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ABSTRAKT

Efektivni produkci rekombinantnich proteinti (r-protein) pfedchazi testovani jejich exprese
v malém objemu. Priace byla proto zaméfena na optimalizaci exprese r-proteinti ve
12-jamkovych deskéach. Optimalizace desek zahrnovala testovani vhodné rychlosti tfepani,
produkéniho a transfekéniho objemu. Srovndvala jsem stdvajici testovaci nadoby, 50 ml
centrifugacni tuby, s nove testovanymi deskami jako moznou nadhradou za nevyhovujici tuby.
Dal$im sledovanym parametrem bylo porovnat nové testované desky s vyrobnimi
Ctythrannymi ldhvemi s cilem, aby exprese r-proteinu v deskdch co nejvice odpovidala
expresi v lahvich. Byl sledovén vliv CO, na pocet zivych bungk, jejich viabilitu, relativni
¢etnost bun¢k pozitivnich na GFP v rliznych kultiva¢nich naddobéach (desky, tuby, lahve) a
doplitkové také pH netransfekované bunééné kultury HEK 293 v pribéhu ¢tytdenni kultivace.

Na zdklad¢ vysledkl a jejich statistického zpracovéani byly stanoveny pro 12-jamkové desky
optimalni otacky 230 rpm a jako vhodny produkéni a transfekéni objem byl uréen 2 a 0,5 ml.
Po vyhodnoceni proménnych a srovnani kultivaci v jednotlivych nddobach, bylo mozné tuby
nahradit deskami. Statisticky byl prokazan vyznamny vliv CO, na pocet bunék, jejich
viabilitu, relativni Cetnost bun¢k pozitivnich na GFP a pH bunécéné kultury HEK 293
v kultivacnich nadobach. Nejsilnéjsi exprese r-proteinu bylo dosazeno v prosttedi s CO,.
Vysledky této prace umoziuji aplikovat 12-jamkové kultivacni desky pro testovani exprese
r-proteinu v malém objemu v prostredi s CO,. Na zaklad¢ zjisténych udaji mize exprese
r-proteinu probihajici v deskdch v prostfedi s CO, napodobit expresi ve vyrobni lahvi bez
ptitomnosti CO,.

KLICOVA SLOVA

12-jamkové desky, CO,, HEK293, transientni transfekce, rekombinantni protein



ABSTRACT

Efficient production of the recombinant proteins (r-proteins) must be based on previous
testing of an expression of a small amount of the r-proteins. This work focuses on optimizing
the expression of the r-proteins in 12-well plates. It includes testing of an appropriate speed of
shaking, production and transfection volume. It compares all the current testing vessels
(it compares a 50-ml centrifugation tube to new tested plates that can substitute the unsuitable
tubes). It also compares these new tested plates to production square bottles in order to
compare the r-protein expression in the plates to the r-protein expression in the bottles.
It monitors effects of carbon dioxide on a number of vital cells, their viability, a relative
frequency of positive cells on GFP in various cultivation vessels (plates, tubes, bottles),
and pH of HEK 293 cellular cultivation during the 4-day cultivation process as well.

On the basis of the results and statistical processing of the results, we have set the optimal
agitation speed of 230 rpm for the 12-well plates. We have also set the appropriate production
and transfection volume of 2 and 0.5 ml for the 12-well plates. In order to evaluate variables
and compare cultivations in all the vessels, the tubes could be substituted by the plates. There
is a statistically significant impact of carbon dioxide on the number of cells, their variability,
relative frequency of cells (positive on GFP) and pH of the cellular HEK 293 cultivation in
the cultivation vessels. There is the strongest r-protein expression in carbon dioxide
conditions.

The results of this work allow to employ the 12-well plates when we aim to test the
expression of the r-proteins in a small amount and in carbon dioxide conditions. On the basis
of the findings, the expression of the r-proteins in the 12-well plates and carbon dioxide
conditions can substitute the expression of the r-proteins in the production bottle and in
carbon dioxide free conditions.

KEYWORDS

12-well plates, CO, HEK293, transient transfection, recombinant protein
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1. UVOD

Prvnim rekombinantnim proteinem (r-protein) pfipravenym pomoci bakteridlnich bunék
E.coli byl lidsky inzulin. Ten byl poprvé naexprimovan v roce 1982 v americké farmaceutické
spole¢nosti Eli Lilly & Co. Jde o prvni r-protein s 1é¢ivym uc¢inkem, ktery nese obchodni
nazev Humulin a byl Gspésné vyuzivan pro 1écbu lidského diabetu. V soucasné dobé je vsak
60 az 70% ze vSech rekombinantnich proteinovych 1é¢iv vyrabéno v savcich buiikach. V roce
1986 byl jednim z prvnich rekombinantnich proteinii vyrobenych pravé v savcich bunkach
aktivator lidského tkanového plazminogenu aktivaza tPA. Mnoho r-proteinli je vyrabéno
prostiednictvim imortalizovanych vaje¢niku ¢inského kiecka (CHO). Dalsi Siroce vyuZivanou
sav¢i bunécnou linif jsou lidské embryondlni ledvinné buiiky (HEK). Rekombinantni proteiny
jsou vyznamné predevsim jako 1é¢iva samotnd nebo jako jejich slozka [1, 2].

Se zvySujicim se zdjmem trhu o $ir$i nabidku rekombinantnich proteinli rostou i pozadavky
na jejich vyrobu v laboratofi. Aby bylo docileno co nejefektivnéjsi vyroby riznych druhti
r-proteinlt ve velkém objemu, je potieba zabezpecit spravné podminky pro otestovani
jednotlivych r-proteinii v malém objemu. Pro laboratorni vyrobu jsou casto jako kultivacni
nadoby pouzivané cCtythranné sklenéné ldhve o objemu 1-3 litri nebo bioreaktory. Pro
testovani exprese r-proteinu v malém objemu jsou pouzivané napiiklad 50 ml centrifugacni
tuby ¢i kultivacni desky nabizejici rizné kultiva¢ni objemy od 100 ul do 5 ml [2].

Testovani v malém objemu je nezbytnou soucasti vyrobniho procesu. V soucasné dob¢ je
v nasi laboratofi testovani exprese r-proteini provadéno v 50 ml centrifugac¢nich tubach.
Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi testovanych variant stale roste, je potfeba najit vhodnéjsi
testovaci nadoby jako jejich moznou nahradu.

Ve své diplomové praci jsem se vénovala vyuziti 12-jamkovych kultiva¢nich desek ur¢enych
pro tkanové kultury k testovani produkce rekombinantniho proteinu (r-protein). Desky s
dvanacti jamkami byly testovany, protoZe nabizi, snadnou manipulaci, mensi objem a vétsi
pocet variant k testovani. Na dvé tuby ptipadd jeden test exprese r-proteinu v duplikatu,
kdezto na jednu 12-jamkovou desku ptipada Sest testli exprese r-proteinu v duplikatu. Exprese
r-proteinu byla dosazena prostiednictvim metody transientni transfekce. Jako hostitelska
bunécna linie byla pouzita linie izolovana z lidskych embryonalnich ledvinnych bun¢k (HEK
293). Aby bylo dosazeno pozadovaného cile, tedy ziskat produkt ve velkém objemu, zamétila
jsem na optimalizaci rychlosti ota¢ek behem tfepani téchto desek na tfepacce, vhodnych
objemu pro expresi r-proteinll a porovnani exprese r-proteinu v inkubatoru s CO; a bez COa.
Srovnavala jsem expresi r-proteinu ve 12-jamkovych kultiva¢nich deskach s tubami a s
vyrobnimi ¢tythrannymi ldhvemi. Zaroven byl kladen diraz na to, aby vyslednd exprese
r-proteinu odpovidala expresi r-proteinu ve vyrobnich ¢tythrannych ldhvich, a zajistila tak
reprodukovatelnost vysledkd.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Savéi hostitelské bunécné linie

Mezi nejcastéji volené saveéi produkéni bunééné linie pouzivané pro expresi r-proteinu patii:
CHO (chinese hamster ovary) pochazejici z vajecniku ¢inského kiecka, HEK 293 (human
embryonic kidney) izolovdna z embryondlnich ledvin ¢lovéka ¢i NSO (derived mouse
myeloma) odvozena z my$iho myelomu. Bunécéna linie CHO byla jedna zprvnich
izolovanych sav¢ich bunéénych linii viibec. V roce 1980 byly butiky CHO jako prvni stabilné
transfekovany nevirovym genem. Tato linie je zkouména mnohem delsi dobu, neZ naptiklad
bunécnd linie HEK 293 nebo NS0. Coz miiZze byt hlavnim divodem volby CHO bunék jako
hostitelské linie pro produkci r-proteinu v praxi. I pfesto vSak doposud nashromazdénd data
z experiment s CHO linii nepotvrzuji jeji SirSi aplikovatelnost na pozadavky vyroby r-
proteinu. Navic, protoze bunécné linie CHO pochazi z hlodavcei, neumoziuje zcela spravné
posttransla¢ni modifikace, jako bun&tna linie HEK 293 (Obrdazek 1). 1 kdyZ byly bunécné
linfe CHO geneticky upraveny pro zajisténi spravné glykosylace r-proteind, v nékterych
piipadech dochazi béhem glykosylace r-proteinu k tvorbé kyseliny N-glykolyl-neuraminove,
ktera se v lidském téle nevyskytuje. Takto upravend glykosylace miize vést ke zvySené
imunologické aktivité r-proteinu a v pripad¢ podani Cloveéku jako terapeutikum, je vysoka
pravdépodobnost vzniku alergické reakce [3, 4].

Kreéek Clovék
Kvasinky Transgenni Transgenni Lidsky
rostliny zvirata, CHO bunky glykoprotein
Peptid @ Galaktoza . Manoza A N-glykolyl-neuraminova kyselina

@ Xyloza 0 Fukoza [ N-acetylglukosamin A N-acetyl-neuraminova kyselina

Obrazek 1: Posttranslacni modifikace v riiznych expresnich systémech. Zdroj: HumanZyme,
Inc.
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Nutno podotknout, ze pokud je vyrabény r-protein uréeny pouze pro vyzkumné tcely, nejsou
na postranslaéni Gpravy proteinu kladeny tak vysoké naroky. Navic jsou CHO burnky relativné
jednoduse kultivovatelné nez buiky HEK 293. Lze je tak vyuzit k produkci r-proteini, které
se nedati vyrobit v linii HEK 293.

Dalsi pomérné ¢asto vyuzivanou bunéénou linii pro produkci r-proteinu je bunéc¢na linie NSO,
kterd je odvozena od mysiho myelomu. Tato linie, jak napovida nézev, neni lidského ptivodu
jako linie HEK 293. I tady vSak nastdvd problém se spravnymi posttranslacnimi
modifikacemi. Nicméné, pokud neni vyrobeny r-protein urcen pro terapeutické ucely, ale pro
pouze pro vyzkumné ucely, neni potieba zabezpecit co nejpiesnéjsi posttranslaéni modifikace.
Bunééna linii HEK 293 je oblibenou sav¢i linii nejen pro svij relativné snadny rust, ale také
proto, Ze dokaze spravné poskladat fetézce r-proteinu (folding). Vysledny r-protein ma tak
optimélni 3D strukturu. Z divodu, Ze vétSina proteinii nachazejicich se v lidském téle je
fazena mezi glykoproteiny je nejcastéjsi postranslacni modifikace glykosylace a bunééna linie
HEK 293 ma tuto schopnost. Produkce r-proteinu v butikdich HEK snizuje imunologickou
aktivitu a naopak zvySuje farmaceutickou ucinnost a tim atraktivitu finalniho produktu.
Nezanedbatelné nejsou ani vytézky vyprodukovaného r-proteinu prostiednictvim HEK 293
linie. Oproti CHO linii jsou vice jak dvojnasobné vyssi a pohybuji se v mg/L [4, 5].

2.1.1 Bunécéna linie HEK 293

Tato linie byla poprvé izolovana z embryondlnich ledvin v roce 1970 dr. Alexem Van der Eb
v nizozemském Leidnu. Vétsina bunék odvozenych z tkani ledvin jsou endotelialni, epitelialni
nebo fibroblasty. I pfesto probihaji mezi nezdvislymi vyzkumnymi pracovniky diskuze, ze
buiikky mohou byt neuronového pivodu. K tomuto se piriklani i samotny dr. Van der Eb. Toto
podezieni vzniklo z diivodu pfitomnosti mRNA a genovych produktli v této liniim, které se
jinak obvykle vyskytuji v neuronech.

O sedm let pozdé&ji, v roce 1977 byla bunééna linie HEK 293 upravena pomoci transformace
adenovirem 5 skupinou védci pod vedenim Franca Grahame na McMaster université v
Kanad¢é. Pomoci rekombinantnich technik byl do jejich genomu zaclenén gen viru Epstein-
Barr (Epstein-Barr virus nuclear antigen-1), ktery usnadiiuje ptenos plazmidu do dcefinych
bunek. Vneseny plazmid je tak pfenesen do obou dcetinych bunék béhem bunécného délent,
coz zvySuje expresi proteinu (Obrazek 2).

Sav¢i bunky typu HEK 293 se tak staly vyhleddvanym systémem pro produkci r-proteind,
protoze maji shodny proteosynteticky aparat a posstranslacni modifikace jako lidské buriky.
To znamend, Ze kvalita a G¢innost proteinu mize byt ve srovnani s jinymi hostiteli, jako jsou
bakterie, kvasinky a rostliny 1épe exprimovana v sav¢ich bunkéch [5, 6, 7].
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Obrazek 2: Bunécnd suspenze HEK 293 obarvena trypanovou modri. Zdroj: BioVendor-
Laboratorni medicina a.s.

2.2 Kultivace HEK 293 bunék v bezsérovych podminkach v chemicky
definovanych mediich

Potfeba minimalizovat sniZzeni ZivociSné slozky (zivocisné sérum) obsazené v médiich pro
kultivaci v sav¢ich bunék stale stoupa. Jednim z diivodu je riziko, které spo¢iva v manipulaci
s biologickym materidlem, dale snadné&jsi zpracovani koneéného produktu a niz$i naklady na
kultivaci bun¢k. Touto eliminaci Zivoc¢isného séra tak vzrostl zdjem o proteinové hydrolyzaty,
jako naptiklad pepton, ktery je nyni nepostradatelny pro vétSinu chemicky definovanych
medii. Vzhledem ke zvySenému zdjmu existuje v soucasnosti na trhu nékolik variant,
které jsou specialné vyrobena pro transientni transfekci s konkrétni buné¢énou linii. Takovymi
médii jsou naptiklad CDM4 HEK ¢i FreeStyle 293 medium, které je urené pro kultivaci
bun¢k 293 HEK (human embryonic kidney)

V ptipad¢ transientni transfekce s vyuzitim transfekcniho reagentu polyethyleniminu (PEI) je
mozna nadhrada zivoc¢isného séra za proteinové hydrolyzaty. V nékterych piipadech vsak
zivoCiSné sérum nelze nahradit. Ptikladem mGze byt transientni transfekce
kalcium-fosfatovou metodou, kde je pfitomnost séra nezbytna. Role séra v ni zatim neni zcela
jasnd. Predpoklada se, ze ma nejspiSe ochrannou funkci bunééné membrany bunek vstupujici
do transfekce. I presto 1ze sérum nahradit riznymi riistovymi faktory ¢i hormony pro spravny
rust bunék [3, 8].
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2.3  Produkce r-proteinu

Muzeme fici, ze zasluhou prace Fredericka Bantinga a Charlese Besova, ktefi v roce 1921
extrahovali hormon insulin ze slinivky psa za ucelem 1é¢by lidského diabetu, byly polozeny
zaklady myslenky 1é¢by lidi prostfednictvim ciziho organismu. V tehdejsi dobé jesté nebyla
znama struktura dvousroubovice DNA, jejiz strukturu jako prvni na svété identifikovali o 32
let pozdéji James Watson a Francis Crick. Tato skute¢nost vyznamné pfispéla k objevu
pfenosu cizorodé DNA do prokaryotické buriky (bakterie) a nasledné expresi r-proteinu
obsahujici cizorodou DNA. Tento proces je oznacovan jako transformace. Transformace je
jedna ze Siroce vyuzivanych metod pro produkci pozadovaného r-proteinu [9].

Jednou z moznosti, jak vyrobit r-protein, tak aby byl témét identicky s pivodnim lidskym
proteinem, je metoda transfekce. Tato metoda spociva v praveni cizorodé DNA do sav¢ich
buné¢k, které jsou schopny spravné poskladat protein (posttranslaéni modifikace proteinu).

vvvvvv

wewr

nez v bakteridlnich burikach, ale zato je vyrobeny r-protein mnohem kvalitnéj$i nez r-protein
pochézejici z bakterii a stava se tak zajimaveéjsi pro trh [10, 11].

2.3.1 Transientni transfekce

Podstata transientni transfekce spociva v pienosu genetického materidlu do eukaryotickych
bun¢k jako hostitele pomoci transfekéniho Ccinidla. Genetickym materidlem mulze byt
naptiklad DNA ¢i dvouvlaknova RNA. Po vloZeni DNA do buiiky zajisti jeji proteosynteticky
mechanismus expresi proteind [11]

RozliSujeme mechanické a nemechanické metody transfekce. Nejzndméjsi mechanicka
metoda: elektroporace, spociva v pienosu zdjmové DNA do buiky prostfednictvim
elektrického impulsu. Casto vyuZivané nemechanické metody jako naptiklad lipofekcee,
kalcium-fosfatova precipitace ¢i polyfekce. jsou zalozené na principu pouziti transfekéniho
Cinidla, které zajisti prenos DNA do hostitelské buriky. Bézné se vyuziva nizkondkladové
transfekéni ¢inidlo PEI (polyethylenimin), které sebou nese nékolik vyhod. Ty jsou blize
specifikovany v kapitole 1.1.2.

Hlavni vyhodou transientni transfekce je rychlost jakou je protein exprimovan do prostredi.
Jiz béhem 4-10 dnt je Gspé$nd produkce proteinu ukoncena [12].

2.3.1.1 PEI

PEI (polyethylenimin) je kationtovy polymer, ktery miZze dosahovat velikosti od 2 do 800
kDa, pfi¢emz vyuzivané velikosti pro pfenos genu jsou od 22-45 kDa. Existuje ve dvou
formach, podle toho jak je uspofaddn jeho fetéz a to bud linearné nebo rozvétvene.
Rozvétvené PEI ma vyssi transfekéni ucinnost nez linearni PEI, avSak na Ukor své vysoké
toxicity. Proto je 25 kDa linedrni PEI castéji pouzivané pro pienos genu do buriky nez
rozvétvené PEL
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Tento transfekéni reagent je vysoce ucinny zejména v chemicky definovanych mediich, kde
jsou proteinové hydrolyzaty pouzity jako ndhrada za zivocisné sérum. Z toho diivodu je PEI
vhodnym kandidatem pro transientni produkci r-proteinu v mediich bez ptitomnosti séra.

V sériich védeckych praci, kde byl PEI tuspésné pouzit pro transfekci v HEK, NSO ¢i CHO
buiikach se mnozstvi vyprodukovaného r-proteinu za vyuziti tohoto ¢inidla pohybuje fadoveé v
mg/L. Nejnovéjsi ¢lanky dokumentuji transfekce s pouzitim PEI v hmyzich buiikach SF9
v nevirovych podminkach [13].

2.3.1.2 Polyfekce

Transfekéni metoda umoziujici expresi r-proteinti za vyuziti transfekéniho cinidla
polyethyleniminu (PEI). Princip metody spoc¢ivd ve schopnosti transfekéniho ¢inidla PEI
tvotit kladné komplexy se zaporné nabitou DNA. Tento komplex DNA:PEI mtZe vstoupit do
buiiky pfes zaporné nabity povrch membrany, pomoci endocytdzy. V prostiedi cytosolu, je
tento komplex prezentovan jako endozom. Princip jakym je DNA bez poskozeni uvolnéna z
endozomu neni zcela objasnén. Jedna z teorii uvadi, Ze do endozomu, ktery je kyselejsi nez
cytosol, vstupuji diky vodikové pumpé pohanénou ATP, protony z cytosolu. Vlivem
osmotického tlaku endozom praskne a nukleové kyseliny se tak uvolni do cytosolu. Poté je
DNA prenesena do jadra buiiky, kde je syntetizovana mRNA. V cytosolu nasleduje tvorba
r-proteinu z mRNA (Obrdzek 3) [3, 11, 12].

DNA — E komplex PEIl + DNA
= N _ D
s D——> @ Vstup komplexu
PEl o to pfes membranu
i — r—— e

Obrazek 3: Schéma polyfekce. Kationtovy polymer PEI tvorici kladné nabité komplexy se
zdporné nabitou DNA. Vytvoreny komplex PEI + DNA vstupujici prostiednictvim endocytozy
jako endozom dovnitr bunky. Nasledné uvolneni DNA a jeji vstup do jadra. Zdroj:
www.virtual-lab.or.kr
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2.4 Transientni produkce r-proteinu v riznych kultivaénich nadobach

Riazné kultivacni nadoby pouzivané pro produkci r-proteinu poskytuji rdzné kultivacni
podminky. At uz svym tvarem dna, objemem ¢i materidlem z jakého jsou nadoby vyrobeny.
Hlavnim sledovanym parametrem byva piedev§im objem a rychlost tfepani, které jsou
specifické pro danou nadobu. Mezi oblibené kultivacni nadoby patii sklenéné ctythranné
lahve, které jsou nejcastéji vyuzivané pro velkoobjemové produkce. Ke kultivaénim nddobam
uréenym naopak pro maloobjemové testovani produkce fadime 50 ml centrifugaéni tuby c¢i
kultiva¢ni desky, které nabizeji rozséhlé deskové uspotadani [3, 15].

2.4.1 Vyrobni ¢tyFhranné lihve

V praxi probiha produkce r-proteinu nejcastéji ve vyrobnich ctythrannych lahvich (lahve).
Objem pouzivané vyrobni ldhve je jeden litr, pficemz maximdalni objem kultivované suspenze
je 400 ml. Vyrobni ldhve jsou idedlni nddobou pro produkei r-proteinu. Navic jsou sklenéné,
Ize je tedy autoklavovat, ¢imz se snizuji ndklady na vyrobu.

Je samoziejmosti, Ze produkci r-proteinu ve vyrobnich ldhvich pfedchazi laboratorni
testovani, které je provadéno v malych objemech [3, 15].

2.4.2 Testovaci nadoby

A%

K nejbéznéjsim testovacim nadobam patii kultivaéni desky a tuby. Aktudlni nabidka
plastovych nadob pro tkanové kultury je Siroka. Od 6-jamkovych az po 96-jamkové kultivacni
desky (podle zddaného objemu kultivace). Mezi oblibené kultivacni nadoby pro testovani
patii také tuby o objemu 50 ml. Tuby mohou byt s vestavénym filtrem, nebo bez filtru.

Idealni podminky pro testovani v malych objemech (desky, tuby) jsou takové, které zabezpeci
srovnatelné vysledky v produkei r-proteinu s vyrobnimi objemy (Etythranné 1ahve).

Cilem je dosazeni stejnych podminek, jak v testovacich nddobach (desky, tuby), tak i ve
¢tythrannych ldhvich uré¢enych pro néslednou vyrobu [3, 15].

2.5 Transientni produkce r-proteinu v inkubatoru s/bez CO,

Na metabolické procesy (syntéza pyrymidint, purinii a mastnych kyselin) a pfeziti organismu
maji hodnoty pH zcela zasadni vliv. Posuny pH vyznamné ovliviiuji strukturu a reaktivitu
biomolekul, ddle méni rozloZeni iontd na membrané ¢i rozpustnost iontl a jejich sloucenin v
télesnych kompartmentech. Udrzovani spravné hodnoty pH je zabezpeCovano koncentraci
COg, ktery je produktem metabolizmu tkdni, na H,COj;. Majoritni mnozstvi CO; je v lidské
tkani pfeméiovano na H,CO;, ktera disociuje na H™ + HCO;5". Disledkem piemény je
produkce H', tedy kyseliny, ktera musi byt pufrovdna hemoglobinem a bilkovinami (Obrdzek
4). Z toho vyplyva, Ze pro spravné pH (7,2-7,4), rist a metabolismus vétSiny savéich
bunécénych linii plati, Ze ptitomnost CO, je béhem kultivace bun¢k nezbytna. Fyziologické
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mnozstvi CO, dilezité pro spravnou acidobazickou rovnovahu tkani je 40 mm Hg stupnice
(rtutové stupnice). Tato hodnota odpovidda 5% CO,, coz je asi 25ml/L CO,. Proto jsou
inkubatory urcené pro kultivaci bunék ptevazné vybavené monitoringem CO; v koncentraci
5%.

Existuji media, kterd svym slozenim umoziiuji kultivaci bun¢k v inkubétoru bez CO,. Jednou
takovou slozkou média miize byt HEPES, ktery udrzuje hodnoty pH ve spravném rozmezi.
Potfeba kultivace jednotlivych bunéénych linii v inkubdtoru s/bez CO, je individudlni.
Nékterym bunéénym liniim vyhovuji media obohacena slozkami pfispivajicimi ke spravné
acidobazické rovnovaze a jinym zase naopak vyhovuje kultivace v inkubétoru s CO, [16, 17,
18].

Rozpustény
CO2
Periferni
bufiky A
Hb Vazba proteint
CO; — Hb-CO;

€0y — COy —§ C-DZ Hb
\ H* — Hb-H*
A A
CO, | Chemicky
\HC‘.03" HCO5 upravovan

Obrazek 4: Rozdeéleni spotieby CO; v lidském téle. CO; metabolizovano tkanemi na periférii
burnky je z 10% rozpusténo, z 30% je vyuzito k vazbam proteinii a z majoritni casti 60% je
disociovano a poté chemicky upravovano. Zdroj:-www.emaze.com

2.6 Detekce r-proteinii

Spole¢nym krokem mnoha detek¢énich metod r-proteinli byva predevsim gelova elektroforéza
na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Jednotlivé metody se lisi bud’to ve zpracovani
vzorku pted elektroforézou nebo konecnou detekci r-proteinu z polyakrylamidového gelu.

Mezi rutinni operace vedouci k detekci r-proteinii patii naptiklad Western blot, kde je
z polyakrylamidového gelu r-protein ptenesen na celulézovou membranu, kterd je inkubovéna
spolu s protilatkou specifickou pro pozadovany r-protein. Dal$i moZznosti je obarveni
vysledného gelu barvou (naptfiklad briliantovou modii) barvici proteiny. Vzorek pted
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elektroforézou se nejCastéji zpracovava za denatura¢nich ¢i nativnich podminek. Jednou
z dal§ich variant, jak lze vzorek supernatantu r-proteinu oSetfit je inkubace s Ni-NTA
Agarozou. Ta je blize specifikovana v kapitole 2.6.1. [19]

2.6.1 Ni-NTA Agaroza

Ni-NTA Agardza je afinitni chromatografickd matrice slouzici k ¢iSténi rekombinantnich
proteinti nesouci histidinovou tag sekvenci (His tag). Princip spociva ve specifickém navazani
histidinovych zbytkl r-proteinu na imobilizované ionty niklu. Dochdzi tedy k navazani pouze
His tag proteint. Ostatni zbyvajici proteiny, které nevykazuji afinitu k niklu jsou vymyty.
Promytim s navadzanymi His tag proteiny nastava jejich eluce do pufru za nativnich ¢i
denatura¢nich podminek [19, 20].

2.7  Vyhodnoceni experimentalnich dat

Z hlediska praktického vyuziti statistickych metod v oblasti vyhodnoceni experimentalnich
dat v biologickém a medicinském vyzkumu piedstavuje testovani statistickych hypotéz jednu
z nejdilezitéjSich soucasti biostatistiky viibec. Statistickou analyzou vybérovych dat
ziskanych sledovanim méfené veli¢iny v experimentu jsme schopni rozhodnout o platnosti
urCitého tvrzeni. Pozorované vysledky znaméfenych dat jsou tak statisticky podlozena a

ziskavaji tak na vérohodnosti [21].

2.7.1 R-statistika

Matematicky software '"R'" specializovany pro statistické zpracovani dat, byl vyvinut na
univerzit¢ Auckland na Novém Zélandu. Jeho zékladem jsou knihovny skladajici se z balickd,
které obsahuji informace zriznych védnich oborti (bioinformatika, genetika, geografie,
sociologie, ekonomie). Nabizi Sirokou nabidku statistickych aplikaci. Umoziuje naptiklad
testy hypotéz, vypocty analyzu rozptylu (ANOVA), Weibullovo ¢i Studentovo rozdéleni a
tymem pracovniku (R Core Team). Ti jej neustale vylepSuji a fesi pfipadné chyby na strané
uzivatele, coz patii mezi jeho vyhody. Na druhou stranu ma "R" i své nevyhody, jaka jsou
nemoznost zasahu do grafiky ¢i ovladani pomoci piikazového fadku [21].
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3. MATERIALY A METODY

3.1 Seznam materialu

Material

Vyrobce

FreeStyle HEK médium

GIBCO

CDM4HEK?293 médium

HyClone Laboratories

L-Glutamin Applichem

Polyethylenimin Polysciences

trypanova modf SIGMA-ALDRICH

Polyakrylamidovy gel BioRad

Briliantovd modf ROTH

Ni-NTA agar6za QIAGEN

Ultracista voda Ardeapharma

12-jamkové kultivacni desky TPP

50 ml centrifugacni tuby TPP

Ctythranné kultivacni ldhve SCHOTT DURAN

pocitaci slidy FAST READ 102 | Biosigma

Fluorescen¢ni mikroskop ZEISS

Inkubator Kendro Laboratory

Tiepacka Infors HT

Centrifuga Hettich LAB TECHNOLOGY

pH metr MELTER TOLEDO
3.2 Buné¢na kultura

Bunééna kultura HEK 293 byla kultivovéana v 1 litrovych ¢tythrannych lahvich fixovanych na
oboustrannych lepicich paskach v temperovanych orbitalnich tfepackach pii 37°C. Bunécna
kultura byla tfepana pii 130 otackach za minutu (rpm). Pracovni objem buné¢né kultury pro 1

litrovou ¢tythrannou 1dhev byl 400 ml.

Bunky

podminkach. Medium bylo obohaceno 4 mM Glutaminem. Bunécnéd kultura byla fedéna
kazdy den na denzitu 1,0x10° bungk/ml. Do druhého dny buiiky obvykle dosahly dvojnasobné
denzity 2,0x10° bungk/ml. Podet Zivych bun&k a jejich viabilita byla manualng vyhodnocena
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metodou barveni bunék trypanovou modii s pouzitim pocitacich slidii na fluorescenénim
mikroskopu.

3.3 Priprava plazmidové DNA

Rekombinantnimi technikami byly pfipraveny dvé plazmidové DNA potiebné pro vneseni
DNA do bunék HEK 293 béhem transientni transfekce. Na oddéleni Molekuldrni biologie
byly metodou klonovani a izolaci DNA pfichystané dva plazmidy, FetuinB a CTRP4. Tyto
plazmidy byly rozpustény v ultra ¢isté vode€ pro dalsi zpracovani. Jejich koncentrace byla
4905 pg/mL pro FetuinB a 7074 pg/mL pro CTRP4. Cistota obou plazmidi byla stejnd a to
1,8. Takto ptipravené plazmidy byly pouzity k transfekci bunék.

3.4 Gen-transferova metoda transientni transfekce

3.4.1 Polyfekce

Ptiprava linearniho 25 kDa PEI spocivala v rozpusténi této soli v ultracisté vod¢ na finalni
koncentraci 1 mg/ml. Roztok PEI byl sterilizovan filtraci (velikost péru filtru: 0,22 yM).
Mnozstvi ptidané DNA a PEI na jeden milién bun¢k bylo 1,25 yg DNA a 2,5 yg PEIL Pro
transfekci byl tedy zvolen pomér DNA:PEI: 1:2. Tento pomér byl zachovén pro vSechny typy
kultivac¢nich nadob (12-jamkové desky, 50 ml centrifugacni tuby, vyrobni ldhve).

Pro transfekci bylo pouZzito medium FreeStyle, dale jen transfekéni medium. Pocet
transfekovanych bunék v transfekénim mediu byl 20,0x10° bunék/ml. Doba transfekce byla 4
hodiny. Takto byla pfipravena transfek¢ni kultura. Po uplynuti transfekéni doby (4 hodiny)
byly buriky nafedény mediem ur¢enym pro kultivaci bunééné kultury HEK 293E; tj. mediem
CDM4HEK?293 na 1,7x10° bun&k/ml. Takto byla piipravena produkéni kultura.

3.5 Stanoveni vhodnych podminek pro transfekci ve 12-jamkové desce

K optimalizaci exprese r-proteinu ve 12-jamkovych deskach byly testovany tfi kritéria, a to
rychlost tfepani, transfekéni a produkéni objemy bunééné kultury.

3.5.1 Test rychlosti tfepani bunééné kultury

Okometricky byly stanoveny maximalni otacky, pii kterych se kultura bunék v objemu 1 a 2
ml nevylivala z jamky ven. Tomu odpovidala rychlost otd¢ek 270 rpm. Pfi suboptimélnich
otackach mensich nez 200 rpm se bunéncnd kultura nedostatecné tiepala (buiiky ulpivaly na
dné¢ jamky). Jako minimalni rychlost byly zvoleny otacky 230 rpm.
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Do transfekénich objemi bunééné kultury 0,4; 0,5; 0,6 a 0,7 ml byla provedena polyfekce.
S takto transfekovanou bunéénou kulturou byly desky kultivovany v inkubatoru s CO; pfti
37°C dobu ctyt hodin. Po uplynuti transfekéni doby, 4 hodiny po transfekci, byly buiiky
natedény do produkénich objemi 1 a 2 ml. Cast desek s bunéénou kulturou bylo tfepano pii
230 rpm a cast pti 270 rpm.

Produkéni kultura byla kultivovana Ctyfi dny. Pocet zivych bunék a jejich viabilita byla
stanovena v Casech 4 (pocatek inkubace v produkénim objemu), 24 (prvni den kultivace) a 96
hodin po transfekci (Ctvrty den kultivace). V Casech 24 a 96 hodin po transfekci byla
stanovena hodnota GFP. Ctvrty den kultivace byla provedena zkouska exprese proteinu (test
na pritomnost r-proteinu v supernatantu; blize specifikovano v kapitole 3.8).

3.5.2 Test vhodného objemu kultury

Vzhledem k velikosti plochy dna jamky u kultiva¢ni desky, byl zvolen takovy minimalni
transfekéni objem, ktery by dno jamky pokryl. Tomu odpovidal objem 0,4 ml. Jako
maximalni transfekéni objem byl stanoven 0,7 ml, ktery se bliZil minimalnimu produkénimu
objemu Iml. Pro otestovani vhodného transfekéniho objemu, byly zvoleny tyto Ctyii testovaci
objemy: 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 ml.

Nejvyssi mozny objem jamky u kultivacni desky je 3 ml. Na zdkladé¢ vhodného trepani
bunécné kultury béhem kultivace, byly vybrany tyto dva produkéni objemy, 1 a 2 ml.

Do transfekénich objemu 0,4; 0,5; 0,6 a 0,7 ml byla provedena polyfekce. Takto
transfekovana bunécna kultura byla kultivovdna v inkubatoru s CO; pii 37°C po dobu Etyt
hodin. Rychlost tfepani byla 230 rpm. Po uplynuti 4 hodinové transfekce byl transfekcni
objem 0,5 ml nafedén do produkénich objemi 1 a 2 ml.

Produkéni kultura byla kultivovéna ¢tyfi dny. Pocet zivych bunék a jejich viabilita byla
stanovena v Casech 4 (pocatek inkubace v produkénim objemu), 24 (prvni den kultivace) a 96
hodin po transfekci (Ctvrty den kultivace). V ¢asech 24 a 96 hodin po transfekci byla
stanovena hodnota GFP. Ctvrty den kultivace byla provedena zkouska exprese proteinu (test
na pritomnost r-proteinu v supernatantu; blize specifikovano v kapitole 3.8).

3.6 Srovnani produkce r-proteinu v riznych kultivaénich nadobach

Byla provedena transientni transfekce bunéck HEK293 v rliznych kultivacnich nadobéch, za
ucelem porovnani exprese r-proteinu mezi stavajicimi 50 ml centrifuga¢nimi tubami (tuby) a
nove testovanymi 12-jamkovymi deskami (desky). Soucasné testovaci podminky tubéch jsou
bez piitomnosti CO,, naproti tomu kultivace bun¢k v nové testovanych deskach byla
provedena v prostiedi s CO,. Exprese r-proteinu v malém objemu byla srovndna s expresi
r-proteinu ve vyrobnim objemu ¢tyfhranné lahve. Dosavadni produkce r-proteinu v ldhvi je
provadéna bez ptitomnosti CO,.

20



3.6.1 12-jamkové kultivac¢ni desky

V ptipad¢ 12-jamkovych desek byl zvolen transfekéni objem 0,5 ml a produkéni objem 2 ml.
Do transfekéniho objemu 0,5 ml byla provedena polyfekce. Takto transfekovana bunécna
kultura byla kultivovdna v inkubatoru s CO, pti 37°C po dobu ctyt hodin. Rychlost tiepani
byla 230 rpm. Po uplynuti 4 hodinové transfekce byl transfekéni objem 0,5 ml nafedén do
produkéniho objemu 2 ml (Obrdzek 5).

Produkéni kultura byla kultivovana Ctyfi dny. Pocet Zivych bunck a jejich viabilita byla
stanovena v Casech 4 (pocatek inkubace v produkénim objemu), 24 (prvni den kultivace) a 96
hodin po transfekci (Ctvrty den kultivace). V Casech 24 a 96 hodin po transfekci byla
stanovena hodnota GFP. Ctvrty den kultivace byla provedena zkouska exprese proteinu (test

na pritomnost r-proteinu v supernatantu; blize specifikovano v kapitole 3.8).

Obrazek 5: Kultivace 12-jamkovych desek v inkubdatoru. Zdroj: BioVendor-Laboratorni
medicina a.s.

3.6.2 50 ml centrifugacni tuby

V ptipadé 50 ml centrifugacnich tub byl zvolen transfek¢ni objem 1,5 ml a produkéni objem
10 ml. Do transfekéniho objemu 1,5 ml byla provedena polyfekce. Takto transfekovana
bunécna kultura byla kultivovana v inkubatoru bez CO, pii 37°C po dobu ¢tyf hodin.
Rychlost tfepani byla 230 rpm. Po uplynuti 4 hodinové transfekce byl transfekéni objem 1,5
ml nafedén do produkéniho objemu 10 ml (Obrdazek 6).

Produkéni kultura byla kultivovana Ctyfi dny. Pocet Zivych bun€k a jejich viabilita byla
stanovena v Casech 4 (pocatek inkubace v produkénim objemu), 24 (prvni den kultivace) a 96
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hodin po transfekci (¢tvrty den kultivace). V ¢asech 24 a 96 hodin po transfekci byla
stanovena hodnota GFP. Ctvrty den kultivace byla provedena zkouska exprese proteinu (test
na piitomnost r-proteinu v supernatantu; blize specifikovano v kapitole 3.8).

Obrazek 6: Kultivace 50 ml centrifugacnich tub v inkubdtoru. Zdroj: BioVendor-Laboratorni
medicina a.s.

3.6.3 Ctyihranné vyrobni lahve

V ptipadé ctythranné vyrobni lahve byl zvolen transfekéni objem 35 ml a produkéni objem
400 ml. Do transfekéniho objemu 35 ml byla provedena polyfekce. Takto transfekovana
bunécna kultura byla kultivovana v inkubatoru bez CO, pti 37°C po dobu ¢tyf hodin.
Rychlost tfepani byla 130 rpm. Po uplynuti 4 hodinové transfekce byl transfekéni objem 0,5
ml nafedén do produkéniho objemu 2 ml (Obrdazek 7).

Produkéni kultura byla kultivovana CEtyfi dny. Pocet zivych bun€k a jejich viabilita byla
stanovena v ¢asech 4 (pocatek inkubace v produkénim objemu), 24 (prvni den kultivace) a 96
hodin po transfekci (Ctvrty den kultivace). V Casech 24 a 96 hodin po transfekci byla
stanovena hodnota GFP. Ctvrty den kultivace byla provedena zkouska exprese proteinu (test
na pritomnost r-proteinu v supernatantu; blize specifikovano v kapitole 3.8).
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Obrazek 7: Kultivace ctyrhrannych lahvi v inkubdtoru. Zdroj: BioVendor-Laboratorni

medicina a.s.

3.7 Test produkce r-proteinu v inkubatoru s 5% CO; a v inkubatoru bez

5% CO, v testovacich a vyrobnich nadobach

3.7.1 12-jamkové desky

Uspotadani experimentu bylo provedeno stejn¢ dle odstavce 3.6.1.
Desky s buné¢nou kulturou byly umistény do inkubatoru s nebo bez 5% CO;

3.7.2 50 ml centrifugacni tuby

Uspotadani experimentu bylo provedeno stejné dle odstavce 3.6.2.
Tuby s buné¢nou kulturou byly umistény do inkubatoru s nebo bez 5% CO,

3.7.3 Ctyfhranné vyrobni lahve

Uspotadani experimentu bylo provedeno stejné dle odstavce 3.6.3.
Lahve s bunécnou kulturou byly umistény do inkubatoru s nebo bez 5% CO,
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3.7.4 Meéreni pH bunék v netransfekované bunécné kultuie

Bunééna kultura HEK 293 byla zakoncentrovana na 20,0x10° bunék/ml a rozsuspendovana do
objemu 0,5 ml. Buriky nebyly transfekované DNA:PEI. Prvni ¢ast desek byla umisténa do
inkubatoru s CO, a druhd ¢ast desek do inkubatoru bez CO,. Po c¢tyfech hodinach byla
bun&éna kultura nafedéna na 1,7x10° bundk/ml do objemu 2 ml a opét rozd&lena do dvou
inkubatoru s CO; nebo bez CO,. Pravidelné byly odebirany vzorky pro méteni pH v Casech 4;
24 a 96 hodin béhem kultivace. V objemu 2 ml bylo méteno pH na pH metru.

3.8 Detekce r-proteinu

3.8.1 SDS-PAGE s predcisténim r-proteinu na Ni-NTA agaréze

V ¢ase 96 hodin po transfekci byl odebran vzorek 1 ml z kultury a byl zcentrifugovan pti
otackach 13 000 rpm. 5 minut. Ciry supernatant byl pfepipetovan do &isté mikrozkumavky a
k nému bylo ptfidano odpovidajici mnozstvi Ni-NTA agardzy. Piipravena smés supernatant-
Ni-NTA v mikrozkumavce byla tfepana 30 minut. Poté byla smés opét zcentrifugovana a
omyta '2 x fedénym fosfato-sodnym pufrem PBS. Pro konec¢nou piipravu vzorku na
SDS-PAGE byl pouzit pelet Ni-NTA agardzy s navazanym r-proteinem.

Byla pfipravena vertikalni elektroforéza s pouzitim polyakrylamidového gelu o hustoté 12 %.
Separace r-proteinli na gelu probihala 1 hodinu pti 200 V. Po probéhnuti elektroforézy byl gel
nespecificky barven briliantovou modii na pfitomnost proteinii separovanych dle velikosti.

3.9 Zpracovani experimentalnich dat

Nameétena data byla vyhodnocena prostiednictvim statistického programu "R'" a jeho
podprogramu R commander. Experimentélni data byla znazornéna v histogramu a na zaklad¢
Gaussovy kiivky a testu normality (Shapirtiv-Wilkiv test) byla podle potieby zlogaritmovana,
odmocnéna ¢i exponovana.

Poté byla na takto upravena data aplikovana analyza rozptylu ANOVA a sledovéna statisticka
vyznamnost u jednotlivych pozorovanych faktord vzhledem k naméfenym proménnym.
Sledované faktory byly transfekéni a produkéni objemy, otacky rpm, DNA (CTRP4 a
FetuinB), cas kultivace, opakovéani experimentu, vliv inkubdtoru s/bez CO, na expresi
r-proteinu. Sledované proménné byly pocty Zivych bungk, jejich viabilita, relativni ¢etnost
bunék pozitivnich na GFP a pH.

Na zakladé¢ statistické vyznamnosti analyzy rozptylu u sledovanych parametri byla vybrana
data se statistickou vyznamnosti < 0,05 a nasledné¢ vynesena do krabicového nebo
spojnicového grafu.
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4. VYSLEDKY

4.1 Stanoveni optimalni rychlosti tfepani bunécné kultury v deskach

Pro kultivaci bunééné kultury ve 12-jamkovych deskach, stejné jako v jinych nadobach je
diilezita rychlost tfepani, objem, CO,, pH a dalsi. Byly sledovany proménné jako pocet zivych
bun¢k a jejich viabilita pfi rizné rychlosti tfepani 230 a 270 rpm. Jako ukazatel GspéSné
transfekce byla sledovana relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP pfi stejnych rychlostech
tiepani. Tti sledované parametry byly méfeny u ¢tyf transfekEnich objemt 0,4; 0,5; 0,6; 0,7
ml, kdy spole¢ny produkéni objem byl 2 ml a u dvou produkénich objemil 1 a 2 ml, kdy
spole¢ny transfekéni objem byl 0,5 ml. Mezi produkénimi a transfekénimi objemy nebyl
rozdil v po¢tu bunék, jejich viabilité¢ ani v mnozstvi pozitivnich bun¢k GFP, proto byly data
v uvedenych grafech zprimérovana. Dale se zpracovdna data sklddala z transfekovanych
bun¢k dvéma rliznymi DNA, FetuinemB a CTRP4. JelikoZ mezi dvéma DNA nebyl taktéz
zaznamenan vyznamny rozdil, a to u vSech sledovanych proménnych, byla data
zpraumérovana. Grafické znazornéni rozdilt viability bunék mezi dvéma testovanymi DNA je
uvedené v piiloze (graf 22).

25



4.1.1 Porovnani rychlost tfepani 230 rpm a 270 rpm

Hodnoty poctu zivych bunék pii 230 rpm byly v ¢asech 4, 24 a 96 hodin po transfekci v
praméru: 1,14+0,1; 1,60+0,25; 2,0+0,3 5x10° bunék/mL. Hodnoty poctu zivych bunék pti 270
rpm byly ve stejnych ¢asech v priméru: 0,76+0,5; 1,39+0,2; 1,64+0,3x10° bunék/mL Data
byla méfena u vsech transfekénich objemi 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 ml (graf 1).

Celkové pocty zivych bunék u sledovanych produkénich objemt 1 a 2 ml v ¢asech 4, 24 a 96
hodin po transfekci byly v priméru: u testovanych otacek 230 rpm 1,08+0,1; 2,38+0,3;
1,90+0,6x10° bunék/mL a u druhych testovanych otd¢ek 270 rpm 0,7+0,1; 1,45+0,1;
1,33+0,5x10° (graf I ).

Byl zaznamenan signifikantni vliv rychlosti tfepani na pocet bunék (p < 0,001). Statisticky
bylo potvrzeno, Ze vétsiho poctu zivych bunék bylo dosazeno pii rychlosti ttepani 230 rpm.
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Graf 1: Pocet Zivych bunék pii ruznych rychlostech tiepdni v ¢ase 24 a 96 hodin po
transfekci. Vyssi pocet Zivych bunék byl sledovan pri rychlosti trepani 230 rpm. Pocty Zivych
bunéek jsou téemeér identické v zavislosti na sledovaném case pri stejné rychlosti. Data byla
zprimeérovana ze 2 méreni.
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Hodnoty viability bunék pti 230 rpm byly v Casech 4, 24 a 96 hodin po transfekci v priméru:
873 % ; 95+£5 %; 874 % bunc¢k/mL Viability pii 270 rpm byly ve stejnych casech v
priméru: 83+3; 99+1; 78+3 %. Data byla méfena u vSech transfekénich objemt (graf 2).
Viability bun¢k u produkénich objemi v ¢asech 4, 24 a 96 hodin po transfekci byly
v priméru: u testovanych otadcek 230 rpm 83+3; 97+4; 76+5% a u testovanych otacek 270
rpm 77+4; 98+2; 7443 % (graf 2).

Na viabilitu bun¢k neméla statisticky vyznamny vliv rychlost tfepani.
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Graf 2: Viabilita bunék p¥i riiznych rychlostech tiepdani v ¢ase 24 a 96 hodin po transfekci.
Stejné viability bylo dosazeno v case 24 hodin po transfekci, jak u rychlosti tfepani 230 rpm,
tak u 270 rpm. Naproti tomu po 96 hodindch transfekce byla sledovana nizsi viabilita u
rychlosti trepani 270 rpm nez u 230 rpm. Data byla zpriumérovana ze 2 méreni.
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Relativni Cetnosti bun¢k pozitivnich na GFP, dosahovaly hodnoty v ¢asech 24 a 96 hodin po
transfekci pti 230 rpm v praméru 4047 % a pii 270 rpm bylo naméteno GFP v priméru 21+6
% (graf 3) u vSech transfek¢nich objemd.

U produkénich objemt dosahovaly GFP pozitivni buiiky hodnot 24 a 96 hodin po transfekci
pti 230 rpm v priméru 50+13 % a pti 270 rpm v praméru 1343 % (graf'3).

Byl zaznamenan signifikantni vliv rychlosti tfepani na hodnoty GFP (p < 0,001). Vyrazné
vy$Sich hodnot Cetnosti bun€k pozitivnich na GFP byl statisticky potvrzen pfi rychlosti
trepani 230 rpm.
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Graf 3: Relativni Cetnosti bunék pozitivnich na GFP pii raznych rychlostech tiepdani 24 a
96 hodin po transfekci. GFP pozitivni bunky dosahovaly vyssich hodnot u rychlosti trepani
230 rpm nez u 270 rpm. Data byla zpriimérovana ze 2 méreni.

4.1.2 Detekce r-proteinu

Sledovanym vysledkem detekce, byl rozdil mezi expresi r-proteint kultivovanych pii riznych
rychlostech tfepani bunécné kultury 230 a 270 rpm. Byly detekovany 2 rGzné r-proteiny
FetuinB a CTRP4. Ocekavana velikost Fetuinu B je 45 kDa a CTRP4 36 kDa. V ptipadé
bunécné kultury ttepané pii 230 rpm byly detekované modré bandy na gelu a po srovnani se
standardem byly zhodnoceny jako odpovidajici své velikosti (Obrazek 8). Viditelné slabsi
bandy byly detekovany u bunécéné kultury tiepané pii 270 rpm nez pii 230 rpm (Obrdzek 9).
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Obrazek 8: Detekce Fetuinu B a CTRP4 na 12% SDS-PAGE pii rychlosti tiepdani bunécné
kultury 230 rpm. Klad vzorki, kdy pozice 1: standard (velikost v kDa smérem shora dolu:
97,4, 66,2; 45; 31; 21,5; 14,4), pozice 2-5: FetuinB, pozice 5-9 CTRP4. Na gelu jsou
viditelné pozitivni bandy jak FetuinuB, tak CTRP4 v odpovidajicich velikostech 45 a 36 kDa.

T X 3§ 4 O R 8 9

Obrazek 9: Detekce Fetuinu B a CTRP4 na 12% SDS-PAGE pii rychlosti tiepdani bunécné
kultury 270 rpm. Klad vzorkui, kdy pozice 1: standart (velikost v kDa smérem shora dolii:
97,4, 66,2; 45; 31; 21,5; 14,4), pozice 2-5: FetuinB, pozice 5-9 CTRP4. Na gelu jsou velmi
slabe viditelné bandy jak FetuinuB, tak CTRP4 v odpovidajicich velikostech 45 a 36 kDa.

4.2 Stanoveni optimalniho objemu bunééné kultury v deskach

Pro kultivaci bunééné kultury v deskach, stejné¢ jako v jinych nddobach je dllezity spravny
transfekcni a produkéni objem. Byly sledovany proménné jako pocet zivych bunék, viabilita a
GFP pozitivni buiiky u ¢tyt testovanych transfekénich objemi 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 ml a dvou
produkénich objemtt 1 a 2 ml pfi 230 rpm. Spolecny produkéni objem pro testované
transfekéni objemy byl 2 ml a jednotny transfekéni objem pro tetované produkéni objemy byl
0,5 ml. Uvedena data se sklddaji z buné€k transfekovanych dvéma riznymi DNA, FetuinemB
a CTRP4. JelikoZ nebyl mezi dvéma DNA nebyl zaznamenan vyznamny rozdil, a to u vSech
sledovanych proménnych, byla data zprimérovana. Grafické zndzornéni rozdilti hodnot GFP
mezi dvéma testovanymi DNA je uvedené v ptiloze (graf 23).
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4.2.1 Produkéni objemy

Béhem ctyt denni transfekce byl sledovan pocet zivych bunék. V ¢asech 4, 24 a 96 hodin po
transfekci byly pocty zivych bungk, jak v produkénim objemu 1 ml, tak v produkénim objemu
2 ml identické. V téchto casech 4, 24, 96 hodin dosahovaly poc¢ty bunék pro produkéni objem
1 ml v priméru 1,1+0,1; 2,43+0,5; 2,03+0,6x10° bundk/mL. Ve stejnych &asech byly poéty
bun¢k pro produkéni objem 2 ml v priméru: 1,06+0,1; 2,33+0,2; 1,68+0,6x10° bunék/mL
(graf 4). Na pocet bun¢k nemél statisticky vyznamny vliv produkéni objem

Dal8im sledovanym parametrem byla viabilita bun€k, kterd byla detekovana v priibéhu ctyt
denni transfekce. V casech 4, 24 a 96 hodin po transfekci byla viabilita buné€k, jak
v produkénim objemu 1 ml, tak v produk¢énim objemu 2 ml identické. V té€chto Casech 4, 24,
96 hodin byla viabilita pro produkéni objem 1 ml v priméru: 83+5; 95+4; 73+10 %. Ve
stejnych casech byla viabilita pro produkéni objem 2 ml v priméru: 84+3; 98+3; 80+5 %
(graf 4).

Na viabilitu bunék nem¢l statisticky vyznamny vliv produkéni objem.
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Graf 4: Viabilita a pocet Zivpch bunék v riznych casech po transfekci. U obou transfekcnich
objemii byly detekovana shodna viabilita i pocet Zivych bunék. Priibéh Sedych krivek
znazornujici viability bunek a prubeh cernych krivek znazornujici pocty bunék je stejny pro
oba testované produkcni objemy (I a 2ml). V case 4 hodiny po transfekci dohazi ke zvyseni
poctu a viability bunék do doby 24 hodin po transfekci. Poté dochazi k poklesu krivky z 24 do
Casu 96 hodin po transfekci. Data byla zpriimérovana ze 2 méreni.
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Tretim sledovanym parametrem byly relativni ¢etnosti bunék pozitivnich na GFP ve dvou
Casech, a to 24 a 96 hodin po transfekci. GFP dosahovalo podobnych hodnot v obou
produkénich objemech 1 a 2 ml. V piipadé produkéniho objemu 1 ml bylo naméfeno GFP v
priméru 47+20 % a 5510 % 24 a 96 hodin po transfekci. Pfibliznych hodnot GFP
dosahovalo 1 u produkéniho objemu 2 ml, kdy bylo naméteno v priméru 48+8% jak pro cas
24 hodin, tak pro ¢as 96 hodin po transfekci (graf' ).

Na relativni Cetnosti bunék pozitivnich na GFP nem¢l statisticky vyznamny vliv produkéni

objem
O
0,9 — |
|
|
| —
I
I
o 08 ! . °
L | |
&) ! |
3 : T
-= ] ]
£ ; :
= 0,7
E !
= 1
S :
E |
| T
C 06— ! !
-t -
|
0,5 — |
P | R
| | 1 |
1/24 2/24 1/96 2/96

Objem [ml]/Cas [hodiny]

Graf 5: Relativni Cetnosti bunék pozitivnich na GFP v ruznych casech, 24 a 96 hodin po
transfekci. Pro produkcni objem 1 ml nabyvaji data vyssi hodnoty nez je tomu u 2 ml. kde
GFP dosahovalo riiznych hodnot. Nejvyssi namérené mnozstvi GFP pozitivnich bunek je
znazornéno u 1 ml v case 96 hodin po transfekci. Data byla zpriimérovana ze 2 méreni.
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4.2.2 Transfekéni objemy

Naméiené hodnoty poctu zivych bunék a jejich viability u testovanych transfekénich objemil
0,4; 0,5; 0,6; 0,7 ml byly velmi podobné. Pocty zivych bunék ve vSech Ctyfech testovanych
transfekénich objemech byly v proméru 1,1420,1x10° po 4 hodinach transfekce,
1,60:£0,25x10° bunék/mL 24 hodin po transfekci a 2,00+0,35x10° 96 hodin po transfekci (graf
6).

Na pocet bun¢k nemél statisticky vyznamny vliv transfekéni objem.

14,6 & 04
“A- 05

2 +-- 0,6

5 %= 07

Q P

= 144

e

=

N

2

g 1424

@on

=

g

£

S 14,0 .70

o =

|

13,8~ -

Cas [hodiny]

Graf 6: Pocet Zivpch bunék v raznych transfekénich objemech v ¢ase 4, 24 a 96 hodin po
transfekci. Vyssi pocet bunék je v grafu znazorneén u transfekcnich objemit 0,5 a 0,7 ml oproti
transfekcnim objemiim 0,4 a 0,6 ml . Data byla zpriumérovana ze 2 méreni.
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Viabilita bun¢k dosahovala hodnot ve sledovaném casech 4, 24 a 96 hodin po transfekci
v priméru 87+3 % ; 95+£5 %; 87+4 % ve vSech Ctyfech testovanych transfekénich objemech
(graf’7).

Na viabilitu bunék nemél statisticky vyznamny vliv transfek¢éni objem.
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Graf 7: Viabilita bunék v ruznych transfekénich objemech v case 4, 24 a 96 hodin po
transfekci. Priibeh krivek je témer identicky u vSech testovanych transfekcnich objemii 0,4,
0,5, 0,6, 0,7 ml. Data byla zpriimérovana ze 2 méreni.

GFP pozitivni buiiky dosahovaly hodnot ve vSech ctyfech testovanych transfekénich
objemech v priméru 40+7 % a to v obou métenych Casech, 24 a 96 hodin po transfekci (graf
8).

