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ABSTRAKT

Lidskd bunécna linie HEK293 se v poslednich letech stala klicovym nastrojem
pro rekombinantni expresi proteintl, a to zejména v kontextu genové terapie. Z tohoto hlediska
je dualezité poznat podminky, které zajistuji efektivni a nenarocnou expresi téchto proteini.
Tato prace se zaméfila na optimalizaci tranzientni transfekce v bunéénych liniich HEK293T a
MEXi-293E s cilem zefektivnit tuto metodu a zaroven zabezpecit efektivni vytéznost proteint.
K urceni téchto podminek byly pouzity snadno detekovatelné reportérové proteiny — zeleny
fluorescencéni protein (GFP) a sekretovana alkalicka fosfatasa (SEAP). Proces optimalizace
zahrnoval porovnani tii typi transfekéniho ¢inidla — linearniho polyethyleniminu, jeho poméry
k DNA a podminky, za kterych transfekce probihala. Uspé&snost transfekce byla hodnocena
sledovanim fluorescence GFP metodou pritokové cytometrie, zatimco tspéSnost produkce byla

meifena v zavislosti na katalytické aktivit¢ SEAP spektrofotometricky.
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ABSTRACT

In recent years, the human cell line HEK293 has become a key tool for recombinant
protein expression, particularly in the context of gene therapy. Understanding the conditions
that ensure efficient and cost-effective expression of recombinant proteins is crucial. This study
focused on optimizing transient transfection in human cell lines HEK293T and MEXi-293E,
with the main goal of enhancing the efficiency of this method as well as ensuring effective
protein yield. To determine these conditions, easily detectable reporter proteins — green
fluorescent protein (GFP) and secreted alkaline phosphatase (SEAP) — were used.
The optimization process involved comparing three types of transfection reagent linear
polyethyleneimine, its ratios to DNA, and the conditions, under which the transfection occurred.
Transfection efficiency was determined by the fluorescence signal of GFP using flow
cytometry, while production efficiency was measured by spectrophotometry based on the

catalytic activity of SEAP.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AP alkalické fosfatasa (z angl. alkaline phosphatase)

BEVS expresni vektorovy systém bakuloviru (z angl. baculovirus expression vector system)
bPEI vétveny polyethylenimin (z angl. branched polyethyleneimine)

CHO bunécna linie odvozena z vajecniku kiecika ¢inského (z angl. Chinese hamster ovary)

EBNA-1 jaderny antigen 1 viru Epstein-Barrové (z angl. Epstein-Barr virus nuclear antigen 1)

FACS tfidéni bun¢k pomoci fluorescence (z angl. fluorescence-activated cell sorting)
FBS fetalni hovezi sérum (z angl. foetal bovine serum)
GFP zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)

GnTI N-acetylglukosaminyltransferasa I
HEK lidské embryondlni ledvinné buriky (z angl. human embryonic kidney)
IPTG isopropyl-pB-D-1-thiogalaktopyranosid

LEXSY  expresni systém Leishmania tarentolae (z angl. Leishmania tarentolae expression system)

IPEI linearni polyethylenimin

NSO bunécna linie odvozena z mySich hybridomu

oriP pocatek pro replikaci genomu viru (z angl. origin of viral replication)
PEI polyethylenimin

PI propidium jodid (z angl. propidium iodide)

PLL poly-L-lysin

pNPP 4-nitrofenyl fosfat (z angl. para-nitrophenyl phosphate)

RFPs cervené fluoreskujici proteiny (z angl. red fluorescent proteins)

SEAP sekretovana alkalickd fosfatasa (z angl. secreted alkaline phosphatase)
SV40 ori  replikacni pocatek DNA viru SV40

™V vir tabdkové mozaiky (z angl. tobacco mosaic virus)
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1. TEORETICKY UVOD

1.1 EXPRESNI SYSTEMY

Rozvoj molekularni genetiky po roce 1970 ptinesl rizné metody, které ptispély k jejich
zlepSeni pro analyzu a manipulaci s DNA [1, 2]. Dnes jsou tyto tzv. genové technologie
dilezitym aspektem naseho zivota. Umoziuji nam produkovat geneticky modifikované
organismy, které jsou vice odolné vici nepfiznivym podminkdm. Jsou kliC¢ovou soucasti
rekombinantni exprese proteint, jako jsou enzymy Ci terapeuticka 1é¢iva. Rovnéz nadm tyto

metody slouZi pro vyzkumné tcely.

Rekombinantni DNA (r-DNA) piedstavuje jakoukoliv uméle vytvofenou molekulu
DNA, obsahujici urcité sekvence, které by nebylo mozné v dané¢ form¢ volné v ptirodé
nalézt [3, 4]. Zavedenim r-DNA do Zivych bun¢k tak dochazi k jeji expresi, a tudiZ k pfevedeni
na rekombinantni proteiny (r-proteiny). Jako zjednoduseny piehled produkce r-proteinti slouzi

obrazek 1, str. 11.

To, Ze jsou proteiny rekombinantni, znamend, Zze jejich produkce probiha
v organismech, ve kterych se bézné nevyskytuji [3, 4]. V prubéhu let bylo studiem této metody
vyvinuto nékolik druhti expresnich systému, tedy hostitelskych organismi. Volbou jsou
organismy od nizkych prokaryot az po eukaryotické sav¢i bunééné linie. Kazdy z téchto typu

hostitelt ma vsak svoje vyhody i nevyhody, které jsou klicové pii pritbéhu exprese.

Jak jiz bylo zminéno, jednim z vyuziti rekombinantni exprese proteinli je vyroba
terapeutickych 1éCiv. Asi 50 % pftirozenych lidskych proteinli jsou glykoproteiny [5].
Sacharidové Casti dodavaji proteinovym strukturam konkrétni fyzikalni a chemické vlastnosti,
¢imz ptispivaji ke spravné formé a funkci téchto proteind. Tyto vlastnosti hraji dileZitou roli
v udrzovani stalosti vnitiniho prostfedi a v regulaci imunitniho systému [6]. Z hlediska
rekombinantni exprese proteinil jsou proto vyznamné posttranslacni modifikace, zejména
glykosylace, které zabezpecuji pfidani sacharidového zbytku a tim urcuji, jakou funkci bude

dany glykoprotein vykonavat.
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Obrazek 1: Schématické znazornéni rekombinantni exprese proteini. Gen pro cilovy protein je klonovanim
vlozen do expresniho vektoru (plazmidu), jenz je nasledné transformaci vlozen do daného expresniho systému
(hostitelské bunky). Expresi cilového genu v expresnim systému dochazi k produkci cilového proteinu. Vytvoreno
pomoci BioRender.com.

1.1.1 Prokaryotické expresni systémy

Pro rekombinantni expresi proteini jsou dodnes Casto upfednostiiovanymi hostiteli
prokaryotické organismy [7]. Jelikoz se z hlediska evoluce jedna o méné vyvinuté organismy
s jednodussimi biochemickymi procesy, prace s nimi je mén¢ obtizna a nevyzaduje tak vysoké
naroky pro uspésnou expresi. Na druhé stran¢ bakteridlni organismy postradaji mnohé
posttransla¢ni modifikace, ¢imz je jejich vyuziti omezené pouze pro produkci jednodussich

a mensSich proteind.

Prikladem bakterialniho modelového organismu, a zaroven jednoho z nejpouzivanéjsich
a nejstarSich systému pro expresi r-proteintl, je Escherichia coli (E. coli) [8, 9]. Mezi vyhody
E. coli patii schopnost rychlého a intenzivniho déleni, rychla exprese r-DNA, moznost vyuZiti
levnych medii, vysoka efektivita a vytézky. Dal§im piinosem E. coli je rust ve vysokych
hustotach. Diky ristu v malém objemu a za vysokych hustot bylo mozné dosdhnout vysoké

vytéZzky r-proteint v kratkém casovém useku.
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Kvili absenci glykosylac¢nich dé&ja, které by zabezpecily produkci nam blizkych
glykoproteinti se spravnou funkci, byly postupné navrhnuty rizné varianty kmeni téchto bun¢k

[8]. Zdokonalovanim genetického materidlu byla E. coli modifikovana tak, aby byla schopna

vvvvvv

Vyuziti E. coli pro expresi ma ovSem 1 jistd omezeni. Ve vysoké hustot¢ dochazi
ke vzniku nadbytku acetatu, ktery se pro né stava toxickym. Také bylo sledovano, Ze pii expresi
heterolognich proteini dochazi u E. coli k agregaci proteind a vzniku tzv. inkluznich télisek
[10]. Jednd se o vétsi shluky r-proteind, které vznikaji pfi jejich nadmérné produkei.
Nahromadénim r-proteint v cytosolu spolu proteiny interaguji a nastava tak jejich shlukovani.
Po produkci a vzniku téchto struktur je vSak moZné provést renaturaci. Tim dochdzi

k opétovnému slozeni a ziskani plivodnich funkénich r-proteinti [11-13].

Specifickym genetickym regula¢nim systémem u E. coli je laktosovy operon (lac-
operon). Diky sledovani a pochopeni jeho mechanismu byly vysvétleny jednotlivé kroky fidici
genovou expresi (viz Obrazek 2, str. 13). Lac-operon je usek DNA, piepisovany pro tvorbu
proteini pfitomnych pii metabolickych pfeménéch laktosy. Dochazi k jejimu odbourdvani
na galaktosu a glukosu, které pro bunky slouzi jako zdroj energie. Druhym zptsobem je

piremeéna laktosy na jeji izomer alolaktosu [1, 14].

Alolaktosa je, podobné jako laktosa, pfirozenym induktorem lac-operonu. V piipade,
kdy laktosovy represor (lac-represor) pozastavuje expresi lac-operonu, alolaktosa alostericky
modifikuje dany represor. Vysledkem je zména afinity lac-represoru k DNA, coZz umoziuje
iniciaci transkripce. Dochazi k vytvofeni vazby mezi RNA-polymerasou a promotorem lac-
operonu. Na zdklad¢ alolaktosy jako laktosového induktoru (lac-induktoru) byly pozdéji
navrzeny ruzné syntetické analogy. Jednim z nich byl isopropyl-f-D-1-thiogalaktopyranosid
(IPTG, zangl. isopropyl-pB-D-1-thiogalactopyranoside) [15, 16]. Pouzitim IPTG je tedy

zabezpecena indukce exprese r-genti pod kontrolou lac-operonu.
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Obrazek 2: Prehled regulace lac-operonu. Na obrazku mtzeme vidét hlavni komponenty slouzici k expresi
skupiny gent tvoficich lac-operon. Laktosovy operon je tvofen sekvenci pro represor, promotorem a geny lacZ,
lacY a lacA, které koduji enzymy spojené s metabolismem laktosy. Pokud se v okoli operonu nenachazi laktosa
(panel A), represor je navazan na operator. Takto blokuje transkripci gentt Z, Y a A. V piipadé pritomnosti laktosy
(panel B) dochazi k jejimu navazani na lac-represor, ