Baldi et al., 2007). 

Protikladem  k stabilní  transfekci  je  přechodná  (transientní)  transfekce.  Při 

transientní  transfekci  se  cizorodá molekula  DNA  dostane  do  hostitelské  buňky,  ale 

nezačlení se do jejího jaderného genomu. Při mitóze buňky se vnesená DNA nepředává 

z mateřské  buňky  do  dceřiné,  proto  je  produkce  rekombinantních  proteinů  časově 

omezená. Výhody této metody spočívají v tom, že je možné produkovat rekombinantní 

proteiny mnohem  rychleji,  než  při  stabilní  transfekci  nevýhoda  je  ta,  že  protein  je 

možné  produkovat  pouze  nějaký  čas  a  nelze  tedy  vytvořit  buněčnou  linii,  která  by 

neustále produkovala požadovaný protein (Wright et al., 2003). 

 

2.7.1. Metody transfekce 

Metod  a  reagencií  pro  transfekci  je  nepřeberné  množství.  Rozdělit  je  do 

jednotlivých skupin  je velmi složité, což  je vidět  i ve studijní  literatuře, kdy například 

užití  viru  pro  vnesení  do  genů  do  buněk  zařazujeme  jak  mezi  vektory,  tak  mezi 

biologické metody  transfekce. Metody  transfekce by  se  v zásadě daly  rozdělit do  tří 
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skupin. Na fyzikální, dále pak metody chemické a na konec metody biochemické. Výběr 

metody  závisí  na  tom,  za  jakým  účelem  chceme  buňky  transfekovat  a  také  na  typu 

transfekovaných buněk. 

 

Elektroporace 

Elektroporace  patří  mezi  fyzikální  metody  přenosu  molekul  do  buněk,  která 

dosahuje nejvyšší efektivity (Gehl, 2003; Venslauskas et al., 2010; Xie and Tsong, 1993). 

Nesporná  výhoda  této  metody  spočívá  v tom,  že  je  možné  ji  provádět  bez  užití 

chemických činidel, která by mohla způsobit změny v expresi vložených genů (Fedorov 

et  al.,  2005;  Garcia‐Sanchez  et  al.,  2014).  Je možné  ji  aplikovat  skoro  na  všechny 

buněčné typy, do kterých lze tímto způsobem doručit jak mikro tak makromolekuly. Je 

to jedna z mála metod, kterou  lze účinně transfekovat  i primokultury (Andre and Mir, 

2004; Cegovnik and Novakovic, 2004; Jordan et al., 2008; Li et al., 2013). Používá se jak 

pro stabilní tak pro transientní transfekci (Barker et al., 2009; Yao et al., 2010).  

Elektroporace se provádí v kyvetách k tomu určených, kde na buňky působí krátké 

elektrické  pulsy  v µs‐ms  o  vysokém  napětí  řádově  v  kV/cm  (Kotnik  et  al.,  2010).  

Působením  elektrického  pole  na  plazmatickou  membránu  dochází  k zvýšení  její 

permeability a reverzibilnímu otevření iontových kanálů. Otevřenými kanály mohou do 

buňky  snáze  vstupovat molekuly  RNA, DNA  nebo  dokonce  proteiny  (Escoffre  et  al., 

2009;  Huang  et  al.,  2011;  Sustarsic  et  al.,  2014).  Jakmile  elektrické  pole  přestane 

působit na plazmatickou membránu, dochází samovolně k uzavírání iontových kanálů a 

permeabilita membrány se vrací do původního stavu.  

Účinnost  transfekce  lze  velmi  ovlivnit  změnou  teploty,  při  které  celý  proces 

provádíme. Při vyšších  teplotách má buněčná membrána  fluidnější charakter, než při 

nižších teplotách. Při teplotě blízké 4 °C se membrána buněk stane více uspořádanou. 

Proto  je  vhodnější  při  elektroporaci  pokud  ochladíme  jak  elektroporační  plato,  tak 

elektroporační  pufr.  Při  nižších  teplotách  se  iontové  kanály  uzavírají  pomaleji 

(Kanduser et al., 2008). Díky  tomu  získá molekula DNA více  času na vstup do buňky, 

než by tomu bylo při vyšších teplotách. Při nižších teplotách je však nutné užít vyššího 
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napětí  pro  dostatečné  otevření  iontových  kanálů,  což  může  být  nevýhodné  při 

zotavování buněk po elektroporaci (Gallo et al., 2002). 

Většina dnešních zařízení pro elektroporaci je navržená pro transfekci suspenzních 

buněk,  které  slouží  pro  produkci  rekombinantních  proteinů.  V poslední  době 

s rozvojem  terapie  různých onemocnění pomocí elektroporace  se  začíná pracovat na 

vývoji  elektroporačních  zařízení  vhodných  pro  transfekci  adherentních  buněk,  které 

svým tvarem a vlastnostmi více připomínají organizaci buněk v lidských tkáních. Ty pak 

mohou  posloužit  lépe  jako  model  pro  studium  účinku  léčby  onemocnění  s  užitím 

elektoporace lépe, než buňky suspenzní (Garcia‐Sanchez et al., 2014). Elektroporace by 

pak  mohla  být  využívána  pro  léčbu  nádorových  onemocnění  v podobě 

elektrochemoterapie  (Campana  et  al.,  2014a;  Campana  et  al.,  2014b;  Seccia  et  al., 

2014). 

 

Lipofekce 

Lipofekce  patří mezi  biochemické metody.  Pro  přenos DNA  i  RNA  do  buněk  se 

využívá kladně nabitých syntetických lipidů (Kedika and Patri, 2014; McLenachan et al., 

2013). Metodu poprvé popsal Felger roku 1987. Felger použil syntetický lipid s kladným 

nábojem  N‐[1‐(2,3‐dioleyloxy)propyl]‐N,N,N‐trimethylammonium  chlorid  (DOTMA). 

Celá metoda  je nenáročná na provedení. Je vhodná pro trvalou  i dočasnou transfekci 

DNA do buněčného jádra. Záporně nabitá molekula DNA se sbalí do umělých lipidových 

micel  spontánně  díky  přítomnosti  kladného  náboje  na  syntetickém  lipidovém 

monomeru.  Vzniklý  kladně  nabitý  lipidový  komplex  je  přitahovaný  buněčnou 

membránou a endocytózou se dostane do buňky (Felgner et al., 1987). O mechanismu, 

jakým  se  cizorodá  DNA  včlení  do  jaderného  genomu,  toho  zatím  moc  nevíme. 

Lipofekce  v mnoha  případech  dosahuje  nižší  účinnosti  než  elektroporace  nebo 

transdukce  (Jordan  et  al.,  2008;  Li  et  al.,  2013).  Navíc  syntetické  lipidy  v mnoha 

případech působí na buňky cytotoxicky (Kedika and Patri, 2014; Nguyen et al., 2007). 

Dnes  jsou na  trhu komerční kity určené pro  transfekci pomocí záporně nabitých 

lipidů. Například Effectene (Qiagen) nebo Lipofectamine® (Life Technologies). 
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Pro  provádění  transfekce  in  vivo  není  vhodná metoda,  kdy  používáme  kladně 

nabité syntetické  lipidy. Je to z velké části způsobeno tím, že doposud nevíme,  jakým 

způsobem se DNA dostane do  jádra a syntetické  lipidy působí v mnoha případech na 

buňky cytotoxicky (Parvizi et al., 2014).  

 

Chemické metody 

Chemické  metody  transfekce  můžeme  rozdělit  podle  toho,  do  jaké  skupiny 

chemických  látek  reakční  činidlo  patří  a  to  na  anorganické  látky  a  kladně  nabité 

polymery. Jako zástupce anorganických látek můžeme jmenovat fosforečnan vápenatý. 

Precipitace  DNA  pomocí  fosforečnanu  vápenatého  je  poměrně  levná  metoda, 

kterou  můžeme  použít  pro  obtížně  transfekovatelné  buňky,  jako  jsou  například 

primokultury neuronálních buněk (Sun et al., 2013). K provedení se používá fosfátový 

pufr obsahující 2‐[4‐(2‐hydroxyethyl)‐1‐piperazinyl] ethansulfonovou kyselinu  (HEPES) 

v jehož  přítomnosti  se  DNA  srazí  s fosforečnanem  vápenatým.  Vzniklý  komplex  pak 

přilne na buněčnou membránu. Vstup komplexu do buňky můžeme usnadnit aplikací 

ultrazvuku o nízké intenzitě vlnění (Hassan et al., 2012). Metoda klade veliké nároky na 

čistotu DNA a na přesnost. 

Zástupců  kladně nabitých polymerů pro přenos DNA do buňky  je hned několik. 

Patří mezi ně například diethylaminoethyl‐dextran (DEAE) nebo polyethylenimin (PEI).  

Metoda, kdy používáme DEAE‐dextran je vhodná pouze pro transientní transfekci 

(Onishi et al., 2007). Jedná se o sloučeninu, která je z uvedených transfekčních postupů 

a  reagencií  nejstarší.  Kladně  nabitý  DEAE‐dextran  se  váže  se  záporně  nabitou 

molekulou  DNA.  Tato  vazba  může  být  umocněna  změnou  pH  nebo  iontové  síly 

prostředí, ve kterém  transfekci provádíme  (Eshita et al., 2009). Vzniklý kladně nabitý 

komplex se váže na záporně nabitou plazmatickou membránu buněk. Celé provedení je 

snadné a rychlé (Gulick, 2003). 

PEI je vysokomolekulární kladně nabitý polymer vhodný pro transfekce in vivo a in 

vitro.  Pro  účely  transfekce  se  užívá  jak  lineární  tak  jeho  rozvětvená  forma.  Jejich 

velikost se pohybuje mezi 5‐25 kDa. (Jere et al., 2009; Neu et al., 2005). Větší polymery 

se  nepoužívají,  protože  se  srážejí  na  plazmatické membráně  a  způsobí  tak  nekrózu 
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buněk (Fischer et al., 1999). DNA se sbalí do molekul PEI hlavně díky elektrostatickým 

interakcím a přejde přes plazmatickou membránu. Obal z polymeru chrání DNA před 

rozštěpením  nukleázami  (Duguid  and  Bloomfield,  1996;  Fischer  et  al.,  2003). 

Formovaní molekul DNA/PEI zlepšíme, pokud zvýšíme iontovou sílu prostředí, ve které 

transfekci provádíme. Proto se do reakční směsi často přidávají sloučeniny jako chlorid 

sodný nebo fosfátový pufr (Hartikka et al., 2000). 
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3. CÍLE PRÁCE 

Cílem  práce  byla  optimalizovat  transfekci  vybraných  eukaryotních  linií.  Pro  tyto 

účely  byly  vybrány  dvě  buněčné  linie  CHO  PF  a HEK293.  Cíl  lze  rozčlenit  na  několik 

dílčích částí: 

 Optimalizovat účinnost  transfekce 3  komerčně dodávaných  transfekčních  kitů 

na  transfekci buněčných  linií CHO PF a HEK 293. Pro  tento účel byly vybrány 

kity  Ingenio®  Electroporation  Solution,  TransIT®  293  Transfection  Reagent  a 

TransIT‐PRO® Transfection Kit. 

 Porovnat  účinnost  transfekce  testovaných  kitů  postupy  dosud  běžně 

používanými ve  firmě Generi biotech  s.r.o. pro CHO PF buněčnou  linii a  sice 

Effectene Transfection Reagent a elektroporací v EX‐CELL ACF CHO médiu. 

 Vyhodnotit, která metoda  je nejefektivnější a navrhnout postup, který by vedl 

k co  nejefektivnější  transfekci  rekombinantní  DNA  do  vybraných  buněčných 

linií a tedy ke zvýšení výtěžku rekombinantních proteinů. 
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4. METODIKA 

4.1.  Materiál 

 

Buněčné linie 

 CHO‐PF  (autentizovaná  buněčná  linie  získaná  z  evropské  buněčné  banky 

ECACC ) 

 HEK293  (autentizovaná  buněčná  linie  získaná  z  evropské  buněčné  banky 

ECACC ) 

Kultivační média 

 EX‐CELL ACF CHO médium (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA) 

 Hektor kultivační médium (Cell Culture Technologies LLC, Švýcarsko) 

 Reagencie a chemikálie 

 Albuminová frakce V (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA)   

 Dimetylsulfoxid (DMSO) (Duchefa Biochemie, Haarlem, Nizozemsko) 

 Effectene Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, USA) 

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

 Inzulin (Gibco) 

 LB médium (Luria‐Bertany médium) (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA) 

  Opti‐MEM médium (Gibco) 

 Fosfátový pufr (PBS) (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA)   

 RC DC kit (Bio‐Rad, California, USA) 

 Sterilní deionizovaná voda 

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

 TransIT‐PRO® Transfection Kit (MIRUS, Madison, USA) 

 Trypanová modř 0.2% (Roche, San Francisco, USA)  
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 1% lyzační pufr (CCLR) (Promega)  

 10% Pluronic F‐68 (Gibco) 

 200mM L‐glutamin (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA)  

 

 Laboratorní a přístrojové vybavení 

 Vybavení potřebné pro sterilní práci s buněčnými liniemi 

 Box s laminárním prouděním (Bioair Instruments) 

 Buněčný inkubátor s termostatem a regulátorem koncentrace CO2 (Binder, 

Sanyo) 

 Centrifuga 5810 (Eppendorf) 

 Pipety různého rozsahu (Eppendorf) 

 Laboratorní třepačky (BioSan, Litva) 

 Serologické sterilní pipety 5ml, 10 ml, 50 ml (TPP, Švýcarsko)  

 Sterilní kultivační nádoby T25 a T75 (TPP, Švýcarsko) 

 Sterilní kultivační Erlenmayerovy baňky 125 a 250 (Thermo Scientific) 

 Sterilní špičky 10 µl, 100 µl, 1000 µl (Eppendorf) 

 96‐jamkové  mikrotitrační  kultivační  destičky  s plochým  dnem  (TPP, 

Švýcarsko) 

 Ostatní vybavení 

 Dewarova nádoba (Cryometal) 

 Gene  Pulser MXcell™  Electroporation  System  (přístroj  na  elektroporaci) 

(Bio‐Rad, California, USA) 

 Mikrozkumavky 0,5 ml a 1 ml (PPT, Švýcarsko) 

 MiniPrep kit (Macherey‐Nagel, USA) 

 Nanodrop (Thermo Scientific) 

 Neubauerova komůrka (Thomas Scientific, Swedesboro, USA) 

 Počítací sklíčko Cedex Smart Slides (Roche, San Francisco, USA) 

 Počítadlo buněk Cedex XS (Roche, San Francisco, USA)  
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 Světelný mikroskop TE‐DH 100W (Nikon)  

 Tecan INFINE 200 PRO (Tecan, Zürich, Švýcarsko) 

 Vortex (BioSan, Litva) 

 96‐jamkové elektroporační kyvety (Bio‐Rad, California, USA) 

 Zamražovací kontejner Mr. Frosty (Thermo Scientific) 

 

4.2.  Pracovní postupy 

4.2.1. Rozmrazování buněk 

CHO-PF 

Buněčná  suspenze  o  objemu  1 ml  byla  rychle  rozmrazena  při  37  °C  v inkubátoru  a 

následně přenesena do 15 ml sterilní zkumavky s 9 ml bezsérového média EX‐CELL ACF 

CHO  předehřátého  na  37  °C.  Následně  byly  buňky  jemně  resuspendovány  10  ml 

sérologickou  pipetou  a  centrifugovány  při  500g  po  dobu  5 minut.  Supernatant  byl 

odsán a buňky resuspendovány v 50 ml zkumavce v 30 ml bezsérového média EX‐CELL 

ACF CHO vytemperovaného na 37 °C a  jemně resuspendovány. Buňky byly přeneseny 

na  T75  sterilní  kultivační  nádobu  a  kultivovány  při  37  °C,  5%  CO₂  v inkubátou  bez 

třepání 3 dny. První výměna média proběhla po 3 dnech. 

 

HEK293 

        Alikvota o 1 ml buněčné suspenze byla rychle rozmrazena při 37 °C v inkubátoru a 

následně  přenesena  do  15 ml  sterilní  zkumavky  s 5 ml  bezsérového média  Hektor 

předehřátého  na  37  °C.  Následně  byly  buňky  jemně  resuspendovány  10  ml 

sérologickou  pipetou  a  centrifugovány  při  100g  po  dobu  1 minuty.  Supernatant  byl 

odsán a buňky resuspendovány v 10 ml bezsérového média Hektor vytemperovaného 

na  37  °C  a  jemně  resuspendovány.  Buňky  byly  přeneseny  na  T25  sterilní  kultivační 

nádobu a kultivovány při 37 °C, 5% CO₂ v inkubátou bez třepání. První výměna média 

proběhla po 4‐5 dnech. 
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4.2.2. Zamrazování buněk 

CHO-PF A HEK293 

Buňky byly zamrazovány, pokud měly viabilitu více jak 95%. Objem zamrazovaných 

buněk  byl  1  ml  a  jejich  koncentrace  6  ×  106  buněk/ml.  K  zamrazení  byl  použit 

zamrazovací  roztok  zmetabolizovaného  media  a  čerstvého  média  (poměr  1:1) 

s přídavkem DMSO, aby jeho konečná koncentrace byla 7,5%. 

Potřebné množství buněčné suspenze bylo přeneseno 10 ml sterilní sérologickou 

pipetou do sterilní zkumavky o objemu 10 ml a stočeno při 500 × g po dobu 5 minut. 

Zmetabolizované médium  bylo  odebráno  na  test  přítomnosti mykoplazmat  a  buňky 

resuspendovány  v 1  ml  zamrazovacího  roztoku.  Vzniklá  buněčná  suspenze  byla 

přenesena do zamrazovacího kontejneru do mrazáku (‐70 °C). Po negativním výsledku 

na test mykoplazmat byly buňky přesunuty z ‐70 °C do Dewarovy nádoby do kapalného 

dusíku do ‐196 °C, kde jsou dlouhodobě uchovávány. 

 

4.2.3. Pasážování buněk 

CHO-PF 

Buňky byly pasážovány tak, aby byly udržovány v rozmezí koncentrací 2 × 105 – 10 

× 105 buněk na ml. 

Celá  buněčná  suspenze  byla  přenesena  10 ml  sterilní  sérologickou  pipetou  do 

sterilní  zkumavky o objemu 50 ml. Buňky byly  stáčeny při 500 × g po dobu 5 minut. 

Následně bylo odebráno  zmetabolizované médium. Buňky byly  resuspendovány  v 10 

ml předehřátého média pomocí 10 ml sérologické pipety. Část buněčné suspenze byla 

přenesena  na  kultivační  nádobu  do  nového  předehřátého  média,  tak  aby  jejich 

koncentrace byla v požadovaném rozmezí (viz výše). 
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HEK293 

 Buňky na T25 sterilní kultivační nádobě  jsou poprvé pasážovány po 14 dnech od 

dne  rozmrazení  v poměru  1:2.  Při  pasáži  nejsou  buňky  centrifugovány.  Pouze  se 

odebere  potřebné  množství  média  s buněčnou  suspenzí  a  je  přeneseno  do  nové 

kultivační nádoby. Buněčná suspenze je doplněna čerstvým předehřátým médiem. 

Buňky na T75 sterilní kultivační nádobě na třepačce byly pasážovány pravidelně po 

4‐5  dnech  podle  potřeby.  Buněčná  suspenze  byla  přenesena  do  50  ml  sterilní 

zkumavky,  uzavřena  víčkem  a  centrifugována  při  100  ×  g  1 minutu.  Následně  bylo 

odebráno  zmetabolizované médium a buňky byly  resuspendovány v 10 ml  čerstvého 

předehřátého  média  pomocí  10  ml  sterilní  serologické  pipety.  Potřebné  množství 

buněčné  suspenze  bylo  přeneseno  do  nové  kultivační  nádoby  a  doplněno  do  20 ml 

čerstvým  předehřátým  médiem,  tak  aby  jejich  koncentrace  byla  v požadovaném 

rozmezí (viz výše). 

 

4.2.4. Kultivace buněk 

CHO-PF 

Buňky byly kultivovány 3 dny na T75  ve 30 ml bezsérového média EX‐CELL ACF 

s přídavkem  4mM  L‐glutaminu.  Po  3  dnech  byly  přesunuty  na  orbitální  třepačku 

s výkyvem 10 mm a třepány při 120 rpm. Při nárůstu koncentrace na 2 × 105 buněk na 

ml byly přesunuty do  sterilní Erlenmeyerovy baňky o objemu 125 ml  a následně do 

baňky s objemem 250 ml do bezsérového média EX‐CELL ACF CHO s přídavkem 4mM L‐

glutaminu v inkubátoru při 37 °C, 5% CO₂ bez přídavku antibiotik.  

