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ABSTRAKT
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Kandidat: Natali Jozi¢ova

Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Konzultant: prof. Manuel Mir6

Nézev diplomové prace: Automatické monitorovani uvolnéni Metridia luciferazy

z geneticky modifikované bunécné linie.

Diplomova préce se zabyva automatickym monitorovanim uvolnéné Metridia luciferazy
z geneticky modifikovanych bunék v redlném case. BEhem prace byla pouzita jiz diive
optimalizovand metoda pro monitorovani pfirozeného prebytku luciferdzy z bunck.
Zaroven byl testovan toxicky uc¢inek Zlu¢ovych kyselin (chenodeoxycholové
a deoxycholové) na zmény permeability bunééné membrany. Béhem experimentu byly
pouzity jaterni epitelidlni bunky, které byly modifikovany Metridia luciferdzovym
plazmidem. Po této genetické modifikaci byly bunky schopny syntetizovat aktivni enzym
Metridia luciferazu. Tento enzym vykazuje po reakci se substratem koelenterazinem
luminiscenci. Emitované zafeni bylo nasledné detekovano v pritokové cele
spektrofluorimetru pii vinové délce 485 nm. Méfeni bylo provedeno za pomoci sekvencni
injek¢ni analyzy, kterd byla propojena pies pratokovy systém s 3D tiSt€nou celou, jenz
obsahovala insert s testovanou monovrstvou bunék. Toto propojeni umoZnilo
automatické monitorovani uvoliiovani luciferazy po obou stranach bunééné monovrstvy.
Vzorky byly odebirany sttidaveé z apikalniho a bazalniho kompartmentu vzdy s odstupem
30 minut po dobu 3 az 10 hodin. Ovlivnéni permeability bunééné membrany se projevilo
zvySenim chemiluminiscenéniho signdlu, ktery byl zplsoben zvySenym uvolnénim
luciferazy z bunék. Uginek kyselin chenodeoxycholové a deoxycholové o koncentraci

0,01 mg/ml se projevil primérné v rozmezi po 1,5 hodin€ az 5 hodinéch.



ABSTRACT

Charles University
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Candidate: Natali Jozicova

Supervisor: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Consultant: prof. Manuel Mir6

Title of the diploma thesis: Automated monitoring of Metridia luciferase released from

genetically modified cell line.

The diploma thesis reports automatic real-time monitoring of the release of Metridia
luciferase from genetically modified cells. A previously optimized method for monitoring
the natural release of luciferase from cells was used during the experiment. At the same
time, the toxic effect of bile acids (chenodeoxycholic and deoxycholic acid) on changes
in cell membrane permeability was tested. Liver epithelial cell line modified with the
Metridia luciferase plasmid were used during the experiment. After this genetic
modification, the cells were able to synthesize the active Metridia luciferase enzyme. This
enzyme generates luminescence upon reaction with substrate coelenterazine. The emitted
light was detected in the flow cell of a spectrofluorometer at a wavelength of 485 nm.
The measurement was taken in a sequential injection system connected to a 3D printed
module containing an insert with the tested cell monolayer. This automated system
allowed real-time monitoring of the luciferase release on both sides of the cell monolayer.
Samples were taken alternately from the apical and basal compartments every 30 minutes
for 3 to 10 hours. The influence of the permeability of the cell membrane was manifested
by an increase in the chemiluminescence signal, which was caused by the increased
release of luciferase from the cells. The effect of chenodeoxycholic and deoxycholic acids

with a concentration of 0.01 mg/ml was noticeable on average after 1.5 hours to 5 hours.
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Seznam pouzitych zkratek

AK Apikalni kompartment

ASA Acetylsalicylova kyselina

BK Bazalni kompartment

CDCA Chenodeoxycholova kyselina
CFA Kontinualni pritokova analyza
CL Chemiluminiscence

DCA Deoxycholova kyselina

FIA Priutokova injek¢ni analyza

Fluc Luciferaza svétluSek

Gluc Gaussia luciferaza

Mluc Metridia luciferaza

Rluc Renilla luciferaza

SFA Segmentovana pritokova analyza
SIA Sekvencni injek¢ni analyza

SIC Sekven¢ni injek¢ni chromatografie

SPE Extrakce na pevné fazi



1. Uvod

Bioluminiscence je zafeni, které vznika jako forma uvolnéné energie pti reakci u urcitych
organismil. Vzniklé elektromagnetické zateni viditelného spektra je mozné jednoduse
detekovat ptfi chemické analyze optickymi metodami. Gen kodujici luciferazu (enzym
katalyzujici bioluminiscen¢ni reakce) lze z organismt izolovat a modifikovat jim bunky,
které jsou nasledné¢ schopny exprese genu za poskytnuti aktivniho enzymu. Proto lze
bioluminiscen¢ni signadl vyuzit jako citlivy senzor pfi riznych in vivo i in vitro
experimentech. MnoZstvi uvolnéné luciferdzy z bunck zavisi mimo jiné i na stavu
bunééné membrany. Proto mize byt mnozstvi uvolnéné luciferdzy vyuzito jako
identifikator pro testovani toxického vlivu latek na permeabilitu bunééné membrany.
K monitorovani déji na obou stranidch bunééné monovrstvy je mozné vyuzit 3D tisténé
cely (jiz dfive vytvofené za tucelem monitorovani membrdanové permeace [1]).
Automatizace odebirdni vzorkli po obou stranach bunééné monovrstvy je docileno

spojenim se systémem sekvencni injekeni analyzy.



2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo monitorovani uvoliiovani luciferdzy v redlném case
z geneticky modifikovanych bun€k. Soucdsti experimentdlni ¢asti je aplikace
optimalizované metody pro monitorovani ptirozené¢ho uvoliiovani Metridia luciferazy
zbun€k po transfekci odpovidajicim plazmidem a testovani toxického vlivu na
permeabilitu  membrany modelovych latek odvozenych od kyseliny cholové.
Monitorovani bylo uskutecnéno systémem SIA, ktery byl pies selekéni ventil propojen
s 3D tiSténou celou obsahujici bunécnou monovrstvu. Toto spojeni umoznilo
automatizaci odebirdni vzorkl z kompartmentii na obou stranidch bunééné monovrstvy a

sledovani zmén diky luminiscen¢nimu signalu méfenému v realném case.



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Neseparacni pritokové metody

Vyuziti chemické analyzy v riiznych odvétvich s potfebou analyzovani velkého mnozstvi
vzorkli vedlo k vyvoji neseparacnich pratokovych metod. Rutinni manualni tkony
provadéné v laboratofich jsou Casové i pracovné naro¢né, nepiesné a pouzivaji velké
objemy vzorkt i ¢inidel [2]. Tyto metody umoziiuji automatizaci ur¢itych krok analyzy,
jako napftiklad davkovani vzorkd, jejich upravu i méteni analytického signalu. Diky tomu
analyzu zjednodusuji a zvysuji jeji produktivitu a opakovatelnost. Miniaturizace postupli

umoznuje sniZzeni spotieby vzorki i ¢inidel [3-4].

3.1.1. Kontinualni priatokova analyza (CFA)

Jedna se o prvni neseparacni priatokovou metodu. Béhem CFA je do pritokového systému
peristaltickym cerpadlem kontinudlné davkovan nosny proud, vzorek i ptipadna ¢inidla.
K miseni jednotlivych roztokt a k ptipadné chemické reakci dochdzi ptimo v pratokovém
systtmu. Smés nasledné¢ kontinualné pokracuje do detektoru. Setrvani smési
v prutokovém systému by mélo byt dostate¢né dlouhé pro zajisténi dosazeni chemické

rovnovahy reakce. Zaroven zde dochézi k relativné vysoké spotiebé pouzitych roztokl

[3].
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Obrazek 1: Schéma CFA [3]- prelozeno.
3.1.2. Segmentovana priitokova analyza (SFA)
SFA je zaloZzena na kontinualnim toku nosného proudu umoZnéného peristaltickym

cerpadlem. Z tohoto hlediska funguje na stejném principu jako CFA, s tim rozdilem, Ze

v tomto pfipad¢ jsou mezi jednotlivé vzorky nadavkovany vzduchové bubliny, které



zabrani kontaminaci mezi vzorky a zaroveil ¢aste¢né¢ brani disperzi zon. Kontinuélni tok
vzorkll ohrani¢enych vzduchovymi bublinami je dale smichan s proudem Ccinidla
apokracuje az k detektoru. Pied dosazenim pritokové cely v detektoru dochazi

k odstranéni vzduchovych bublin [3].
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Obrazek 2: Schéma SFA [3]- prelozeno.

3.1.3. Priitokova injekéni analyza (FIA)

FIA je nestacionarni metoda, kterd je zalozena na kontinualnim ¢erpani nosného proudu,
¢inidel a dalSich pomocnych latek vicekandlovym systémem opét vétSinou pomoci
peristaltického cerpadla. Vzorek je davkovan do pritokového systému injekénim
ventilem, pfes ktery je hnan nosny proud. K miseni vzorku a ¢inidel dochézi pii souvislém
jednosmérném toku pratokovym systémem smérem k detektoru. Zdokonaleni techniky
umoznilo pocitacové tizeni, diky némuz jsou jednotlivé kroky analyzy programovatelné
a je mozna jejich synchronizace v ¢ase. Rizeny pritok umoziiuje stanoveni analytil i
pfesto, Ze neni dosazena chemicka rovnovaha reakci, a to diky tomu, Ze jsou vstiikované

vzorky zpracovany totoznym zpisobem [3-6].

