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ABSTRAKT

Cilem této prace je shrnout a v praxigiiv moznosti transfekce bek, které nabizi Ustav
biomedicinckého inZzenyrstvi. Na COS-7 btme linii jsou porovnavany tyto transtak
reagenty: fosfor@an vapenaty, Fugene 6 a Fugene HD.

KLi COVA SLOVA

Buné¢nd kultivace, Transfekce, Fosforan vapenaty, Fugene 6, Fugene HD

ABSTRACT

The aim of this work is summarized potentialitiésells transfection in their practise, which
offers the Department of biomedical engineering. @DS-7 cell line are compared to those
transfection reagents: calcium phosphate, Fugerd6-agen HD.
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1. Uvod

Ke studiu vlastnosti géna jimi kbdovanych proteinse do buék prenasi cizoroda
DNA nesouci tento gen.dp pienosu cizorodého genu dorby setika transfekce. Jednou
z metod uskutaujici transfekci je pouziti transfékich reagerit Transfekni reagenty
vytvéri s g'enaSenou DNA komplex, kterytde gechazet fes membranu bgk. Jednotlivé
reagenty se mohou podstatiisit v UsgSnosti transfekce, toxickychtiaicich a cen& a to i
v zavislosti na pouzité bgané linii.

Cilem prace je srovnat ugmost transfekce kalcium fosfatové metody, Fugene 6
transfekniho reagentu a Fugene HD transfeko reagentu na bagné linii COS-7.

Prace nejtive v kap. 2 podavéa informace o tom co je transdekgaké pro ni existuji
metody. V kap. 3 je pak stt¢ rozebrana problematikadieni vliastnosti iontovych kanal
k jejiz feSeni tato pracetippiva. Dale v kap. 4 jsou sepséany druhy madrksouzivanych
k odliSeni aspdre transfekovanych bwk. V kap. 5 je popis butnych linii COS-7 a HEK-
293, na kterych seigjm¢ transfekce budou prové&id Pripravou pro préaci v laborato
s burg¢nymi liniemi je pak kap. 6. Praktickatasti je kap. 7, kde jsou protokoly pro postup
pii bunééné kultivaci a transfekci. V kap. 8 jsou pak uvedeékladni statistické metody pro
analyzu dat. A na konec jsou transfekreagenty mezi sebou porovnavany v kap. 9.



2. Transfekce

Transfekci se rozumirenos DNA do biikky. Transfekni DNA byva gen [1], ktery se
v uspsre transfekované hice exprimuje. Vyuziti transfekce tedy gp@ hlavie ke studiu
funkci proteirii a ke zndn¢ vlastnosti buk.

2.1. Transfekce stabilni a nestabilni

Podle toho jestli seipnaSenad DNA z#enuje do chromozomu transferovaného genu,
rozliSujeme transfekci stabilni afgghodnou. B prechodné transfekci sefgmasena DNA
nezalenuje do chromozomu Hhiky, nereplikuje se se stejnatetnosti jako chromozomy
buiky a z neustéale selicich se budk se nakonec wdi. Ri stabilni transfekci seipnasena
DNA rekombinaci z&leni do chromozomu lilky a stane se tak sédsti jejiho genomu. [1]

[2]

Ke stabilni transfekci dochazi jen u asi®1&7 10° Gspsns transferovanych bu.
Bunky, které penaSenou DNA z#enuji do svého geonomu se ozZop jako buiky
kompetentni. Dosud se ale nepiildazjistit co jejich kompetentnost #apobuje nebo jak je od
sebe dofedu odlisit. [2]

Ke studiu funkci protein vétSinou stai prechodna transfekce. Stabilni se pouziva
predevsim k modifikaci buigné linie pro jiné moznédaly.

2.2. Transfek éni metody

RozliSuji seili skupiny metod pro transfekci. Jsou to metody bemické, fyzikalni a
biologické. VylkEr nejvhodrjSi metody zavisi na typu b&meé linie, &elu transfekce a na
pozadovanedinnosti.

2.2.1. Biochemické metody

Tato metoda je pouzita i vtéto praci, proto jeot@bdkapitole ¥novana zvySena
pozornost.

Podstatu biochemické metody pro transfekci schiékyatnazoniuje obr.1. Principem
je, ze se nejdve vytvai komplex genaSené DNA a transfaki latky, ktery endocyt6zou
prechazi do cytoplazmy klty. V buice se psobenim endozofna lysozond zatne srazenina
rozkladat a penaSena DNAfgjde do jadra hiky. Pak se riize z&it exprimovat. Neusina
transfekce uéchto metod znamend, Ze komplex DNA a trangiekatky zZistane pichycen
na membra# buiky. [2] [3]

Na trhu je k dispozici celtada komein¢ dostupnych transfékich reagerit s iznou
aspesSnosti, cenou, ale i toxicitou prézné buwcné linie. V pisobeni se tyto transféki
reagenty mohou liSit, ale zakladni princip je vatgjny.

Zvlastni pozornost si zaslouzi fosfonan vapenaty. Jeho transtek Cinky byly
objeveny jiz vroce 1973 a stéale je pro transfekaimi ¢asto pouzivany. Jeho hlavnimi
vyhodami je nizka cena, jednoduché préace a velk&sini bugénych linii, pro které ho Ize
pouzit. Naopak nevyhodou je toxicita a nizkaégspst transfekce, ktera obvykle dosahuje
jen rekolika procent. [2] [3]



Vyznamné je také vyuziti lipids kladnym nabojem. Elektrostatické sily spojujbty
kladre nabité lipidy se zapo&nnabitou DNA do komplexu. Tyto komplexy pak fuzuji
s plazmatickou membranou, nebo gespni fenaseji endocytézou. Jak se DNA uipée
z komplexu s lipidem zatim neni obj&sn. ZvlaStnosti této metody je, jeji moznost ji pibu
in vivo. Lipidova metoda ma ale také jen velmi miakisgsnost transfekce. [2] [3]
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Obr 1 - Schématické znazor#ni transfekce biochemickou metodou [4]

2.2.2. Fyzikalni metody

Eletropolaci Ize pouzit pro transfekci vSech baktarch, rostlinnych a s&ich burgk.
Jejim principem je {sobeni kratkého elektrického impulzu o vysokém étiapna
plazmatickou membranu bky, coz zfisobi tvorbu par v membran. Pres tyto pory mze
prochazet cizorodd DNA. Praizné burcné typy se voliizna sila elektrického impulzu.
Velikost elektricky impulzu ovlisiuje &innost transfekce, avSak tento impulziky muze
zahubit a tak je jeho velikost omezena. Kéorelikosti a délky elektrického impulz&i@nost
metody dale ovliiuje predevSim konformace a koncentrace DNA, teplota &eslio
iontového média. [2] [3]

Dale se pouziva raeni ozn&ované jako genova puska (z angl. ,gene gun®). Jeho
principem je vdelovani mikroskopickych kovovycbasté&ek, pokrytych transfeini DNA,
piimo do buiky. Tato metoda je zvlé¥yznamna protizné bugcné typy (hlave rostlinné) a
burg¢né organely, kterépelektropolaci astavaji vici piijmu cizorodé DNA odolné. [2] [3]

Mikroinjekce je metoda, kdy se roztok s DNANslje piimo do jadra biky pomoci
tenké jehly. Tato metoda se pouzZiva ke transfekocicgti a kmenovych embryonélnich
burgk. Jelikoz se kazda bka transfekuje zvl&$ ma tato metoda jen omezené, ale specifické
vyuziti. [2] [3]

2.2.3. Biologické metody

K pienosu cizorodé DNA do eukaryotickych Blkinlze pouzit viry. Jejich Zivotni
cyklus zahrnuje f&nos jejich vlastniho genetického materiataspplazmatickou membranu



buiky a naslednou expresi jejich vlastnich weRro transfeéni Cely se vytvéi specialni
virové vektory, pipravené rekombinaci fgmout cizorodou DNA. Zvlag vhodné jsou
retroviry. Pouzitim retrovir se dosahuje vysoké transfek (¢innosti. DNA viru se pepisSe
do RNA a ta se zpnou transkriptazou ippiSe zpt do DNA, ktera se integruje do
chromozomu infikované hiky. PouZiti retrovit je tedy vhodné pro stabilni transfekci. Tato
metoda ma ale i své nevyhody. Hlavnimi nevyhodamuizgii retrovifi je odolnost akterych
typa burgk vaci infekci a riziko, Ze retrovir v sabstale nese sy pavodni gen, ktery
zpasobuje nezadouciiinky. [2] [3]



3. VWyuziti transfek €nich metod pro studie bioelektrickych
jeva

Vyuziti transfeknich metod pro studovani vlastnosti transmembréfovy
bioelektrickych jew se zaina rozvijet od peatku devadesatych let minulého stoleti spolu s
tim, jak se zarovezaaly rozvijet transfebni metody a metody &eni bioelektrickych jef
na izolovanych btkdch metodou patch clamp. Metodou patch clakgsky téZz metoda
meieni z tetikového zamku) nazyvame metodu vyuzZivajici skigoh elektrod k r&eni
elektrofyziologickych vlastnosti bdtnych membran a jejich komponent. Podr&bnpopis
této metody je v podkapitole 3.1.

Klasicky pistup studii elektrofyziologickych vlastnosti inych membréan je
zaloZen pedevSim na ®feni na izolovanych hikach, napiklad kardiomyocytech. fies
jistou nenahraditelnost experimé&nba izolovanych htkéach, tento fistup ma i ®kolik
nesnazi. Tou nejvyrazjsi je, Ze eukaryotické laly exprimuji celoufradu ged iontovych
kanah s velmi podobnymi vlastnostmi a podobnou citlivost farmaka. Byva pak obtizné
rozlisit vliv jednotlivych gefi na dané elektrofyziologické vlastnosti membrancitabilni
buiky navic obsahuji jeStvétSi Skélu dznych tym iontovych kanal, jejichZ popis a studium
interakce siznymi latkami je dlezité ve farmakologickém vyzkumu a v mnoha 8ksch
odwtvi. Studium detailnich vlastnosti konkrétni iordosiozky transmembénového proudu
(zprostedkované danym typem iontového kanalu) pak vyzapoieiti fiznych specifickych
blokator, které mohou ovliovat i studovany iontovy kandl. VySe uvedené prolyiése
vS8ak daji zmirnit pravvyuzitim transfeknich metod. Typicky pak dana studie probiha tak,
Ze nejprve je identifikovan gen, kodujici transmedamovy protein naseho zajmu, ktery se
vyizoluje, inkorporuje do vhodného vektoru a trahksfje do eukaryotické likly s minimem
vlastnich proudovych slozek [5][6][7]. Z¥ené proudové charakteristiky pak odpovidaji
pouze vlastnostem zkoumaného iontového kanalupreee nebo fenaseéoveho systému.
Za dalSi vyhodu lze uvést i to, Zze pro vysledndlistje mozno snizit nebo zcela eliminovat
spotebu laboratornich zkat.

Sowtasné experimenty konané na Ustavu biomedicinské&henyrstvi se za#uji na
navrh nové metodiky analyzy dynamickych komponentavych slozek transmembranového
proudu kardiomyocyt zaloZzené na vyhodnocovani aéheni frekvekdné-admitagnich
charakteristik. JelikoZz je piba studovat detailni vlastnosti jednotlivych prowgth
komponent, vyuZiti vlastnich transfekovanych duse jevi jako velice ptgbné. Studium se
bude zamovat hlaveé na hlavni komponenty celkového membranového prosrdigni
buiky, uvedeného v tab. 1 a to za pomoci patch clagapostody

Tab 1 - hlavni komponenty u piibéhu srdeéniho ventrikularniho akéniho potencialu [8]

lont |Proud | a podjednotka proteinu | Gen proa podjednotku Funkce
Na' INa Na/l1,5 SCN5A 0
Ca’ | lcay Cal,2 CACNAI1C 0-2
K* ot Ky4,2/4,3 KCND2/KCND3 1, z@z (notch)
K* Iks Ky7,1 KCNQ1 2,3
K* Ikr Kv 11,1 (hERG) KCNH2 3
K* Ik1 Kir2,1/2,2/2,3 KCNJ2/KCNJ12/KCNJ4 34
Na',C&" | Inaca | 3NA*-1C&* vyména NCX1 (SLC81A) | iontova homeostaza
Na' K" | Inak 3Na-2K*-ATPaza ATP1A iontova homeostaza
ca’ lops | C& - transportni ATPaza ATP1B iontova homeostaza




3.1. Metoda m éreni ter €ikového zamku (patch clamp)

Hlavnim problémem ip méreni el. jewi na burkéné membra# je ziskani elektrického
kontaktu s intracelularnim prostoremily bez jejiho funkniho poSkozeni. #® méfeni
metodou patch clamp se ta}§@lza pomoci specialnich skkerych mikroelektrod.