Buňky byly kultivovány v rozmezí koncentrací 2 × 105 – 10 × 105 buněk na ml. Při 

výměně média byly buňky přeneseny do 50 ml sterilní zkumavky stáčeny při 500 × g po 

dobu 5 minut. Následně bylo odebráno zmetabolizované médium. Buňky byly  jemně 

resuspendovány  10  ml  sterilní  sérologickou  pipetou  v potřebném  množství 

předehřátého média. 
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HEK 293 

Buňky byly kultivovány na T25 a následně na T75 sterilních kultivačních nádobách 

v bezsérovém  médiu  Hektor  s přídavkem  4mM  L‐glutaminu  a  5µg/ml  inzulinu 

v inkubátoru při 37 °C, 5% CO₂ bez přídavku antibiotik.  

Buňky byly nejprve kultivovány v rozmezí koncentrací 2 × 105 – 10 ×105 buněk na 

ml v 10 ml média na T25 sterilní kultivační nádobě bez třepání. Buňky byly pravidelně 

pasážovány po 4‐5 dnech. Při částečné výměně média se buňky nechaly usadit na dno 

nádoby.  Poté  byla  odebrána  část  zmetabolizovaného média  a  nahrazena  čerstvým 

předehřátým médiem.  

Pokud buňky dobře narůstaly, byly přesunuty do 20 ml čerstvého média na T75 na 

třepačku. Při kultivaci na třepačce s orbitem 10 mm  jsou třepány při 100 rpm. Buňky 

jsou  na  třepačce  udržovány  při  koncentracích  2  ×  105  –  2  ×  106 buněk/ml  a  jsou 

kultivovány  s přídavkem  Pluronic  F‐68.  Buňky  se  při  vyšších  koncentracích  stávají 

odolnějšími, proto jsou při výměně média stáčeny při 100 × g po dobu 1 minuty. 

 

4.2.5. Počítání buněk 

Buňky byly počítány na počítadle buněk Cedex XS (Roche). Cedex XS analyzátor je 

počítadlo buněk, které využívá Trypanové modři k určení koncentrace buněk a  jejich 

viability (životaschopnosti buněk). Před počítáním buněk byla buněčná suspenze jemně 

promíchána pipetou 10 ml sterilní sérologickou pipetou, aby byly odstraněny případné 

shluky buněk, které by snižovaly počet buněk. Bylo odebráno 10 µl buněčné suspenze. 

Buněčná  suspenze  byla  přidána  k 10  µl  Trypanové modři  (Roche).  Směs  byla  před 

nanesením na počítací sklíčko Cedes Smart Slice  (Roche) 2 x resuspendována pomocí 

pipety se 100 µl špičkou. Na počítací sklíčko bylo následně naneseno 10 µl obarvené 

buněčné suspenze. 
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4.2.6. Izolace plazmidu 

Den  před  izolací  byla  kolonie  E.  coli  obsahující  plazmid  přenesena  sterilním 

párátkem  z agarové  půdy  do  5 ml  LB média. Bakteriální  kultura  byla  kultivována  16 

hodin v inkubátoru při 37 °C na třepačce při 220 rpm. 

Druhý den byla namnožená kultura stočena při 11 000 × g 30 sekund. Supernatant 

byl odstraněn a z bakteriální pelety byl izolován plazmid pomocí MiniPrep kitu. 

Buněčná peleta byla resuspendována v 250 μl pufru A1. Následně bylo přidáno 250 μl 

pufru  A2.  Zkumavka  byla  jemně  promíchána  převrácením.  Směs  byla  inkubována  5 

minut při pokojové  teplotě, poté bylo přidáno 300  μl pufru A3 a  jemně promícháno 

převrácením zkumavky.  Následovala centrifugace 10 minut při 11 000 × g při pokojové 

teplotě. 

Supernatant byl přenesen na  kolonku,  která byla umístěna  v 2 ml  sběrné  zkumavce. 

Kolonku ve zkumavce byla centrifugována při 11 000 × g 1 minutu. Frakce ve sběrné 

zkumavce po centrifugaci   byla odstraněna a na kolonku bylo aplikováno 600 μl pufru 

A4  (s  ethanolem).  Vše  bylo  centrifugováno  11 000  ×  g  1 minutu.  Byla  odstraněna 

proteklá frakce a kolonka byla znovu centrifugována 11 000 × g 2 minuty. Kolonka byla 

přenesena do nové 1,5 ml zkumavky a plazmidová DNA byla z kolonky eluována 50 μl 

deionizované vody. 

Pro určování čistoty a koncentrace byl použit Nanodrop.   

 

 

4.2.7. Určování účinnosti transfekce 

Neubauerova komůrka 

Transfekované buňky byly 10 × promíchány pipetou se špičkou o objemu 100 µl. 

Do  10 µl  4,0%  Trypanové modři  bylo  přidáno  10 µl  promíchané  buněčné  suspenze. 

Vzniklá suspenze byla 2 krát promíchána pipetou se špičkou o objemu 100 µl. Následně 

bylo  z obarvené  buněčné  suspenze  odebráno  10  µl  a  přeneseno  na  Neubauerovu 

komůrku.  Živé  buňky  byly  počítány  v 50  čtvercích  pod  světelným  mikroskopem. 

Následně  byly  počítány  transfekované  buňky  v 50  čtvercích  pod  fluorescenčním 
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mikroskopem.  Počet  transfekovaných  buněk  byl  vydělen  počtem  živých  buněk  a 

vynásoben  100.  Účinnost  transfekce  byla  hodnocena  v procentech  transfekovaných 

buněk.  Pokud  bylo  napočítáno  méně  než  100  svítících  buněk  na  50  čtverců,  byla 

účinnost transfekce udávána v počtu transfekovaných buněk a ne v procentech. 

 

Kvantifikace GFP v buněčném lyzátu 

Tato metoda  se používá  k  relativnímu  stanovení GFP  v buněčném  lyzátu.  Slouží 

k vyhodnocení účinnosti  transfekce. Stanovení se provádí na destičkové  čtečce Tecan 

fluorimetricky.  Naměřené  hodnoty  fluorescence  se  následně  normalizují  na  celkový 

obsah proteinů, aby se vyloučila možnost ovlivnění výsledků nerovnoměrným růstem, 

nestejnosměrným nasazením, nebo cytotoxicitou.  

 

Stanovení GFP 

Buňky byly opláchnuty 100 µl 1 × PBS předehřátého na 37 °C, stočeny při 500 × g 5 

minut.  1  ×  PBS  byl  připraven  naředěním  10  ×  PBS  deionizovanou  vodou.  PBS  bylo 

dokonale odsáto,  aby  nedošlo  k naředění buněčného  lyzátu. K buňkám bylo přidáno 

150  µl  1  ×  CCLR  (1  x  Cell  Culture  Lysis  Reagent),  připraveného  naředěním  z 5x 

koncentrovaného zásobního roztoku, pomocí opakovací pipety. Zkumavky s buňkami a 

lyzátem  byly  umístěny  na  třepačku  a  třepány  30 minut  při  120  rpm.  Zkumavky  se 

následně  centrifugovaly při 500 × g 5 minut. Poté bylo odebráno 100 µl buněčného 

lyzátu.  Lyzát byl opatrně přenesen na 96‐jamkovou mikrotitrační destičku  s plochým 

dnem.  Pokud  se  v lyzátu  v jamce  vytvořily  bubliny,  byly  opatrně  odstraněny  pomocí 

injekční  jehly.  Destička  se  analyzovala  na  destičkové  čtečce  Tecan,  kde  se  snímala 

intenzita fluorescence. Excitační vlnová délka 490 nm, emisní vlnová délka 525 nm. 

 

Stanovení koncentrace proteinů 

Postup stanovení koncentrace proteinů vychází z doporučení výrobce RC DC kitu. 

Pro  sestrojení  kalibrační  křivky  a  určení  koncentrace  proteinů  byla  použita  frakce 
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albuminu  V a  reagencie  pro  stanovení  koncentrace  proteinů  z  RC  DC  kitu.  Frakce 

albuminu byla  ředěna pomocí 1 × CCLR na koncentrace 250, 500, 750, 1000 a 1500 

µg/ml pro sestrojení kalibrační křivky. Do jamek na 96 jamkové destičce bylo naneseno 

5 µl vzorku vždy v duplikátech, k němuž bylo přidáno 25 µl  roztoku A´ a poté 200 µl 

roztoku B. Roztok A´ byl připraven těsně před nanesením smísením 1 ml roztoku A s 20 

µl  roztoku  S.  Jamky  byly  inkubovány  15  minut  při  pokojové  teplotě.  Poté  byla 

stanovena absorbance při 750 nm na destičkové čtečce Tecan.  

Postup  pro  stanovení  koncentrace  proteinů  ve  vzorcích  byl  stejný,  jako  při 

sestrojení  kalibrační  křivky.  Vzorky  pro  stanovení  koncentrace  proteinů  byly  také 

měřeny v duplikátech. 

 

Normalizace hodnot fluorescence 

Nejprve byla vypočítána hodnota RFU/l, kdy   RFU bylo vynásobeno 10 000. RFU/l 

bylo vyděleno příslušnou koncentrací proteinů v jednotkách mg/l. Po normalizaci jsme 

získali hodnoty RFU (Relative Fluorescence Units), relativní fluorescence přepočtené na 

1 mg proteinu. 

 

 

4.2.8. Optimalizace transfekce buněčných linií CHO PF a HEK293 

Pro  všechny  optimalizační  kroky  byl  použit  plazmid  pMaxGFP  o  zásobní 

koncentraci 1,29 µg/µl o čistotě 1,9 (260/280 nm), pocházející z jedné izolace, tak aby 

byl minimalizován vliv různých  izolací plazmidu. Všechny optimalizace byly prováděny 

na 96‐jamkové destičce s plochým dnem. 
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Příprava buněk na transfekci 

Buňky byly pasážovány 24 hodin před  transfekcí. V den  transfekce byla změřena 

jejich  koncentrace  a  viabilita.  Viabilita  buněk  byla  v den  transfekce  nejméně  90%. 

V den  transfekce  byly  buňky  přeneseny  na  96‐jamkovou  destičku  s plochým  dnem. 

Buňky byly kultivovány bez přídavku antibiotik. 

 

Optimalizace Ingenio® Electroporation Solution  

Na  optimalizaci  byla  použita  buněčná  linie  CHO  PF.  Potřebné množství  buněk  bylo 

stočeno při 500 × g 5 minut, opláchnuto v 1 x PBS, resuspendováno v malém objemu a 

spočítáno. Buňky byly přemístěny do nové zkumavky a stočeny při 500 × g 5 minut. Byl 

odstraněn  supernatant. Buňky byly  resuspendovány ve 100 µl ektroporačního pufru. 

K buňkám  bylo  přidáno  potřebné množství  plazmidu.  Plazmid  byl  jemně  promíchán 

pipetou. Vzniklá  suspenze  byla  přenesena  do  vychlazené  96‐jamkové  elektroporační 

kyvety po 100 µl,  zbylé  jamky byly  vyplněny 100 µl  vychlazeného Opti‐MEM média.  

Kyveta  byla  umístěna  do  elektroporačního  přístroje.  Následně  byla  provedena 

elektroporace.  Po  ukončení  elektroporace  byla  buněčná  suspenze  přesunuta  na  96‐

jamkovou  destičku  se  100  µl  kultivačního média  ExCELL  CHO  vytemperovaného  na 

pokojovou teplotu, která byla následně umístěna do inkubátoru do 37 °C, 5% CO₂.		

Jako  kontrola byla použita buněčná  suspenze bez přídavku plazmidu,  se  kterou bylo 

zacházeno stejně jako s buňkami s plazmidem. 

Pro transfekci CHO PF buněčné linie v elektroporačním pufru byly optimalizovány tyto 

podmínky:  typ  pulsu  a  jednotlivé  podmínky,  počet  buněk,  čas  výměny média,  vliv 

kondiciovaného média a množství DNA.  
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 Typ pulsu a jednotlivé podmínky: uvedeny v následujících tabulkách. 

Tab. 1. Square wave. 

 

        Tab. 2. Exponential decay 
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 Počet buněk na jamku: 6 ×105, 7 × 105, 8 ×105, 9 × 105, 10 × 105. 

 Čas výměny média a vliv kondiciovaného média po: 16, 24, 48 hodinách a bez 

výměny média. 

 Množství DNA na jamku: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 µg. 

Experimenty byly prováděny v duplikátech (kvůli finanční náročnosti testovaných látek) 

a účinnost transfekce byla sledována po dobu 3 dnů.  

 

Optimalizace TransIT® 293 Transfection Reagent  

Na  optimalizaci  byla  použita  buněčná  linie  HEK293.  Bylo  odebráno  potřebné 

množství buněk,  ty byly stočeny při 100 × g 1 minutu. Supernatant byl odsán. Buňky 

byly  resuspendovány  v kultivačním  médiu  Hektor  vytemperovaného  na  37  °C. 

Potřebné množství buněčné suspenze o objemu 92 µl bylo nasazeno na 96‐jamkovou 

destičku 24 hodin před transfekcí a kultivováno v inkubátoru při 37 °C, 5% CO₂. 

Druhý  den  byla  připravena  transfekční  směs.  TransIT®  293  bylo  zahřáto  na 

pokojovou teplotu a promícháno na vortexu. Do sterilní zkumavky bylo přeneseno 9 µl 

kultivačního média  Hektor.  K médiu  bylo  přidáno  potřebné množství  plazmidu.  Vše 

bylo  promícháno  pipetou.  K roztoku  bylo  přidáno  potřebné množství  TransIT®  293. 

Směs byla  inkubována 15 nebo 30 minut při pokojové teplotě. Po  inkubaci byla směs 

přidána k buňkám po kapkách po  celé ploše  jamky. 96‐jamková destička  s buněčnou 

suspenzí a transfekčním reagens byla umístěna do  inkubátoru do 37 °C, 5% CO₂. Jako 

kontrola  byla  použita  buněčná  suspenze  bez  přídavku  plazmidu,  se  kterou  bylo 

zacházeno stejně jako s buňkami s plazmidem. 

Pro  transfekci HEK293  buněčné  linie pomocí  TransIT®  293  Transfection Reagent 

byly  optimalizovány  tyto  podmínky:  Počet  buněk,  doba  inkubace  transfekční  směsi, 

poměr  DNA:TransIT®  293  Transfection  Reagent,  čas  výměny  média  a  vliv 

kondiciovaného média. 

 Počet buněk na jamku: 3 × 104, 4 × 104,5 × 104, 7 × 105, 6 × 104, 7 × 104, 8 × 104, 

9 × 104, 

 Doba inkubace transfekční směsi: 15 a 30 minut. 
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 Poměr DNA:TransIT® 293 Transfection Reagent: 

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

 

 Čas výměny média a vliv kondiciovaného média po: 4, 16, 24 a 48 hodinách.  

Experimenty byly prováděny v duplikátech a účinnost transfekce byla sledována po 

dobu 3 dnů.  

 

Optimalizace TransIT-PRO® Transfection Kit  

Na  optimalizaci  byla  použita  buněčná  linie  CHO  PF.  Potřebné množství  buněk  bylo 

stočeno  při  500  ×  g  5  minut.  Supernatant  byl  odsán.  Buňky  byly  resuspendovány 

v čerstvém  kultivačním  médiu  Ex‐CELL  ACF  CHO  vytemperovaném  na  37  °C.  92  µl 

buněčné suspenze bylo v den transfekce nasazeno na na 96‐jamkovou destičku. 

     Před  transfekcí  byla  připravena  směs  TransIT‐PRO  Reagens  a  Pro  Boost  Reagens. 

Obě reagencie byly vytemperovány na pokojovou teplotu a promíchány na vortexu. K 8 

µl kultivačního média bylo přidáno potřebné množství plazmidu, Trans IT‐PRO Reagens 

a Pro Boost Reagens.  Směs byla  inkubována 15 a 30 minut a následně byla přidána 

k buněčné suspenzi. 96‐jamková destička s buněčnou suspenzí byla následně umístěna 

do inkubátoru do 37 °C, 5% CO₂.		

Jako  kontrola byla použita buněčná  suspenze bez přídavku plazmidu,  se  kterou bylo 

zacházeno stejně jako s buňkami s plazmidem. 
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Experimenty  byly  prováděny  v duplikátech  a  účinnost  transfekce  byla  sledována  po 

dobu 3 dnů.  

Pro  transfekci  CHO  PF  buněčné  linie pomocí  TransIT‐PRO®  Transfection  Kit  byly 

optimalizovány tyto podmínky: Počet buněk, doba  inkubace transfekční směsi, poměr 

Trans‐IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens,  čas výměny média a vliv kondiciovaného 

média, poměr DNA: Trans‐IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens. 

 Počet buněk na jamku: 5 ×105,6 ×105, 7 × 105, 8 ×105, 9 × 105, 10 × 105. 

 Doba inkubace transfekční směsi: 15 a 30 minut. 

 Čas výměny média a vliv kondiciovaného média po: 16, 24, 48 hodinách a bez 

výměny média. 

 Poměr Trans‐IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens: 

              Tab. 4.  Poměr Trans‐IT PRO Reagens: Pro BOOST Reagens. 
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 Poměr DNA:Trans‐IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens: 

Tab. 5. Poměr DNA:Trans‐IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens. 

Tab. 5. Poměr DNA:Trans‐IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens.

DNA  Trans_IT_PRO PRO_BOOST

µg/jamka µl/jamka µl/jamka

0,05

0,1

0,15 0,2 0,1

0,2

0,25

 

Experimenty byly prováděny v duplikátech a účinnost transfekce byla sledována po 

dobu 3 dnů.  

 

4.2.9.    Doposud používané postupy ve firmě Generi biotech s.r.o. 

Pro  transfekce byl použit plazmid pMaxGFP o  zásobní  koncentraci  1,29 µg/µl  o 

čistotě  1,9.  Experimenty  byly  prováděny  v duplikátech  na  96‐jamkové  destičce.  Jako 

kontrola  byla  použita  buněčná  suspenze  bez  přídavku  plazmidu,  se  kterou  bylo 

zacházeno stejně jako s buňkami s plazmidem. Pro transfekci byl použit kit Effectene a 

pro elektroporaci Ex‐Cell ACF CHO médium.  

 

Effectene Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, USA)  

Pro  transfekci  byla  použita  buněčná  linie  CHO  PF.  Potřebné  množství  buněk  bylo 

stočeno při 500 × g 5 minut. Buňky byly  resuspendovány ve 100 µl Ex‐Cell ACF CHO 

médiu. DNA (0,4 µg) byla přidána k 30 µl Buffer EC. Směs byla promíchána. K směsi byl 

přidán  3,2  µl  Enhancer.  Směs  byla  promíchána  a  inkubována  5 minut  při  pokojové 

teplotě. Následně bylo přidáno 10 µl Effecteme. Směs byla  inkubována 10 minut při 

pokojové  teplotě  a  následně  byla  přidána  k buněčné  suspenzi.  96‐jamková  destička 

s buněčnou suspenzí byla následně umístěna do inkubátoru do 37 °C, 5% CO₂.		
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 Optimální podmínky jsou v následující tabulce: 

 

Tab. 6. Effectene Transfection Reagent. 

 

 

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

USA) 

Pro transfekci byla použita buněčná  linie CHO PF. Potřebné množství buněk bylo 

stočeno při 500 × g 5 minut, opláchnuto v 1 x PBS, resuspendováno v malém objemu a 

spočítáno. Buňky byly přemístěny do nové zkumavky a stočeny při 500 × g 5 minut. Byl 

odstraněn supernatant. Buňky byly resuspendovány ve 100 µl Ex‐Cell ACF CHO médiu. 

K buňkám  bylo  přidáno  potřebné množství  plazmidu.  Plazmid  byl  jemně  promíchán 

pipetou. Vzniklá  suspenze  byla  přenesena  do  vychlazené  96‐jamkové  elektroporační 

kyvety po 100 µl,  zbylé  jamky byly  vyplněny 100 µl  vychlazeného Opti‐MEM média.  

Kyveta byla umístěna do elektroporačního přístroje, do kterého byl vpuštěn puls. Po 

ukončení elektroporace byla buněčná suspenze přesunuta na 96‐jamkovou destičku se 

100 µl kultivačního média ExCELL CHO vytemperovaného na pokojovou teplotu, která 

byla následně umístěna do inkubátoru do 37 °C, 5% CO₂.	 

 

 Optimální podmínky jsou v následujících tabulkách: 

 

Tab. 7. Ex‐Cell ACF CHO médium. 
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Tab. 8. Parametry elektroporace pro Ex‐Cell ACF CHO médium.  