FIA systém je tvofen Cerpadlem, soustavou hadicek, injek¢nim ventilem, detektorem
a ovladacim programem. Nejcastéji je pouzivan Sesticestny dvoupolohovy ventil, ktery
l1ze mezi rezimy plnéni a vstfikovani pfepinat manudlné nebo automaticky. K pohanéni
toku slouzi peristaltické cerpadlo, které generuje nepietrzity pritok i v nékolika
paralelnich hadi¢kach zarovenl. Nastavenim otacek Cerpadla Ize snadno upravit rychlost
pratoku v pratokovém systému. Jeho nevyhodou je pulzovani toku a rychlé opotiebovani

peristaltickych hadicek, které Casem ztraceji pruznost, coZ ma za nasledek snizeni



pratoku. Detektor je vybaveny prutokovou celou, ze které po zméteni signalu miize proud
smési plynule pokracovat do odpadu. Vyuziva se napiiklad detektor pro UV-VIS

spektrofotometrii, ale 1 fluorescenci a chemiluminiscenci [3-6].
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Obrazek 3: Schéma FIA [3]- preloZeno.

3.1.4. Sekven¢ni injekéni analyza (SIA)

Z neseparacnich pritokovych metod se SIA fadi mezi nejpokrocilejsi a nejucinnéjsi.
Oproti vySe zminénym jiz nevyuZziva kontinualni ¢erpani nosného proudu. Na rozdil od
nich v8ak vyuzivd zmén pfimého a zpétného sméru toku. Nosny proud, vzorek, ¢inidla i
pripadné dal§i roztoky jsou do jednokanalového pritokového systému aspirovany

postupné pies vicecestny selekeni ventil pomoci pistového ¢erpadla [3,5,7].

Systém SIA se sklada z pistového Cerpadla, vicecestného selekéniho ventilu, hadicek
pritokového systému, misici civky a detektoru. Pistové cerpadlo je schopno generovat
obousmérny nespojity tok. Selek¢éni ventil zajiStuje pfipojeni vSech roztokl k systému
a zaroven je propojen pres pritokovy systém s pistovym cerpadlem 1 detektorem.
Nejcastéji se pouziva 6, 8, nebo 10-cestny ventil. Misici civka, slouZici k promichéani zon,
se nejcastéji nachazi mezi Cerpadlem a selekénim ventilem. Mozné je i zapojeni dalsi
misici civky pfed detektor. Volba detektoru zavisi na druhu chemické reakce. Casto
vyuzivanymi detektory jsou spektrofotometrické, fluorescencéni a elektrochemickeé.
Jednotlivé soucasti systému jsou propojeny pratokovym systémem, ktery nejcasteji tvori
plastové hadicky o vnitfnim praméru 0,7-0,8 mm. K naprogramovéani pohybl pistu
Cerpadla a k zajiSténi synchronizace piepinani pozic selekéniho ventilu s cilem dosdhnout

reprodukovatelného postupu je nutné fizeni SIA vhodnym ovladacim programem [3,5,7].



Pistové Cerpadlo je schopno proud posunovat obéma sméry. Nejprve jsou jednotlivé
roztoky aspirovany pres selekéni ventil smérem k misici civce. Casovani poloh
selek¢niho ventilu urcuje potadi roztokti v misici civce. Nasledné po jejich aspiraci dojde

k obraceni toku nosného proudu a jeho nasmérovani do detektoru [3,5,7].

Moznost vyuziti zmény toku nebo jeho zastaveni vedouci k promichani smési, vyrazné
zmenSuje objemy vzorkl a ¢inidel potfebnych pro analyzu. Dalsi vyhodou je, ze béhem
analyzy je mozné cilen¢ upravovat aspirovany objem vzorku nebo jiného roztoku délkou
pohybu pistu Cerpadla, zatimco u FIA je objem vzorku omezeny objemem davkovaci
smyCky. Na druhou stranu nutnost plnéni pistu cerpadla béhem méfeni, analyzu

prodluzuje v porovnani s FIA [3,5,7].
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Obrazek 4: Schéma SIA [3] — preloZeno.



3.2. Vyuziti pratokovych metod k monitorovani dlouhotrvajicich procesi

Vyhodami vyuziti pritokovych metod ke sledovani dlouhotrvajicich procest je moznost
jejich automatizace a tim i Casova efektivita. Online odebiranim vzorkl se snizuje
moznost jejich kontaminace a zaroven i riziko vzniku chyb [3]. Navic jsou informace
o vzorku ziskdny v redlném cCase a je tak mozné podminky procesu v piipad¢ potieby
upravit. Nasledujici tabulky shrnuji pfiklady studii, pfi nichz byla vyuzita pritokova
liberace, disoluce a permeace. Jedna se o procesy, které piinaseji detaily o parametrech

popisujicich kinetiku 1é¢iv.

Tabulka 1: Prehled liberacnich studii.

Celkova Vzorkovaci
Testovana latka Metoda Detekce doba . Citace
, interval
analyzy
K}./sehna’ SIA. + Fr’anzova Fluorimetricka 6h 10 min [8]
salicylova difuzni cela
Lidokain + SIC + Franzova UV- }
pilokarpin diftizni cela |Spektrofotometricka 4h 10,5 min ]
. + . . .
Indometacin SIA. , Fr,anzova Fluorimetricka 6 h 10 min [10]
diftizni cela
UV-
Ciprofloxacin SIC Spektrofotometricka| 3 h 10-60 min | [11]
+ fluorimetricka

10



Tabulka 2: Prehled disolucnich studi.

Testovana Celkova Vzorkovaci
. Metoda Detekce doba . Citace
latka , interval
analyzy
SIA + disolu¢ni
systém UV- .
Tbuprofen rotujiciho Spektrofotometricka 4alzh > min [12]
kosicku
SIA + disoluc¢ni
Ergotamin systém . o .
—— rotujiciho Fluorimetricka 20 min 30s [13]
kosicku
SIA + disoluc¢ni
ASA, fenacetin, systém UvV- .
kofein rotujictho | Spektrofotometricka Lh 4 min [14]
kosicku
SIA + SPE+
) disolu¢ni
Kyselina . UV- .
askorbova, rutin sys‘fer,n Spektrofotometricka 74 min 140's [15]
rotujiciho
kosicku
SIA + disolu¢ni
Prazosin systém . i
hydrochlorid rotujiciho Fluorimetricka lh 50s [16]
kosicku
FIA + disolu¢ni
Reserpin systém Fluorimetricka 45 min 1 min [17]
rotujiciho padla
Metamllzol SIA + disolucni Potenmgmetrlcvka
sodny, . (multiiontoveé .
) systéem . l1h 1-30 min | [1§]
Pseudoefedrin rotuiiciho padla selektivni
sulfat ! P elektrodovy systém)
SIA + disoluc¢ni
.Kysehna , sys't’errn Fluorimetricka 41 min 3 min [19]
aminokapronova| rotujiciho
kosicku
FIA + disolu¢ni UV-
Famotidin systém _— l1h 5 min [20]
o , Spektrofotometricka
rotujiciho padla

11




Tabulka 3:Prehled permeacnich studii.

Testovana Celkovi Vzorkovaci
. Metoda Detekce doba z Vatll Citace
latka , interval
analyzy
Rhodamine 123 | S ¥3D 1 ppyorimetricka 2h Smin |y
permeacni cela
SIA +
Rhodamine 123 Franzova Fluorimetricka 2-4h 10 min [21]
difzni cela
i + . . .
Fluorescfem SIA: . Fluorimetricka 5h 5a30min | [22]
sodny permeacni cela
SIC + UV-
Kofein Franzova _— 2h 5 min [23]
o Spektrofotometricka
diftzni cela

3.3. Bioluminiscence

Luminiscence vznikd béhem piechodu elektronu z vysSich energetickych hladin do
niz8ich, kdy dochazi k emisi zafeni molekulami, u kterych doSlo k excitaci diky
elektromagnetickému vinéni [24]. Jednim z typl luminiscence je chemiluminiscence, kdy
excitace elektrontll je vyvolana chemickou reakci. Pokud chemiluminiscenci vztdhneme
pouze na piipady, kdy k emisi svétla dochdzi u Zivych organismi, jednd se
o bioluminiscenci neboli enzymaticky podminénou chemiluminiscenci. Obecné lze tuto
reakci popsat jako oxidaci substratu luciferinu katalyzovanou enzymem luciferaza [25].
Po piechodu molekuly do excitovaného stavu netrva déle nez ne€kolik nanosekund, nez
dojde k uvolnéni energie ve formé fotonu [26]. Rozsah vinovych délek vyzatovaného
svétla se pohybuje mezi 400 a 720 nm. Existuje vice druhil organismd, které jsou schopny
produkovat svétlo. Jednotlivé organismy se mohou liSit rozdilnou strukturou luciferazy
1 luciferinu a mit jiny mechanismus bioluminiscence. Z motskych organisma schopnych
bioluminiscence lze nalézt zastupce bakterii, fas, mékkyst, koryst, ryb a Zralokd.

U suchozemskych organismii se jedna prevazné o zastupce hub, ale lze tento jev

12



pozorovat i u nekterych zvitat (hlistice, ¢lenovei — z nich jsou nejzndméjsi svétlusky)

[25].

Bioluminiscen¢ni analyza je vyuzivana diky vysoké citlivosti a moznosti neinvazivniho
monitorovani bunécnych procestt hlavné v biomedicinském vyzkumu. Nejcastéji
analyticky vyuzivanou luciferazou je luciferdza ze svétlusek (Fluc) a Renilla luciferaza
(Rluc) z motské macesky (Renilla reniformis). D-luciferin je substratem reakce, ktera je
katalyzovana Fluc. Zarovenl jako kofaktory reakce jsou zapotiebi ATP a Mg?".
K uvolnéni energie dochéazi emisi zelené¢ho svétla s maximem pfi vinové délce 566 nm.
Rluc je katalyzatorem oxidacni dekarboxylace substratu koelenterazinu, pii které nejsou
zapotiebi zadné dalsi kofaktory reakce. Zde je emise modrého svétla s maximem pii
482 nm [27]. Emise svétla mlze mit charakter kontinudlni zafe nebo jednotlivych
zableskl svétla [25]. Gluc a Rluc katalyzuji reakci pii niz dochazi k poklesu intenzity
zateni jenom par sekund od pfidani substratu pii in vitro experimentech, zatimco Fluc
katalyzuje reakci, pfi niz vnika signal, ktery je relativné stabilni a dlouhotrvajici [28].
Organismy Gaussia princeps a Metridia longa z podtiidy klanonozcl obsahuji luciferazu
Gluc a Mluc, které jsou také koelenterazin dependentni jako Rluc. Tito zastupci byli prvni
z tfidy klanonozcl, u nichz byly izolovany geny kodujici luciferdzu. Exprese genu
klanonozcti zodpovédného za luciferazu probéhla Uspésné s poskytnutim aktivniho
proteinu ve vSech typech bunék vcetné bakteridlnich, mykobakteridlnich, kvasinkovych,
fasovych, hmyzich a savcich. Sekretované luciferdzy klanonozci maji vysokou
bioluminiscen¢ni aktivitu i stabilitu. Naptiklad v kultivacnim médiu pti 37 °C a 5 % CO»
byla sekretovana Mluc stabilni az 3 dny. Reportérovy gen u Metridia longa a Gaussia
princeps exprimujici luciferazu je pouzivany jako citlivy senzor pii rlznych in vitro
1in vivo experimentech. Pfi reakci luciferdzy klanonozcli dosdhne svételny signél

maxima béhem nékolika sekund po pfidani substratu a nasledné rychle klesa [27].

3.4. Syntetizovanda Metridia luciferaza a Renilla Luciferase Assay systém

Klonovani reportérového genu zodpovédného za uvolilovani luciferdzy u Metridia longa
se provadi transfekei za pomoci vektoru pMetLuc2-Control do sav¢ich bunék jakoukoliv
standardni transfekéni metodou. Sekretovand Metridia luciferdza o molekulové

hmotnosti 24kDa se sklada ze 17 aminokyselin. Diky N-koncovému signalnimu peptidu
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je umoznéno uvoliiovani prebytku luciferdzy do bunécného kultivaéniho media bez
nutnosti lyzi bunék. Pfitomnost luciferdzy v mediu je nasledné zjistitelnd reakci
s luciferinem, coz je v tomto piipad¢ koelenterazin za detekce emise zareni, kterou tato
reakce poskytuje [29]. Rluc, ktera neni schopnd ptirozené¢ho uvoliiovani z zivych bunck,
se ucastni reakce se stejnym substraitem (koelenterazin) jako Mluc [30]. Renilla
Luciferase Assay systém (Promega) byl vyvinut pro rychlou a citlivou detekci aktivity
Renila luciferazy, at’ uz ptirozen¢ se vyskytujici nebo syntetické Renilla luciferazy [31].
Zaroven Mluc neni komercné dostupna jako proteinovy standard, proto v experimentech
predchazejici této praci byla pouzita Rluc pro optimalizaci podminek, které byly nasledné

vyuzity k monitorovani Mluc [30].

0 OH e — o* OH Em— Oj/_©7m[
Copepod
NH

-
L
‘“‘ 3 Luciferase N ,N|
|
HO Sy HO

Coelenterazine Excited coelenteramide Coelenteramide

Obrazek 5: Znazorneéni reakce oxidace substratu koelenterazinu katalyzovanou luciferdzou klanonozcu, za vzniku
teoretického meziproduktu excitovaného koelenteramidu a za vzniku konecného koelenteramidu za uvolnéni energie ve
formé zareni [27].

3.5. Kyselina chenodeoxycholova a deoxycholova (CDCA a DCA)

CDCA 1 DCA jsou pfirodnimi ZluCovymi kyselinami. Primarni zlu¢ové kyseliny
(kyselina cholova a chenodeoxycholovd) vznikaji metabolickou pfeménou cholesterolu
v jatrech. Puasobenim stfevnich bakterii dochazi k degradaci primérnich zlucovych

kyselin a z chenodeoxycholové kyseliny vznik4 sekundarni kyselina deoxycholova [32].

Struktura ZluCovych kyselin se sklada ze steroidniho jadra a kratkého postranniho
alifatického ftetézce, ktery je u primarnich a sekundarnich kyselin zakonceny
karboxylovou kyselinou. Jejich strukturu je mozné popsat dvéma stranami, kdy B-stranu
tvoii hydrofobni ¢ast s methylovymi substituenty, kdezto a-strana obsahuje nejcastéji
jednu az tfi hydrofilni hydroxylové skupiny. Ve vodném prostiedi dochdzi ke shlukovani

molekul ZluCovych kyselin hydrofobni stranou k sob&. K této agregaci dochazi pfti
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prekrocCeni kritické micelarni koncentrace, ktera je u dihydroxyzlu¢ovych soli 5 mM a
u trihydroxyzlucovych soli vrozmezi 10 mM az 15 mM. Tato agregace umoziuje
solubilizaci cholesterolu a lipid ve stfevé za tvorby smisenych micel, které umoziuji
jejich vstiebani pres stfevni sténu [33]. Hydroxylové skupiny v polohach 3, 7 a/nebo 12
v molekule Zlu¢ovych kyselin nejsou chemicky ekvivalentni. Hydrofilita Zlucovych soli
se snizuje v potadi kyselina cholova, CDCA a DCA. Strukturni vzorec CDCA a DCA se
lisi v poloze jednoho hydroxylového substituentu. CDCA ma hydroxylové skupiny
v poloze 3 a 7, zatimco DCA v poloze 3 a 12 [34]. CDCA je ve farmakoterapii indikovana
pfi vrozenych poruchach syntézy primarnich zlucovych kyselin [35]. DCA je ve
farmakoterapii registrovana jako dermatologikum, které¢ je injekéné aplikovano do
subkutanniho tuku, jehoz G¢inkem je cytolytické naruSeni bunééné membrany adipocytt
[36]. Obé kyseliny vykazuji detergentni aktivitu, coz miZe mit za nasledek ovlivnéni

stability lipidové dvojvrstvy cytoplazmatické membrany bunék [30].

-

W

COCH COCH

OH
OH
OH OH

Obrazek 6: Vzorce kyseliny deoxycholové (vievo) a kyseliny chenodeoxycholové (vpravo) [33].
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4. Experimentalni ¢ast

Automatické monitorovani uvoliiovani Metridia luciferazy vychazi z ptedchozich
experimentl, ve kterych byly nalezeny optimalni podminky stanoveni jako aspirované
objemy vzorkli a Cinidla, prutokové rychlosti a byl ovéfen linearni rozsah kalibrace.
Soucasti této diplomové prace je aplikace optimalizované metody pro monitorovani
pfirozeného uvoliovani Metridia luciferazy zbunék po transfekci odpovidajicim
plazmidem a testovani toxického vlivu modelovych latek odvozenych od kyseliny

cholové.

4.1. PouZité pristroje a pomiicky

Pro méfeni byl pouzit MicroSIA systém (FIAlab instruments, USA) s pistovym
cerpadlem o objemu 5 ml a se Sesticestnym selekénim ventilem. Ty byly navzdjem
propojeny pomoci misici civky o objemu 400 pl. Dale bylo pouzito peristaltické ¢erpadlo
Miniplus 3 (Gilson, USA). Misici civka a dal$i hadi¢ky prutokového systému byly
vyrobeny z fluorovaného ethylen-polymeru s vnitfnim primérem 0,75 mm (Ismatec,
USA). Pouzité peristaltické hadicky byly vyrobeny z polyvinylchloridu o vnitinim
pruméru 1,02 mm (Tygron, USA). T-konektor, jenzZ umoziioval kontinualni proudéni
kultivacniho média v davkovaci smycce apikalniho nebo bazalniho kompartmentu,
a ktery byl zaroven pfipojen na vicecestny ventil, m¢l vnitini pramér 0,5 mm (Tefzel,
Némecko). Pro zachovani konstantni teploty v 3D tiSténé cele byl pouzit termostat
Galaxy 14S (NewBrunswick, Némecko). Za tcelem detekce chemiluminiscence byl
pouzit spektrofluorimetr RF 6000 (Shimadzu Europe GmbH, Némecko). Vzorek byl
méfen v prutokové kiemenné kyveté o objemu 120 pl, kterd byla pomoci pritokového
systému propojena s vicecestnym ventilem i odpadem. Promichéni obsahu v 3D tisténé
cele bylo zajisStovano magnetickou michackou s michadélkem o velikosti 72 mm (IKA
Squid, IKAMAG). Pritokovy systém byl fizen softwarem FIAlab pro Windows 5.0
(FIAlab, USA), zatimco spektrofluorimetr (Shimadzu, Némecko) ziskaval

a vyhodnocoval data pomoci LabSolutions RF v rezimu Time Course.

3D tisténa cela byla vytiSténa pomoci stereolitografické technologie 3D tiskarnou (Form

2, Formlabs, USA) firmou TriLAB Group s.r.o. (Hradec Kralové). Byla tisténa
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z materidlu Clear Resin (Formlabs), ktery je kombinaci polyakrylati. Testovana
monovrstva geneticky upravené bunééné linie byla kultivovdna na sterilnim
polykarbonatovém insertu s primérem membrany 24 mm, velikosti péru 3 um

a s plochou pro kultivaci 4,67 cm? (Transwell).

4.2. Pouzité chemikadlie

Jako nosny proud v SIA systému bylo pouzito kultivaéni médium Gibco Opti-MEM I
(Life Technologies Corporation, USA). K promyti SIA systému byla vyuzita ultracista
voda a ethanol. Jako zdklad pro chemiluminiscencni reakci byl pouzit roztok Renilla
Luciferase Assay Substrate (koelenterazin) a pro jeho natedéni Renilla Luciferase Assay
Buffer (Promega, USA). V prub¢hu testovani bylo sledovano uvoliovani Metridia
luciferazy, kterd poskytuje luminiscenéni signal po reakci se substratem
(koelenterazinem), ktery byl obsazen ve vySe zminéném Renilla Luciferase Assay
Substrate. V ramci analyzy byly zkoumény vlivy modelovych toxickych latek, které
zpisobuji poskozeni bunééné membrany. Testovany byly kyselina chenodeoxycholova
(> 98,0 %) (Sigma Aldrich, Praha, CR) a kyselina deoxycholova (> 99,0 %) (Sigma
Aldrich, Praha, CR).

4.3. Priprava bunék a roztoki

Vramci méfeni byly pouzity HepG2 lidské jaterni epitelidlni bunky, které byly
kultivovany na Katedie farmakologie a toxikologie FaF UK v HK. Kultivace probihala
na Transwell polykarbonatovém insertu s primérem membrany 24 mm, velikosti poru
3 um a s plochou pro kultivaci 4,67 cm? (Baria, Praha, Ceska republika) v kultivaénim
médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), které bylo obohaceno 10%
fetadlnim bovinnim sérem a 1% pyruvatem sodnym. K zajiSténi optimalnich podminek,
byla kultivace realizovéana v inkubatoru pti 37°C s relativni vlhkosti 95 % a obsahem CO»
ve vzduchu 5 %. Po vytvoreni souvislé monovrstvy bunck byla provedena transfekce
Metridia luciferase plazmidem (pMetLuck-control vector, Clontech/Takara, Goteborg,

Sweden) za pomoci transfek¢éniho ¢inidla Lipofectamine® 3000.
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Ptipravené roztoky Rluc substratu a pufru byly uchovavany ve tmé pii teploté -80°C.
V den méfeni byly tyto roztoky rozmrazeny a nasledné bylo 50 ul substratu nafedéno v 5
ml pufru. Finalni roztok byl béhem méfeni uchovan ve vialce vyrobené z tmavého skla

k zajisténi ochrany roztoku ptred svétlem, ¢cimz doslo k zvySeni jeho stability.

Béhem experimentu byl zkouman vliv testovanych kyselin na kinetiku sekrece Metridia
luciferdzy uvolnované zbunék diky poskozeni nebo zméné permeability bunééné
membrany. Chenodeoxycholova kyselina byla pfipravena rozpusténim 10 mg ve 40 ml
fostatového pufru. Deoxycholova kyselina byla rozpouSténa v mnozstvi 10 mg ve 40 ml
ultra ¢isténé vody. Obé kyseliny o koncentraci 0,25 mg/ml byly nésledné ptimo ptidavany
do cely tak, aby vysledna koncentrace v obou kompartmentech odpovidala 0,01 mg/ml,

0,0075 mg/ml nebo 0,005 mg/ml.

4.4. Popis piistroje

V ramci experimentu byly pro méteni pouzity 3D tiSténa cela, termostat, SIA systém a

fluorescenéni detektor.

Do 3D tisténé cely byl vloZen insert s kultivovanou monovrstvou bun€k geneticky
upravenych tak, aby byly schopny syntetizovat Metridia luciferazu. 3D tiSténa cela byla
uzaviena vickem. Celé konstrukce byla ndsledn¢ umisténa v drzdku. Na téle 1 ve viku 3D
cely byly zkonstruovany dva a dva otvory, které umoznovaly propojeni s davkovacimi
smyckami. Otvory ve viku umoZziovaly odebirani vzorkl z apikalniho kompartmentu,
zatimco otvory v télu z bazilniho kompartmentu. Na dno 3D cely bylo umisténo
michadélko. Uvedena konstrukce byla vloZzena na magnetickou michacku. Za tcelem
zachovani stalé teploty 37°C, byla béhem méfeni 3D cela 1 s elektromagnetickou

michackou umisténa v termostatu.

SIA systém byl slozen z pistového cerpadla umoznujiciho obousmérny tok nosného
proudu, Cerpadla, které bylo napojeno na vicecestny selekéni ventil pfes misici civku.
Ventil byl dale v poloze jedna propojen s odpadem, v poloze dva bylo mozno aspirovat
vzduch. Nasledné v poloze tfi bylo moZno aspirovat zkoumany vzorek z apikalniho

kompartmentu. V poloze ¢tyti byl ventil propojen s vialkou obsahujici luciferaza substrat
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(koelenterazin). Poloha pét vedla do detektoru a v poloze Sest byl ventil napojen na
bazéalni kompartment 3D cely. Obsah apikdlniho a bazilniho kompartmentu byl

s ventilem zaroven propojen pies peristaltické hadicky a peristaltické Cerpadlo.

Pro meéfeni luminiscencniho signalu odebiranych vzorki byl pouzit fluorescenc¢ni
detektor. Béhem experimentu nebyl zapnut zdroj svétla, kvili  detekci
chemiluminiscence. Detektor pracoval v rezimu Time Course. Tento program umoznoval
méieni intenzity chemiluminiscence béhem celé doby méfeni. Detekce byla provadéna
pfi vinové délce 485 nm v kiemenné priitokové kyveté, jenz byla propojena s priatokovym
systémem. V tomto pripad¢ tak byl vzorek aspirovan do misici civky a po obraceni toku

transportovan pres vicecestny ventil do kyvety a dale do odpadu.

Sesticestny
selekéni ventil

——— Odpad
Vzduch
Substrat

CL detektor

Nosny proud
(Kultivaéni médium)

Misici
civka

Peristalticka rTTT T T T TS Inkubator
pumpa

Pistove
terpadlo

Magneticka
michacka

Obrazek 7: Schéma SIA propojené s 3D tistenou celou [30]-prelozeno a dodatecné pozmeéneéno.
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Obrazek 8: Schéma 3D tisténé cely. (A — insert s monovrstvou bunék, B —telo cely, C — viko s otvory do apikalniho
kompartmentu, D — drzak, E — otvory do bazalniho kompartmentu, F — magnetické michadélko) [1].

4.5. Popis jednotlivych krokii analyzy

SIA systém byl fizen softwarem FIAlab pro Windows 5.0. Cely prutokovy systém byl
pfed kazdym méfenim promyt ethanolem, ultracistou vodou a nakonec téz kultivacnim

médiem, které bylo nasledné pouZzito béhem méfeni. Pro promyti systému byl pouZit jiz

diive vytvofeny program.

Na zacatku experimentu byl pritokovy systém naplnén kultivacnim médiem, které bylo
pouzito jako nosny proud. 3D cela byla naplnéna 7,5 ml kultivacniho média (o teploté
37°C, uchovano pted aplikaci v inkubatoru) a na dno bylo vlozeno magnetické
michadélko. Po vlozeni insertu s monovrstvou buné¢k, ktery byl do té doby skladovan
v jamkové desti¢ce pii 37°C, byl naplnén 3 ml tohoto média. 3D cela byla vlozena do
inkubétoru na magnetickou michacku. Déle doslo k instalaci peristaltickych hadicek do
peristaltického cerpadla, které bylo nésledovné zapnuto s rychlosti 1,3 ml/min. To
umoznilo kontinualni cirkulaci, jenz byla nezbytnou podminkou pro odbér malého

mnozstvi vzorku s odpovidajici koncentraci luciferazy v potiebném case.

Na zafatku experimentu byl za ucelem detekce chemiluminiscence zapnut
spektrofluorimetr a nastaven na sniméani emisni vinové délky 485 nm. Pro zahdjeni
méfeni byl spustén program v softwaru FIAlab. Analyza byla zah4jena aspiraci 100 ul

roztoku z ptislusného kompartmentu a jeho naslednym odeslanim do odpadu, ¢imz doslo
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k promyti T-korektoru. Nasledné analyza pokracovala aspiraci 15 pl vzduchu do misici
civky s pratokem 40 ul/s. Vzduchova bublina byla pfitomna za ti¢elem zamezeni nafedéni
substratu nosnym proudem. Déle doslo k aspiraci 90 ul substratu, které byly v dalsi fazi
poslany do hadicky vedouci k detektoru a poté byla cast se vzduchovou bublinou
odeslana do odpadu. Nésledn¢ doslo k aspiraci 50 ul vzorku z bazalniho kompartmentu
s prutokovou rychlosti 30 pl/s. Roztok byl pratokovou rychlosti 100 pl/s poslan do
detekéni cely spektrofluorimetru. Vzapéti byl cely proces jednou zopakovan. Po aspiraci
a zméfeni vzorkii byl objem v pfislusném kompartmentu doplnén 250 pl cistého
kultivaéniho média z pistového Cerpadla ptes selekéni ventil. Vzorky z apikdlniho a
bazalniho kompartmentu byly aspirovany stifidavé vzdy s odstupem 30 minut. Celkova
doba analyzy trvala v rozmezi 3 az 10 hodin. Testované potencidlné toxické latky byly

do 3D cely béhem experimentl ptidany v rozmezi 0,7 az 5,3 hodin od pocatku analyzy.
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5. Vysledky a diskuze

Monitorovani uvoliiovani Metridia luciferazy z modifikované jaterni epitelialni bunécéné
linie v redlném cCase bylo provedeno s Ctrnécti inserty obsahujici monovrstvu bunék.
Me¢teni bylo uskute¢néno béhem tif mésict, a to konkrétné od dubna do Cervna. Délka
analyzy u jednoho insertu trvala v rozmezi od 3 do 10 hodin, ale s tim, Ze vétSina kroka
byla pln¢ automatizovana. Manualn¢ bylo potieba pouze promyti 3D cely na zacatku
ana konci méfeni, vloZzeni insertu do cely a pfipadné¢ béhem monitorovani ptidani
potencidlné toxické latky. Béhem experimentu bylo testovano riizné mnozstvi Metridia
luciferase plazmidu pouzitého pfi transfekci bunék, rozdiln¢ dlouha doba od transfekce
po samotné méfeni, toxicky vliv testovanych latek na membranu bunck a jejich

koncentrace.

Objemy apikalniho (3 ml) a bazalniho (7,5 ml) kompartmentu byly rozdilné, proto bylo
v ramci vyhodnocovani vysledkli nutné hodnoty CL signalu bazalniho kompartmentu

vynasobit dvaapulkrat, aby bylo mozné hodnoty z obou prostorii porovnavat.

Tabulka 4: Souhrn pouzitych insertii s monovrstvou bunék s uvedenim mnozstvi pouzitého
plazmidu pri transfekci a casova prodleva mezi transfekci a zacatkem méreni, pripadné pouziti
potencialné toxické latky behem experimentu, jeji vysledna koncentrace v cele a cas pridani.

Plazmid Transfekce Toxicka Koncegtrace V,Cas
Insert [ng] [den] latka kyseliny pr1d:avku
[mg/ml] kyseliny [h]
1 1000 2 CDCA 0,01 1,9
2 1000 1 CDCA 0,01 5,3
3 1000 2 CDCA 0,005 1,8
4 500 2,5 - - -
5 500 2 CDCA 0,005 2,1
6 500 3 CDCA 0,01 2,5
7 1000 1 CDCA 0,01 1,9
8 1000 2 CDCA 0,0075 1,9
9 1000 1 DCA 0,01 1,8
10 1000 1,5 DCA 0,01 0,7
11 1000 2 DCA 0,01 0,8
12 1000 2,5 DCA 0,01 0,8
13 500 1 - - -
14 500 2 - - -
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Tabulka 5: Namérené hodnoty intenzity CL v apikalnim kompartmentu a korigovand CL intenzita
v bazalnim kompartmentu u prvnich sedmi insertit s monovrstvou bunék pouZivanych pri

experimentu.
Meteni Ptiblizny| Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €.
Cas [h] 1 2 3 4 5 6 7
1. (BK) 0,1 3,6 - 330,9 | 5533 97,6 38,5 -
2. (AK) | 0,6 21,1 - 208,6 | 349,7 70,1 15,4 31,6
3. (BK) 1,2 59,2 - 635,8 | 1101,9 | 179,1 48,6 103,9
4. (AK) 1,7 60,1 49,5 586,5 | 7723 98,8 34,2 99,1
5.(BK) | 23 80,6 140,8 | 1083,8 | 1682,1 | 166,4 94,7 -
6.(AK) | 2,9 33,7 71,6 868,2 | 1176,3 | 101,8 29,9 73,1
7. (BK) 3,4 106,0 | 166,5 | 1583,7 230,8 86,3 113,0
8. (AK) | 4,0 51,7 87,6 | 1023,4 120,5 41,3 15,5
9.(BK) | 4,6 123,6 | 183,5 2717,7 174,3
10. (AK)| 5,1 74,9 85,3 121,0 147,6
11. (BK)| 5,7 139,2 | 219,7 300,7 231,2
12. (AK)| 6,3 98,4 106,8 129,7 219,4
13. (BK)| 6,8 412,8 | 265,5 2237
14. (AK)| 7,4 332,5 67,0 145,9
15. (BK)| 8,0 238,7 | 847,0
16. (AK)| 8.5 137,5 | 506,8
17.(BK)| 9,1 1255,1
18. (BK)| 9,6 286,5
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Tabulka 6: Namérené hodnoty intenzity CL v apikalnim kompartmentu a korigovand CL intenzita
v bazalnim kompartmentu u dalSich sedmi insertit s monovrstvou bunek pouzivanych pri

experimenti.

MeFeni Ptiblizny| Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €. | Insert €.
¢as [h] 8 9 10 11 12 13 14

1. (BK) 0,1 - - 397,3 | 1147,9 | 798.,8 - -

2.(AK) | 0,6 - 80,9 2939 | 974,6 | 718,8 - -

3. (BK) 1,2 - - 4374 | 1593,3 | 670,2 - -

4. (AK) 1,7 67,4 155,1 | 258,7 | 1669,3 | 596,9 - -

5. (BK) 2,3 73,6 1984 | 457,77 | 2505,1 | 2607,3 - -

6. (AK) | 2,9 71,4 159,7 | 273,4 | 2458,5 | 4916,3 - -

7. (BK) 3,4 100,0 | 299,3 | 376,0 | 3141,6 | 38349 -

8. (AK) | 4,0 81,9 216,0 | 284,1 | 4101,9 | 4541,5 -

9.(BK) | 4,6 133,2 | 341,5 | 378,8 | 3976,7 | 1749,5 -

10. (AK)| 5,1 93,9 254,1 | 532,6 | 4579,2 | 2497,5 -

11. (BK)| 5,7 163,0 | 4252 | 463,6 | 3363,6 | 325,0

12. (AK)| 6,3 110,3 1046,7 | 4494,0 | 1808,5

13. (BK)| 6.8 166,7

14. (AK)| 7,4 1383,7

15.(BK)| 8,0 115,1

16. (AK)| 8,5 1152,0

17.(BK)| 9.1 100,5

18. (BK)| 9,6 892,4
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5.1. Monitorovdani uvoliiovani luciferazy z bunék v zavislosti na mnoZstvi
pouZitého plazmidu pii transfekci

Schopnost bun¢k syntetizovat enzym luciferazu byla umoznéna transfekci Metridia
luciferase plazmidem aplikovanym na kultivovanou monovrstvu bunék. Plazmid pro
tento ucel byl pouzivan v mnozstvi 500 ng nebo 1000 ng. Porovnavany byly mezi sebou
hodnoty ziskané v prvnich dvou hodindch testovani insertd. Jednalo se tedy o prvni
4 méfeni u kazdého insertu, tedy 2 hodnoty z bazilniho a 2 hodnoty z apikalniho
kompartmentu, coz je mnoZzstvi ptfirozen¢ uvolnéného nadbytku luciferazy z bunck, které

jesté nebylo ovlivnéno naslednym pridavkem testované potencidlné toxicke latky.

Hodnoty CL ziskané béhem prvnich 2 hodin pfi analyze buné€k, u kterych bylo pouzito
500 ng plazmidu, se pohybovaly od 15,4 do 1101,9. U dvou insertt (¢. 13 a 14) nebyla
detekovéana zddna CL intenzita. Jak je mozZno vidét na obrazku €. 9, hodnoty u 5. a 6.
insertu byly velmi nizké, témeéf na hranici detekce. U insertu €. 4 byla namétfena CL
v rozmezi 349,7 a 1001,9. Z péti insertt u kterych bylo pfi transfekci pouzito 500 ng
plazmidu, vykazoval pouze jeden (insert ¢. 4) adekvatni hodnoty pro piipadné dalsi

vyhodnocovani vysledk.
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0,1 0,6 . 1,2 1,7
Cas [h]

Insert €. 4 Insert £. 5 ==@=|nsertc. 6

Obrazek 9: Intenzita CL namérena béhem prvnich ctyr méreni kazdého insertu obsahujici bunécnou monovrstvu, u
ktere byl pri transfekci pouzit plazmid v mnozstvi 500 ng.
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Béhem experimentu bunééné monovrstvy transfekované plazmidem v mnozstvi 1000 ng,
dosahovala intenzita CL az 1669,9. Béhem analyzy u Ctyf insertd, z celkovych deviti
s 1000 ng plazmidu, byly n¢které hodnoty pod hranici detekce. Jednalo se o hodnoty CL
z jednoho az tfi méteni u danych insertd. Jak je zndzornéno na obrazku €. 10, pouze ve

¢tytech pripadech byla CL detekovana od prvniho méfent.

1800
_—
1600
1400
o 1200
=
£ 1000
]
]
£ 800 O
D' ' =
600 —
0 — _'/"A\‘
200
0 L o '
0,1 0,6 1,2 1,7
Cas [h]
=@=|nsert . 1 Insert €. 3 ==@==|nsert . 7
=@==|nsert . 10 =@==|nsert . 11 =@ |nsert . 12

Obrazek 10: Intenzita CL namérena behem prvnich ctyr mérent kazdého insertu obsahujici bunécnou monovrstvu, u
které byl pri transfekci pouzit plazmid v mnozstvi 1000 ng. (Nezahrnuje 3 inserty, které behem této doby analyzy mély
polovinu a vice signalii pod hranici detekce).
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Pfi srovnani intenzity CL s nejvysSimi hodnotami u insertd transfekovanymi plazmidem
v mnozstvi 500 ng a 1000 ng (viz obrazek ¢. 11), je intenzita u bun¢k s 1000 ng vyssi

u vSech 4 prvnich méfeni. Tyto hodnoty jsou 1,4 az 2,8krat vyssi.

1800
1600
1400
1200
1000

800

CL intenzita
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0,1 0,6 B 1,2 1,7
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=8=|nsert ¢. 4 (500ng) Insert €. 11 (1000ng)

Obrazek 11: Nejvyssi namerena intenzita CL u insertii s rozdilnym mnozstvim plazmidu pouzitého pri transfekci.

Pti porovnani nejnizsich hodnot, které byly nad hranici detekce u insertti s rozdilnym
mnozstvim plazmidu pouzitého pfti transfekcei, je vétSina hodnot CL vy$§i u bunék s 1000
ng plazmidu, s vyjimkou prvni hodnoty, ktera je vyssi u bun¢k s méné plazmidem, jak je
patrné z obrazku €. 12. Tyto hodnoty jsou v priméru téméf 1,5nasobné vyssi nez hodnoty

u bunék s 500 ng.
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5.2. Monitorovani uvoliiovani luciferdzy 7 bunék v zavislosti na dobé transfekce
s piithlédnutim k mnoZstvi pouZitého plazmidu pii transfekci

Bunécna transfekce Metridia luciferase plazmidem byla provedena v rozmezi jednoho az
tf1 dna pfed samotnym monitorovanim bunék za pouziti 500 ng nebo 1000 ng plazmidu.
Tato zavislost byla vyhodnocovana vzdy z prvnich 4 signalti, coz byly signaly, které jeste

nebyly ovlivnény pfidavkem testované potencidlné toxické latky.

Buiiky s 500 ng plazmidu byly pro experiment pouzity pétkrat. Zkoumany casovy usek
od transfekce po zafatek méteni byl od 1 dne po 3 dny. Hodnota CL po jednom dnu byla
po celou dobu méteni pod hranici detekce. Po dvou dnech byla u jednoho insertu opét
pod hranici detekce a u druhého uz byla slaba intenzita detekovana. Po 2,5 dnech byla
intenzita Sestkrat vyssi oproti intenzité po 2 dnech. Po tfech dnech byla CL intenzita opét
velmi nizkd, témét na hranici detekce (jak Ize vidét na obrazku ¢. 13). Tento pribéh
odpovida ocekdvanému odstupu transfekce a vlastni syntézy luciferazy buikami.
Minimalné jeden den trva, nez zacne bunka protein syntetizovat a pak po narastu syntézy
dochazi kuvolnéni nadbytku syntetizované¢ho proteinu, ktery je viditelny pfi

monitorovani CL signalu.
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CL intenzita
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2,5dne 2 dny =8=3dny

Obrazek 13: Zavislost CL intenzity na casové prodleve mezi transfekci a uvolitovanim luciferazy béhem méreni z bunék,
u kterych byl pri transfekci pouzit plazmid v mnozstvi 500 ng.
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Bunky s 1000 ng plazmidu byly pro méfeni pouzity vicekrat nez buiky s 500 ng
plazmidu. V ptipadech méteni se stejnou dobou transfekce, doslo ke zprimérovani
naméfenych hodnot. Nasledné byly porovnany hodnoty s rozdilné dlouhym c¢asovym
usekem od transfekce. S bunikami, u kterych byla transfekce provedena jeden den pied
méfenim, byly provedeny tfi experimenty. Vice nez polovina hodnot CL pii méfeni po 1
dni od transfekce byla pod hranici detekce. Nejvyssi naméfena hodnota dosahovala 155,1
a to u insertu €. 9 po vice nez hodin€ a pul od zacatku analyzy. Méfeni po jednom a piil
dnu od transfekce bylo uskutecnéno jen jednou a primérné hodnoty dosahovaly témét
350. Nejvice méfeni bylo provedeno s bunkami, u kterych byla provedena transfekce
plazmidu 2 dny pred méfenim, jednalo se o konkrétné 4 analyzy. V ptipad¢, kdy od
transfekce ub¢hlo 2,5 dne, byl experiment uskute¢nén jednou. Hodnoty u bun¢k po 2
a 2,5 dnech byly vyssi nez piedchozi a pohybovaly se mezi 400 a 800. Na obrazku ¢. 14
lze vidét, ze s prodluzujicim se ¢asem (az k 2,5 dniim) od doby transfekce se zvysSuje

1 mnozstvi uvoliované luciferazy.
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Obrazek 14: Zavislost CL intenzity na casové prodlevé mezi transfekci a uvolnovanim luciferazy behem analyzy bunék
u kterych byl pri transfekci pouzit plazmid v mnozstvi 1000 ng.

29



Tabulka 7: Intenzita CL béhem rozdilné casové prodlevy mezi transfekci a uvoliiovanim luciferazy béhem analyzy

bunék, u kterych byl pri transfekci pouzit plazmid v mnozstvi 1000 ng.

1 den (prumér
hodnot insertu

1,5 dne (insert

2 dny (primeér
hodnot insertu

2,5 dne (insert

&2,7a9) ¢ 10) & 1,3,8,all) ¢ 12)
1. méfeni 0,0 397,3 370,6 798,8
2. méfent 37,5 2939 301,1 718.8
3. méfeni 34,6 4374 572,1 670,2
4. m&feni 101,2 258,7 595,8 596,9
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5.3. Monitorovani uvoliiovani luciferdzy z bunék po interakci s potencidalné
toxickou latkou

V ramci experimentu byl zkouman potencialné toxicky vliv kyseliny chenodeoxycholové
a kyseliny deoxycholové na bunéénou membranu. Latky nebyly pfiddvany hned v ivodu
experimentu, ale az s casovou prodlevou. Tento ¢as byl zvolen po pocateénim
monitorovani luminiscenéniho signalu, ktery po transfekci nejprve roste diky pfirozené
sekreci prebytku syntetizované luciferazy, a pak teprve postupné v Case klesa. Az v tomto
Case je mozné sledovat vliv toxickych latek, aby byl dobfe odliSitelny opétovny narast
meéfené intenzity, kterd odpovida sekreci luciferazy zptisobené poskozenim bunééné

membrany nebo zménou jeji permeability.

Kyseliny byly ptidavany do apikalniho i bazalniho kompartmentu, aby byl vidét ptipadny
rozdil chovani epitelidlnich jaternich bunék v obou kompartmentech pii porovnani
korigovaného CL signalu. Chenodeoxycholova kyselina byla nejcastéji pridavana tak,
aby konec¢na koncentrace v cele odpovidala 0,01 mg/ml. Pouze jednou byla pfidana ve
vysledné koncentraci 0,0075 mg/ml a ve dvou piipadech v 0,005 mg/ml. Kyselina

deoxycholové byla pfidavana pouze ve vysledné koncentraci 0,01 mg/ml.

Vhodné vysledky pro zkoumani vlivu téchto kyselin na zménu permeability poskytly

hlavné experimenty Ctyf nasledujicich inserti.
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Insert ¢.1:

Meéfteni bylo uskuteénéno s buitkami, u kterych byla provedena transfekce dva dny pred
méienim s vyuzitim 1000 ng plazmidu. Béhem analyzy bylo pfidano 120 pl 0,25 mg/ml
kyseliny chenodeoxycholové do apikalniho kompartmentu a 300 ul do bazalniho v Case

1,9 hodin. Vysledna koncentrace v cele byla tedy 0,01 mg/ml.

K mirnému zvySovani intenzity chemiluminiscence dochazelo na zacatku méfeni.

v

K vys§imu nartistu CL signdlu doslo s ¢asovym odstupem 4,5 hodiny od ptidavku
kyseliny. Signal v bazalnim kompartmentu vykazoval téméf trojnasobné hodnoty nez
predchozi diive naméfené. Hodnoty pfed nartistem CL intenzity odpovidaly pfirozenému
uvolnovani prebytku syntetizované luciferazy, kdy nasledné zvysSeni zptlisobila zména

permeability bunééné membrany vyvolana ptisobenim kyseliny chenodeoxycholové.
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Obrazek 15: Intenzita CL u insertu ¢. 1. (Pridavek kyseliny CDCA v case 1,9 hodin je znazornén cernou linii).
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Tabulka 8: Intenzita CL nameérena u insertu ¢. 1.

CL intenzita Kofigovaf‘lé CL
SeAINg intenzita
vt |G| ey | i
kompartmentu
1. 0.1 iy
2 0,6 21,1
> 12 59,2
- 1,8 60,1
> 23 80,6
6. 2,9 33,7
k 3 106,0
5. 4,0 51,7
> 6 123,6
10. 5.2 749
- 7 139,2
12. 6.3 054
e 7.0 412.8
14 7,5 3325
e 8,1 238,7
fe. 8,7 137,5
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Insert €. 2:

Druha analyza byla uskuteénéna s bunikami, u kterych byla provedena transfekce jeden
den pted méfenim s pouzitim 1000 ng plazmidu. Béhem analyzy bylo opét pridano 120
ul kyseliny chenodeoxycholové do apikéalniho kompartmentu a 300 ul do bazalniho
(vysledna koncentrace v cele byla 0,01 mg/ml), tentokrat v ¢ase 5,3 hodin. Delsi ¢as pted
pfidanim kyseliny byl pouzit kvili riziku vyskytu pfirozené sekrece piebytku
syntetizované luciferazy, kterd se projevuje potom, co buinky zacnou po transfekci
plazmidem syntetizovat dany protein. Monitorovani vlivu toxické latky je vhodné
provadét az po poklesu této prirozené sekrece, aby nebyl CL signal piekryty a bylo mozné

ho spojovat pouze s toxickym efektem dané latky.

Bé&hem tohoto méteni nebyly prvni tfi signaly detekovany, vykazovaly velmi nizkou CL
intenzitu, kterd byla pod limitem detekce. Néasledujici signdly vykazovaly relativné
konstantni hodnoty v celém ¢asovém tseku pied ptidanim kyseliny chenodeoxycholové,
a to i po piiblizn¢ tfech hodinach po jejim pfidani. Nésledné doslo pftiblizné

k 3,5nasobnému zvysSeni signalu.
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Obrazek 16: Intenzita CL u insertu ¢. 2. (Pridavek kyseliny CDCA v case 5,3 hodin je znazornén cernou linii).
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Tabulka 9: Intenzita CL namérend u insertu ¢. 2.

CL intenzita Km:ig‘“’al_lé CL
S AInd intenzita
Méreni Cas [h] k(‘)lrlz:g;lft‘rlrl:::tu v baglnim
kompartmentu

1. o1

2. 0.6

3. 12

+ 1.8 49,5

> 23 140,8

6. 2,9 71,6

" 3 166,5

8 4,0 87,6

> 6 183,5
10. 50 %53

- 7 219,7
12 6,5 106,8

= 70 265,5
14, 76 o

o 5.2 847,0
te. 8,8 506,8

v >3 1255.1
8. 9,9 286.5
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Insert ¢. 10:

Desaty experiment byl uskute¢nén s bunikami, u kterych byla provedena transfekce jeden
a pul dne pfed méfenim s pouzitim 1000 ng plazmidu. Béhem analyzy bylo ptidano 120
ul kyseliny deoxycholové do apikalniho kompartmentu a 300 pl do bazalniho (vysledna

koncentrace v cele byla 0,01 mg/ml) v ¢ase 0,7 hodin.

Naméfené hodnoty CL signali byly po celou dobu relativné konstantni. K témét
dvojnasobnému nartstu CL signalu doslo s casovym odstupem 4,5 hodin od ptidani
kyseliny a po nasledujici hodiné byl nartst jesté vyraznéjsi. I v tomto ptipadé byla velmi
zietelné viditelna reakce bunck a zména permeability bunééné membrany, ke které doslo
za relativné del$i dobu, ale jeji efekt byl velmi dobfe odlisSeny od pfedchoziho niz§iho CL

signalu.
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Obrazek 17: Intenzita CL u insertu ¢. 10. (Pridavek kyseliny DCA v ¢ase 0,7 hodin je znazornén cernou linii).
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Tabulka 10: Intenzita CL namérend u insertu ¢. 10.