Byl zaznamendn vliv transfekéniho objemu na hodnoty GFP (p < 0,05). Podle statického
zpracovani dat bylo podobné vysSich hodnoty GFP pozitivnich bun¢k dosazeno u
transfekcniho objemu 0,5; 0,6 a 0,7 ml oproti nejnizs$i hodnoté dosazené v objemu 0,4 ml.
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Graf 8: GFP transfekovanych bunék DNA v riznych case 24 a 96 hodin po transfekci. Na
grafu je v case 96 hodin po transfekci zaznamendno podobnych hodnot GFP mezi tremi
transfekcnimi objemy (0,5, 0,6, 0,7), kdy snizené hodnoty GFP bylo naméreno v objemu 0,4
ml. Data byla zpriimérovana ze 2 mereni.

4.2.3 Detekce r-proteinu

Sledovanym vysledkem detekce byl rozdil mezi expresi r-proteinti kultivovanych v riznych
produkénich a transfekénich objemech bunécné kultury. Byly detekovany 2 rtizné r-proteiny
FetuinB a CTRP4. Oc¢ekavana velikost Fetuinu B je 45 kDa a CTRP4 36 kDa.

Mezi intenzitou bandd u transfekénich objemtl neni pozorovan viditelny rozdil (Obrdzek 10).
Obdobné vysledky z detekce r-proteinii byly zaznamenany u produkénich objemt, kdy
v piipad¢ 1 ml byly bandy o néco intenzivnéj$i nez u produkéniho objemu 2 ml (Obrdzek 11).
Detekované modré bandy na gelu byly srovnany se standartem a poté byly zhodnoceny jako
odpovidajici své velikosti.
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Obrazek 10: Detekce CTRP4 na 12% SDS-PAGE v riuznych transfekcénich objemech. Klad
vzorkii, kdy pozice 1: standart (velikost v kDa smérem shora dolii: 97,4; 66,2; 45; 31), pozice
2-3: 0,4 ml, pozice 4-5: 0,5 ml, pozice 6-7: 0,5 ml, pozice 8-9: 0,7 ml. Na gelu jsou
detekovany bandy ve vSech transfekcnich objemech o stejné intenzité v odpovidajici velikosti
proteinu CTRP4 36 kDa

Obrdzek 11: Detekce FetuinuB a CTRP4 na 12% SDS-PAGE v ruznych produkénich
objemech. Klad vzorki, kdy pozice 1: standart (velikost v kDa smérem shora dolii: 97,4,
66,2, 45; 31; 21,5), pozice 2-3: FetuinB v 1 ml, pozice 4-5 FetuinB ve 2 ml, pozice 6-7:
CTRP4 v 1 ml, pozice 8-9: FetuinB ve 2 ml. Na gelu jsou detekovany bandy ve vsech

produkcnich objemech o podobné intenzité v odpovidajicich velikostech proteinii FetuinuB 45
kDa a CTRP4 36 kDa
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4.3  Vliv inkubace s/bez CO, na rist, viabilitu a GFP pozitivni buiiky
v ruznych kultivaénich nadobach

Po provedené transientni transfekci byla jednd ¢ast bunééné kultury umisténa do inkubétoru
s CO, a druha c¢ast do inkubdtoru bez CO,. Behem ctyfdenni kultivace byl sledovan vliv
inkubace s/bez CO; na celkovy pocet zivych bunék, jejich viabilitu a relativni ¢etnost bunék
pozitivnich na GFP. Transfekce byla provedena do tii riznych kultiva¢nich nadob.
K testovani exprese r-proteinu v malém objemu slozily 50 ml centrifugaéni tuby a
12-jamkové kultivacni desky. Pro vyrobu r-proteinu ve velkém objemu to byly ctyrthranné
lahve o objemu 1 litru.

Vzhledem ke shodnym vysledkiim tfech sledovanych proménnych (pocet bungk, viabilita,
GFP) u desek a tub (desky a tuby s CO,, desky a tuby bez CO;) byly namétené vysledky
téchto dvou testovacich nadob pro grafové zndzornéni slouceny, dale jen testovaci nadoby.
Dalsimi statisticky nevyznamnymi daty byly minimdlni rozdily jak v poctu bunck a
viabilitach, tak u hodnot GFP mezi dvémi riznymi pouzitymi DNA (FetuinB, CTRP4), déle
jen DNA, byla data zprimérovana. Grafické zndzornéni rozdilli viability bun¢k mezi dvéma
testovanymi nadobami (desky a tuby s CO,, desky a tuby bez CO,) je uvedené v piiloze (graf
24).

V tomto experimentu byl také sledovan vliv inkubace s/bez CO; na rist a viabilitu bunék u
netransfekovanych bunék, kde sledované proménné dosahovaly stejnych hodnot, jako u
transfekovanych bunék DNA. Nameétend data u netransfekovanych bunék nejsou uvedena ve
vysledcich, ale grafické zndzornéni pocti bunck a jejich viabilit je uvedeno v ptiloze (graf 25,
26).
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4.3.1 Pocet zZivych bunék v riznych kultivaé¢nich nadobach

Jednotlivé pocty bunék u testovacich nadob, v ptipadé desek s CO,, v ¢asech 4; 24; 96 hodin
byly 1,44; 2,65; 3,36 x10° bundk/mL. Témé&f identické hodnoty byly pozorovany u tub s CO»:
1,13; 2,03; 2,59 x10° bunék/mL.. Ve zkoumanych ¢asech byl pocet zivych bunék u desek bez
CO, 1,07; 1,19; 0,87 x10° bundk/mL a u tub bez COy: 1,12; 1,40; 1,65 x10° bundk/mL (graf
9).

Podle uvedenych dat byl pozorovan vyssi pocet bunék u nddob umisténych do inkubatoru s
CO; nez nadob umisténych do inkubatoru bez CO,.

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv inkubace s/bez CO, na pocet buné¢k (p
< 0,001). Statisticky bylo potvrzeno vétsiho poctu Zivych bun€k inkubovanych v piitomnosti
CO; nez bez ptitomnosti COs.
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Graf 9: Rozdil v poctu Zivpch bunék v testovacich ndadobdch umisténych do inkubdtoru
s CO; nebo bez CO: v ruznych casech. Na grafu bylo zaznamendno zvyseni poctu bunék
kultivovanych v inkubdtoru s CO; ze 4 hodiny do 96 hodin po transfekci. V pripadé bunécné
kultury kultivované v inkubatoru bez CO; bylo v grafu pozorovano snizeni poctu Zivych bunék
z 24 hodin do 96 hodin po transfekci. Data byla zpriimérovana ze 3 mereni.
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Vzhledem k ptitomnosti CO, v inkubatoru nebyl u vyrobnich 1dhvi zaznamenan od zacatku
kultivace tak velky rozdil v poc¢tu zivych bunék, jak tomu bylo u testovacich. nadob (desky,
tuby). Pouze posledni den kultivace, 96 hodin po transfekci, byl evidovan rozdil v poc¢tu
bunék mezi kultivaci v inkubatoru bez CO, ¢i v inkubatoru s CO,. Poc¢ty bunék v lahvich
dosahovaly hodnot 1,17; 1,70; 1,63 x10° bun&k/mL a to béhem inkubace s CO,. V inkubatoru
bez CO, nabyvaly poéty bundk hodnot 1,67; 1,05; 2,69 x10° bungk/mL (graf 10).

Podle uvedenych dat byl zaznamenan vysS§i pocet buné€k v ladhvich inkubovanych
v nepiitomnosti CO; nez s CO,.

Dle analyzy rozptylu nebyl zaznamendn signifikantni vliv inkubace s/bez CO, na pocet
bun¢k. Namétena data byla statisticky nevyznamna.
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Graf 10: Rozdil v poctu Zivych bunék v lahvich kultivovanych v inkubdtoru s CO; nebo bez
CO; v ruznych casech. Na grafu lze vidét zjevny vzestup u obou krivek poctii bunck do 24
hodin po transfekci. Poté se krivky jednotlivych poctii bunék rozchazeji. V pripadeé kultivace
v inkubdtoru bez CO; je pocet bunék vyssi nez je tomu u kultivace bunék v inkubatoru s CO.
Data byla zprumérovana ze 2 méreni.
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4.3.2 Viabilita bunék v riznych kultiva¢nich nadobach

Dal$im sledovanym parametrem byla viabilita bun€k. Viabilita méfena v testovacich
nadobach v casech 4; 24; a 96 hodin po transfekci odpovidala nésledujicim hodnotam.
Viabilita bun¢k byla v deskach s CO; 91; 96; 89% a v tubach s CO, 87; 96; 86%. Rozdilnych
viabilit, niz8ich, bylo dosazeno v kultivaci bun¢k v neptitomnosti CO,. V deskach odpovidaly
hodnoty viabilit 87; 73; 46% a v tubach 85; 89; 61% (graf'11).

Podle uvedenych dat byla zaznamendna vys$i viabilita bun€k v testovacich nadobach
inkubovanych v pfitomnosti CO; nez bez CO..

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv inkubace s/bez CO, na viabilitu
bun¢k (p < 0,001). Statisticky bylo potvrzeno vyss§i viability bun¢k inkubovanych v
ptitomnosti CO; nez bez piitomnosti COs.
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Graf 11: Viabilita bunék v testovacich nadobdch umisténych do inkubdtoru s CO; nebo bez
CO:;. V pripade bunék umisténych do inkubatoru s CO; dosahovala kiivka vyssich hodnot
viabilit nez u bunék umisténych do inkubdatoru bez CO; po celou dobu kultivace. Data byla

zprimeérovana ze 3 méreni.
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I kdyz byla viabilita bun¢k v testovacich nadobach vyssi v ptitomnosti CO,, hodnoty viabilit
naméfeny ve vyrobnich lahvi ukazovaly opak. Vys$si viability bylo dosazeno u bunék
kultivovanych bez ptitomnosti CO; nez s CO,. V ¢asech 4; 24 a 96 hodin po transfekci byly
naméfeny hodnoty viabilit bun¢k v ladhvi v prosttedi CO, 79; 87; 87% , kdy u lahvi
s bunécnou kulturou umisténych do inkubatoru bez CO, bylo dosazeno podobnych hodnot
viabilit: 84; 93; 80% (graf'12).

Podle uvedenych dat byla zaznamenana vyssi viabilita bun¢k inkubovanych v nepiitomnosti
CO; nez s COs.

Dle analyzy rozptylu nebyl zaznamenan signifikantni vliv inkubace s/bez CO, na viabilitu
bun¢k. Namétena data byla statisticky nevyznamna.
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Graf 12: Viabilita bunék v produkcénich lahvich umisténych do inkubdtoru s CO; nebo bez
CO;. Zvyseni viability bunék ze 4 hodin do 24 hodin po transfekci je pozorovano jak
v pritomnosti CO,, tak bez CO,. V poslednim dni kultivace, doslo k vétsimu poklesu krivky u
bunék kultivovanych bez CO,, nez u bunék kultivovanych s CO,. Data byla zpriimérovana ze 2

méreni.
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4.3.3 GFP pozitivni buiiky v riznych kultivaé¢nich nadobach

Ttetim sledovanym parametrem byla relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP. Relativni
cetnost bun¢k métena v testovacich nadobach v ¢asech 24 a 96 hodin po uplynuti transfekce
byla nasledujici. Procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék na GFP bylo u desek s CO, 38 a
37%. Podobnych hodnot GFP bylo dosazeno i u tub s CO; a to 36 a 35%. Naproti tomu u
desek a tub bez CO, byly naméteny niz§i hodnoty GFP. Relativni ¢etnost bunék pozitivnich
na GFP zaznamenéna u desek bez CO, byla pouze 13 a 10% a u tub bez CO, 30 a 21%.

Podle uvedenych vysledki nabyvaly vyssich hodnot pozitivnich bunék na GFP v pfitomnosti
CO;znez bez CO; (graf 13).

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv inkubace s/bez CO, na relativni
¢etnost bun¢k pozitivnich na GFP (p < 0,001). Statisticky bylo potvrzeno vyssich hodnot GFP
u bun¢k inkubovanych v piitomnosti CO, nez bez ptitomnosti CO,.
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Graf 13: Relativni Cetnosti bunék pozitivnich na GFP v testovanych nddobdch 24 a 96
hodin po transfekci. Vyssich hodnot GFP bylo dosazeno u bunécné kultury umisténé do
inkubdtoru s CO; nez bez CO; po celou dobu kultivace. Data byla zpriimérovana ze 3 méreni.
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Rozdil v relativni Cetnosti bunék pozitivni na GFP mezi bunécnou kulturou vlozenou do
inkubatoru s CO, nebo bez CO, je viditelny u vSech sledovanych nadob. V ptipadé
testovacich nadob je procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék na GFP nejvyssi v prostiedi
CO; (graf 13). Naopak je tomu u lahvi, kde je GFP vyssi v prostfedi bez CO, nez s CO; (graf
14).

Kultivované buiiky v produkénich 1dhvich nabyvaly nejvyssich hodnot GFP v inkubatoru bez
CO; a to 55 a 39%. U lahvi kultivovanych v inkubatoru s CO, byly GFP hodnoty niz$i nez
v inkubatoru bez CO, a to 37 a 32% (graf 14).

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv inkubace s/bez CO, na relativni
¢etnost bunék pozitivnich na GFP (p < 0,05). Statisticky bylo potvrzeno vyssich hodnot GFP
u bun¢k inkubovanych v nepfitomnosti CO, nez v pfitomnosti COs.
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Graf 14: : Relativni Cetnosti bunék pozitivnich na GFP ve vyrobnich lahvich 24 a 96 hodin
po transfekci. Vyssich GFP hodnot bylo dosazeno u bunécné kultury umisténé do inkubdtoru
bez CO; nez s CO; po celou dobu kultivace. Data byla zpriimérovana ze 2 méreni.
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4.3.4 Vliv CO; na hodnotu pH bunék v netransfekované buné¢né kultuie

Vysledky namétenych pH hodnot v bunééné kultute HEK 293 umisténé do inkubatoru s nebo
bez CO, byly rozdilné. V piipadé kultivace bun€k v pfitomnosti CO; byly hodnoty pH po
celou dobu kultivace témét identické a to ve vSech tfech odebranych ¢asech 4, 24, a 96 hodin.
V téchto Casech byly naméfeny tyto hodnoty pH: 7,1; 6,8; 7,5. Niz§i hodnoty pH byly
naméieny v bunééné kulture inkubované bez CO; nez s COz a to 6,8; 6,5; 5,8 (graf 15).

Podle uvedenych vysledkli hodnota pH neklesala u bun¢k kultivovanych v pfitomnosti CO,
po celou dobu kultivace oproti buitkdm kultivovanych bez ptitomnosti CO,.

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv inkubace CO, na hodnotu pH (p <
0,001). Statisticky byl potvrzen pokles pH hodnoty u bunék inkubovanych v nepiitomnosti
COa.
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Graf' 15: : Hodnota pH bunék HEK 293 v prubéhu 4 denni kultivace. Vyrazny pokles krivky
pH u bunek kultivovanych bez pritomnosti CO; po celou dobu kultivace. Naopak vyrazny
vzestup krivky pH u bunék kultivovanych v pritomnosti pH 4 den kultivace. Data byla
zprimeérovana ze 2 méreni.
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4.3.5 Detekce r-proteinu

Sledovanym vysledkem detekce byl rozdil mezi expresi r-proteini kultivovanych
v inkubatoru s CO, a bez CO,. Byly detekovany 2 rlizné r-proteiny FetuinB a CTRP4.
Ocekavana velikost Fetuinu B je 45 kDa a CTRP4 36 kDa. Detekované modré bandy na gelu
byly srovnany se standartem a poté byly zhodnoceny jako odpovidajici své velikosti.
V ptipadé¢ kultivace bunék v prosttedi s CO, v testovacich nadobach (desky, tuby) byly
zaznamenany intenzivnéj$i bandy nez u kultivaci bez CO; (Obrazek 12). Naproti tomu u
bunécné kultury kultivované v ldhvi byly detekovany intenzivngj$i bandy v nepfitomnosti
CO; nez s CO, (Obrazek 13).
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Obrazek 12: Detekce FetuinuB a CTRP4 na 12% SDS-PAGE kultivovanych v prostiedi s a
bez CO; v testovaci ndadobé. Klad vzorki, kdy pozice 1: standart (velikost v kDa smérem
shora dolii: 97,4, 66,2; 45; 31, 21,5), pozice 2-3: FetuinB s CO; , pozice 4-5 CTRP4 s CO,,
pozice 6-7: FetuinB bez CO,, pozice 8-9: CTRP4 bez CO,. Na gelu jsou detekovany bandy u
obou sledovanych proteinii kultivovanych v prostiedi CO, v odpovidajicich velikostech 45 a
36 kDa. Naopak u proteinit kultivovanych v prostredi bez CO; nejsou bandy detekovdany.
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Obrazek 13: Detekce CTRP4 na 12% SDS-PAGE kultivovanych v prostiedi s a bez CO; ve
vyrobni lahvi. Klad vzorkii, kdy pozice 1: standart (velikost v kDa smérem shora doli: 97,4,
66,2; 45; 31; 21,5), pozice 2-3: CTRP4 bez CO; , pozice 4-5 CTRP4 s CO,. Na gelu jsou
detekovany intenzivnejsi bandy v pripadeé kultivace v prostredi CO, oproti kultivaci bez CO;
v odpovidajicich velikostech 36 kDa.
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4.4 Srovnani produkce r-proteinu v riznych kultivaénich nadobach

Z diivodu nevyhovujiciho testovani exprese r-proteinu v 50 ml centrifugacnich tubach v nasi
laboratofi, byly tyto tuby srovnany s nové testovanymi 12-jamkovymi deskami. Jelikoz
stavajici podminka pro testovani v tubach je inkubace v neptitomnosti CO; a pro desky je
v ptitomnosti CO,, byly srovnany proménné (pocty zivych bungk, viability bun¢k a relativni
¢etnost bunck pozitivnich na GFP) mezi tubami kultivovanymi v inkubatoru bez CO, a
deskami kultivovanymi v pfitomnosti COs.

Exprese r-proteinu v malém objemu by méla odpovidat laboratorni vyrobé v lahvich. Z tohoto
diivodu byla dal§im sledovanym parametrem zvolena adekvatnost proménnych mezi nové
testovanymi 12-jamkovymi deskami v pfitomnosti CO, a vyrobnimi lahvemi bez piitomnosti
CO,.

4.4.1 12-jamkové desky versus 50 ml centrifugacni tuby

Mezi deskami a tubami byl zaznamenan zjevny rozdil v poctu bun¢k. Nejvétsi rozdilu byl
pozorovan posledni den kultivace (96 hodin po transfekci), kdy se pocet bun¢k v deskach
oproti tubam zdvojnasobil. (graf 16). Namétené hodnoty poctu zivych bun€k v deskach a
tubach jsou bliZze uvedeny v kapitole 3.41.

Podle znazornéného grafu 16 bylo vétsiho poctu bunék dosazeno v deskach nez v tubach.
Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv kultivacni nadoby na pocet bunék (p
< 0,001). Statisticky bylo potvrzeno vétSiho poctu bunék kultivovanych v deskach nez v
tubach.
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Graf 16: Pocet Zivych bunék v raznych kultivacnich nadobdch béhem Ctyidenni kultivace.
Vyssiho poctu bunék bylo dosazeno u desek oproti tubam. Data byla zpriimerovana ze 3
mérent.
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U viability bun€k byl zaregistrovan jeji vyznamny pokles posledni den kultivace, jako tomu
bylo u poctu zivych bun¢k. Viabilita bun¢k se v tubach snizila v priméru z 90+6% na 70+£9%.
V deskéch se viabilita bun¢k drzela vysoko v priméru 95+2% po celou dobu kultivace (graf
17). Namétené hodnoty viability bun¢k jsou blize uvedeny v kapitole 3.4.2.

Podle znazornéného grafu 17 bylo vyssi viability bunék dosazeno v deskéach nez v tubach.

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv kultiva¢ni nadoby na viabilitu buné¢k
(p < 0,001). Statisticky byla potvrzena vyssi viabilita bun€k kultivovanych v deskach nez v
tubach.
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Graf 17: Viabilita v ruznych kultivacnich nddobdch béhem ctyidenni kultivace. Vyssi
viabilita byla dosazena v deskach oproti tubam. Data byla zpriimérovana ze 3 méreni.
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Relativni ¢etnost bun€k pozitivnich na GFP dosahovala nejvyssich hodnot u desek jak 24
hodin, tak 96 hodin po transfekci. Hodnoty GFP u bun¢k kultivovanych v deskach byly
v priméru 38+1%, kdy relativni ¢etnost GFP sledovana u bun¢k kultivovanych v tubach
dosahovala hodnot 24+5% v praméru (graf 18).

Podle znazornéného grafu 18 bylo dosazeno vyssich hodnot GFP sviticich bun¢k v deskach
nez v tubach.

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv kultiva¢ni nadoby na Cetnost bunék
pozitivnich na GFP (p < 0,01). Statisticky bylo potvrzeno dosazeni vys$Sich hodnot GFP
sviticich bun¢k kultivovanych v deskach nez v tubach.
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Graf 18: Relativni éetnost bunék pozitivnich na GFP v riiznych kultivacnich nadobdch 24 a
96 hodin po transfekci. Vyssich hodnot GFP bylo dosazeno u bunék kultivovanych v deskdam
oproti tubam. Data byla zpriimérovana ze 3 méreni.
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4.4.2 12-jamkové desky versus produkéni lahve

Pocet zivych bunc¢k byl v pribéhu ctyt denni kultivace téméf neménny a to v obou
kultiva¢nich nadobach. Pouze v dobé 24 hodin po transfekci byl zaznamenan 2,5 krat vyssi
pocet bun¢k u desek nez u bun¢k kultivovanych v 1dhvi (graf 19). Naméiené hodnoty jsou
uvedeny v kapitole 4.3.1.

Podle znazornéného grafu 19, bylo vétsiho poctu bun€k dosazeno v deskach nez v 1ahvich.
Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv kultiva¢ni nddoby na pocet bunék (p
< 0,05). Statisticky bylo potvrzeno dosazeni véts§iho poctu bunék kultivovanych v deskach
nez v lahvich.
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Graf 19: Pocet Zivych bunék v ruznych kultivacnich ndadobdch béhem Ctyi denni kultivace.
Celkove bylo vyssiho poctu bunék dosazeno u bunéek kultivovanych v deskam oproti lahvim.
Data byla zpriimérovana ze 3 méreni.
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Viability bunék kultivovanych v deskach a 1dhvich dosahovaly ptiblizné stejné vysokych
hodnot po celou dobu kultivace. V dob¢é 96 hodin po transfekci byla viabilita vyssi o 8% u
desek nez u 1ahvi (graf 20). Namétené hodnoty jsou uvedeny v kapitole 4.3.2.

Podle znazornéného grafu 20 bylo vyssich viabilit bun¢k dosazeno v deskéach nez v ldhvich.
Statisticky nebyl prokézan signifikantni vliv kultiva¢ni nddoby na viabilitu bunék.
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Graf 20: Viabilita bunék v ruznych kultivacnich ndadobdach béhem ctyi denni kultivace.
Celkove vyssi viability bunék bylo dosazeno u kultivaci v deskach oproti lahvim. Data byla
zprimeérovana ze 3 méreni.

Relativni ¢etnost pozitivnich bunék na GFP byla vyssi o 20% u bunék kultivovanych v 1dhvi
nez v deskach (graf 21). Namétené hodnoty jsou uvedeny v kapitole 4.3.3.

Podle znazornéného grafu 21 bylo dosazeno vyssich hodnot GFP v lahvich nez v deskach.

Dle analyzy rozptylu byl zaznamenan signifikantni vliv kultiva¢ni nadoby na Cetnost bunék
pozitivnich na GFP (p < 0,01). Statisticky bylo potvrzen vy3$si hodnot GFP sviticich bun¢k
kultivovanych v 1dhvich nez v deskach.
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Graf 21: Relativni etnost bunék pozitivnich na GFP v riuznych kultivacnich nadobdch 24
hodin a 96 hodin po transfekci. Celkové vyssi hodnoty GFP bylo dosazeno u kultivaci bunék
v lahvi oproti deskam. Data byla zprimérovana ze 3 méreni

4.4.3 Detekce r-proteinu

Sledovanym vysledkem detekce byl rozdil mezi expresi r-proteinti kultivovanych v riznych
kultiva¢nich nddobéch. Byly detekovany 2 rizné r-proteiny FetuinB a CTRP4. Ocekavana
velikost Fetuinu B je 45 kDa a CTRP4 36 kDa. Rozdily v intenzité¢ bandl u testovacich nadob
(desky, tuby) byly viditelné. V ptipadé bunécné kultivace v deskach byly bandy intenzivnéjsi
nez u tub (Obrdzek 14). Rozdily v intenzit¢ bandi mezi deskami a ldhvemi byly minimalni.
V ptipad€ bunécné kultivace v l1ahvich byly bandy o néco intenzivnéjsi nez u lahvi (Obrdzek
15). Detekované modré bandy na gelu byly srovnany se standartem a poté byly zhodnoceny
jako odpovidajici své velikosti.
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Obrazek 14: Detekce FetuinuB a CTRP4 na 12% SDS-PAGE kultivovanych v deskdch a
tubdch. Klad vzorki, kdy pozice 1: standart (velikost v kDa smérem shora doli: 97,4; 66,2;
45; 31; 21,5; 14,4), pozice 2-3: FetuinB v desce , pozice 4-5 CTRP4 v desce, pozice 6:
standart (velikost v kDa smérem shora dolu: 97,4; 66,2, 45, 31, 21,5; 14,4), pozice 7-
8:FetuinB v tube, pozice 9-10: CTRP4 v tubé. Na gelu jsou detekoviny silnéjsi bandy
v pripadé kultivace bunek v deskach nez v tubdch, jak u FetuinuB tak u CTRP4
v odpovidajicich velikostech 45 a 36 kDa.

Obrazek 15: Detekce CTRP4 na 12% SDS-PAGE kultivovanych v deskdch a lahvich. Klad
vzorkii, kdy pozice 1: standart (velikost v kDa smérem shora dolii: 97,4; 66,2, 45; 31; 21,5;
14,4), pozice 2-3: CTRP4 v lahvi , pozice 4. 1: standart (velikost v kDa smérem shora doli:
97,4, 66,2, 45; 31; 21,5; 14,4), pozice 5-6: CTRP4 v desce. Na gelu jsou detekovany podobné
silné bandy u obou nadob (desky i lahve), jak u FetuinuB tak u CTRP4 v odpovidajicich
velikostech 45 a 36 kDa.
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5. DISKUZE

5.1 Stanoveni optimalni rychlosti tFepani bunééné kultury v deskach

Pro stanoveni optimalni rychlosti tfepani bunééné kultury v deskach; byly porovnavany dveé
rychlosti tfepani 230 a 270 rpm v riznych transfekénich a produkénich objemech. Byly
sledovany ctyfi méfené proménné - pocet zivych bunék, viabilita, relativni Cetnost bunék
pozitivnich na GFP, sila exprese r-proteinu na gelu.

Vyssi pocet bunék a vyssi hodnoty GFP pii 230 rpm neZ pii 270 rpm mohle byt diisledkem
efektivnéjStho proniknuti komplexu DNA:PEI do buiiky, pravé diky pomalejsim otackam.
Pozitivni vliv mohlo mit také docileni mensiho stfizného napéti mezi buiikami pfi nizsi
rychlosti tfepani. Diky niZ§imu stfiznému napéti tak mohlo dochazet k menSimu
mechanickému poskozeni bunék. Predpoklddam, Ze pravdépodobné doslo k odlisnému
poskozeni bunék 1 piesto, ze moje vysledky ukazuji stejné vysokou viabilitu bunék pii obou
sledovanych rychlostech tfepani. Vliv odliSného mechanického stresu na butiky se v mém
pokusu projevil patrné jen na miru penetrace komplexu DNA:PEI do bunky (a tedy na
statisticky vyznamném rozdilu v hodnotach GFP). Obdobné¢, Natalie Miiller [3] ve svém
experimentu s kultivaci ve ¢tyrhrannych lahvich zjistila pokles viability bunék doprovazeny
tvofenim pény na hladiné pii zvyseni rychlosti tfepani bunécné kultury.

5.2 Stanoveni optimalniho objemu bunéc¢né kultury v deskach

Za ucelem stanoveni optimalniho objemu bunécné kultury v deskach byly porovnany dva
produkéni objem (1 a 2 ml) a ¢tyfi transfekéni objemy (0,4; 0,5; 0,6; a 0,7 ) a sledovany Ctyti
proménné (pocet Zivych bunék, viabilita, relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP, detekce
r-proteinu na gelu).

5.2.1 Produkéni objemy

Pocet bungk, viabilita ani relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP neni pravdépodobné
ohrozena zménou produkéniho objemu. Coz mize vést k zavéru, ze pokud nema produkéni
objem vliv na expresi r-proteintl, je mozné objem v piipadé potieby zménit, dle aktudlnich
kultiva¢nich pozadavkd, aniz by byla snizena produkce r-proteinu. V piipad¢é experimentu
Natalie Miiller nebyl také pozorovan rozdil v expresi r-proteinu mezi produkénimi objemy 1 a
2 ml [3].

Vzhledem k tomu, ze pro detekci r-proteinu na polyakrylamidovém gelu je potieba 1 ml
supernatantu, byl vybran optimalni produkéni objem 2 ml, ktery nabizi i ptipadnou rezervu
pro opakovani detekce r-proteinu.
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5.2.2 Transfekéni objemy

Vzhledem ke stejné¢ vysokym hodnotdam GFP pozitivnich bunék dosazenych ve tiech
transfekcnich objemech (0,5; 0,6 a 0,7 ml) oproti niz§i hodnoté GFP dosazené v objemu 0,4
ml se da predpokladat, ze 0,5 ml se tak miize stat hrani¢nim transfekénim objemem
(minimalnim vhodnym transfekénim objemem).

Pro expresi r-proteinu v malém objemus; byl vybran optimalni transfekéni objem 0,5 ml, ktery
je dostacujici pro kultivaci transientni transfekce v deskach.

5.3  Vliv inkubace s/bez CO, na rust, viabilitu a GFP pozitivni buriky
v ruznych kultiva¢nich nadobach

Byl pozorovan vliv CO, a pH bunétné kultury na kultivaci bun€k v testovacich nadobach
(desky, tuby) a produkcnich nddobach (1dhve). Bylo zjiSténo, ze CO, mé vliv na vSechny
sledované parametry (pocet zivych bun¢k, viabilita, relativni ¢etnost bunék pozitivni na GFP,
detekce r-proteinu na gelu).

5.3.1 Pocet zivych bunék v ruznych kultiva¢nich nadobach

Ocekavala jsem, ze vhodn¢jsi podminky by mohly byt pii kultivaci bunék v ptitomnosti CO,,
které pomaha udrzovat optimalni pH bunécéné kultury. Toto mize byt vysvétlenim, proc se
Iépe dafilo mnozit buikdm v prosttedi CO, kultivovanych v testovacich nadobach (desky,
tuby). OvSem tato ivaha nevysvétluje dosazeni vyssiho poctu bunék kultivovanych v ldhvich
bez ptitomnosti CO,. Je mozné, Ze na pocet bunek v prostiedi s a bez CO, ma vliv také tvar a
velikost nadoby, vySka hladiny suspenze v nadobé a pomér objemu bunécné suspenze a
volného prostoru nad nim uvniti 1adhve. Jednim z moznych vysvétleni mize byt, ze obsah
volného prostoru nad hladinou v ldhvi si buiiky ,,zadychaji“ a tedy upravi mnozstvi CO, tak,
ze dodate¢nd inkubace bunééné kultury v prostfedi CO, jiz nevede ke zlepSeni sledovanych
parametri bunécné kultury.

5.3.2 Viabilita bunék v ruznych kultiva¢nich nadobach

Jako u poctu buné¢k, i zvySend viabilita byla pfedpoklddana u kultivaci v ptitomnosti CO,
oproti kultivacim bez CO,. To se potvrdilo u kultivaci bun¢k v testovacich nadobéach (desky,
tuby), ale kultivace v ldhvich tento ptedpoklad opét nepotvrdily. To opét potvrzuje
domnénku, Ze na samotnou regulaci pH kultury mé vliv kromé CO; také kultivacni nadoba.
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5.3.3 Relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP v riiznych kultiva¢nich nadobach

Zvysené hodnoty GFP u bunééné kultury inkubované v testovacich nadobach v prostiedi CO,
oproti kultivacim bez CO, mizou potvrzovat predpoklad, ze vhodnéjsi podminky kultivace
bun€k jsou v pfitomnosti CO,, diky schopnosti udrzovat optimélni pH hodnoty. V rozporu
s tim, jsou ale vysledky hodnot GFP naméfenych u kultivaci bun¢k v lahvich. Zde byla
relativni Cetnost bunék pozitivnich na GFP statisticky vyznamné vy$$i u kultivaci bez
ptitomnosti CO,. To milize opét znamenat, Ze na samotnou regulaci pH ma vliv kromé CO,
také kultiva¢ni nadoba.

Vysledky uvedené v praci Natalie Miiller jsou obdobné. Ve své praci se také vénovala
srovnani inkubaci bun¢k ve ¢tyrthranné ldhvi v pfitomnosti CO; a bez CO,. Jejim zavérem
bylo, Ze o néco siln€jsi exprese r-proteinu bylo dosazeno v kultufe inkubované bez
ptitomnosti CO; [3].

5.3.4 Vliv CO; na hodnotu pH bunék v netransfekované bunééné kulture

Predpokladala jsem, Ze optimalnich pH hodnot (blizkych 7,2 — 7,4) bude naméteno u bun¢k
kultivovanych v ptitomnosti CO,, jelikoz byl zjistén pozitivni vliv inkubace bunék v deskach
v prostiedi CO, na pocty bunék, viabilitu a mnozstvi GFP pozitivnich bun¢k. Jednim
z divodu, pro¢ byl zaznamenan prudky pokles pH u bun¢k kultivovanych 4. den bez CO,,
souvisel pravdépodobné se zvySenou mortalitou v kultufe. Poruseni kompartmentace bunék a
vyliti jejich obsahu do média mohlo vést k naruSeni osmotické rovnovahy a néslednému
poklesu pH v médiu. Tento fenomén je potieba jesté dale otestovat.

5.4 Srovnani produkce r-proteinu v ruznych kultiva¢nich nadobach

Testovani exprese r-proteinu v malém objemu vyuzivajici 50 ml centrifugacni tuby bylo
nevyhovujici; a proto bylo nahrazeno 12-jamkovymi kultivacnimi deskami. Jednotlivé
proménné (pocty bunéck, viabilita, relativni cetnost bunék pozitivnich na GFP, exprese
r-proteinli detekovana na polyakrylamidovém gelu) byly srovnany mezi stavajicimi tubami a
nové testovanymi deskami. Jelikoz bylo dosavadni testovani v tubach provadéno bez
ptitomnosti CO,, byly pii téchto podminkach tuby srovnavany s deskami kultivovanymi
v prostiedi CO,.

Podobné tomu bylo i u produkce r-proteinu ve vyrobnich ctythrannych lahvich. Kultivace
bun¢k v ldhvich probihd standardné bez piitomnosti CO,. Naopak u testovani exprese 1-
proteinu v malém objemu je kultivace rutinné¢ provadéna v ptfitomnosti CO,. Pro spravné
provedeni experimentu bylo tedy testovani v malém objemu v deskdch porovnano s expresi r-
proteinu v ldhvich vzdy ve shodnych podminkdch CO, - kultivace v testovacich nadobach
byly porovnény s kultivacemi v lahvich, samostatné pro prostifedi s CO, a bez CO..
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5.4.1 12-jamkové desky versus 50 ml centrifuga¢ni tuby

Pri¢inou rozdilné intenzity exprese r-proteini detekované na gelu ze vzorka kultivovanych
v tubach oproti vzorkiim kultivovanym v deskdch muze byt rozdil v relativni ¢etnosti GFP
bun¢k z kultivaci v deskdch a tubach. Rozdil 14% hodnoty GFP namétené ve vzorcich
kultivovanych v deskach oproti kulturam z tub neni vysoky. Ale i tak byla intenzita bandi r-
proteinu z kultur kultivovanych v tubach slabsi nez u bun¢k kultivovanych v deskach.
Vzhledem k namétenym vysledklim byly 12-jamkové desky vybrany jako ndhrada za 50 ml
centrifugacni tuby. Dal§im diivodem volby desek pro testovani exprese r-proteinu v malém
objemu bylo pro manipulaci vyhodnéjsi uspotadani desky, kdy v rdmci jedné desky je mozné
otestovat 6 proteinli v duplikatu. V neposledni fad€¢ je tfeba u desek zminit snadnéjsi
manipulaci (jedno spole¢né vicko pro 6 jamek bez nutnosti Sroubovéni, plochy nizky tvar
desky minimalizuje riziko ptevrhnuti), niz§i spotfebu plazmidu a aditiv nezbytnych pro
transfekci. Navic jsou desky také vhodné&jSimi kultivacnimi nddobami pro aktudlné

5.4.2 12-jamkové desky versus produkéni lahve

Rozdil v poctu bunék nejspisSe nemél zdsadni vliv na expresi r-proteinu, jelikoz byly
detekovany srovnatelné intenzity bandt jak u kultury kultivované v deskach, tak u kultury z
lahvi. O néco siln¢jsi intenzita bandi z kultivaci bun¢k v ldhvich odpovidala namétenym
hodnotam GFP, které byly vyssi nez u kultivaci v deskach. Stejné hodnoty viabilit bun¢k
naméfen jak u kultur inkubovanych v deskéach tak u kultur z lahvi by mohly znamenat, ze
parametry kultivaci v deskéach a lahvich jsou podobné.

Muzeme tedy predpokladat, ze exprese r-proteinu v malém objemu ve 12-jamkovych deskach

muze simulovat expresi ve vyrobni ¢tyrhranné lahvi.
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6. ZAVER

Sav¢i bunééné linie patii k uspéSné vyuzivanym liniim pro expresi r-proteinu viibec. Mezi
nejpopuldrnéjsi linie patii HEK 293. Spojenim transientni transfekce umoziiujici rychlou
expresi r-proteinu se savéi bunécnou liniit HEK 293 je mozné produkovat rekombinantni
proteiny v zddané kvalit¢ a mnozstvi. Vyroba r-proteind prostfednictvim transientni
transfekce v savCich expresnich systémech se tak stala jednou =z oblibenych
biotechnologickych operaci.

Efektivnost exprese takto vyrobenych r-proteinu je ovlivnéna hned nékolika parametry. Ty se
tak Casto stavaji hledanymi cili v mnoha biotechnologickych laboratofich. Laboratorni vyrobé
r-proteinu ve velkém objemu tradi¢né predchazi jeho testovani v objemu malém. JelikoZ bylo
testovani exprese r-proteinu v malém objemu pomoci 50 ml centrifugacnich tub nevyhovujici,
ukolem této prace bylo optimalizovat podminky pro expresi r-proteinu ve 12-jamkovych
deskach. Mezi hledané cile optimalizace patfila rychlost tfepani a vhodné produkéni a
transfekéni objemy. Na zakladé méfeni byla stanovena optimalni rychlost tfepani bunécné
kultury na 230 rpm. Vhodny produk¢ni objem byl urcen na 2 ml s transfekénim objemem 0,5
ml. Aby byla ndhrada tub za nové¢ testované desky mozna, bylo potfeba vysledna data mezi
sebou porovnat a statisticky vyhodnotit. Zavérem méfeni bylo, Zze dochazi k silnéjsi expresi
r-proteinu v deskach oproti tubam.