 

 

 

 

4.2.10. Zpracování dat 

Získaná  data  byla  přenesena  do  tabulkového  editoru MS Office  2003. Výsledná 

hodnota exprese reporterového proteinu GFP byla jako průměr hodnot exprese tohoto 

proteinu z duplikátů. 
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5. VÝSLEDKY 

5.1. Optimalizace Ingenio® Electroporation Solution  

5.1.1. Parametry elektroporace 

Pro  optimalizaci  parametrů  elektroporace  jsme  požili  buněčnou  linii  CHO  PF. 

Experiment  byl  prováděn  s 6  ×  105  buňkami  na  jamku  a množstvím DNA  0,2  µg  na 

jamku. Vybírali jsme mezi exponenciálním (Exponential) a čtvercovým (Square) typem 

pulsu a měnili jsme parametry, které s jednotlivými pulsy souvisí. 

Tab. 9. Parametry elektroporace‐ Square wave. 
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Tab. 10. Parametry elektroporace‐ Exponential decay. 

 

 

 

Čtvercový  typ  pulsu  se  pro  náš  experiment  příliš  neosvědčil.  Vyšší  účinnost 

transfekce byla až při hodnotách okolo 300 V, kde  se první dva dny dosahovala 8%. 

Buňky však při  tak vysokém napětí neměly dobrou viabilitu. Nejvhodnější  se ukázalo 

použití  exponenciálního  typu  pulsu  s napětím  250  V,  rezistencí  1000  Ω  a  kapacitou 

1000 µF, kdy účinnost transfekce po 24 a 48 hodinách byla 20%, jak je vidět v tabulce 

10. Při užití napětí 300 V byla účinnost také vysoká, ale viabilita buněk se snížila na 80% 

již po 24 hodinách oproti viabilitě 96% při užití pulsu o napětí 250 V. 
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5.1.2. Počet buněk 

Volili  jsme počet buněk v  rozmezí 5‐10 × 105. Množství DNA bylo  stejné,  jako u 

předchozího experimentu, tedy 0,2 µg na  jamku. Na základě předešlého experimentu 

jsme  pro  elektroporaci  zvolili  exponenciální  typ  pulsu  s hodnotami  napětí  250  V 

rezistencí 1000 Ω a kapacitou 1000 µF. 

 

 

Tab. 11. Počet buněk. 

 

 

 

Jako  nejvhodnější  počet  buněk  jsme  vybrali  7  ×  105  buněk  na  jamku,  i  když 

účinnost transfekce byla při vyšších konfluencích buněk o něco vyšší (tabulka 11). Je to 

hlavně  proto,  že  buňkám  nebylo  vyměňováno médium.  Po  výměně média  začínají 

buňky velmi rychle růst. Kdybychom použili vyšší konfluence (hustota), je možné, že by 

buňky médium velmi rychle zmetabolizovaly a začaly by umírat. 
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5.1.3. Výměna média a vliv kondiciovaného média 

Výměnu  média  jsme  uskutečnili  mezi  16  a  48  hodinami  po  elektroporaci.  Při 

experimentu  jsme použili  jak čerstvé, tak kondiciované médium. Pro experiment bylo 

použito  s 6  ×  105  buněk  a  0,2  µg  DNA  na  jamku.  Pro  elektroporaci  byl  použit 

exponenciální typ pulsu s hodnotami napětí 250 V rezistencí 1000 Ω a kapacitou 1000 

µF. 

 

Tab. 12. Výměna média a kondiciované médium. 

 

 

 

Kondiciované  médium  bohužel  nepomohlo  zvýšit  účinnost  transfekce  ani 

v jednom z případů. Proto jsme se rozhodli, že budeme měnit pouze čerstvé médium a 

to po 24 hodinách, kdy byla účinnost transfekce nejvyšší a to 7,00% třetí den (tabulka 

12). 
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5.1.4. Množství DNA 

Pro  experiment  jsme  použili  7  ×  105  buněk  na  jamku,  exponenciální  puls 

s hodnotami napětí 250 V, rezistencí 1000 Ω a kapacitou 1000 µF. Měnili  jsme pouze 

množství DNA a to v rozmezí 0,5 až 4 µg na jamku. Výměna čerstvého média proběhla 

po 24 hodinách. 

 

 

Tab. 13. Množství DNA. 

 

 

 

Jako  nejlepší  se  jeví  užití  4  µg  DNA  na  jamku  s účinností  transfekce  57%. 

Porovnáme  li  to  však  s 2  µg DNA  na  jamku,  kdy  byla  účinnost  transfekce  třetí  den 

54,5% není rozdíl v účinnosti transfekce nijak výrazný. Proto jsme jako ideální množství 

DNA  zvolili  2  µg  DNA  na  jamku,  které  kompromisem  mezi  účinností  transfekce  a 

finanční stránkou experimentu. 
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5.1.5. Ideální podmínky pro transfekci CHO PF 

Jako  ideální  podmínky  pro  transfekci  CHO  PF  buněčné  linie  jsme  zvolili:  počet 

buněk 7 × 105 buněk a 2 µg DNA na jamku, exponenciální typ pulsu s hodnotami napětí 

250  V,  rezistencí  1000  Ω  a  kapacitou  1000  µF  a  výměnou  čerstvého média  po  24 

hodinách. Pro eketroporaci byl použit Electroporation Solution 200 µl. 

 

 

 

 

Obr.  6.  Ideální  podmínky  pro  elektroporaci  CHO  PF  buněčné  linie  s užitím 

Ingeniero  Electroporation  Solution.  Účinnost  transfekce  byla  měřena  po  dobu  72 

hodin.  S časem  rostl  i  počet  transfekovaných  buněk  a  po  72  hodinách  dosahovala 

účinnost transfekce nejvyšších hodnot. 

 

 

Transfekční  účinnost  dosahuje  relativně  vysokých  hodnot  již  první  den  po 

transfekci. Blíží se 40 %. Výměna média, která proběhla po 24 hodinách, nemá výrazný 

vliv na zvýšení transfekční účinnosti, byla provedena ke zvýšení viability buněk. Protože 

při elektroporaci se nepuožívá chemických reagens, které by byly pro buňky toxické. Po 

48  hodinách  účinnost  transfekce  přesahovala  40%.  Po  72  hodinách  se  účinnost 

transfekce blížila 55% (obrázek 6). 
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5.2. Optimalizace TransIT® 293 Transfection Reagent  

5.2.1. Doba inkubace transfekční směsi 

Volili  jsme dobu  inkubace transfekční směsi (transfekční ragencie a DNA) 15 a 30 

minut před jejím přidáním k buňkám při pokojové teplotě. Pro experimenty jsme zvolili 

různé koncentrace buněk v rozmezí 4‐6 × 104. Množství TransIT‐293 Reagent bylo 0,3 

µl a množství DNA bylo 0,1 µl na jamku. Transfekční směs jsme v jamkách ponechali po 

celý průběh experimentu. 

 

 

Tab. 14. Doba inkubace transfekční směsi. 

 

 

 

 

Ideální byla doba  inkubace transfekční směsi 15 minut při pokojové teplotě před 

jejím přidáním k buněčné kultuře. Transfekční účinnost nebyla příliš vysoká. Mohlo to 

být  způsobeno  poměrem  DNA:transfekční  reagens,  který  ještě  nebyl  optimalizován. 

Nízká účinnost transfekce mohla být také způsobena ponecháním transfekční směsi po 

dobu 72 hodin bez výměny média (tabulka 14). 
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5.2.2. Poměr DNA:transfekční reagent 

Volba  správného  poměru  DNA  ku  transfekčnímu  reagens  je  u  chemických 

transfekčních  metod  jedním  z nejkritičtějších  parametrů.  Poměry  DNA:  transfekční 

reagent byly zkoušeny na konstantním množství buněk a to 5 × 104 buněk na  jamku. 

Doba  inkubace transfekční směsi byla před přidáním k buňkám 15 minut při pokojové 

teplotě. 

 

Tab. 15. Poměr DNA:transfekční reagent 

 

 

Poměr DNA:transfekční  reagens 1:3 nebyl vhodný ani v jednom  z případů  i když 

bylo navyšováno množství jak DNA, tak množství transfekčního reagens. Se zvyšujícím 

se poměrem DNA:transfekční reagens se zvyšovala i účinnost transfekce. Ideální poměr 

DNA: transfekční reagens byl 1:9 tedy 0,12 µl DNA a 0,96 µl transfekčního reagens na 

jamku (tabulka 15). Z tabulky můžeme vidět, že účinnost transfekce je po 24 hodinách 

pouze 0,50%, po 48 hodinách pak rapidně stoupla na 20,00% a po 72 hodinách  je  již 

rovna 42,50% 
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5.2.3. Výměna média 

Výměna  média  a  tím  i  odmytí  chemického  transfekčního  reagens  často  velmi 

pomáhá zvýšit transfekční účinnost. Při výměně média dochází mimo jiné k odstranění 

zplodin  metabolismu  buněk.  Zlepšuje  jak  transfekční  účinnost,  tak  viabilita  buněk. 

Médium jsme vyměňovali v rozmezí časů 4 až 48 hodin při konstantním počtu buněk 5 

×  104 na  jamku.  Pro  experiment  bylo  použito  0,12  µg  DNA  a  0,96  µl  TransIT‐293 

Reagent na jamku. Transfekční směs se inkubovala 15 minut při pokojové teplotě. 

 

 

Tab. 16. Výměna média. 

 

 

 

Při  výměně média  po  4  hodinách  byla  viabilita  buněk  vysoká,  ne  však  účinnost 

transfekce. Za tu dobu nestihlo transfekční reagens proniknout do buněk. Při výměně 

média po 48 hodinách byla účinnost  transfekce vyšší, ale viabilita buněk  se  snížila o 

10% již po 24 hodinách. Nejlepších výsledků bylo dosaženo při výměně média mezi 16 

až 24 hodinami (tabulka 16).  
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5.2.4.  Počet buněk 

Volili  jsme koncentrace buněk od 3‐9 × 104. Bylo použito 0,12 µg DNA a 0,96 µl 

TransIT‐293 Reagent na  jamku.  Inkubace  transfekční  směsi byla 15 minut před  jejím 

přidáním k buňkám. Výměna média proběhla po 24 hodinách.  

 

 

Tab. 17. Počet buněk. 

 

 

 

Kontrolní  buňky  narůstaly  až  do  koncentrace  9  ×  104 buněk  na  jamku.  Při  této 

koncentraci  i přes výměnu média po 24 hodinách se  jejich viabilita rapidně snižovala. 

Nejlepší viabilitu a nárůst vykazovaly buňky v rozmezí koncentrací 4 × 104 až 7 × 104. 

Nejlepší  účinnost  a  viabilita  byla  u  buněk  při  výchozí  koncentraci  5  ×  104  buněk  na 

jamku (tabulka 17). 
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5.2.5. Vliv kondiciovaného média 

Kondiciované  médium  často  podporuje  růst  buněk  s  nízkou  viabilitou.  Pro 

experiment  byly  použity  dvě  koncentrace  buněk  a  to  3  ×  104  a  5  ×  104.  Nižší 

koncentrace byly testovány, protože dosažení konfluence buněčné linie HEK293, která 

by  byla  vhodná  pro  provádění  transfekcí  často  trvá  velmi  dlouho. Menší  spotřeba 

buněk by tedy mohla celý proces urychlit. Vliv kondiciovaného média byl porovnáván 

s čerstvým médiem. Výměna média proběhla po 24 hodinách od zahájení transfekce. 

 

 

Tab. 18. Kondiciované médium. 

 

 

 

Kondiciované  médium  bohužel  nezvyšovalo  účinnost  transfekce  ani  nezlepšilo 

viabilitu  buněk.  Pokud  porovnáme  účinnost  transfekce  v prvních  dnech  není  rozdíl 

markantní.  Větší  výkyvy  vidíme  druhý  a  třetí  den.   Nejlepší  transfekční  účinnosti  je 

dosahováno při použití buněk o koncentraci 5 × 104, kdy třetí den dosahuje účinnost 

transfekce  50%  (tabulka  18).  Při  této  koncentraci  se  po  72  hodinách  účinnost 

transfekce  liší  o  31,5%,  pokud  porovnáme  čerstvé  a  kondiciované médium,  což  je 

výrazný rozdíl. 
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5.2.6. Ideální podmínky pro transfekci HEK293 

Jako  ideální  podmínky  pro  transfekci  HEK293  buněčné  linie  jsme  zvolili:  počet 

buněk  5  ×  104  na  jamku,  0,12  µg  DNA  a  0,96  µl  TransIT‐293  Reagent  na  jamku, 

inkubace transfekční směsi 15 minut a výměna čerstvého média po 24 hodinách. Pro 

transfekci bylo použito TransIT‐293 Reagent.  

 

 

Obr.  7.  Účinnost  transfekce  pro  TransIT‐293  Reagent  prováděné  na  HEK293 

buněčné  linii.  Účinnost  transfekce  se  po  48  hodinách  téměř  ztrojnásobila  oproti 

účinnosti po 24 hodinách. Nejvyšších hodnot pak dosahovala po 72 hodinách.  

 

 

Účinnost  transfekce  se po 24 hodinách pohybovala kolem 12%. Po 48 hodinách 

došlo  k jejímu  prudkému  zvýšení  až  na  hodnoty  okolo  40%.  Bylo  to  způsobeno 

výměnou média po 24 hodinách. Chemické transfekční reagens bylo pro buňky nejspíš 

toxické. Po 72 hodinách již byla účinnost transfekce 50%, jak můžeme vidět na obrázku 

7. 
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5.3. Optimalizace TransIT PRO® Transfection Kit 

5.3.1. Počet buněk a doba inkubace transfekční směsi 

Volili  jsme dobu  inkubace  transfekční  směsi  (transfekční  reagencie  a DNA) před 

přidáním k buňkám 15 a 30 minut při pokojové  teplotě. Pro experimenty  jsme zvolili 

různé  koncentrace  buněk  od  5‐10  ×  105  buněk  na  jamku.  Bylo  použito  0,1  µl 

TransIT_PRO Reagens, 0,05 µl Pro Boost Reagens a 0,1 µg DNA na jamku.  Transfekční 

směs  jsme  v jamkách ponechali po  celý průběh experimentu. Účinnost  transfekce  je 

uváděna jako počet buněk. 
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Tab. 19. Počet buněk a doba inkubace transfekční směsi. 

 

 

 

Z tabulky  19  je  patrné,  že  nejvyšší  transfekční  účinnosti  jsme  dosáhli  po  24 

hodinách. Jako  ideální výchozí podmínky  jsme zvolili počet buněk 6 × 105 na  jamku a 

dobu  inkubace  transfekční  směsi  30  minut.  Je  to  proto,  že  v tomto  případě  byla 

transfekční účinnost vyšší než v ostatních případech a buňky vykazovaly velmi vysokou 

intenzitu fluorescence i po 72 hodinách oproti ostatním případům.  
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5.3.2. Poměr Trans‐IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens 

Pro  experiment  jsme  použili  konstantní  počet  buněk  a  to  6  ×  105  na  jamku  a 

konstantní množství DNA 0,1 µg na  jamku. Bylo použito rozmezí koncentrací Trans‐IT 

PRO Reagens 0,05‐0,20 µl a Pro BOOST Reagens 0‐0,15 µl na  jamku. Doba  inkubace 

transfekční  směsi před  jejím přidáním k buňkám byla 30 minut při pokojové  teplotě. 

Transfekční směs se neodmývá. Účinnost transfekce je uváděna jako počet buněk. 
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Tab. 20. Poměr Trans‐IT PRO Reagens:Pro BOOST Reagens. 

 

 

Jako ideální poměr jsme vybrali 0,20 µl Trans‐IT PRO Reagens a 0,10 µl Pro BOOST 

Reagens na jamku (tabulka 20). Hodnotili jsme hlavně první a druhý den od transfekce. 

Poslední den již buňky měly relativně nízkou viabilitu. Je tedy možné, že nízká účinnost 

transfekce byla způsobena tímto faktorem.  
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5.3.3. Výměna média 

Výměna  média  proběhla  mezi  16  až  48  hodinami.  Bylo  použito  konstantní 

množství buněk a to 6 × 105 na jamku a konstantní množství DNA a to 0,1 µg na jamku. 

Výměnu média  jsme  zkoušeli  při  dvou  různých  poměrech  chemických  transfekčních 

reagencií. Doba  inkubace  transfekční  směsi  před  přidáním  k buňkám  byla  30 minut. 

Účinnost transfekce je uváděna jako počet buněk. 

 

 

Tab. 21. Výměna média. 

 

   

 

Ideální  je  výměna  média  po  24  hodinách.  Při  nižších  objemech  transfekčních 

reagencií  je  účinnost  transfekce  nižší  i  přes  výměnu média.  Proto  jsme  jako  ideální 

hodnoty vybrali poměr 0,20 µl Trans‐IT PRO Reagens a 0,10 µl Pro BOOST Reagens na 

jamku s výměnou média po 24 hodinách (tabulka 21). 
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5.3.4. Poměr DNA:transfekční reagens 

Množství DNA  jsme měnili  v rozmezí  0,05  až  0,25  µg  na  jamku  při  stejném  objemu 

transfekčních reagens a to 0,20 µl Trans‐IT PRO Reagens a 0,10 µl Pro BOOST Reagens 

na  jamku.  Inkubace  transfekční  směsi  před  přidáním  k buňkám  byla  30  minut  při 

pokojové  teplotě.  Experiment  jsme  prováděli  na  buňkách  o  koncentraci  6  ×  105  na 

jamku.  Výměna média proběhla po 24 hodinách. 

 

 

Tab. 22. Poměr DNA:transfekční reagens. 

 

 

 

Z tabulky je zřejmé, že nejlepší je užití množství 0,15 µg DNA na jamku, pokud pro 

experiment použijeme 0,20 µl Trans‐IT PRO Reagens a 0,10 µl Pro BOOST Reagens na 

jamku (tabulka 22). 
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5.3.5. Kondiciované médium 

Účinnost  transfekce  je  s použitím  kitu  TransIT‐PRO  velmi  nízká.  Proto  jsme  se 

domnívali, že užití kondiciovaného média by ji mohlo zvýšit. Médium jsme měnili po 24 

hodinách.  Zkoušeli  jsme  i  různá množství DNA  v rozmezí  0,05  až  0,25 µg  na  jamku. 

Objem  transfekčních  reagens byl 0,20 µl Trans‐IT PRO Reagens a 0,10 µl Pro BOOST 

Reagens  na  jamku.  Doba  inkubace  transfekční  směsi  byla  30  minut  při  pokojové 

teplotě. 

 

Tab. 23. Kondiciované médium. 

 

 

Užití  kondiciovaného média  bohužel  nezvýšilo  traksfekční  účinnost  ani  viabilitu 

buněk (tabulka 23). Proto  jsme zůstali u čerstvého média a množství DNA 0,15 µg na 

jamku. 
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5.3.6. Ideální podmínky pro transfekci CHO PF 

Jako  ideální  podmínky  pro  transfekci  CHO  PF  buněčné  linie  jsme  zvolili:  počet 

buněk  6  ×  105  na  jamku,  0,15 µg DNA,  0,20 µl  Trans‐IT  PRO Reagens  a  0,10 µl  Pro 

BOOST Reagens na  jamku,  inkubace  transfekční  směsi 30 minut a výměna  čerstvého 

média po 24 hodinách. Pro transfekci byl použit kit Trans IT‐PRO. 

 

   

 Obr.  8.  Transfekční  účinnost  pro  CHO  PF  buněčnou  linii  pomocí  TransIT‐PRO 

kitu.Transfekční  účinnost  po  24  hodinách  je  velmi  nízká.  Po  48  hodinách  dochází 

k jejímu rapidnímu nárůstu a po 72 hodinách dosahuje nejvyšších hodnot. 

 

Po 24 hodinách byla transfekční účinnost velmi nízká, nedosahovala ani 0,3%. Po 

výměně média po 24 hodinách můžeme pozorovat vysoký nárůst transfekční účinnosti, 

který  se  pohybuje  okolo  3%.  Výměna média  tedy  velmi  pomohla  zvýšit  transfekční 

účinnost, jako tomu bylo i v případě transfekce buněčné linie HEK293 pomocí TransIT‐

293 Reagent. Po 72 hodinách účinnost transfekce přesahovala 4%.  
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5.4. Kvantifikace  GFP  v buněčném  lyzátu  a  porovnání 

s doposud používanými metodami transfekce 

Pro porovnání jsme použili již optimalizované metody pro CHO PF buněčnou linii a 

to elektroporaci v ExCell ACF CHO médiu a transfekci pomocí Effectene. Tyto doposud 

používané metody  byly  srovnány  s optimalizovanými metodami  a  to  s elektroporací 

v Electroporation  Solution  a  transfekcí  za  pomoci  TransIT_PRO  kitu  pro  CHO  PF 

buněčnou linii a transfekcí HEK293 buněčné linie s užitím TransIT‐293 Reagent.  