CL intenzita Km:ig‘“’al_lé CL
SeAIng intenzita
Méreni Cas [h] k(‘)lrlz:g;lft‘rlrl:::tu v baglnim
kompartmentu
- 01 397.3
> 0,6 293,9
> 1.2 4374
- 1,8 2587
> 23 4577
° 2.9 2734
" 3 376,0
8. 4,0 284,1
> 6 378.,8
10. 52 532,6
- i 463,6
12 6,3 1046,7
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Insert ¢. 12:

Dvanacty experiment byl uskute¢nén s buiikami, u kterych byla provedena transfekce dva
a pul dne pied méfenim s pouzitim 1000 ng plazmidu. B€hem analyzy bylo pfidano opét
120 pl kyseliny deoxycholové do apikalniho kompartmentu a 300 ul do donorového

(vysledna koncentrace v cele byla 0,01 mg/ml) v ¢ase 0,8 hodin.

V tomto piipade doslo k zaznamenani vyrazného nartistu signalu po dvou a ptl hodinach
od zacatku méfeni, coz predstavuje jen piill hodinu od pifidani kyseliny. Opét bylo mozné
odlisit vliv testované kyseliny a nartist CL signalu byl v tomto ptipadé¢ pomérné rychly
v porovnani s pfedchozimi experimenty, ¢imz se projevila vétsi variabilita testi s zivou

bunéénou linii.
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Obrazek 18: Intenzita CL u insertu ¢. 12. (Pridavek kyseliny DCA v ¢ase 0,8 hodin je znazornén cernou linii).
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Tabulka 11: Intenzita CL namérend u insertu ¢. 12.

CL intenzita Km:ig‘“’al_lé CL
-y intenzita
Méreni Cas [h] k(‘)lrlz:g;lft‘rlrl:::tu v baglnim
kompartmentu
- 01 798.8
> 0.6 718,8
> 1.2 670,2
- 1,7 596,9
> 23 2607.3
6. 2,9 4916,3
" 3 3834,9
8. 4,0 45415
> 6 1749,5
10. 5,1 24975
- i 325.,0
> 6,3 1808,5
= 6.8 166,7
4. 7,4 1383,7
e 8,0 115,1
1o 8,5 1152,0
. o1 100,5
18- 9.7 892,4
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Ostatni experimenty neposkytly dostate¢nd data k tomu, aby bylo mozné podrobnéji
vyhodnotit vliv toxické latky na bunéénou membranu. Divody u nekterych inserti byly

rozdilné.

Analyza insertu ¢. 3 probihala pravdépodobné prili§ kratky cas, a to konkrétné jen
2,2 hodiny od ptidani CDCA kyseliny a zaroveil zde byla ptfidavana v niz$i koncentraci

(0,005 mg/ml).

Po ptidani CDCA kyseliny u insertu €. 5 doslo k poklesu, ale i ndslednému pozvolnému
nartstu CL signalu, ktery nebyl tak vyrazny jako v pfedchozich experimentech s vyssi
koncentraci kyseliny. Kyselina zde byla v kone¢né koncentraci 0,005 mg/ml. Experiment

od pridani kyseliny probihal 4,2 hodiny.

U insertu €. 6 bylo uvolilované mnozstvi luciferdzy na hranici detekce. Nizky CL signal
by mohl byt vysvétlen dlouhou c¢asovou prodlevou mezi transfekci a samotnym
experimentem (3 dny), jelikoz aktivita luciferazy je kratkodoba. Ani po ptidani CDCA

kyseliny nedoslo k jejimu vétSimu uvoliiovani.

Insert ¢. 7 vykazoval vy$si uvolnéni luciferazy po pfiblizné tiech hodinach od ptidani
kyseliny CDCA. Toto zvySeni ale nebylo porovnavané s ostatnimi kvili technickym
problémiim, které nastaly béhem méteni, kdy béhem patého métfeni nebyla detekovana
zadna hodnota a béhem osmého jen velmi slaba z diivodu ucpani hadi¢ek pritokového

systému, které pravdépodobné zapti€inilo Spatné promyti cely pied experimentem.

Experiment u insertu €. 8 byl provadén s kyselinou o kone¢né koncentraci 0,0075 mg/ml.
Prvni detekovatelnd hodnota byla az ze Ctvrtého méfeni, tj. po pfiblizné 1,7 hodiny,
nasledné byla ptidana CDCA kyselina a byl pozorovatelny mirny pozvolny nartst hodnot,
nicmén¢ nedoslo ke strmému nartistu CL hodnot, tak jako v ptfedchozich experimentech

s vys8i koncentraci kyseliny.

Vliv DCA kyseliny u insertu €. 9 byl tentokrat spiSe pozvolny, kdy doslo k postupnému
narastu CL signalu. V tomto ptipad¢ ale nelze odlisit ptfirozenou sekreci luciferazy od

zvyseného uvoliiovani z divodu ovlivnéni permeability membrany toxickou latkou.
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Béhem méfeni u insertu ¢. 11 doslo k znatelnému zvySovani signélu jiz od zacatku
zaznamu hodnot. Po ¢tyfech hodinach od pocatku meéteni, tj. tfech hodinach od piidani
kyseliny, doslo k lehce vyraznéjSimu zvySeni CL signalu oproti piedchozim hodnotam.
V tomto piipad¢ ale opét nebylo mozné odlisit toxicky vliv testované kyseliny od

pfirozené sekrece luciferazy.

Naméfené hodnoty, které byly vhodné pro hodnoceni vlivu potencialné toxické latky,
byly ziskany z analyzy 4 insertd. U vSech v urcitém case doslo k signifikantnimu naristu
detekovaného signalu, kdy bylo mozné odlisit toxicky vliv kyseliny od ptirozené sekrece
luciferazy. Pti transfekcei pro vSechny tyto inserty byl pouzit plazmid v mnozstvi 1000 ng.
Doba, ktera uplynula od transfekce, byla v rozmezi 1 den az 2,5 dne. V poloviné piipadii
byla pouzita kyselina chenodeoxycholovd a v druhé deoxycholovd o vysledné

koncentraci v cele 0,01 mg/ml.

K zvySenému uvolnéni luciferazy doslo za urcity ¢as po ptidani CDCA i DCA. Rozdilem
bylo, ze po pridani CDCA doslo k vyssimu uvolnéni luciferazy do BK nez do AK, tak
jako tomu bylo i1 pted pfidavkem toxickych latek v pfipad€ pfirozeného uvoliovani
ptebytku luciferazy. DCA zpiisobila vyssi uvolnéni luciferazy do AK. Tento pribéh lze

vidét na obrazku ¢.19.
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Obrazek 19: Souhrnné zobrazent intenzit CL u insertii ¢. 1, 2, 10 a 12. (Pridavek kyselin je znazornén cernou linii nad
kterou je dana kyselina uvedena.).
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Casové rozmezi, béhem kterého se projevil vliv toxické latky na permeabilitu bunééné
membrany je od 1,5 hodiny po pfiblizné¢ 5 hodin. Byla zde pozorovana vétsi variabilita,
nicméné pii porovnani zpramerovanych €ast, kdy k nartistu doslo u jednotlivych kyselin,
je doba, kdy nastaly zmény permeability bunééné membrany o jednu hodinu niz§i

u deoxycholové kyseliny nez u kyseliny chenodeoxycholové.

Tabulka 12: Souhrn casovych udajii souvisejicich s pouzitymi kyselinami.

Insert €. 1 Insert ¢. 2 | Insert¢. 10 | Insert €. 12

Toxicka latka CDCA CDCA DCA DCA
Vyslgdné koncentrace 0.01 0.01 0.01 0.01
kyseliny v cele [mg/ml] ’ ’ ’ ’
Cas piidavku kyseliny [h] 1,9 53 0,7 0,8
Cas narastu CL intenzity [h] 7,0 8,2 5,2 2.3
Cas od ptidani kyseliny po 5.1 2.9 45 1.5

naruist CL intenzity [h]

Insert €. 2

Insert €. 12

0 1 2 3 4

Cas[h]

Obrdzek 20: Casova prodleva mezi pridanim kyseliny do cely a nariistem CL intenzity.

Porovnavan byl i pomér hodnot intenzity CL. Prvnim pomérem byla hodnota CL intenzity
nartistu ku posledni hodnot¢ stejného kompartmentu, kterd nartistu predchazela. Druhym

pomérem byla opét prvni vyrazné zvySend hodnota, tentokrat ale ku intenzité stejného
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kompartmentu pted tim, nez byla do cely ptidana toxicka latka. Zadmérem bylo urcit, zdali
je tento pomér v jednotlivych méfenich podobny a jestli umozni relativizovat ziskané
vysledky, které se v jednotlivych experimentech vyrazné 1isi konkrétnimi hodnotami CL
intenzity v zavislosti na efektivité¢ transfekce a také diky variabilité pii experimentech

s zivou buné¢énou linii.

U prvnich dvou insertii, na kterych byl zkoumén vliv CDCA, byly hodnoty podobné.
Zvyseni signalu oproti hodnoté, kterd tomu pfedchazela, bylo trojnasobné, zatimco

zvySeni oproti hodnoté CL pied ptidanim kyseliny, bylo pfiblizn€ pétindsobné.

U DCA bylo zvyseni CL intenzity u jednotlivych insertd vice rozdilné. Jednotlivé poméry
hodnot CL signalu po jeho zvySeni ku posledni hodnoté bez vétsi zmény byly témeér 2
a 4, zatimco pomeéry vychazejici z hodnot pted ptidanim kyseliny byly 1,8 a 3,3. Je tedy
patrnd vétsi variabilita experimentl, nicméné stale je nartst CL dobie odliSitelny od

ptirozené sekrece luciferazy.

Pti srovnani hodnot u CDCA a zprimérovanych hodnot u DCA doslo ke zvyseni CL
pfiblizné€ v obou ptipadech o pfiblizné trojndsobek vzhledem k poslednim hodnotam CL

bez vyrazného narlstu.

Tabulka 13: Hodnoty CL intenzity pred pridanim kyseliny, pied nariistem intenzity a pri naristu a jejich pomery.

Insert €. 1 | Insert €. 2 |Insert¢. 10 | Insert €. 12
Toxicka latka CDCA CDCA DCA DCA
Vysledna koncentrace kyseliny 0.01 0.01 0.01 0.01
v cele [mg/ml]
Intenglta CL pted pfidanim 80.6 183.5 293.9 798.8
kyseliny
P(,)soledm intenzita CL pfed jejim 139.2 265.5 284.1 670.2
narustem
Intenzita nartstu CL 412,8 847,0 532,6 2607,3
Pomér intenzity nartstu CL ku 3,0 32 1,9 3,9
intenzité pred jejim nartistem
Pomer. 1{1tevr121tyvpa}"u,stu CL k'u 5.1 4.6 1.8 33
intenzit€ pred pfidanim kyseliny
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Pomér CL intenzity
[a=] w =Y

[y

0 II II II II

Insert €. 1 Insert €. 2 Insert €. 10 Insert €. 12

B Hodnota nartstu CL ku hodnoté tomu piedchazejici

B Hodnota nartstu CL ku hodnoté pied piidavkem kyseliny

Obrazek 21: Pomery intenzity naristu CL ku intenzité pred jejim ndaristem a intenzité pred pridanim kyseliny.

Pti experimentech s CDCA ve vysledné koncentraci 0,01 mg/ml byl pozorovéan vyrazny
nariist CL intenzity, ktery byl zplisobeny zménou permeability bunééné membrany.
Béhem monitorovéni, v nichZz byla CDCA pouzita v niz§i koncentraci, tento vyrazny
narist pozorovan nebyl. Byla uskutecnéna dvé monitorovani s kyselinou v kone¢né
koncentraci 0,005 mg/ml a jedno v kone¢né koncentraci 0,0075 mg/ml. B€hem testovani
s CDCA o koncentraci 0,005 mg/ml nedoslo k zadné vyraznéjsi zméné¢ intenzity CL po
pfidani kyseliny. Od tohoto ptidavku analyza probihala pouze 2,2 a 2,8 h, coZ ale mohl
byt pfili§ kratky cas na to, aby se projevil toxicky vliv kyseliny na permeabilitu bunééné
membrany, jelikoz znamétenych hodnot pro tuto kyselinu ve vys$s$i koncentraci
(0,01 mg/ml) byla primérna doba potfebna pro ovlivnéni permeability 3 hodiny.
Monitorovani s CDCA o kone¢né koncentraci 0,0075 mg/ml probihalo po piidani
kyseliny jesté ptiblizn€ 4,5 h. Za tuto dobu nedoslo k vyraznému naristu intenzity CL.
Dochazelo pouze k pozvolnému nartstu hodnot Mozné mirngjsi zmény v podobé

postupného naristu uvolnéné luciferazy od ptirozené¢ho uvoliiovani prebytku luciferazy

v tomto piipad¢€ nelze jisté odlisit.
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6. Zavér

Spojeni sekvencni injekcni analyzy a 3D tiStené cely, ve které byly umisténé geneticky
modifikované bunky, umoznilo automatické monitorovani uvolnéné luciferazy pies

apikalni 1 bazalni membranu buné¢k v redlném case.

Pti sledovani pfirozeného uvoliovani luciferdzy se zpravidla intenzita zvySovala od
bunék, u kterych byla transfekce Metridia luciferase plazmidem provedena jeden den
pfed méfenim az po bunky s transfekei 2,5 dne pfed méfenim. Nasledné intenzita klesla
u bunék, u kterych byla transfekce provedena pied 3 dny. Postupné zvySovani odpovida
oc¢ekavanému odstupu transfekce a vlastni syntézy luciferazy bunkami. Hodnoty intenzity
luminiscence byly vyss$i pii pouziti dvojnasobného mnozstvi daného plazmidu béhem

transfekce nez u odpovidajicich méteni, u kterych bylo pouzito plazmidu méné.

Intenzita signdlu chemiluminiscence v jednotlivych kompartmentech nebyla souhlasna,
ani po korekci rozdilnych objema apikalniho a bazalniho kompartment, coz
pravdépodobné naznacuje, ze vyluCovani luciferdzy neni stejné obéma sméry. B€hem
pfirozené sekrece piebytku luciferazy dochdzi k vy$Simu uvoliovani do bazalniho

kompartmentu.

Testovani toxického vlivu chenodeoxycholové a deoxycholové kyseliny o konecné
koncentraci v cele 0,01 mg/ml potvrdilo ovlivnéni zmény permeability bunécné
membrany u obou kyselin. Permeabilita membrany nicméné nebyla ovlivnéna kyselinami
thned. K vy$$imu uvolnéni luciferazy doslo primérné v rozmezi 1,5 az 5 hodin po ptidani

kyselin.

Hlavnim rozdilem mezi ptisobenim kyselin, ke kterému doslo béhem experimentt, byla
skutecnost, Ze chenodeoxycholova kyselina zptsobila zvySené uvolhovani luciferazy
s maximem hodnot v bazalnim kompartmentu (hodnoty chemiluminiscence v tomto
kompartmentu byly vys$si 1 pfi pfirozeném uvoliiovani piebytku luciferazy z bunék),
kdezto pii projeveni U¢inku deoxycholové kyseliny dosahovaly maximalni hodnoty

chemiluminiscence v apikalnim kompartmentu.
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Po ovlivnéni permeability membrany toxickou latkou nebyly porovnavany mezi sebou
pfimo hodnoty ndrtstu chemiluminiscence, kviili zkresleni v zdvislosti na efektivité
transfekce a mozné variabilit¢ s zivou bunécnou linii. Misto toho byly mezi sebou
porovnavany poméry chemiluminiscence. Jednalo se o hodnoty naristu
chemiluminiscence vzhledem k hodnoté pred nartistem nebo vzhledem k hodnoté pred

ptidavkem kyseliny.

Chenodeoxycholova kyselina zpusobila pfiblizn¢ trojndsobny nariist chemiluminiscence
oproti hodnot¢ pred nartistem a pétinasobné oproti hodnoté chemiluminiscence pied
pridanim kyseliny. Kdezto u deoxycholové kyseliny byl prvni pomér také v priméru 3 a

druhy pfiblizné 2,5.

Chenodeoxycholova kyselina byla zkoumana i v niZzSich koncentracich. V téchto
pfipadech ale nedoSlo k vyraznému nardstu chemiluminiscence, kterd by mohla

jednoznacéné prokdzat vliv kyseliny na permeabilitu membrany.

I pfes moznou variabilitu vysledkd z diivodi experimentd pfimo na zivé bunécéné linii,
bylo moZné monitorovat sekreci pfirozené¢ho prebytku luciferazy, a zaroven stejné tak
1 zmény tohoto uvoliiovani zplisobeného toxickym vlivem latek na bunéénou membranu.
Spojeni sekvencni injekéni analyzy s 3D tiSténou celou umoznilo automatické odebirani
vzorkli z apikalniho 1 bazdlniho kompartmentu v pifedem nastavenych ¢asovych
intervalech, coz umoznilo monitorovani v realném case vcéetné sméru uvolnovani

luciferazy.
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8. Prilohy

8.1. Piiloha é. 1: Redlny zdaznam analyzy insertu

Time Course Graph
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Obrazek 22: Realny zaznam analyzy insertu ¢. 10

8.2. Piiloha ¢. 2: Program SIA

Loop Start (#) 6

'aspiration of carrier

Syringe Pump Command (?) KOR
Syringe Pump Valve In

'peristaltic pump on

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done
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'aspiration of the sample for washing
Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 6

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 100
Syringe Pump Delay Until Done

'first send to WASTE

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of carrier

Syringe Pump Command (?) KOR
Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1500
Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of the sample first time
Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 15
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 4
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Syringe Pump Aspirate (microliter) 90
Syringe Pump Delay Until Done
Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 80
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 100
Syringe Pump Delay Until Done

Analyte New Sample

Multiposition Valve port 6

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 50
Syringe Pump Delay Until Done

'"PMT Scanning

'first send to Detector

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of carrier

Syringe Pump Command (?) KOR
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Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1500
Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of the sample second time
Syringe Pump Valve Out
Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Aspirate (microliter) 15
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Aspirate (microliter) 90
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 80
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 100
Syringe Pump Delay Until Done

Analyte New Sample

Multiposition Valve port 6

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 50
Syringe Pump Delay Until Done
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'PMT Scanning

'second send to Detector
Multiposition Valve port 5
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 100

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Empty
Syringe Pump Delay Until Done

'refilling

Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 50
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Aspirate (microliter) 280
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Valve Out

Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 6

Syringe Pump Dispense (microliter) 250
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1800

'aspiration of carrier

Syringe Pump Command (?) KOR
Syringe Pump Valve In

'peristaltic pump on

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done
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'aspiration of the sample for washing
Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 100
Syringe Pump Delay Until Done

'first send to WASTE

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of carrier

Syringe Pump Command (?) KOR
Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1500
Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of the sample first time
Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 15
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Aspirate (microliter) 90
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Syringe Pump Delay Until Done
Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 80
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 100
Syringe Pump Delay Until Done

Analyte New Sample

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 50
Syringe Pump Delay Until Done

'PMT Scanning

'first send to Detector
Multiposition Valve port 5
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 100

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Empty
Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of carrier
Syringe Pump Command (?) KOR
Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (microlitetr/sec) 70
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Syringe Pump Aspirate (microliter) 1500
Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of the sample second time
Syringe Pump Valve Out
Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 40
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Aspirate (microliter) 15
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Aspirate (microliter) 90
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 80
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 100
Syringe Pump Delay Until Done

Analyte New Sample

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Aspirate (microliter) 50
Syringe Pump Delay Until Done

'PMT Scanning
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'second send to Detector

Multiposition Valve port 5

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 100
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

'Refilling

Syringe Pump Valve In

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 50
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Aspirate (microliter) 280
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Valve Out

Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Dispense (microliter) 250
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1800

Loop End
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