Mikrolektrody jsou tenké skl@mé trubéky vytaZzené pod Zhavici spirdlou do ostré
Spikky a naplgné vhodnym vodivym roztokem. Charakteristickym zrak patch
clampovych elektrod je 2¥8eni vstupniho otvoru elektrody dalSim Zhavenio¥, vede
k vyraznému snizeni sériového odporu elektrodyigkani elektrického kontaktu pak ob&cn
nedochazi mym proniknutim elektrody do kky, ale jejim pisatim k bugéné membrata
jejim protrzenim. Jednotlivé varianty této metoslyy rozebrany nize. [9]

M¢éteni patch clamp v reZimu vnuceného stapmoziuje snimat proudy prochéazejici
bud’ burg¢nou membranou celé bky (v tom pipad je vystupni proudy spojitou funkci
¢asu), nebo jen z utrzku membrarijlgpené na Sgce sklekné elektrody (odtud nazev patch
clamp), viz obr. 2. Zaedpokladu, Ze tento Utrzek obsahuje pouze jedinfouy kanal,
vystupnim signalem pak je stochasticky (pulsnin&igoroudu. Tento kanal prochazi skrz
nevodivé stavy a (z pravidla) jedinym vodivym stavePokud je kanal otéen, vystupni
proud je konstantni. Praggodobnost otaeni, ¢i zaweni kanalu je zavisla naijpzeném
membranovém na&ti. Podminkou tohoto Z3obu n&eni je dokonaléifisati mikroelektrody
k povrchu btiky (to je kontrolovano dosazenim gigaohmového odpspojeni elektroda-
bunka — anglicky ,gigaseal®). [9]

Obr 2 - varianty metody patch-clamp, a — néifeni z¢asti membrany, b — néieni z celé biiky [10]



4. Reportérské geny

DNA pouzivana pro transfekci se pouzivaji kruznigay. cDNA, bez volnych koric
Tyto cDNA zpravidla krord studovaného genu nesou i dalSi geny, které tinjpibzliSovat
mezi buikami, které se transfekovaly anti které ne. Geny kodujici proteiny, které toto
rozliSeni umoituji se nazyvaji reportérské geny. Reportérskym menebo-li markerem
muze byt napiklad gen kodujici zeleny fluorescam protein, nebo geny kodujici antigen,
ktery pak bude reagovat se #aaou protilatkou.

4.1. Marker CD8 Dynabeads

Jednou z moznosti je vyuziti specifickych vazehutppotilatka-antigen. itkladem je
CD8 Dynabeads. CD8 je membranovy receptor T-lyntfooya ktery se vdZzou imunogeny.
Dynabeads jsou superparamagnetické polymé&siice se specialnupravenym povrchem
pro interakce s jinymi molekulami. [11] CD8 Dynaldsamaji potom povrch upraveny pro
specifické interakce s CD8 receptory.

Jako reportérsky gen se pouzije DNA kodujici CD8epgor. Po transfekci se
k bunkam gidaji kulicky Dynabeads, které seczeu na CD8 receptor vazat. Dynabeads jsou
patrné pod mikroskopem, coZz unioje odliSeni usgsne transfekovanych bwk. Diky
magnetickym vlastnostem Dynabeads lze pakédrgptransfekované hiky separovat od
ostatnich. [12]

. Obr 3 - ukazka bunék s navazanymi Dynabeads



4.2. Marker GFP

GFP je zkratka pro zeleny fluores¢an protein. DNA sekvence tohoto proteinu se
vklada do vektoru cDNA spolu se studovanym gengra ransfekci této cDNA se vyhodnoti
uspsnost transfekce prédyomoci fluorescence GFP. GFRza zelen fluoreskovat az po
oz&eni modrym s#tlem. Vyhodnoceni sviceni GFP se provadi pod flemegnim
mikroskopem.

NejvysSiho emisniho vrcholu 509 nm se dosahfievgcholu excitace 395 nm.
V molekularni biologii se dale pouziva jako 8&ast regulanich sekvenci gen
k vyhodnoceni miry expreseriplusnych geth Nevyhodou GFP je to, Ze tentouspb
rozliSeni busk nemusi byt vhodny progkteré nasledné manipulace sikami. [13]
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Obr 4 - spektrum GFP, modra kiivka je excitace, zelena kivka je emise [14]

Obr 5 - buiiky oznatené GFP markrem, vlevo ve sitle, vpravo ve tmg

10



Na obr. 6 je ukdzka konkrétni mapy plazmidu proé¢ena usgsré transfekovanych
burgk. Tento plazmid obsahuje hlayrpromotor SV40 viru, replikani misto ori, gen
rezistence na sel&ki antibiotika Kanamycin a gen kodujici max GFP.

ESp31(7)
Eco 31 (18}
NSIl(2T)

|

pmaxGFP

(3486 bp)
P Kpnl (980}

Nhel (988)
Ecod Il (933)
Agel (997)

BspTI{1891) J' J' Balll (167&)

Eco3ll (1896) Xhal (1680}

Esp3l (1909%) Sacl (1687)

Obr 6 - plazmid pmaxGFP [15]

4.3. Selek éni marker pro stabilni transfekci

V piipact tvorby nové bu&iné linie obsahujici novou vlastnost ziskanou trekasf
DNA, je poteba rozlisit mezi bikami, které se transfekovali stakila buikami, které se
transfekovali pechodg. Ktomu se pouziva seléki marker, nejastji DNA kodujici
rezistenci na wité antibiotikum. Toto DNA nemusi byt stasti givodni transfekni snesi,
protoze kompetentni kiley zaradi do svého genu kazdou cizorodou DN#japou transfekci.
Po g@idani antibiotika pak hiky bez rezistence na toto antibiotikum vymiraji.shddvilrg
transfekované hiky se vyedi. Cely proces tak zabere 2 az 3 tydny. [2]
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5. Bun écéné linie

Bunééna kultura je systém kultivace prokaryotickych, aulotickych nebo
rostlinnych bugk in vitro za specifickych podminek. Primarni b&mé kultury vznikaji
enzymatickym rozvoléni tkani. Jsou to hiky kultivované pimo z tkani a maji omezenou
schopnost sedtlt. Casto se jedna i o sf® vice drufi burgk z rozvolréné tkam. Z nich se pak
selektuje jediny typ butk. Tyto buiky se pak imortalizuji fisobenim chemickymii
fyzikalnimi karcinogenygimz ziskaji neomezeny pet cdtleni a z&anou se neustale mnozZit.
Takto upravené hiky se oznéuji jako burg¢né linie. [16]

5.1. Bun ééna linie COS-7

COS-7 burcna linie pochazi z bk ledviny Katkodana zeleného (Cercopithecus
aethiops). Jedna se o adherentniklyus morfologii fibroblast (buiky vaziva). Tyto buky
obsahuji defektni mutantu genu SV4Gve&dni gen SV40 je virusipnenujici normalni
buiiky na nadorové. Zmutovana verze SV40 genu pouZ@&®$8-7 produkuje volny velky T-
antigen, ale jiz postrada svéivedni replik&ni geny. Po trasfekci plazmidu obsahujici
promotor SV40, tento volny velky T-antigen nasedasekvenci SV40 promotoru aigobi
replikaci plazmidu. To ma za nasledek zvySeni tapse geneseného genu. COS-7 Bema
linie je proto vhodna pro transfekci DNA &anénych do vektal, které obsahuji promotor
tohoto viru. Diky tomu COS-7 bgdna linie dosahuje vysoké exprimace proiemienesené
DNA. Tato linie je proto vhodna pro studium protesviri s SV40. [17] [18]

COS-7 bunena linie se prodava za cenu od 175 az 300 € i vigkeZi na jestli se ma
byt zmrazena v kryolah$#te (levrgjSi varianta), nebofipit jako jiz rostouci kultura. Obsahu
burgk v kryolahviice je 5000mg/ml. V ceénneni zahrnuta cena za dopravu, kter&en
presahnout i 40 €. To zalezi hlavma zemi, ze které se dovazi. [19] [20]