 

 

Obr. 9. Porovnání transfekční účinnosti nově optimalizovaných metod s doposud 

používanými  metodami.  Nejvyšší  transfekční  účinnosti  dosahuje  elektroporace 

v Electroporation Solution jak po 24 hodinách, tak po 48 hodinách. Transfekce CHO PF 

buněčné  linie za pomoci TransIT‐PRO kitu dosahuje velmi nízkých hodnot oproti nově 

optimalizovaným  postupům.  U  transfekce  HEK293  buněčné  linie můžeme  pozorovat 

vysoký nárůst účinnosti po 48 hodinách oproti 24 hodinám. Elektroporace v Ex‐Cell ACF 

CHO  médiu  a  Effectene  dosahuje  nízkých  hodnot  ve  srovnání  s elektroporací  v 

Electroporation Solution a transfekcí TransIT‐293. 

ELPOR.SOL‐ 100 µl Electroporation Solution, CHO PF, 7 × 105/jamka, DNA 2 µg/ 
jamka,  exponenciální  typ  pulsu,  250  V,  1000  Ω,  1000  µF,  výměna  média  po  24 
hodinách. 
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IT  PRO‐  TransIT_PRO  kit,  CHO  PF,  6  ×  105/jamka, DNA  0,15  µg/jamka,  0,20  µl 
TransIT‐PRO Reagens a 0,10 µl Pro BOOST Reagens/jamka, inkubace 30 minut, výměna 
média po 24 hodinách. 

IT_293‐ TransIT‐293 Reagent, HEK293, 5 × 104/jamka, DNA 0,12 µg/jamka, 0,96 µl 
TransIT‐293 Reagent, inkubace 15 minut, výměna média po 24 hodinách. 

ExCELL‐  100  µl  Ex‐Cell  ACF  CHO  médium,  CHO  PF,  2  ×  104/jamka,  DNA 
0,5 µg/jamka, elektroporace,  čtvercový  typ pulsu, 280 V, délka 15 ms, počet pulsů 2, 
zpoždění 1, 2000 µF. 

EFFECTENE‐ Effectene  kit, CHO PF, 5 × 104/jamka, DNA 0,4 µg/jamka, Enhancer 
3,2 µl/ jamka, Effectene 10 µl/ jamka, Buffer EC 30 µl/ jamka. 

Experimenty byly prováděny na 96‐ jamkové destičce. 
 

Z grafu  je  patrné,  že  nejlepší  transfekční  účinnosti  dosahuje  elektroporace 

v Electroporation  Solution.  Již  prví  a  druhý  den  je  účinnost  vyšší  4  ×  než  je  tomu 

v případě elektroporace v Ex‐Cell ACF CHO médiu. Účinnost je první den 9 × vyšší, než 

je tomu v případě užití Effectene a dokonce 12 × vyšší druhý den. 

V případě užití Trans‐293 Reagent je účinnost první den vyšší pouze 0,2 × a druhý 

den 3,0 × ve srovnání s elektroporací v Ex‐Cell ACF CHO médiu. V porovnání s Effectene 

je pak účinnost první den 1,5 × a druhý den 9 × vyšší. 

Transfekce s TransIT_PRO kitem měla první den účinnost 0,8 × nižší a druhý den 

nižší 0,3 × než při užití elektroporace v Ex‐Cell ACF CHO médiu. Ve srovnání s Effectene 

je pak účinnost nižší 0,5 ×. Druhý den je již vyšší 0,8 × ve srovnání s Effectene. 
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6. DISKUSE 

Hlavním cílem  této diplomové práce byla optimalizace  transfekce eukaryontních 

buněčných linií a to CHO PF a HEK293. Pro optimalizaci byl použit plazmid kódující GFP, 

který  se  za  tímto  účelem  běžně  používá  (Haleem‐Smith  et  al.,  2005).  Účinnost 

transfekce  během  optimalizace  byla  hodnocena  počítáním  za  pomoci  Neubauerovy 

komůrky, protože experimentů bylo prováděno mnoho. Pro účely optimalizace je tato 

metoda  levná  a  dostačující.  Závěrečný  experiment,  kdy  jsme  porovnávali  účinnost 

transfekce  s  doposud  užívanými  metodami  s nově  optimalizovanými  byl  proveden 

metodou kvantifikací GFP v buněčném lyzátu.  

V laboratoři  byly  doposud  používány  komerční  transfekční  reagens  Effectene  a 

elektoporace  v Ex‐Cell  ACF  CHO  médiu.  Použitím  většiny  nových  optimalizovaných 

metod lze hned zpočátku získat velké množství úspěšně transfekovaných buněk, což je 

důležité  pro  následné  procesy,  ať  již  se  jedná  o  transientní  produkci  nebo  selekci 

produkčních  klonů.  Další  nespornou  výhodou  je  i  finanční  otázka.  Při  takto 

optimalizovaných procesech klesá spotřeba materiálu (buněk, plazmidu, reagens). 

Optimalizace transfekce  je poměrně zdlouhavý proces, pokud chceme svědomitě 

vyzkoušet  všechny  parametry.  Největší  komplikací  bývá  často  získat  buňky 

v dostatečném  množství  a  kondici,  což  platí  především  pro  linii  HEK293,  která 

v průběhu  experimentů  často  dosahovala  nižších  než  potřebných  hodnot  viability. 

Proto bylo nutné kultivace buněk opakovat. 

Z výsledků je patrné, že nejúčinnější metoda, kdy by bylo teoreticky možné získat 

nejvíce  proteinů  je  elektroporace  CHO  PF  buněčné  linie  v Electroporation  Solution. 

Elektroporace  je  elegantní  a  rychlá metoda,  při  níž  běžně  nedochází  k změnám  ve 

fenotypovém  projevu  a  v expresi  genů,  jako  tomu  může  být  při  užití  metod,  kdy 

dochází  k torbě  liposomů  a  při  užití  virových  vektorů  (Fedorov  et  al.,  2005).    Lze  ji 

aplikovat pro vnesení genů nebo dokonce  i proteinů do primokultur  (Li et al., 2013). 

Jako vše i tato metoda má svá negativa. Je nutné používat vyšší koncentrace buněk. Při 

nízkých koncentracích po aplikaci pulsu jich přežije jen velmi málo. To může být velmi 

nevýhodné,  pokud  pracujeme  s těžko  kultivovatelnými  buněčnými  kulturami.  Nelze 

však užít ani příliš vysoké koncentrace buněk. Při vysokých koncentracích dochází při 

aplikaci  pulsu  k tvorbě  shluků,  kterými  velmi  těžko  proniká  plazmid  do  buněk. Další 
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negativum se  týká množství spotřebované DNA. V porovnání s jinými metodami, se  jí 

na elektroporaci spotřebuje nejvíce  (Jordan et al., 2008; Li et al., 2013; Martinez and 

Hollenbeck, 2003).  

Při optimalizaci elektroporace na CHO PF buněčné linii, bylo nutné nejprve vybrat 

ideální  typ  pulsu  se  všemi  parametry  s nimi  souvisejícími.  Bylo  nutné  podmínky 

optimalizovat  tak,  aby  byla  účinnost  transfekce  co  nejvyšší,  ne  však  na  úkor  snížení 

viability  buněk.  Bylo  zajímavé  pozorovat,  že  pokud  jsme  zvýšili  napětí  nad  250 

V, docházelo  sice  k zvýšení  transfekční  účinnosti  avšak  také  k  rapidnímu  snížení 

viability buněk. Účinnost elektroporace se běžně pohybuje mezi 8 až 80% již první den. 

Záleží  pak  na  typu  buněk  a  na  dalších  podmínkách  elektrpoporace  (Parham  et  al., 

1998). Proto bych námi optimalizované podmínky, kdy jsme první den dosáhli účinnosti 

okolo  40%  a  třetí  den  již  přesahovala  55%,  považovala  za  úspěšné  (obrázek  6). 

Zajímavé  bylo  zjištění,  že  při  dvojnásobném množství  DNA,  tedy  4  µg  na  jamku  se 

účinnost  transfekce  zvýšila pouze o 2,5%,  tedy na 57%  z původních 54,5%, kdy  jsme 

použili 2 µg DNA na jamku po 72 hodinách (tabulka 13). Navyšování množství použité 

DNA je v tomto případě neefektivní a neekonomické. 

Nespornou  výhodu  elektroporace  za  užití  Electroporation  Solution  s řádně 

optimalizovanými  parametry  spatřuji  v tom,  že  účinnost  transfekce  bylo  možné 

sledovat  již  po  4  hodinách  po  jejím  ukončení.  To  nebylo  možné,  pokud  jsme  pro 

elektroporaci užili Ex‐Cell ACF CHO kultivační médium, kdy po 4 hodinách ještě nebylo 

možné  pozorovat  fluorescenci.  Z publikací  vyplývá,  že HEK293  buněčná  linie  je  také 

vhodná pro metodu elektroporace, kde třetí den účinnost transfekce dosahuje 70% až 

80%  (Cervera  et  al.,  2013;  Parham  et  al.,  1998).  Obecně  platí,  že  produkce 

rekombinantních  proteinů  v HEK293  buněčné  linii,  dosahujeme  vyšších  výtěžků 

rekombinantních  proteinů  ve  srovnání  s produkcí  v  CHO  linii.  Proto  by  bylo  vhodné 

optimalizovat podmínky elektroporace i pro HEK293 buněčnou linii (Bertschinger et al., 

2008; Derouazi et al., 2004; Galbraith et al., 2006). 

Mnohem více než elektroporace se užívají chemické metody transfekce. Nejčastěji 

se setkáváme s polyethyleniminem a  jeho modifikacemi  jako účinným doručovatelem 

DNA do buněk. Při užití této metody  je možné v některých případech zaznamenat po 

48  hodinách  na  HEK293  buněčné  linii  až  90%  transfekční  účinnost  ovšem  za  cenu 

vysoké  spotřeby polyethyleniminu a   plazmidu o koncentraci 1 mg/ml  (Carpentier et 
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al.,  2007).  Optimalizace  chemické  transfekce  trvá  obecně  déle,  než  optimializace 

elektroporace  a  navíc  chemické  reagencie mají  velmi  často  cytotoxický  účinnek  na 

buňky,  pokud  jsou  používány  ve  vysokých  koncentracích  (Synatschke  et  al.,  2011). 

Proto  je  velmi  těžké  vybrat  správný  poměr  chemické  reagens  a  DNA,  aby  byla 

transfekční  účinnost  co  nejvyšší  s co  nejnižší  toxicitou  pro  buňky.  Při  chemické 

transfekci  velmi  často  pomáhá  odmýt  transfekční  reagens  kolem  24  hodin.  Pak  lze 

toxický vliv na buňky minimalizovat se zachováním maximální efektivity. Pro transfekci 

za  pomoci  chemických  metod  požíváme  méně  buněk,  než  je  tomu  tak  při 

elektroporaci,  což  může  být  obrovská  výhoda,  pokud  chceme  transfekovat  težko 

kultivovatelné buněčné linie. 

Zástupce  chemických  reagencií  TransIT‐293  Reagent,  který  byl  použit  v této 

diplomové  práci,  je určen pro  transfekci HEK293 buněčné  linie. Používá  se převážně 

pro  studie  iontových  kanálů  a  receptorů na buněčném povrchu, proto nemohu  vést 

žádná data pro srovnání (Talavera et al., 2004; Vriens et al., 2004). Ovšem může také 

velmi  dobře  posloužit  za  účelem  optimalizace  transfekce,  která  by  mohla  vést 

k produkci  rekombinantních  proteinů,  jak  jsme  se  mohli  přesvědčit  při  dosažení 

transfekční účinnosti po 24 hodinách pohybovala 12%, 40% po 48 hodinách a po 72 

hodinách dosahovala 50% po 72 (obrázek 7).  

Dalším  zástupcem  chemických  reagencií  je  TransIT_PRO  kit,  který  slouží 

k transfekci  jak  CHO  PF,  tak  HEK293  buněčné  linie.  Jedná  se  o  směs  lipidových 

polymerů, která vytvoří s DNA micelu nezbytnou pro její transport do buňky. Lipofekce 

s užitím jiných komerčních kitů může dosáhnout až 40% účinnosti druhý den, pokud je 

aplikována na primokultury například buněk  izolovaných  z endotelu pupečníkové žíly 

(Hunt et al., 2010). Z výsledků optimalizace, kdy se nám podařilo dosáhnout účinnosti 

transfekce o něco  vyšší než  4% by  se dalo  říci,  že  TransIT_PRO  kit není  vhodný pro 

transfekci  CHO  PF  buněčné  linie.  Navíc  účinnost  transfekce  se  během  jednotlivých 

experimentů  výrazně  lišila.  Pouze  při  jednom  experimentu  bylo  možné  transfekci 

hodnotit v procentech (tabulka 22) a v ostatních pouze  jako počet buněk (tabulky 19, 

20, 21, 23). Takový  výrazný  rozdíl nás může navést  k tomu,  abychom  transfekční  kit 

vyzkoušeli  na  buněčné  linii  HEK293.  Pokud  bychom  chtěli  zůstat  u  práce  s CHO  PF 

buněčnou  linií, bylo by vhodné vyzkoušet  jiné komerčně dostupné kity na bázi  lipidů. 

Ovšem užití většiny kitů a  reagencií, které  jsou  založené na bázi  lipidů určených pro 
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transfekci CHO buněčných linií dosahuje maximálně 16% účinnosti a to až třetí den po 

provedení transfekce (Reisinger et al., 2007).  

V případě již zavedené metody Effectene, která využívá záporně nabitých lipidů je 

pro CHO PF buněčnou linii účinnost opravdu nízká. Je tomu tak s podivem, protože se 

tato metoda běžně požívá pro transfekce primokultury buněk  izolovaných z endotelu 

pupečníkové žíly s účinností okolo 15% druhý den po transfekci (Hunt et al., 2010). 

Obě buněčné linie je možné kultivovat při vysokých koncentracích, proto je možné 

jejich převedení do velkých objemů. Jedním z řešení, které by splnilo tyto podmínky je 

jejich  kultivace  v bioreaktorech  (Gaillet  et  al.,  2010).  Jeho  užití  by mohlo  přispět  ke 

zvýšenému  výtěžku  rekombinantních  proteinů,  ovšem  na  úkor  vysoké  spotřeby 

transfekčních  reagens a plazmidu. Bylo by však možné buňky  transfekovat v menších 

objemech a až dosáhnou potřebné koncentrace, tak je převést do bioreaktoru. Takový 

proces  by  byl  však  velmi  zdlouhavý  a  nejspíše  i  finančně  náročnější  než  doposud 

používaná produkce v menších objemech. 

Pokud bychom změnili strategii a chemické reagencie nebo elektroporaci nahradili 

jinými  metodami,  bylo  by  možné  dosahovat  vyšší  účinnosti  transfekce.  Jako  to 

například  případ  užití  lentivirů,  jako  vektrorů,  které  doručí DNA  do  buňky.  Lentiviry 

mají schopnost napadat jak dělící se buňky, tak ty, které se nedělí (Lever et al., 2004). 

Jejich  užitím  lze  získat  buňky,  jejichž  účinnost  transfekce  je  až  95%  a  v některých 

případech  dokonce  tuto  hodnotu  přesahuje. Bohužel  dodnes  panují obavy,  zda  jsou 

virové vektory opravdu biologicky bezpečné (Gaillet et al., 2010).  

Obě buněčné linie byly kultivovány bez přídavku séra a bez antibiotik. Buňky byly 

kultivovány bez přídavku antibiotik, hlavně proto, aby nedošlo ke skryté kontaminaci 

bakteriemi  z okolí. Taková kontaminace by mohla  změnit metabolismus buněk a  tím 

pádem  i  změny  v účinnosti  transfekce.  Séra  nebylo  do  kultivačních médií  přidáváno 

záměrně, protože  jejich  jednotlivé šarže se mezi sebou mohou  lišit ve složení, což by 

mohlo  výrazně  měnit  růst  kultur  mezi  jednotlivými  experimenty,  proto  by  nebylo 

možné  s jejich  užitím  podmínky  řádně  optimalizovat.  Je  však možné,  že  při  kultivaci 

buněčných kultur s přídavkem sér stejné šarže, by se mohla zlepšit účinnost transfekce 

a  buňky  by  se  po  transfekci  lépe  zotavovaly.  Výrobci  transfekčních  kitů  doporučují 

pracovat  s buňkami,  které mají  viabilitu  vyšší  než  90%  s co  nejnižší  pasáží. Někdy  je 

velmi  obtížné  těchto  podmínek  dosáhnout.  Buňkám  s nižší  viabilitou  pomáhá  pasáž 
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s částečnou nebo úplnou výměnou média. Než dostaneme buňky do správné kondice, 

mohou mezitím projít několika pasážemi. Dostaneme pak buňky s lepší viabilitou avšak 

na  úkor  nárůstu  čísla  pasáže.  Přídavek  séra má  na  buňky  velmi  dobrý  vliv,  proto  je 

možné že  jeho přídavek by odstranil problém špatné viability a zbytečného zvyšování 

čísla pasáže.  
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7. ZÁVĚR 

V průběhu  diplomové  práce  se  podařilo  dosáhnout  vytčených  cílů.  Podařilo  se 

nám  optimalizovat  podmínky  pro  CHO  PF  a  HEK293  buněčné  linie  za  pomoci  3 

komerčně dostupných kitů. Následně se nám podařilo porovnat nově optimalizované 

transfekční postupy s těmi, které byly doposud používány ve firmě Generi biotech s.r.o. 

S užitím  nově  optimalizovaných  transfekčních  postupů  se  nám  ve  většině  případů 

podařilo  dosáhnout  vyšší  účinnosti  transfekce  v srovnání  s doposud  používanými 

postupy.  

Při užití optimálních podmínek pro elektropraci CHO PF buněčné  linie za pomoci 

Electroporation  Solution  jsme  dosahovali  nejvyšší  účinnosti  transfekce  55%  po  72 

hodinách  (obrázek 6)  a  ve  srovnání  s doposud používanými metodami byla účinnost 

transfekce 4 ×  vyšší než při elektroporaci  v Ex‐Cell ACF CHO médiu a 12 ×  vyšší než 

transfekce s Effectene po 48 hodinách (obrázek 9). Pro transfekci HEK293 buněčné linie 

byla  účinnost  transfekce  po  72  hodinách  rovna  50%  (obrázek  7).  V porovnání 

s doposud používanými metodami pak byla účinnost  transfekce po  48 hodinách  3  × 

vyšší  než  elektroporace  v  Ex‐Cell  ACF  CHO  a  9  ×  vyšší  než  transfekce  s Effectene 

(obrázek  9).  Tyto  dvě  optimalizace  považujeme  po  srovnání  s doposud  používanými 

metodami, za úspěšné a proto nahradí doposud používané postupy.  

Optimalizace transfekce CHO PF za pomoci TransIT_PRO kit dosahovala pouze 4% 

po 72 hodinách a účinnost transfekce byla 0,5 × nižší než elektroporaci v Ex‐Cell ACF 

CHO médiu a pouze 0,8 × vyšší ve srovnání s Effectene (obrázek 9). Proto tato metoda 

nebude zavedena do laboratoře. 

Nově  optimalizované  postupy  a  to  elektroporace  CHO  PF  buněčné  linie 

v Electroporation  Solution  a  transfekce  HEK293  za  pomoci  TransIT‐293  Reagent 

nahradí doposud používané metody. Optimalizace by následně měly vést k efektivnější 

a vyšší výtěžnosti při produkci rekombinantních proteinů. 
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8. SEZNAM ZKRATEK A CIZÍCH NÁZVŮ 

µF‐ Faraday 

         CCLR‐lyzační pufr 

CFP‐modrý fluorescenční protein 

CMV‐cytomegalovirus 

CO₂‐oxid uhličitý 

DEAE‐dextran diethylaminoethyl‐dextran 

         DMSO‐dimetylsulfoxid 

DNA‐deoxyribonukleová kyselina 

DOTMA‐N‐[1‐(2,3‐dioleyloxy)propyl]‐N,N,N‐trimethylammonium chlorid 

GFP‐zelený fluorescenční protein 

HEK293‐buněčná linie lidských embryonálních ledvinných buněk číslo 293 

HEPES‐fosfátový pufr obsahující 2‐[4‐(2‐hydroxyethyl)‐1‐piperazinyl] ethansulfonovou              

kyselin 

CHO‐PF‐buněčná linie křeččích vaječníků 

kbp‐kilobáze 

kD‐kilodalton 

         OECD‐ Organizace pro ekonomickou spolupráci a rozvoj 

PBS‐fosfátový pufr 

PEI‐polyethylenimin 

Pluoronic P‐68 

RFU‐relativní fluorescence 

Rpm‐otáčky za mintu 

V‐ Volt 

Viabilita‐ žitovaschopnost buněk 

Virus SV40‐ opičí virus 

YFP‐žlutý fluorescenční protein 

Ω‐ Ohm 
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