Oblibenou nadobou pro produkci r-proteinu v laboratornich podminkéach jsou ctyrhranné
lahve. Z tohoto diivodu bylo provedeno srovndni exprese r-proteinu také s témito lahvemi.
Bylo prokazano, ze sila exprese v deskach 1épe odpovidd konetné vyrobé v ldhvich. To
znamena, Ze na zakladé vysledkli exprese r-proteini v testovanych deskach lze ocekavat
podobnou expresi ve vyrobnich ldhvich.

Stavajici vyroba r-proteinii v lahvich probihd bez ptitomnosti CO, a testovani exprese
r-proteinti je provadéno naopak v prostfedi CO,. Proto dal$i sledovany parametr byl vliv CO,
na produkci r-proteinu. Na zdklad¢ ziskanych dat byl pozorovan a také statisticky potvrzen
vliv CO; na jednotlivé proménné (pocet zivych bungk, jejich viabilita a relativni Cetnost
bunek pozitivnich na GFP) ve vSech kultiva¢nich naddobach (desky, tuby, ldhve). V piipade
kultivace bunék v testovacich nadobach (desky, tuby) bylo dosazeno nejsilngjsi exprese
r-proteinu v prostfedi CO,. Naopak tomu bylo u exprese r-proteinu ve vyrobni lahvi.
Vzhledem k vyznamnému vlivu CO; na kultivaci bun¢k bylo zméfeno pH bunééné kultury pti
kultivaci v prostiedi s a bez CO,.

Zavéerem lze tici, ze za uvedenych optimalizovanych podminek (rychlosti tfepdni, produkéni a
transfekéni objemy), 1ze nahradit doposud pouzivané 50 ml centrifugacni tuby za 12-jamkové
desky, avSak pouze v pfitomnosti CO,. Exprese r-proteinu v kulturdch inkubovanych ve
12-jamkovych deskach v prostfedi CO; je srovnatelna s produkci ve ¢tythrannych lahvich v
prostiedi bez CO, a tuto velkoobjemovou produkci simuluje 1épe nez kultivace v 50 ml
tubach.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

desky
tuby
lahve
r-protein

HEK 293

E. coli
PEI
DNA

GFP

CTRP4

FetuinB

CDM4HEK293
FreeStyle

CO,

Hg stupnice
H,CO3

HEPES

PBS

His-tag
Ni-NTA

SDS-OAGE

12-jamkov¢ kultivacni desky

50 ml centrifugacni tuby

¢tythranné vyrobni lahve o objemu 1 litru
rekombinantni protein

lidské embryondlni ledvinové buitky (Human embryonic kidney
cells)

Escherichia coli, gram negativni bakterie
polyethylenimin
deoxyribonukleova kyselina

zivo¢iSny rekombinantni protein zelen¢ fluoreskujici (Green
fluorescent protein)

lidsky rekombinantni protein Clq/TNF-related protein 4,
modulétor pfijmu potravy a télesné hmotnosti v hypothalamu

idsky rekombinantni protein kddovany genem FETUB.
Negativni protein akutni faze.

specialni medium zvysujici vytézek rekombinantnich proteint
specialni medium podporujici rist a transfekci bun¢k

oxid uhlicity

rtut’ova stupnice v milimetrovych jednotkach

kyselina uhlicita
4-(2-Hydroxyetyl)piperazin-1-ehansulfonova kyselina
fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

histidinova aminokyselina

Nikl-nitrilotrioctova kyselina

polyakrylamidovy gel za pfitomnosti dodecylsiranu sodného
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9. PRILOHY
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Graf 22: Viabilita bunék v prubéhu 4 denni kultivace u dvou riznych sledovanych
r-proteinii. Mezi dvéma r-proteiny nebyl zaznamenan rozdil viability.
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Graf 23: Hodnoty GFP vprubéhu 4 denni kultivace u dvou riuznych sledovanych
r-proteinit. Mezi dvéma r-proteiny nebyl zaznamendn rozdil hodnot GFP.
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Graf 24: Viabilita bunék v priibéhu 4 denni kultivace u dvou ruznych testovacich nddob.
Mezi dvema r-proteiny nebyl zaznamenan rozdil viabilit

Plot of Means
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Graf 25: Pocet Zivych bunék v prubéhu 4 denni kultivace ve dvou riuznych prostiedi CO,.
Byl zaznamendn stejny trend poklesu krivky poctu bunék v pripade kultivace bunék bez CO;
Jjako u transfekovanych bunék DNA.
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Graf 26: Viabilita bunék v priibéhu 4 denni kultivace ve dvou ruznych prostiedi CO;. Byl

zaznamenan stejny trend poklesu krivky viability bunék v pripade kultivace bunék bez CO;
Jjako u transfekovanych bunék DNA.
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10. STATISTICKE ZPRACOVANI DAT POMOCI
MULTI-WAY ANOVY

10.1 Multi-way ANOVA pro vliv rychlosti tfepani na sledované proménné

10.1.1 Podet Zivych bunék

Shapiro-Wilk normality test:

data: pocet log
W =10.95337, p-value = 0.001816

Anova Table (Type Il tests):

cas
DNA

rpm

cas:DNA
cas:rpm
DNA: rpm
cas:DNA: rpm
Residuals

Signif. codes: @ 'xkx'

> with(Dataset,

# means
, , 230

CTRP4
1 14.31820
4 14.41967

y o+ 270
CTRP4

1 14.12785
4 14.16324

> with(Dataset,
# std. deviations

+

y o+ 230

CTRP4

FNgr

y 2 270

CTRP4

Sum Sq Df F value

0.
0.1040
1.6850
0.0024
0.
0
0
5

1303

0056

. 2127
. 1548
15.

[SEEN SRS RN SRS

0

. 7249
.5784
.3738
.0133
. 0309
.1831
. 8612

001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.

[SESESESESESRES]

Pr(>F)

396854
. 448977
. 002919
. 908486
. 860814
. 279689
.355934

*k

(tapply(pocet_log, list(cas, DNA, rpm), mean, na.rm=TRUE)))

FetuinB
14.54816
14.49544

FetuinB
13.93050
14.20515

(tapply(pocet_log, list(cas, DNA, rpm), sd, na.rm=TRUE)))

FetuinB
0.2921776 0.5898252
0.2810541 0.8715932

FetuinB
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1 0.2544686 0.5782284
4 0.4430022 0.3700403

> xtabs(~ cas + DNA + rpm, data=Dataset) # counts

, » rpm = 230
DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 24 8
4 24 8
, » rpm = 270
DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 12 4
4 12 4
Histogram poctu zivych bunék
Sr —
8 —
oy
[y
g
3 o _|
r N
g ]
o :

[ I I I I I ]
13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0

log poctu zivych bunék

Graf 27: Zaznam Gaussovy kiivky z poctit Zivych bunék.

10.1.2 Viabilita bunék

Shapiro-Wilk normality test:
data: viabilita
W =0.91551, p-value = 1.199¢-05

Anova Table (Type Il tests):

Sum Sq Df F value Pr(>F)

cas 0.51773 1 136.3291 < 2.2e-16 sx*kx
DNA 0.00300 1 0.7908 0.3762892

64



rpm

cas:
cas
DNA
cas

DNA
:rpm
trpm
:DNA: rpm

Residuals

00096
00398
06199
00026
01042
33420 8

0.2536 0.6158228
1.0468 0.3090535
16.3237 0.0001139 s*x*kx
0.0695 0.7926350
2.7440 0.1011789

R R R R R

0.
0.
0.
0.
0.
0.

Signif. codes: @ 'skx' 0.001 'xx' 0.01 'x' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1

>
#

’

>

’

cas CTRP4

’

cas CTRP4

with(Datas
means
, 230

CTRP4
. 9329167
.8379167

(S

, 270

CTRP4
. 9908333
. 7625000

(S

with(Datas
# std. d
, 230

CTRP4
.06389388
.07983566

[SHS]

, 270

CTRP4
.02151462
.07300374

[SHS

xtabs (~
» FPMm =

ca
23

DNA
Fe
1
4

24
24
, rpm = 27
DNA

Fe

1
4

12
12

et, (tapply(viabilita, list(cas, DNA, rpm), mean, na.rm=TRUE)))

FetuinB
0.97500
0.81625

FetuinB
0.99
0.80

et, (tapply(viabilita, list(cas, DNA, rpm), sd, na.rm=TRUE)))
eviations

FetuinB
0.03023716
0.03502550

FetuinB
0.0200000
0.0678233

s + DNA + rpm, data=Dataset) # counts
0

tuinB
8
8

0

tuinB
4
4
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10.1.3 Relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP

Shapiro-Wilk normality test:

data: GFP_sqrt

W =0.98147, p-value = 0.1932

Anova Table (Type 11 tests):

Sum Sq Df F value

cas

DNA

rpm

cas:DNA
cas:rpm
DNA: rpm
cas:DNA: rpm
Residuals

Signif. codes:

> with(Dataset,

# means
, , 230

CTRP4

[SHS]

y o 270

CTRP4

[SHS]

> with(Dataset,

0.

00011

0.01910

RS ESESESRS]

.6542280 0.
.6448071 0.

.5269038 0.
.5192473 0.

. 34979
. 00871
. 00079
. 00017
. 00174
.04938 8

0 'xxkx' 0.

FetuinB
6739057
6945545

FetuinB
5192885
5834422

std. deviations

, o+ 230
CTRP4
10
40
y o+ 270
CTRP4
10
40

Fetuin

Fetuin

Pr(>F)

1

1
1
1
1
1
1
8

B

. 08012421 0.1800035
.06638834 0.1005360

B

.1237549 0.08437613
. 1491145 0.15097563

[SESESI SRR S)

. 0094
.6014
.3326
. 7300
. 0666
.0138
. 1461

001

0.9229
0.2090
5.234e-07 *x*kx
0.3952
0.7970
0.9066
0.7032

"x' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

(tapply(GFP_sqrt, list(cas, DNA, rpm), mean, na.rm=TRUE)))

(tapply(GFP_sqrt, list(cas, DNA, rpm), sd, na.rm=TRUE))) #

> xtabs(~ cas + DNA + rpm, data=Dataset) # counts
, » rpm = 230

DNA

cas CTRP4 FetuinB

1 24
4 24

, » rpm = 270
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DNA
cas CTRP4 FetuinB

1 12 4
4 12 4
Histogram GFP sviticich bunék
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Graf 28: Zaznam Gaussovy kiivky 7 hodnot GFP .

10.2 Multi-way ANOVA pro vliv produkénich a transfekénich objemu na
sledované proménné

10.2.1 Pocet zivych bunék

Shapiro-Wilk normality test pro produk¢ni objem:

data: pocet log
W =0.95283, p-value = 0.001672

Anova Table (Type Il tests) pro produk¢éni objem:
Sum Sq Df F value Pr(>F)

cas 0.1303 1 0.7166 0.39957
DNA 0.0232 1 0.1277 0.72173
Prod.ob 0.2070 1 1.1381 0.28897
cas:DNA 0.0383 1 0.2108 0.64728
cas:Prod.ob 0.2017 1 1.1091 0.29515
cas:DNA:Prod.ob ©0.5562 1 3.0586 0.08380 .
Residuals 16.0020 88

Signif. codes: 0 'sxxx' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1



> with(Dataset, (tapply(pocet_log, list(cas, DNA, Prod.ob), mean,
na.rm=TRUE))) # means
’ ’ 1

CTRP4 FetuinB
14.22243 14.37654
14.24830 14.78591

g

’ ’ 2

CTRP4 FetuinB
14.26122 14.30801
14.35138 14.01144

FNgr

> with(Dataset, (tapply(pocet_log, list(cas, DNA, Prod.ob), sd,
na.rm=TRUE)))

+ # std. deviations

’ ’ 1

CTRP4 FetuinB
.3318483 0.8679539
.3051361 0.5049196

(S

’ ’ 2

CTRP4 FetuinB
.2881265 0.3673791
.3705987 0.7588252

[SES]

> Xxtabs(~ cas + DNA + Prod.ob, data=Dataset) # counts
, , Prod.ob =1

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 6
4 6 6

, , Prod.ob = 2

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 30 6
4 30 6

Shapiro-Wilk normality test pro transfekéni objem:

data: pocet log
W =0.95283, p-value = 0.001672

Anova Table (Type 1l tests) pro transfekéni objem:
Sum Sq Df F value Pr(>F)

cas 0.1303 1 0.6444 0.4243
DNA 0.1121 1 0.5542 0.4586
TTF.ob 0.0798 3 0.1316 0.9410
cas:DNA 0.0464 1 0.2296 0.6331
cas:TTF.ob 0.4071 3 0.6711 0.5721
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DNA:TTF.ob 0
cas:DNA:TTF.ob 0
Residuals 17.3892 86

> with(Dataset, (tapply(pocet_log, list(cas, DNA, TTF.ob), mean,
na.rm=TRUE))) # means

y o+ 0.4

CTRP4 FetuinB
1 14.13963 NA
4 14.47446 NA
y » 0.5

CTRP4 FetuinB
1 14.31084 14.34227
4 14.25369 14.39868

, » 0.6

CTRP4 FetuinB
1 14.19247 NA
4 14.31324 NA
110-7

CTRP4 FetuinB
1 14.26391 NA
4 14.45643 NA

> with(Dataset, (tapply(pocet_log, list(cas, DNA, TTF.ob), sd,
na.rm=TRUE)))
+ # std. deviations

y » 0.4

CTRP4 FetuinB
1 0.03025445 NA
4 0.24758199 NA
v » 0.5

CTRP4  FetuinB
1 0.3205007 0.6364423
4 0.4457534 0.7356643

, , 0.6

CTRP4 FetuinB
1 0.3527052 NA
4 0.2746907 NA
, » 0.7

CTRP4 FetuinB
1 0.2942396 NA
4 0.1503566 NA

> xtabs(~ cas + DNA + TTF.ob, data=Dataset) # counts



;y » TTF.0b = 0.4

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

y » TTF.0b = 0.5

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 18 12
4 18 12

y » TTF.0b = 0.6

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

, » TTF.0b = 0.7

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

10.2.2 Viabilita bunék

Shapiro-Wilk normality test pro produkéni objem:
data: viabilita
W =0.96235, p-value = 0.00744

Anova Table (Type II tests) pro produkéni objem:
Sum Sq Df F value Pr(>F)

DNA 0.00047 1 0.0701 0.7918

Prod.ob 0.01034 1 1.5427 0.2174

DNA:Prod.ob 0.00580 1 0.8659 0.3545

Residuals 0.61639 92

> with(Dataset, (tapply(viabilita, list(DNA, Prod.ob), mean, na.rm=TRUE)))
# means
1 2
CTRP4  0.8375000 0.8776667
FetuinB 0.8566667 0.8575000

> with(Dataset, (tapply(viabilita, list(DNA, Prod.ob), sd, na.rm=TRUE))) #
std. deviations
1 2
CTRP4 0.1187147 0.06502585
FetuinB 0.1016530 0.09449627

> xtabs(~ DNA + Prod.ob, data=Dataset) # counts
Prod.ob
DNA 1 2
CTRP4 12 60
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FetuinB 12 12

Shapiro-Wilk normality test pro transfekéni objem:

data: viabilita
W = =0.96235, p-value = 0.00744

Anova Table (Type 1l tests) pro transfekéni objem:
Sum Sq Df F value Pr(>F)

> with(Dataset, (tapply(viabilita, list(DNA, TTF.ob), mean, na.rm=TRUE))) #

DNA 0.00870 1 2.0624 0.15460
TTF.ob 0.03867 3 3.0546 0.03269 x
DNA:TTF.ob 0
Residuals 0.36288 86
Signif. codes: 0 'sxxx' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1
means
, , 0.4
CTRP4 FetuinB
1 1.0000000 NA
4 0.8683333 NA
110'5

CTRP4 FetuinB
1 0.9494444 0.9800000
4 0.7922222 0.8108333

y » 0.6

CTRP4 FetuinB
1 0.9316667 NA
4 0.8200000 NA
y 2 0.7

CTRP4 FetuinB
1 0.9333333 NA
4 0.8116667 NA

> with(Dataset, (tapply(viabilita, lis(DNA, TTF.ob), sd, na.rm=TRUE)))

+ # std. deviations
, , 0.4

CTRP4 FetuinB
.00000000 NA
. 03060501 NA

(S

y » 0.5

CTRP4 FetuinB
.07157655 0.02730301
.10591648 0.04581749

(S
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y » 0.6

CTRP4 FetuinB

1 0.03710346 NA
4 0.04049691 NA
y 2 0.7

CTRP4 FetuinB
1 0.05163978 NA
4 0.06431692 NA

> xtabs(DNA + TTF.ob, data=Dataset) # counts
, , TTF.ob = 0.4

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

, » TTF.0ob = 0.5

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 18 12
4 18 12

;y » TTF.0ob = 0.6

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

y » TTF.0b = 0.7

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

10.2.3 Relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP

Shapiro-Wilk normality test pro produkéni objem:

data: GFP_sqrt
W = 0.94255, p-value = 0.005

Anova Table (Type 1l tests) pro produkéni objem:
Sum Sq Df F value Pr(>F)

DNA 0.00603 1 0.6793 0.4131
Prod.ob 0.01150 1 1.2966 0.2594
DNA:Prod.ob 0.00568 1 0.6401 0.4268
Residuals 0.53218 60
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> with(Dataset, (tapply(GFP_sqrt, list(DNA, Prod.ob), mean, na.rm=TRUE)))
means
1 2
CTRP4 0.691773 0.6410665
FetuinB 0.685755 0.6827052

> with(Dataset, (tapply(GFP_sqrt, list(DNA, Prod.ob), sd, na.rm=TRUE))) #
std. deviations
1 2
CTRP4 0.07709119 0.07004588
FetuinB 0.16384682 0.12610029

> xtabs(~ DNA + Prod.ob, data=Dataset) # counts
Prod.ob
DNA 1 2
CTRP4 12 60
FetuinB 12 12

Shapiro-Wilk normality test pro transfekéni objem:

data: viabilita
W = 0.94255, p-value = 0.005

Anova Table (Type Il tests) pro transfekéni objem:
Sum Sq Df F value Pr(>F)

#

DNA 0.00016 1 0.0109 0.91720
TTF.ob 0.10547 3 2.3862 0.07463 .
DNA:TTF.ob (/]
Residuals 1.26701 86
Signif. codes: 0 'sxkx' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1
> with(Dataset, (tapply(GFP_sqrt, list(DNA, TTF.ob), mean, na.rm=TRUE))) #
means
, » 0.4
CTRP4 FetuinB
1 0.5843227 NA
4 0.5063964 NA
, » 0.5
CTRP4 FetuinB
1 0.6421358 0.6223666
4 0.6444182 0.6575171
, » 0.6
CTRP4 FetuinB
1 0.5536630 NA
4 0.6075026 NA
, » 0.7
CTRP4 FetuinB
1 0.6063266 NA
4 0.5705696 NA
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> with(Dataset, (tapply(GFP_sqrt, list(DNA, TTF.ob), sd, na.rm=TRUE)))
+ # std. deviations

y » 0.4

CTRP4 FetuinB
1 0.07924843 NA
4 0.07921635 NA
y » 0.5

CTRP4 FetuinB
1 0.1301378 0.1683928
4 0.1124731 0.1250657

, » 0.6
CTRP4 FetuinB
1 0.09027038 NA
4 0.07161485 NA
, » 0.7
CTRP4 FetuinB
1 0.0940302 NA
4 0.1460837 NA