5.2. Bun ééna linie HEK-293

Bunécna linie HEK 293 je odvozena u embryonalnich duledviny ¢lovéka. Jejich
puvod neni ovSem Updnjisty. Nejsou vhodnym modelem pro studia chovanik, ale diky
jejich velmi snadné kultivaci a transfekci se stalpiotechnologiich Siroce pouZzivanou
bungénou linii. U kalcium fosfatové metody se éSpost transfekce blizi az 100%. VyuZivaji
se tedy hlavé ke studiim proteiih. Tato bugcna linie je adherentni. [21]

Cena této bufné linie je stejna jako u COS-7 kigné linie. [22]
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6. Prace v laborato fi

6.1. Uvod do prace v laborato

Pri préci v laboraté s burgcnymi liniemi je velmi dilezita sterilita prace a prdeti.
V oteweném prostoru se sitkami pracuje vyhradn v laminarnich boxech. Ty jednak
vytvér vzduchovou sinu pres kterou se nedostanou mikroorganismy a takéijfitezduch
uvnit boxu. BZn¢ pouzivané HEPA filtry dokazi odfiltrovat 99,97%stic o velikost 300 nm.
[23]. Nebezpai vniku mikroorganismu do boxu sgiwa hlavié pri vkladani laboratornich
pomicek a rukou pracovnika do boxu. VSechny vkladarritorni pomicky se ped
vloZzenim o boxu sterilizuji jednorazovym ubrouskar0% alkoholem. Pracovnici pouZzivaji
jednorazoveé laboratorni rukavice, které se takaligtgi pomoci ubrousku a alkoholu.fiP
pohybu rukama v boxu se nesnigjizdét nad otevenymi zkumavkami s bikami a ani nad
ni¢im jinym co gijde do kontaktu s hikami. To neplati jen praizné roztoky, ale i nappro
Spicky pipet. Spravné znazasmmi pipetovani, p kterém nehrozi kontaminace hiknje
znazorrno na obr.7. [24] [25]

Obr 7 - Znazornéni spravného zpisobu pipetovani, vlevo do kultiv&ni lahvi¢ky, vpravo do centrifugaéni
zkumavky [26]

Ukazkové rozlozenidei v laminarnim boxu zobrazuje obr. 8.

re Y

{ R
rd \

r
V4 Y/
/Uf /) /
- / avi

Dispozable
Pipeites

7 @ Reagents and Media
] A ‘Waste Liguid ;
; [ P Tube Rack S &
F o I =======ccc | Pipetior
N\
| 3% 0% — & ==j=== | ==x]==] | [ = ..._,...
| E:::::"I Coll Culture Flasks . I: E b i
A - o e———e_ .
'.\ Q\/ o~ —
- [

L bisl

™

~ { 3
\ Iy
/ asbe Container "/r ..."' _O_ JI;I"
P BN
.II -
Obr 8 - rozloZeni ¥ci v laminarnim boxu [27]
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| pti dasledném d&chto pravidel nmize ke kontaminaci bwk dojit. Odbornici
z dlouhodobymi zkuSenosti tvrdi, ze zviaziatatkem podzimu jsou liky nejnachylgjsi
k bakterialnim kontaminacim. Aby se riziko kontaate co nejvice sniZiloasto se
k bunkdm gidavaji antibiotika a antimykotika. Na druhou swartyto latky také mohou
infekci skryt, coz ovlivni vlastnosti b&k. Samotnéa antibiotika jsou navic také pde&z, ze
snizovani dinnosti rekterych transfeénich reagerit [24]
coz je zdlouhavy a dosti nejisty proces, nebo seao zlikviduji, sterilizuje se laborata
inkubator a zé&ne se pracovat s novymiidami. [24]

Kultivacni médium, zajituje buikdm vSechny poebné latky k mnozeni. Kulti¢ai
média se kupuji, nebo si jeitgi laboratée ctlaji samy. Jejich Zivotnost byva pemé
omezen, obvykle vyrobce garantuje jejich nezavamad nésic, proto s€astji kupuji jako
polotovary ze kterych sefipravuji. Do kultiva&nich médii se &n¢ pridava FBS (fetalni
boviné sérum). To zwa¢ urychluje proliferaci buék, ale zarové diky svému
nedefinovanému sloZeni neni vhodné ptkteré studie. Neni tedy, sté&jjako antibiotika a
antimykotika, vzdy sotasti kultiv&niho média. Dale se do kult&aiho média pdava L-
glutamin. [24]

Lahvicky s buikami se uchovavaji v inkubatorech. Ty zdjigci vhodné podminky
pro mnozeni bu¥k. Témi jsou teplota 37°C, atmosféra s 5% L®relativni vihkost 90%.
[24]

Burky v kulture rostou fiblizné exponencialétaz do doby, kdy se Zidodu kontaktni
inhibice z&ne burc¢na proliferace zpomalovat. Faze exponencialnihozegtuje jako log-
faze a za&inajici zpomalovani proliferace se ozog jako platd. Bikky se gstuji v log-fazi a
jeSe pred dosazeni platd se disociuji (hapomoci EDTA), ngedi a penesou do novych
kultivacnich nadob gerstvym médiem, kde mohou znovist exponenciakh To jak moc je
burgk v kultivaéni nadoks se utuje jako konfluence. Jeji hodnota se udava v prectn Ri
100% konfluenci biikky vytvoii souvislou vrstvu vzéjendnse dotykajicich butk a z&nou
zanikat v disledku absence signalnich drah. Mira konfluenceaurseje pouze odhadem,
pozorovanim bugk v kultivaéni lahvicce pod mikroskopem. [24] [25]

Je-li poteba buky presré spaitat, nechava se vzorek média obsahujigikigyrojet
praitokovym cytometrem pdp ¢itatem ¢astic, ktery spé&ita mnozstvi bukk ve vzorku. B
zjistovani uspsnosti trasfekce lze u adherentnich ékumechat zkumavku nackolika
mistech nasnimat f@s mikroskop a ugpnost transfekce zjistit jako peém Usp@EsSre
transfekovanych buk k celkovému pétu burek.

Pti centrifugami je vhodné pouzit protizavazi, ticentrifuze se naproti centrifuga
zkumavce s hitkami v kultivatnim médiu umisti jind centrifugai zkumavka se stejnym
mnozstvim vody. Tak se snizi zatizeni rotoru ckmyi a prodlouzi se Zivotnoskiptroje. |
kdyz je jiz mnoho modernich centrifug vybaveno gnteanym protizavazim, je j&8i tuto
zasadu dodrzet.

Pro odsavani médii od btknse pouziva peristalticka pumpa. Odsavanim sembdzu
piepipetovani média pipetou se sterilnickpu do libovolné kadinky a teprve s ni se médiu
odsaje peristaltickou pumpou do odpadu. Tim satzajostatena sterilita.

Ke skladovani butk se pouZzivaji bdi hlubokomrazici boxy, kde seitky uchovavaji
pii teplotach -80°C nebo se mrazi v parach kapalmlsdku. To je sice drazsi a néngjSi
zpasob mrazeni, ale aky takto vydrzi Zivotaschopné velmi dlouhou dol24][

Odpad vznikajici # praci, jako jsou plastové zkumavky neboc&gipipet se vhazuji
do specialnich nadob, jejichz obsah se likvidujspalovnach. Bla se to proto, Ze latky jako
jsou teba antibiotika by se mohli dostat deéirpdy a vytvdit nové, tmto antibiotikim
odolné kmeny bakterii.
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6.2. Vysv étleni vybranych pojm & a funkci latek

DMEM - nebo-li Dulbecco’'s Modified Eagle Medium. Totcdium je hlavni slozkou
kultivatniho média. Obsahuje hlayvaminokyseliny, vitaminy a anorganické soli. [28]

DMSO - nebo-li Dimethyl sulfoxide. Jedna se o latku pajisSeni preziti burgk pii jejich
zamrazovani. Zabiaje krystalizaci vody, takze By ani @i velmi nizkych teplotach
nepopraskaji. DMSO je pro bky pri béznych teplotach velmi toxické. Proto je nutnié p
zamrazovani buik je dat co nejtive mrazit a fi rozmrazovani zatté DMSO s bikami co
nejrychleji rozedit (nag. DMEM). [29]

FBS — je zkratka pro Fetalni Béviné Sérum. Toto sémenziska odstr&nim koagulani
faktori z plazmy, ktera pochazi z plodu skotu. Diky vysokéobsahu tstovych faktod a
naopak nizkému obsahu protilatek se toto sérdmmebpouziva jako satast kultiva&niho
média. [30]

L-glutamin — je jednou z 21 kédovanych aminokyselin. V k@#ivim médiu fisobi jako
hlavni zdroj energie pro kiky. OvSem jeho fidanim do kultivéniho média (DMEM), se
Zivotnost tohoto média ztwe zkrati. Proto se do médii L-glutamirigava az dodatmé

(ikdyz DMEM jiz malé mnozstvi L-glutaminu jiz obsajle). [31]

OptiMEM - je médium obsahujici snizené mnozstvi séra.iP@dse pi praci s kkterymi
transfeknimi reagenty. Neni-li k dispozici, Ize ho nahraitym DMEM. [32]

PBS — je zkratka pro phosphate buffered saline. Jstabilizani roztok obsahujici chlorid
sodny a fosforénan sodny, &dy dale obsahuje i chlorid draselny a fosto@n draselny.
Pouziva se k oplachovani kultirdch lahvtek obsahujicich hiky. [33]

Pellet — d& se z angfiiny prelozit jako sraZzenina. Vznikd po centrifugaci &kima drg
zkumavky. Je to okem viditelna hmota iteoa buikami. Nemusi byt ale vzdy patrna,
viditelnost zavisi na mnoZzstvi btk

Penicilin — jedna se o antibiotika fici bakterie z moZzny kontaminaci, které se kkaum
dostaly. Ridava se spolu s streptomycinem do kultividho média.

Resuspendace- v protokolech se uvadi vzdy resuspendovat pédlieh se mysli &kolikrat
opakované nasati a znovu napipetovani média veakte pipetou. To ma za nasledek, ze
bunky, které se srazily do pelletu, se znovu uvolrh¥ao média.

Streptomycin — jedna se o antimykotikum. Antimykotikaciémykdzy vyvolané houbanti
kvasinkami, které se k likam dostaly. Rdava se spolu s penicilinem do kultinégho média.

Supernanta — d& se z angfiiny prelozZit jako kal, coZz je dosti zav§eti vyznam.
V protokolech se uvadi vzdy jen odséat supernatitmz se mysli, Ze se po centrifugami
zkumavky odsaje horriiast roztoku ze zkumavky a necha se jen spéésti cca. 1 ml, které
obsahuje pellet.

Trypsin-EDTA — Trypsin slouzi k uvokni adherentnich bik ze sény kultivacni lahvicky.

EDTA je polyaminokarboxylova kyselina, ktera disgeibuiky a zabrauje jejich shlukovani.
[34]
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6.3 Seznam pot Febnych p Fistroj a

Laboratéd E220 na Ustavu biomedicinckého inZzenyrstvi je veoa timto pdebnym
piistrojovy vybavenim:

- centrifuga Hettich EBA 20 — max. rpm. 6000,

- centrifuga Hettich MIKRO 200 — max. rpm. 14000,

- trepaka GFL 3017,

- minittepaka IKA MS3,

- laminarni box BIOAIR Aura Mini,

- hlubokomrazici box — nastavitelna teplota az d6C85

- suchd lazg Grant BTD,

- vodni lazé Julabo ED-5,

- su$éarna Venticell 55 Standard

- inkubéator CO2cell 170 Standard,

- inkubétor Incucell 22 Comfort.
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7. Protokoly

Protokoly jsou pesré popsané postupy pro praci a manipulaci sstymi liniemi.

Nasleduji protokoly jsou psany podra@btak, aby i zaateinik bez pedchozich zkuSenosti
s praci na busgnych liniich v laboratt, byl schopen s hikami pracovat. festo je nutna
znalost informaci z podkapitol 6.1. a 6.2.

Dulezité je gipomenout, Ze kultiveni protokoly (7.1. a 7.2.) jsou optimalizovany pro

COS-7 bus¢nou linii, ktera je adherentni. Kultigai protokoly Ize i bez &tSich znén pouzit
i pro jiné bur¢né linie, ale v fipact Ze by tato butna linie nebyla adherentni, je peha
v nekterych bodech zcela zmit postup.

Pouzitou literaturou kapitoly je [35] [36] [37]

7.1. PFriprava bun ééné kultury

1.

Priprava 50 ml findlniho kultivaniho media obsahujici DMEM s 10% FBS, 1% L-

glutaminu a 1% penycilin-strepkomycinu, tj. Do 50 aentrifuga&ni zkumavky pidat

5 ml FBS, 0,5 ml L-glutaminu, 0,5 ml penicilin-gpleomycinu a 44 migistého
DMEM

Pomalu rozmrazit hiky ve vodni lazni, pokud suspenze s mraZzenymikami

obsahuje DSMO, je pt#ba po jejich rozmrazeni DSMO co nejrychlégdit (krok 5).
DSMO je totiZ pro biiky velmi toxické.

Oxistit zkumavky alkoholem

Pomoci pipety fenést biiky (1 ml) do 15 ml sterilni centrifugai zkumavky a fidat

10 ml¢istého DMEM zakatého na 37 °C

Provést centrifugami 900 ot/min po 3 minuty. Potg&rgami by na da zkumavky
mél byt (ale nemusi) patrny bany pellet.

Odsét supernantu (tj. nechat ve zkumavce asi bmbku na di zkumavky), pidat 1
ml ¢isttho DMEM zakatého na 37 °C a zkumavku jeérprotrepat

Vzniklou suspenzi pipetourpmistit do kultivéni lahvicky, doplnit 4 ml finalniho
kultivacniho média zatatym na 37 °C a s lahikou na lezato provést jemné krouzive
pohyby do osngky.

Bunky jeS€ v lahvicce zkontrolovat pod mikroskopem —iiky s kruhovymi tvary
jsou zivé (plati pro COS-7).

Lahvicku ozn&it a uloZit ji na 3 dny do inkubatoru.
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7.2. Pasazovani bun ék

w N

Bunky v lahvicce zkontrolovat pod mikroskopem — Zivénky jsou gichycené na
sttnach lahviky a maji neutity tvar rozplasklé chobotnice, mrtvéitky jsou volné a
kruhové (plati pro COS-7).

Odséat médium z lahtky s buikami za pomoci peristaltické pumpy.

Do lahviky s buikami pridat 5 ml PBS a pak ho odsat. Po-téat PBS je&t jednou

a znovu ho odsét. PBS slouzi k proplachnuti ki

Pridat do lahvtky s buikami 5 ml PBS a 5 ml trypsinu-EDTA. Trypsin-EDThoszZi

k uvolreéni burgk od stn lahvicky. Nechat tyto latky fisobit cca. 5 minut. Poklepat na
lahvicku z boku dlani k uvokini burek.

Bunky v lahvicce zkontrolovat pod mikroskopem — iy by neli byt vSechny
uvolréné od stny lahvicky a mohou mezi sebou navzajem vyatashluky. Tyto
shluky jsou tim men&iim déle fsobi trypsin-EDTA. V pokréovani v dalSi praci je
nutno aby biiky byly vSechny volné,ifppadré aby shluky byly co nejmensi. Pokud ne,
nechat PBS a trypsin-EDTAupobit déle nebo ho jeStrochu gidat.

Pridat 5 ml finalniho kultivéniho média zatatého na 37 °C. FBS, které finélni
kultivacni médium obsahuje, zastaviigobeni trypsinu-EDTA. Lahdku timto
médiem, proplachnout.

Prepipetovat bitky s finalnim kultiv&nim médiem do 15 ml centrifu@ai zkumavky.
Centrifugovat 900 ot/min po dobu 3 minut.

Odsat supernantu, za sagného zachovani béimého peletu v 1 ml média.

OResuspendovat pelet 15 opakovanymi naséati dakypipipety a zptnym

napipetovanim.

11.Zalozit dw nové kultiv&ni lahvicky obsahujici 5 ml findlniho kultivmiho média a

0,5 ml burtk z centrifugéni zkumavky.

12.Bunky jeSt v lahvicce zkontrolovat pod mikroskopem —iy s kruhovymi tvary

jsou zivé (plati pro COS-7).

13. Lahvi¢ky ozn&it a ulozit je na 3 dny do inkubatoru.
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7.3. Zamrazovani bun ék

whN e

Centrifugovat biiky 900 ot/min. po dobu 3 minut

Pripravit mrazici roztok: smichat 1 ml studeného FBE5 ml sterilniho DMSO

Po centrifugami odséat supernantu a resuspendovetig pellet v 3,5 ml studeného
DMEM

Pridat smés FBS+DMSO do média obsahujiciho nky. Smichat sk jemny
zatepanim zkumavkou nahoru dol

Rozclit bunky do 5 kryolahwiek, oznait zkumavky bugénym typem, pasaznim
¢islem, jménem a datem

Umistit zkumavky do svislé polohy ve stojanu mrazék 24 hodin i -80 °C. Pak je
prendat ke kapalného dusiku.

Aktualizovat seznam umisti zkumavky ve skladovaci kontejneru, beémy typ,
pasazntislo, atd.
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7.4. Transfekce fosfore énanem vapenatym

Postup:

1.

2.

Noohkow

8.
9.
10.
11.
12.
13.
14.

Zkontrolovat buiky pod mikroskopem. Mira konfluence kikinby méla nasledujici
den, tj. den provedeni transfekce, odpovidat 58084.

Napipetovat 10 ml média s tkami do 100 mm Petriho misky. Inkubovatiby pies
noc.

DalSi den rano nahradit 8 ml kultirdiho médiaierstvym kultiv&nim médiem.
Rozmrazit 0,03 ml 250 mM Cagh 0,5 ml 2xHEBS.

Do mikrozkumavky napipetovat 0,5 ml 2xHEBS a p&@qig DNA.

Na mikrozkumavku jemhipoklepat k promichani slozek.

Velmi pomalu po kapkachijat 30ul CaCh do mikrozkumavky obsahujici 2xHEBS
a DNA.

Na mikrozkumavku jemhipoklepat k promichani slozek.

Nechat mikrozkumavku odstat po 20 minkitgokojové teplot.

Pridat tuto transfesni snts pipetou po kapkach k tkam.

Pro promichani sloZek jeramaklarét Petriho misku. Nevit.

Inkubovat buiky 1 den.

Vymenit kultivacni médium za&erstvé.

Inkubovat buiky 1 az 2 dny.

Priprava roztoki:
CaCb 250 mM: 250 mM CaGl = 2,775 g ve 100ml $D
2xHEBS: 274 mM NacCl =1,6g ve 100 mj®i

40 mM Herpes 1,0 g ve 100 mi®i

12 mM Dextrose 0,2 g v 100 mp®

10 mM KCI = 0,074 g ve 100 ml,B

1,4 mM NaHPQ, =0,02 g ve 100 ml ¥ (pouzit bezvodou formu,
protoze je bez Rnaz)

Tyto roztoky uchovavatip-80°C

Pomeéry latek:
V tab. 2. jsou dopotiené pondry latek.

Tab 2 - pontry latek [27]

Miska Kultiva éni médium | 2xHEBS| 2,5mM CaCl, | DNA

24-jamkova miskal 0,5 ml 14 1,1ul 1,1ug
12-jamkova miska 1 mi 36l 2,1l 2,1ug
6-jamkové miska 2ml 8pl 51l 5,1ug
35 mm miska 2 mi 7l 4,3 ul 4,3ug
60 mm miska 5ml 186l 11 pl 11ug
100 mm miska 10 mi 500 30 ul 30 ug
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7.5. Transfekce Fugene 6

1. Priprava bunék den pi‘ed transfekci
- Zkontrolovat buiky pod mikroskopem. Mira konfluence kitnby méla nasledujici
den, tj. den provedeni transfekce, odpovidat 58084.
- Antibiotika sniZuji uspsnost transfekce.
- Napipetovat médium s Bkami do 6-jamkové misky. Do kazdé jamkyidat 2 ml
média, které obsahuje 100 000 az 300 000&kbuBdO 000 az 150 000 bek/ml).
Jamky oznéit podle Tab. 3.

2. Priprava komplexu

- Pripravit Sest mikrozkumavek — “eppendorfky* a ozihge podle Tab. 3.

- Vyndat Fugene 6 reagent z letky nebo mraziciho boxu a nechat horathna
pokojovou teplotu. Mezitim zkontrolovat ttky pod mikroskopem. Ujistit se, Ze
vypadaji zdra¥ a maji 50-80% konfluenci. Po-té vratitiiy do inkubatoru.

- Zahtat DMEM bez séra¢isté DMEM) na pokojovou teplotu. Napipetovat do
jednotlivych mikrozkumavekijslusné mnozstwistého DMEM podle Tab. 3.

- Jemr promichat Fugen 6 reagent lehkym proklepanim mebtiepanim narepace
po 1 s. Napipetovat do jednotlivych mikrozkumaveislpsné mnozstvi Fugene 6
podle Tab. 3. Fugene 6 se pipetuje zéldppipety gimo do média.

- lhned po pidani Fugene 6 do média, mikrozkumavku proklepdtonprotepat na
tiepace po 1 s, pro promichani slozek.

- Inkubovat pi pokojové teplat po dobu 5 minut.

- Pridat do jednotlivych mikrozkumaveKiglusné mnoZstvi DNA podle Tab.3.

- Mikrozkumavky proklepat nebo pi@pat nafepace po 1 s, pro promichani slozek.

- Inkubovat i pokojové teplot po dobu 15 minut. DelSi doba inkubace (az 60 minut
muze zvysit uspsSnost transfekce, to ale zavisi na typudsuog linie.

- Pokud je transfaini komplex v pisvitnych zkumavkach, @ze byt patrny jemny
zakal.

3. Pridani komplexu do burgk
- Vyndat buiky z inkubatoru.
- Po kapkach fidat 100 ul transfalniho komplexu do jamek v misce, které obsahuji
buiky. Jemg zatast s miskou pro promichani komplexu.
- Vratit bunky do inkubatoru

4. Inkubace burgk
- Pted nefenim genové exprese inkubovatiky 1 aZz 3 dny. Inkulimi doba zavisi na
typu reportérském genu v plazmidu. PokuigtriaSeny plazmid obsahuje selek
marker, nefidavat selekni antibiotika do prvniho potransfakiho pasazovani.

Tab 3 - doporuéené mnozstvi latek v 6-jamkové misce pro Fugene Bq]

(A) Bunééna kontrola | (B) Reagentova kontrolay  (C) DNA kontrola
Bez reagentu 6l reagentu Bez reagentu
Bez DNA Bez DNA 1lug DNA
100ul DMEM 94 ul DMEM 100 ul DMEM
(D) 3:1 pomer (E) 3:2 pomeér (F) 6:1 pomér
3 ul reagentu 3u reagentu qu reagentu
1 ug DNA 2ug DNA 1ug DNA
97 ul DMEM 97 ul DMEM 94 ul DMEM
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7.6. Transfekce Fugene HD

1. Priprava bunék den pi‘ed transfekci

Zkontrolovat buiky pod mikroskopem. Mira konfluence kikinby méla nasledujici
den, tj. den provedeni transfekce, odpovidat 58084.

Antibiotika snizuji uspsnost transfekce.

Napipetovat médium s blkami do 6-jamkové misky. Do kazdé jamkyidat 2 ml
média, které obsahuje 100 000 az 300 000&kbuBdO 000 az 150 000 bek/ml).

Jamky oznéit podle Tab. 4.

2. Priprava komplexu

Pripravit Sest mikrozkumavek — “eppendorfky* a ogihge podle Tab. 4.

Vyndat Fugene HD reagent z letky nebo mraziciho boxu a nechat haahna
pokojovou teplotu. Mezitim zkontrolovat fiky pod mikroskopem. Ujistit se, Ze
vypadaji zdra¥ a maji 50-80% konfluenci. Po-té vratititky do inkubatoru.

Zahrat OptiMEM na pokojovou teplotu. Napipetovat dorjetlivych mikrozkumavek
piislusné mnozstvi OptiMEM podle Tab. 4.

Pridat do jednotlivych mikrozkumavekiglusné mnozstvi DNA podle Tab.4.
Mikrozkumavky proklepat nebo piepat naiepace po 1 s, pro promichani slozek.
Jemr¢ promichat Fugen HD reagent lehkym proklepanim npbmfepanim na
tiepa&ce po 1 s. Napipetovat do jednotlivych mikrozkumaysislusné mnozstvi
Fugene HD podle Tab. 4. Fugene HD se pipetuje &\spipety gimo do média.
Ihned po pidani Fugene HD do média, mikrozkumavku proklepetianprotepat na
trepace po 1 s, pro promichani slozek.

Inkubovat pi pokojové teplat po dobu 0 az 20 minut.

3. Pridani komplexu do bungk

Vyndat buiky z inkubatoru.

Po kapkach fidat 100 ul komplexu do jamek v misce, které obgabuiky. Jemr
zafast s miskou pro promichani komplexu.

Vrétit bunky do inkubatoru

4. Inkubace bungk

Pred nEtifenim genoveé exprese inkubovatiky 1 az 3 dny. Inkulii doba zavisi na
typu reportérském genu v plazmidu. PokuigtriaSeny plazmid obsahuje selek
marker, nefidavat selek&ni antibiotika do prvniho potransi&iiho pasazovani.

Tab 4 - doporwéené mnozstvi latek v 6-jamkové misce pro Fugene HD

(A) Buné¢éna kontrola | (B) Reagentova kontrola  (C) DNA kontrola
Bez reagentu 6l reagentu Bez reagentu
Bez DNA Bez DNA 1ug DNA
100ul OptiMEM 94 ul OptiMEM 100l OptiMEM
(D) 6:2 pomer (E) 5:2 pomer (F) 4:2 pomér
6 ul reagentu qul reagentu 4l reagentu
2 ug DNA 2ug DNA 2ug DNA
94 ul OptiMEM 95 ul OptiMEM 96 ul OptiMEM
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7.7. ZjednoduSené protokoly pro Fugene

Fugene 6

1. Nechat pes nociist buiky v 6-jamkové misce
2. Pripravit transfekni komplex

o paooe

100ul cistého DMEM

Pridat 3 — 6ul Fugene 6 reagentu

Jemm protrepat

Inkubovat 5 minut p pokojoveé teplot

Pridat 1 — 2ug DNA

Jemm protrepat

Inkubovat 15 aZz 60 minutippokojové teplat

3. Prldat po kapkach transféki komplex k biikam
4. Inkubovat buky

Fugene HD

1. Nechat pes nociist buiky v 6-jamkové misce
2. Pripravit transfekni komplex

'“FD oo

100ul OptiMEM

Pridat 1 — 2ug DNA

Jemrg protrepat

Pridat 2 — 7ul Fugene HD reagentu
Jemrg protrepat

Inkubovat 0 az 20 minuti‘ppokojove teplat

3. Prldat po kapkach transféki komplex k biikam
4. Inkubovat buky

23



8. Analyza dat

Uspésnost transfekce

uT =12 [3g]
VB

kde:

UT — usgsSnost transfekce,

TB — paet transfekovanych beh,
VB — pctet vSech bugk.

Vybérova smérodatna odchylka

“Udava, jak se vpméru v daném statistickém souboru odchyluji hodnoydevané
proménné od aritmetického pméru souboru.” [38]

s:\/Ni_lzN:(xi —?()2 [38]

i=1

Toxické U¢inky transfek éniho reagentu

T= @ (1100 [39]
C

V =100-T [39]

kde:

B — celkovy pdet burgk v transfekovaném vzorku v débpasazovani,

C — celkovy poet burgk v kontrolnim vzorku (bez transf&kiho reagentu) v détpasazovani,
T — toxicita,

V — viabilita.
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9. Porovnani transfek €nich reagent U

Vyhodnoceni usgsnosti transfekce nebylo zpracovano prakticky agopé pouze o
reference.

Z&kladni vlastnosti porovnavanych transfeich reagerit shrnuje tab. 4. Jedna se o
pouze o obecné shrnuti jejich vilastnosti platnyahwtSinu burénych linii. V zavislosti na
pouzité bugicné linii mohou byt tyto vlastnostiizné.

Tab 5 - shrnuti vlastnosti porovnavanych transfeknich reagenti

Kalcium fosfat |[Fugene 6 Fugene HD
UspéSnost transfekcenizka stedni vysoka
Toxicita vysoka fizna fizna
Cena zanedbatelna | 438€zalm|l 515€zalml

Co se tye ceny Fugene transfakich reagerit, neni na Skoduipmomenout, Ze i
transfekcich se pouZzivajadow ul transfekniho reagentu. 1 ml transi@kho reagentu tak
vydrZi i rekolik stovek transfekci.

Déle je na obr. 9. znazammo porovnani dalSich transfelich reagerit na bugénych
liniich Hela, MCF7 a HDFC. Zkratky oztdaji jména transfetnich reagerit a jsou dale
uvedeny i pouzité poény reagent:DNA. Zkratky jsou:

EV1-3: Eskort V (Sigma, UK) 1:1, 1:2, 1:3,
TF1-2: TransFast (Promega, UK) 1:1, 1:2,
FG1-3: Fugene HD (Roche, UK) 3:2,5:2, 7:2,
SF1-2: Superfect (Qiagen, UK) 1:2, 1:5.

MCF7 Hela

HDFC

MCF? licLa

HDFC

Obr 9 - srovnani dalSich transfeknich reagenti [40]
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9.1. Doporu éeni pro COS-7 bun éénou linii

Pro COS-7 busnou linii je tab. 4. platna. Nejvhodsi se zda byt Fugene HD
transfekni reagent. Vyrobce kému poskytuje vysledky, kterych dosahiimo na COS-7
burg¢né linii viz. obr. 10. V grafu je Luc RLUs tdma mie Usgsre transfekovanych buik
a WST znai metabolickou aktivitu busk. Z toho vyplyva, Ze nejlepSi p@mtransfekniho
reagentu k mnozstvi DNA je 5:2. DalSimi zajimavymoiméry jsou 6:2, 7:2 a 4:2. V jinych
piipadech je usgnost transfekce nedost&iéd nebo se na COS-7 itkéch FiliS projevi
toxické &inky Fugene HD, na které je COS-7 pone citliva na rozdil od jinych buinych
linii. [35]

B L uc RLUS 24 howrs pl. B Luc RLUS 48 hours pt WST-1 24 hours pl. —&— WST-1 48 hours p L.
7.0E«06 3.0

6.0E+06

5.0E+06
20

4.0E406
“ 1.5

3.0E+06
- 1.0

2.0E+06 B L o HaA A

1.0E+06 [l i : ﬂ 05
0.0E+00 0.0

S
o

2.5

Luc RLUs
WST-1 OD 650- 440 nm

10ul
Gul
4ul
6ul
4ul
2ul

=
=

Gul

E]
-

2ul
Bul
4 ul
2ul
6 ul
4ul
2ul

=1
-

2ul
10ul
10ul
10ul
10 ul
Bul
2ul
10ul
Gul
4 ul
2ul
10ul
Gul
4ul
2ul
10ul
dul
2ul
10ul
2ul
10ul

=
©

Untransfected

T2 (ASAP) T2 (15 min} 6:2 (ASAP) 6:2 (15 min) 5:2 (ASAP) 5:2 (15 min) 4:2 (ASAP)Y 4:2 (15 min) 3.2 (ASAP) 3:2 (15 min)

Obr 10 - Analyza sw¥télkovaci exprese u COS-7 butk transfekovanych Fugene HD [25]

9.2. Doporu éeni pro HEK-293 bun éénou linii

Pro HEK-293 bu&tnou linii je tab. 4. neplatna. Jak jiz bylo zr#o,
charakteristickou vlastnosti HEK-293 k&ina linie je, Ze dosahuje velmi vysoké &&mposti
transfekce P pouziti jakéhokoliv BZného transfelniho reagentu. Nejvhodj$i se proto zda
byt pouziti kalcium fosfatové metody. [21]

26



10. Zaveér

Tato prace se ziodu nedostupnosti jakékoli b&imé linie pro pokusy odchylila od
puvodniho zadani, protoZze samotné transfekce nebygyapEny prakticky. Nicmén prace
obsahuje podrobné postupy jak transfekci provéstitzieji uspSnost a optimalizovat tak
postup. Jsou zpracovany postupy pro kalcium fogtatometodu, Fugene 6 transtek
reagent a Fugene HD transfakreagent.

Duvod pouziti COS-7 buwEné linie je, Ze pokud se transfekuje vektor obdahuj
SV40 promotor, je v COS-7 Blkach replikovan coz mnohem zvysi expraginmeseného genu.
V préaci se dale objevuji informace o HEK-293 btne linii, kterd plati jako zalozni b&&na
linie za COS-7.

Z teoretickych vysledk vyplyva, Ze pokud je proipnos cizorodé DNA pouZit vektor,
ktery obsahuje promotor SV40 viru, je nejvhedh pouzit COS-7 busnou linii
s transfeknim reagentem Fugene HD. Pokud se berou v Gvahmekjeho &innosti i
transfekci i jeho toxickédinky, je nejlepSi porr 5 ul Fugene HD reagentu kiizy DNA.

Neni-li k prenosu cizorodé DNA vektor, ktery obsahuje promo&Wv40 viru
k dispozici, je nejvhodsi pouzit HEK-293 bunou linii s vyuzitim kalcium fosfatoveé
metody. Stale je ale mozno pouzit COS-7daou linii s vyuzitim Fugene HD.
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12. Seznam zkratek

cDNA
COS-7
DNA
DMEM
DMSO
EDTA
FBS
GFP
HEK-293
OptiMEM
PBS
SV40

— kruznicova deoxiribonukleonova kyselina
— fivodem opti buiky nesouci SV40

— deoxiribonukleonové kyselina

— Dulbecco's Modified Eagle Medium

— dimethyl sulfoxid

— polyaminokarboxylova kyselina

— fetalni béviné sérum

— zeleny fluoresceémi protein

— mivodem lidské embryonalni bly z ledviny
— Opti-Minimum Essential Medium

— pufr fosfatovych soli

— opdi virus 40
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