> xtabs(DNA + TTF.ob, data=Dataset) # counts
, , TTF.ob = 0.4

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

y » TTF.0b = 0.5

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 18 12
4 18 12

y » TTF.0b = 0.6

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0

y » TTF.0b = 0.7

DNA
cas CTRP4 FetuinB
1 6 0
4 6 0
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10.3 Multi-way ANOVA pro vliv CO2 na sledované proménné v riznych
kultiva¢nich nadobach

10.3.1 Pocet Zivych bunék
Shapiro-Wilk normality test:

data: pocet
W =0.85497, p-value = 0.04231

Anova Table (Type 1l tests):

Sum Sq Df F value Pr(>F)

cas 1.6691e+11 1 0.2371 0.6315697

C02 1.5941e+13 1 22.6493 0.0001198 skx
nadoba 2.7730e+12 2 1.9699 0.1656150
opak 1.5246e+11 1 0.2166 0.6466641
cas: (02 5.8594e+11 1 0.8325 0.3724205
cas:nadoba 2.6928e+12 2 1.9130 0.1737009
C02:nadoba 1.4926e+13 2 10.6031 0.0007255 skx*
cas:opak 7.5666e+11 1 1.0750 0.3121821
C02:o0pak 2.3438e+12 1 3.3300 0.0830028 .
nadoba:opak 4.8800e+12 2 3.4667 0.0509778 .
cas:C02:nadoba 2.3437e+12 2 1.6650 0.2143703
cas:C02:opak 1.4850e+12 1 2.1099 0.1618562
cas:nadoba:opak 3.918%e+11 2 0.2784 0.7598838
C02:nadoba:opak 7.5139%9e+12 2 5.3378 0.0138793 x*
cas:C02:nadoba:opak 5.7625e+10 2 0.0409 0.9599704
Residuals 1.4077e+13 20

Signif. codes: 0 'sxkx' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

> with(Dataset, (tapply(pocet, list(cas, C02, nadoba, opak), mean,
+ na.rm=TRUE))) # means
, » desky, 1

bez C02 s CO2
1 1860000 2375000
4 720000 2500000

, , lahve, 1

bez C02 s C02
1 2200000 1600000
4 2300000 1250000
» » tuby, 1

bez C02 s C02
1 1875000 2150000
4 900000 3450000
, , desky, 2

bez C02 s C02
1 625000 4900000
4 350000 4175000

, , lahve, 2



bez C02 s CO02
1050000 1800000
2690000 2000000

QP

, » tuby, 2

bez C02 s CO2
795000 900000
1150000 1925000

QP

> with(Dataset, (tapply(pocet, list(cas, (€02, nadoba, opak), sd,
na.rm=TRUE)))

+ # std. deviations

, » desky, 1

bez C02 s C02
1 791959.6 35355.34
4 735391.1 1131370.85

, , lahve, 1

bez C02 s C02
1 282842.7 NA
4 1272792.2 NA

» » tuby, 1
bez C02 s C02
1 35355.34 212132.0
4 141421.36 353553.4
, » desky, 2
bez C02 s C02
1 261629.51 2969848.48
4 70710.68 35355.34
, , lahve, 2
bez C02 s C02
1 70710.68 NA
4 268700.58 NA
» » tuby, 2
bez C02 s C02

1 487903.7 141421.4
4 636396.1 318198.1

> xtabs(~ cas + C02 + nadoba + opak, data=Dataset) # counts
, » hadoba = desky, opak =1

Cco2
cas bez C02 s C02
1 2 2
4 2 2
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, ,» hadoba = lahve, opak =1

Cco2
cas bez

1

4

€02 s C02
2 1
2 1

, , hadoba = tuby, opak =1

Cco2
cas bez

1

4

C02
cas bez

1

4

C02 s C02
2 2
2 2
, » hadoba = desky, opak = 2
C02 s C02
2 2
2 2
, » hadoba = lahve, opak = 2

Cco2
cas bez

1

4

€02 s C02
2 1
2 1

, » hadoba = tuby, opak = 2

Cco2
cas bez
1
4
5 o
S —
5
=
[
Graf 29:

€02 s C02
2 2
2 2

Histogram pocétu zivych bunék

_ i\
| N

[ I I I ]
12 13 14 15 16

log poctu zivych bunék

Zdaznam Gaussovy kiivky z pocti Zivych bunék.
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10.3.2 Viabilita bunék

Shapiro-Wilk normality test:
data: viabilita exp 2
W =10.93502, p-value = 0.01567

Anova Table (Type II tests):
Sum Sq Df F value Pr(>F)

cas 73.178 1 17.4149 0.0002148 sxxx
co2 133.339 1 31.7320 3.148e-06 xxkx
nadoba 13.600 2 1.6182 0.2140503
cas:C02 15.968 1 3.8001 0.0600609 .
cas:nadoba 2.826 2 0.3363 0.7169319
C02:nadoba 60.011 2 7.1407 0.0027283 *x
cas:C02:nadoba 0.677 2 0.0806 0.9227801
Residuals 134.465 32

with(Dataset, (tapply(viabilita_exp_2, list(cas, C02, nadoba), mean,
na.rm=TRUE)))

+ # means

, » desky

bez C02 s C02
9.005771 13.82035
5.842558 12.48249

QN

, , Llahve

bez C02 s C02
12.89148 11.02089
9.57284 10.75216

g

» 1 tuby

bez C02 s C02
11.211213 13.80927
6.761907 12.02677

QP

> with(Dataset, (tapply(viabilita_exp_2, list(cas, C02, nadoba), sd,
na.rm=TRUE)))

+ # std. deviations

, ,» desky

bez C02 s C02
1.870119 1.668706
1.776389 1.617936

AR
=

, , lahve

bez C02 s C02
2.620867 0.5606082
1.820999 0.1805621

FNQP

» » tuby

bez C02 s C02
2.975319 1.6000220
3.206389 0.8788506

FNQP
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> xtabs(~ cas + C02 + nadoba, data=Dataset) # counts
, » hadoba = desky

Cco2
cas bez C02 s C02
1 4 4
4 4 4

, , hadoba = lahve

C02
cas bez C02 s CO02
1 4 2
4 4 2

, » hadoba = tuby

Cco2
cas bez C02 s C02
1 4 4
4 4 4
Histogram bunécné viability
15
10— / ‘\
=
=
= 4
2
&
5— \
O_. I
I | I | | | | I
2 4 6 8 10 12 14 16

Exponencial viabilty

Graf 30: Zaznam Gaussovy kiivky z viabilit bunék.



10.3.3 Relativni ¢etnost bunék pozitivnich na GFP

Shapiro-Wilk normality test:
data: GFP
W =0.97321, p-value = 0.3908

Anova Table (Type 11 tests):
Sum Sq Df F value Pr(>F)

cas 0.02954 1 5.9575 0.02037 x

co2 0.12615 1 25.4447 1.747e-05 *xkx

nadoba 0.33046 2 33.3275 1.501e-08 xxx

cas:C02 0.00586 1 1.1818 0.28510

cas:nadoba 0.00977 2 0.9856 0.38427

C02:nadoba 0.16696 2 16.8383 1.009e-05 *xx

cas:C02:nadoba 0.00735 2 0.7416 0.48437

Residuals 0.15865 32

Signif. codes: 0 'sxxx' 0.001 'xx' 0.01 'x' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

> with(Dataset, (tapply(GFP, list(cas, C02, nadoba), mean, na.rm=TRUE))) #
means
, » desky

bez C02 s C02

1 0.1150 0.3275
4 0.1125 0.3075
, , lahve

bez C02 s CO02
1 0.505 0.37
4 0.395 0.32
» 1 tuby

bez C02 s CO02
1 0.2525 0.3575
4 0.1375 0.3450

> with(Dataset, (tapply(GFP, list(cas, C02, nadoba), sd, na.rm=TRUE))) #
std. deviations
, » desky

bez C02 s C02
1 0.04509250 0.1195478
4 0.04856267 0.1071992

, » lahve

bez C02 s C02
1 0.05196152 0.08485281
4 0.03415650 0.08485281

, » tuby
bez C02 s C02

.04112988 0.08098354
.03862210 0.06557439

(S
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> xtabs(~ cas + C02 + nadoba, data=Dataset) # counts

, , hadoba = desky

Cco2
cas bez C02 s C02
1 4 4
4 4 4

, , hadoba = lahve

Cco2

cas bez C02 s C02
1 4 2
4 4 2

, » hadoba = tuby

Histogram GFP sviticich bunék

Cco2
cas bez C02 s C02
1 4 4
4 4 4
o
w_
>
[&]
& © -
>
o
o
(N < -
N_
O_

0.0 0.1

I
0.2

I
0.3

GFP

I
0.4

Graf 31: Zaznam Gaussovy kiivky 7 hodnot GFP.
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10.3.4 pH

Shapiro-Wilk normality test:
data: pH
W =10.92058, p-value = 0.2908

Anova Table (Type 11 tests):

Sum Sq Df F value Pr(>F)

cas 0.2066 2 177.09 4.623e—-06 xk*
Cco2 1.7633 1 3022.86 2.431e-09 *xx
cas:C02 1.3921 2 1193.20 1.577e-08 *xx
Residuals 0.0035 6

Signif. codes: @ ‘'skx' 0.001 '*xx' 0.01 'x' .05 '.' 0.1 ' ' 1

> with(Dataset, (tapply(pH, list(cas, C02), mean, na.rm=TRUE))) # means
0 1
0 6.800 7.080
1 6.505 6.795
4 5.810 7.540
> with(Dataset, (tapply(pH, list(cas, C02), sd, na.rm=TRUE))) # std.
deviations
0 1
028284271 0.04242641

0 0.
1 0.007071068 0.02121320
4 0.014142136 0.01414214

> xtabs(~ cas + C02, data=Dataset) # counts

Cco2
cas 0 1
022
122
4 2 2
Histogram pH v inkubatoru s/bez CO2
SE /\
g = -

[ T T T T T 1
13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0

pH

Graf 32: Zaznam Gaussovy krivky 7 hodnot pH.
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11. NAMERENA DATA

Cislo Opakovani| Kultivacni Cas | Otacky | Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA C02 bunék Viabilita| GFP | pH
318 1|desky 96 230 0,5 1|FetuinB 1 1,70E+06 77% 50%
318 1|desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,21E+06 76%
318 1|desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,01E+06 73%
318 1|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 2,90E+06 97% 32%
318 1|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,10E+06 92% 92%
318 1|desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 2,50E+06 76% 47%
318 1|desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 3,20E+06 82% 45%
318 1|desky 4 230 0,4 2|CTRP4 1 1,33E+06 88%
318 1|desky 4 230 0,4 2|CTRP4 1 1,20E+06 85%
318 1|desky 24 230 0,4 2|CTRP4 1 1,40E+06 100% 32%
318 1|desky 24 230 0,4 2|CTRP4 1 1,40E+06 100% 46%
318 1|desky 96 230 0,4 2|CTRP4 1 1,80E+06 90% 30%
318 1|desky 96 230 0,4 2|CTRP4 1 2,60E+06 87% 32%
318 1|desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,08E+06 87%
318 1|desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,00E+06 84%
318 1|desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 1,90E+06 87% 34%
318 1|desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 1,50E+06 84% 63%
318 1|desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 2,60E+06 90% 38%
318 1|desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 2,30E+06 96% 48%
318 1|desky 4 230 0,6 2|CTRP4 1 9,17E+05 85%
318 1|desky 4 230 0,6 2|CTRP4 1 1,00E+06 80%
318 1|desky 24 230 0,6 2|CTRP4 1 2,00E+06 91% 36%
318 1|desky 24 230 0,6 2|CTRP4 1 1,00E+06 91% 32%
318 1|desky 96 230 0,6 2|CTRP4 1 1,40E+06 82% 44%
318 1|desky 96 230 0,6 2|CTRP4 1 1,80E+06 86% 38%
318 1|desky 4 230 0,7 2|CTRP4 1 1,25E+06 89%
318 1|desky 4 230 0,7 2|CTRP4 1 1,10E+06 85%
318 1|desky 24 230 0,7 2|CTRP4 1 1,80E+06 90% 48%
318 1|desky 24 230 0,7 2|CTRP4 1 1,90E+06 90% 40%
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Cislo |Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky | Transfekéni | Produkéni Pocet zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) [ objem (ml) | objem (ml) DNA CO2 bunék Viabilita| GFP | pH
318 1|desky 96 230 0,7 2|CTRP4 1 2,30E+06 88% 40%
318 1|desky 96 230 0,7 2|CTRP4 1 1,70E+06 81% 48%
324 1|desky 4 270 0,5 1(- 1 6,67E+05 100%
324 2 |desky 4 270 0,5 1(- 1 6,40E+05 98%
324 1|desky 24 270 0,5 1(- 1 2,40E+06 100%
324 2 [desky 24 270 0,5 1(- 1 1,80E+06 100%
324 1|desky 96 270 0,5 1(- 1 5,00E+06 85%
324 2 [desky 96 270 0,5 1(- 1 3,50E+06 83%
324 1|desky 4 270 0,5 21- 1 7,50E+05 100%
324 2 |desky 4 270 0,5 21]- 1 7,00E+05 97%
324 1|desky 24 270 0,5 21- 1 2,90E+06 100%
324 2 [desky 24 270 0,5 21- 1 2,00E+06 100%
324 1|desky 96 270 0,5 21]- 1 3,90E+06 85%
324 2 |desky 96 270 0,5 21- 1 3,60E+06 90%
324 1|desky 4 270 0,5 1({CTRP4 1 6,67E+05 75%
324 2 [desky 4 270 0,5 1(CTRP4 1 6,00E+05 72%
324 1|desky 24 270 0,5 1|{CTRP4 1 1,00E+06 100% 45%
324 2 [desky 24 270 0,5 1|(CTRP4 1 2,10E+06 100% 19%
324 1|desky 96 270 0,5 1(CTRP4 1 2,40E+06 86% 46%
324 2 |desky 96 270 0,5 1|{CTRP4 1 1,40E+06 82% 29%
324 1|desky 4 270 0,5 2 |CTRP4 1 7,50E+05 79%
324 2 [desky 4 270 0,5 2|CTRP4 1 7,10E+05 70%
324 1|desky 24 270 0,5 2|CTRP4 1 1,50E+06 94% 47%
324 2 |desky 24 270 0,5 2 |CTRP4 1 1,20E+06 100% 54%
324 1|desky 96 270 0,5 2|CTRP4 1 5,00E+05 63% 56%
324 2 [desky 96 270 0,5 2|CTRP4 1 1,00E+06 67% 60%
324 1|desky 4 270 0,5 1|FetuinB 1 8,33E+05 67%
324 2 [desky 4 270 0,5 1|FetuinB 1 1,23E+06 60%
324 1|desky 24 270 0,5 1|FetuinB 1 5,00E+05 100% 30%
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Cislo Opakovani| Kultivacni Cas | Otacky [ Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH
324 2 |desky 24 270 0,5 1|FetuinB 1 1,10E+06 96% 39%
324 1|desky 96 270 0,5 1|FetuinB 1 1,60E+06 70% 15%
324 2 [desky 96 270 0,5 1|FetuinB 1 2,20E+06 85% 31%
324 1|desky 4 270 0,5 2 |FetuinB 1 1,08E+06 87%
324 2 |desky 4 270 0,5 2 |FetuinB 1 1,24E+06 84%
324 1|desky 24 270 0,5 2 |FetuinB 1 1,60E+06 100% 22%
324 2 |desky 24 270 0,5 2 |FetuinB 1 1,80E+06 100% 19%
324 1|desky 96 270 0,5 2 |FetuinB 1 9,00E+05 82% 55%
324 2 [desky 96 270 0,5 2 |FetuinB 1 1,50E+06 83% 42%
324 1|desky 4 270 0,4 2|CTRP4 1 1,04E+06 84%
324 2 |desky 4 270 0,4 2 |CTRP4 1 1,20E+05 89%
324 1|desky 24 270 0,4 2|CTRP4 1 1,40E+06 100% 29%
324 2 [desky 24 270 0,4 2|CTRP4 1 1,30E+06 100% 23%
324 1|desky 96 270 0,4 2|CTRP4 1 1,70E+06 85% 15%
324 2 |desky 96 270 0,4 2|CTRP4 1 1,40E+06 82% 18%
324 1|desky 4 270 0,5 2|CTRP4 1 8,33E+05 86%
324 2 |desky 4 270 0,5 2|CTRP4 1 7,80E+05 90%
324 1|desky 24 270 0,5 2|CTRP4 1 1,70E+06 100% 15%
324 2 [desky 24 270 0,5 2|CTRP4 1 1,20E+06 100% 17%
324 1|desky 96 270 0,5 2|CTRP4 1 1,00E+06 71% 14%
324 2 |desky 96 270 0,5 2 |CTRP4 1 1,70E+06 74% 20%
324 1|desky 4 270 0,6 2|CTRP4 1 5,00E+05 81%
324 2 [desky 4 270 0,6 2|CTRP4 1 4,10E+05 76%
324 1|desky 24 270 0,6 2 |CTRP4 1 2,00E+06 95% 14%
324 2 |desky 24 270 0,6 2|CTRP4 1 1,20E+06 100% 38%
324 1|desky 96 270 0,6 2|CTRP4 1 2,60E+06 81% 22%
324 2 |desky 96 270 0,6 2|CTRP4 1 1,20E+06 75% 38%
324 1|desky 4 270 0,7 2 |CTRP4 1 6,67E+05 81%
324 2 [desky 4 270 0,7 2|CTRP4 1 5,90E+05 80%
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Cislo Opakovani| Kultivacni Cas | Otacky [ Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH
324 1|desky 24 270 0,7 2 |CTRP4 1 9,00E+05 100% 28%
324 2 [desky 24 270 0,7 2|CTRP4 1 1,40E+06 100% 21%
324 1|desky 96 270 0,7 2|CTRP4 1 1,80E+06 78% 17%
324 2 | desky 96 270 0,7 2|CTRP4 1 1,70E+06 71% 13%
330 2 |desky 4 230 0,5 2|- 1 1,08E+06 100%
330 2 |desky 4 230 0,5 21- 1 1,18E+06 100%
330 2 |desky 24 230 0,5 21- 1 3,20E+06 100%
330 2 |desky 24 230 0,5 2|- 1 2,50E+06 100%
330 2 [desky 96 230 0,5 2|- 1 4,20E+06 98%
330 2 |desky 96 230 0,5 21- 1 4,30E+06 96%
330 2 |desky 4 230 0,5 1|{CTRP4 1 1,04E+06 85%
330 2 [desky 4 230 0,5 1|{CTRP4 1 1,15E+06 90%
330 2 | desky 24 230 0,5 1(CTRP4 1 2,20E+06 100% 50%
330 2 |desky 24 230 0,5 1|{CTRP4 1 1,70E+06 100% 65%
330 2 |desky 96 230 0,5 1|{CTRP4 1 1,30E+06 62% 55%
330 2 |desky 96 230 0,5 1(CTRP4 1 2,10E+06 68% 45%
330 2 |desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,08E+06 86%
330 2 |desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,31E+06 80%
330 2 [desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 2,20E+06 100% 39%
330 2 |desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 1,30E+06 100% 58%
330 2 |desky 96 230 0,5 2 |CTRP4 1 1,60E+06 84% 66%
330 2 [desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 1,00E+06 77% 38%
330 2 [desky 4 230 0,5 1|FetuinB 1 1,04E+06 87%
330 2 |desky 4 230 0,5 1|FetuinB 1 1,33E+06 81%
330 2 |desky 24 230 0,5 1|FetuinB 1 2,20E+06 100% 23%
330 2 [desky 24 230 0,5 1|FetuinB 1 1,80E+06 100% 47%
330 2 |desky 96 230 0,5 1|FetuinB 1 2,80E+06 82% 66%
330 2 |desky 96 230 0,5 1|FetuinB 1 3,20E+06 82% 71%
330 2 [desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 8,33E+05 84%
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Cislo |Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky | Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA C02 bunék Viabilita| GFP | pH
330 2 [desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,02E+06 80%
330 2 |desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,10E+06 100% 50%
330 2 |desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,90E+06 100% 34%
330 2 [desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 5,00E+05 83% 50%
330 2 |desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 6,00E+05 86% 34%
330 2 |desky 4 230 0,4 2 |CTRP4 1 1,33E+06 88%
330 2 [desky 4 230 0,4 2|CTRP4 1 1,50E+06 78%
330 2 [desky 24 230 0,4 2|CTRP4 1 1,40E+06 100% 32%
330 2 |desky 24 230 0,4 2|CTRP4 1 1,40E+06 100% 46%
330 2 |desky 96 230 0,4 2|CTRP4 1 1,80E+06 90% 30%
330 2 [desky 96 230 0,4 2|CTRP4 1 2,60E+06 87% 32%
330 2 | desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,08E+06 87%
330 2 |desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,23E+06 81%
330 2 [desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 1,90E+06 100% 34%
330 2 |desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 1,50E+06 100% 63%
330 2 |desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 2,60E+06 90% 38%
330 2 [desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 2,30E+06 96% 48%
330 2 [desky 4 230 0,6 2|CTRP4 1 9,17E+05 85%
330 2 |desky 4 230 0,6 2 |CTRP4 1 1,00E+06 78%
330 2 |desky 24 230 0,6 2|CTRP4 1 2,00E+06 91% 36%
330 2 [desky 24 230 0,6 2|CTRP4 1 1,00E+06 91% 32%
330 2 |desky 96 230 0,6 2|CTRP4 1 1,40E+06 82% 44%
330 2 |desky 96 230 0,6 2|CTRP4 1 1,80E+06 86% 38%
330 2 [desky 4 230 0,7 2|CTRP4 1 1,25E+06 89%
330 2 |desky 4 230 0,7 2|CTRP4 1 1,34E+06 92%
330 2 |desky 24 230 0,7 2 |CTRP4 1 1,80E+06 90% 48%
330 2 [desky 24 230 0,7 2|CTRP4 1 1,90E+06 90% 40%
330 2 [desky 96 230 0,7 2|CTRP4 1 2,30E+06 88% 40%
330 2 |desky 96 230 0,7 2|CTRP4 1 1,70E+06 81% 48%
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Cislo [Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky| Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych

pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH
391 1|desky 4 230 0,5 2 1 1,83E+06 97% 7,05
391 1|desky 4 230 0,5 2 1 2,00E+06 100% 7,11
394 2 [desky 4 230 0,5 2 1 1,33E+06 100%
394 2| desky 4 230 0,5 2 1 1,00E+06 98%
401 3|desky 4 230 0,5 2 1 1,23E+06 98%
401 3 |desky 4 230 0,5 2 1 1,43E+06 96%
391 1|desky 24 230 0,5 2 1 4,00E+06 100% 6,78
391 1|desky 24 230 0,5 2 1 3,80E+06 100% 6,81
394 2 |desky 24 230 0,5 2 1 3,30E+06 94%
394 2 [desky 24 230 0,5 2 1 3,90E+06 98%
401 3|desky 24 230 0,5 2 1 3,90E+06 99%
401 3|desky 24 230 0,5 2 1 3,42E+06 99%
391 1|desky 96 230 0,5 2 1 8,70E+06 99% 7,53
391 1|desky 96 230 0,5 2 1 8,80E+06 96% 7,55
394 2 |desky 96 230 0,5 2 1 7,20E+06 90%
394 2 [desky 96 230 0,5 2 1 8,20E+06 93%
401 3 desky 96 230 0,5 2 1 7,36E+06 92%
401 3|desky 96 230 0,5 2 1 1,00E+07 93%
391 1|desky 4 230 0,5 2 0 2,00E+06 98% 6,78
391 1|desky 4 230 0,5 2 0 2,22E+06 94% 6,82
394 2 |desky 4 230 0,5 2 0 1,17E+06 93%
394 2 |desky 4 230 0,5 2 0 1,23E+06 97%
401 3 [desky 4 230 0,5 2 0 1,17E+06 99%
401 3|desky 4 230 0,5 2 0 1,54E+06 97%
391 1|desky 24 230 0,5 2 0 1,60E+06 95% 6,50
391 1|desky 24 230 0,5 2 0 2,20E+06 100% 6,51
394 2 [desky 24 230 0,5 2 0 1,00E+06 67%
394 2 |desky 24 230 0,5 2 0 1,44E+06 88%
401 3 [desky 24 230 0,5 2 0 1,48E+06 57%
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Cislo |Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky | Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych

pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA C02 bunék Viabilita| GFP | pH
401 3 desky 24 230 0,5 2 0 1,90E+06 67%
391 1|desky 96 230 0,5 2 0 2,20E+06 85% 5,80
391 1|desky 96 230 0,5 2 0 2,25E+06 85% 5,82
394 2 |desky 96 230 0,5 2 0 2,20E+06 68%
394 2 [desky 96 230 0,5 2 0 2,80E+06 65%
401 3|desky 96 230 0,5 2 0 5,50E+05 26%
401 3|desky 96 230 0,5 2 0 1,00E+06 29%
391 1[tuby 4 230 1,5 10 1 1,67E+06 98%
391 1|tuby 4 230 1,5 10 1 1,90E+06 96%
394 2 |tuby 4 230 1,5 10 1 1,25E+06 88%
394 2 [tuby 4 230 1,5 10 1 1,40E+06 90%
401 3 [tuby 4 230 1,5 10 1 1,71E+06 98%
401 3|tuby 4 230 1,5 10 1 1,90E+06 95%
391 1|tuby 24 230 1,5 10 1 2,80E+06 97%
391 1|tuby 24 230 1,5 10 1 2,20E+06 100%
394 2 |tuby 24 230 1,5 10 1 2,00E+06 91%
394 2 |tuby 24 230 1,5 10 1 2,90E+06 98%
401 3 [tuby 24 230 1,5 10 1 3,68E+06 99%
401 3|tuby 24 230 1,5 10 1 3,32E+06 100%
391 1|tuby 96 230 1,5 10 1 5,60E+06 98%
391 1|tuby 96 230 1,5 10 1 4,80E+06 98%
394 2 [tuby 96 230 1,5 10 1 9,00E+06 94%
394 2 |tuby 96 230 1,5 10 1 8,00E+06 94%
401 3 [tuby 96 230 1,5 10 1 7,00E+06 88%
401 3 [tuby 96 230 1,5 10 1 5,50E+06 92%
391 1|tuby 4 230 1,5 10 0 1,50E+06 96%
391 1|tuby 4 230 1,5 10 0 1,63E+06 100%
394 2 [tuby 4 230 1,5 10 0 1,50E+06 98%
394 2 |tuby 4 230 1,5 10 0 1,45E+06 99%
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Cislo Opakovani| Kultivacni Cas | Otacky [ Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH
401 3|tuby 4 230 1,5 10]- 0 1,05E+06 96%
401 3 [tuby 4 230 1,5 10]- 0 1,22E+06 93%
391 1|tuby 24 230 1,5 10]|- 0 2,70E+06 100%
391 1|tuby 24 230 1,5 10]- 0 2,20E+06 100%
394 2 |tuby 24 230 1,5 10]- 0 3,30E+06 94%
394 2 [tuby 24 230 1,5 10]|- 0 2,00E+06 95%
401 3|tuby 24 230 1,5 10]- 0 3,50E+06 90%
401 3 |tuby 24 230 1,5 10]- 0 2,44E+06 88%
391 1|tuby 96 230 1,5 10]- 0 2,50E+06 96%
391 1|tuby 96 230 1,5 10]- 0 3,20E+06 94%
394 2 |tuby 96 230 1,5 10]- 0 4,90E+06 92%
394 2 [tuby 96 230 1,5 10]- 0 4,80E+06 91%
401 3|tuby 96 230 1,5 10]- 0 1,36E+06 43%
401 3|tuby 96 230 1,5 10]- 0 2,20E+06 56%
391 1|desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,75E+06 96%
391 1|desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,80E+06 93%
394 2 |desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,33E+06 83%
394 2 |desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,40E+06 80%
401 3 [desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,83E+06 98%
401 3| desky 4 230 0,5 2|CTRP4 1 1,75E+06 97%
391 1|desky 24 230 0,5 2 |CTRP4 1 2,40E+06 100% 23%
391 1|desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 2,35E+06 100% 50%
394 2 |desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 7,00E+06 90% 31%
394 2 |desky 24 230 0,5 2 |CTRP4 1 2,80E+06 95% 27%
401 3|desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 2,50E+06 97% 29%
401 3 [desky 24 230 0,5 2|CTRP4 1 3,64E+06 98% 43%
391 1|desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 1,70E+06 89% 39%
391 1|desky 96 230 0,5 2 |CTRP4 1 3,30E+06 87% 41%
394 2 [desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 4,20E+06 98% 21%
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Cislo [Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky| Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH
394 2 |desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 4,15E+06 95% 22%
401 3|desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 7,50E+06 81% 13%
401 3 desky 96 230 0,5 2|CTRP4 1 9,00E+06 78% 11%
391 1|desky 4 230 0,5 2|CTRP4 0 1,33E+06 91%
391 1|desky 4 230 0,5 2 |CTRP4 0 1,40E+06 90%
394 2 [desky 4 230 0,5 2|CTRP4 0 7,33E+05 77%
394 2 [desky 4 230 0,5 2|CTRP4 0 1,00E+06 80%
401 3|desky 4 230 0,5 2|CTRP4 0 1,48E+06 93%
401 3|desky 4 230 0,5 2|CTRP4 0 1,55E+06 90%
391 1|desky 24 230 0,5 2|CTRP4 0 2,42E+06 80% 8%
391 1|desky 24 230 0,5 2|CTRP4 0 1,30E+06 87% 9%
394 2 |desky 24 230 0,5 2|CTRP4 0 4,40E+05 81% 11%
394 2 [desky 24 230 0,5 2|CTRP4 0 8,10E+05 62% 18%
401 3| desky 24 230 0,5 2|CTRP4 0 5,00E+05 51% 18%
401 3|desky 24 230 0,5 2 |CTRP4 0 9,60E+05 55% 11%
391 1|desky 96 230 0,5 2|CTRP4 0 1,24E+06 76% 16%
391 1|desky 96 230 0,5 2|CTRP4 0 2,00E+05 48% 5%
394 2 |desky 96 230 0,5 2 |CTRP4 0 3,00E+05 43% 14%
394 2 [desky 96 230 0,5 2|CTRP4 0 4,00E+05 50% 10%
401 3 desky 96 230 0,5 2|CTRP4 0 9,00E+05 55% 10%
401 3|desky 96 230 0,5 2|CTRP4 0 2,25E+06 47% 5%
391 1|tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 1 6,67E+05 94%
391 1|tuby 4 230 1,5 10|CTRP4 1 9,00E+05 90%
394 2 |tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 1 8,50E+05 80%
394 2 |tuby 4 230 1,5 10 |CTRP4 1 9,20E+05 82%
401 3 [tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 1 1,40E+06 93%
401 3 [tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 1 1,20E+06 90%
391 1|tuby 24 230 1,5 10 |CTRP4 1 2,30E+06 100% 28%
391 1|tuby 24 230 1,5 10| CTRP4 1 2,00E+06 100% 30%
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Cislo |Opakovani| Kultivaéni | Cas |[Otacky | Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH

394 2 [tuby 24 230 1,5 10|CTRP4 1 1,00E+06 91% 40%
394 2 |tuby 24 230 1,5 10 |CTRP4 1 8,00E+05 94% 45%
401 3 [tuby 24 230 1,5 10| CTRP4 1 3,65E+06 98% 46%
401 3 [tuby 24 230 1,5 10| CTRP4 1 2,80E+06 99% 49%
391 1|tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 1 3,70E+06 93% 33%
391 1|tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 1 3,20E+06 94% 29%
394 2 [tuby 96 230 1,5 10|CTRP4 1 2,15E+06 88% 32%
394 2 |tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 1 1,70E+06 89% 44%
401 3|tuby 96 230 1,5 10 |CTRP4 1 4,00E+06 76% 27%
401 3 [tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 1 5,25E+06 77% 18%
391 1|tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 0 1,38E+06 94%

391 1|tuby 4 230 1,5 10 |CTRP4 0 1,40E+06 90%

394 2 [tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 0 7,50E+05 64%

394 2 [tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 0 8,50E+05 67%

401 3|tuby 4 230 1,5 10 |CTRP4 0 1,82E+06 94%

401 3|tuby 4 230 1,5 10| CTRP4 0 1,60E+06 91%

391 1|tuby 24 230 1,5 10|CTRP4 0 1,85E+06 100% 30%
391 1|tuby 24 230 1,5 10| CTRP4 0 1,90E+06 90% 25%
394 2 |tuby 24 230 1,5 10| CTRP4 0 4,50E+05 75% 20%
394 2 [tuby 24 230 1,5 10| CTRP4 0 1,14E+06 82% 26%
401 3 [tuby 24 230 1,5 10| CTRP4 0 1,36E+06 91% 40%
401 3|tuby 24 230 1,5 10 |CTRP4 0 1,40E+06 90% 39%
391 1|tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 0 1,00E+06 36% 11%
391 1|tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 0 8,00E+05 30% 10%
394 2 |tuby 96 230 1,5 10 |CTRP4 0 7,00E+05 78% 18%
394 2 |tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 0 1,60E+06 84% 16%
401 3 [tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 0 1,95E+06 46% 9%
401 3|tuby 96 230 1,5 10| CTRP4 0 2,95E+06 42% 7%
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Cislo Opakovani| Kultivaéni Cas |Otacky [ Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych

pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA C02 bunék Viabilita| GFP | pH
391 1|lahve 4 130 35 400|CTRP4 0 8,33E+05 91%
391 1|ladhve 4 130 35 400|CTRP4 0 9,00E+05 88%
391 1|lahve 24 130 35 400|CTRP4 0 2,40E+06 100%| 48%
391 1|lahve 24 130 35 400|CTRP4 0 2,00E+06 100%| 45%
391 1|lahve 96 130 35 400|CTRP4 0 3,20E+06 89% 44%
391 1|lahve 96 130 35 400|CTRP4 0 1,40E+06 67% 36%
394 2 |lahve 4 130 35 400|CTRP4 0 1,67E+06 77%
394 2 (lahve 4 130 35 400|CTRP4 0 1,80E+06 80%
394 2|lahve 24 130 35 400|CTRP4 0 1,10E+06 85% 57%
394 2 |lahve 24 130 35 400|CTRP4 0 1,00E+06 87% 52%
394 2 (lahve 96 130 35 400|CTRP4 0 2,88E+06 83% 40%
394 2 (lahve 96 130 35 400|CTRP4 0 2,50E+06 83% 38%
394 1|lahve 4 130 35 400|CTRP4 1 1,17E+06 81%
394 2 [lahve 4 130 35 400|CTRP4 1 1,00E+06 77%
394 1|lahve 24 130 35 400|CTRP4 1 1,60E+06 89% 31%
394 2 |lahve 24 130 35 400|CTRP4 1 1,80E+06 86% 43%
394 1|lahve 96 130 35 400|CTRP4 1 1,25E+06 86% 26%
394 2 (ldhve 96 130 35 400|CTRP4 1 2,00E+06 87% 38%
391 1|desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 8,33E+05 94% 7,57
391 1|desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,00E+06 90% 7,45
394 2 [desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,54E+06 82%
394 2 |desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,80E+06 80%
401 3| desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,60E+06 93%
401 3 desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,33E+06 90%
391 1|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,80E+06 100% 39%| 7,25
391 1|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,85E+06 100% 37%| 7,44
394 2 [desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,80E+06 95% 35%
394 2 [desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,75E+06 85% 48%
401 3|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,66E+06 98% 45%
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Cislo [Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky| Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych

pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH
401 3|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 1 2,24E+06 100% 53%
391 1|desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 2,30E+06 88% 2% | 7,15
391 1|desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 3,00E+06 94% 41% | 7,36
394 2| desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,00E+06 93% 39%
394 2 |desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,80E+06 96% 41%
401 3 |desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,06E+06 84% 70%
401 3 [desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 1 1,30E+06 81% 58%
391 1|desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,08E+06 91% 7,16
391 1|desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,12E+06 90% 7,14
394 2 [desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 0 6,00E+05 78%
394 2 |desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 0 7,10E+05 82%
401 3|desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,45E+06 94%
401 3 [desky 4 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,20E+06 88%
391 1|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,40E+06 88% 6%| 6,95
391 1|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 0 2,20E+06 92% 2%| 6,80
394 2 [desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,20E+06 92% 14%
394 2 [desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 0 5,00E+05 83% 17%
401 3|desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,42E+06 58% 25%
401 3 [desky 24 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,11E+06 53% 20%
391 1|desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,70E+06 71% 9%| 6,32
391 1|desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,50E+06 54% 3%| 6,58
394 2 |desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,00E+04 1% 0%
394 2 [desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,00E+04 0% 0%
401 3|desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 0 1,08E+06 55% 18%
401 3| desky 96 230 0,5 2 |FetuinB 0 8,00E+05 53% 33%
391 1|tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,50E+06 96%
391 1|tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,43E+06 99%
394 2 |tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,08E+06 68%
394 2 [tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,21E+06 71%
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Cislo [Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky| Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych
pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA | CO2 bunék Viabilita| GFP | pH

401 3|tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,55E+06 90%

401 3 |tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 1 2,04E+06 85%

391 1|tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 1 2,44E+06 100% 25%
391 1|tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,80E+06 100% 28%
394 2 |tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,80E+06 86% 41%
394 2 [tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,70E+06 89% 47%
401 3 [tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,18E+06 98% 35%
401 3|tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,00E+06 99% 50%
391 1|tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 1 2,40E+06 92% 28%
391 1|tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 1 2,50E+06 83% 43%
394 2 |tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,80E+06 86% 26%
394 2 |tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 1 2,15E+06 81% 19%
401 3 [tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,18E+06 89% 73%
401 3|tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 1 1,00E+06 86% 72%
391 1|tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,33E+06 94%

391 1|tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,10E+06 91%

394 2 [tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 0 5,33E+05 79%

394 2 |tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 0 6,30E+05 77%

401 3 [tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,09E+06 86%

401 3 [tuby 4 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,00E+06 80%

391 1|tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 0 3,20E+06 94% 8%
391 1|tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 0 2,90E+06 100% 34%
394 2 [tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 0 5,00E+05 91% 11%
394 2 |tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 0 2,00E+05 80% 16%
401 3 |tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 0 9,00E+05 96% 55%
401 3 [tuby 24 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,04E+06 84% 52%
391 1|tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 0 2,60E+06 94% 9%
391 1|tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 0 2,30E+06 100% 20%
394 2 [tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 0 2,00E+06 91% 28%
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Cislo |Opakovani| Kultivaéni | Cas |Otacky | Transfekéni | Produkéni Pocet Zivych

pokusu pokusu nadoba (hod) | (rpm) | objem (ml) | objem (ml) DNA C02 bunék Viabilita| GFP | pH
394 2 [tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,04E+06 80% 35%
401 3 [tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,60E+06 57% 46%
401 3|tuby 96 230 1,5 10 |FetuinB 0 1,20E+06 57% 44%
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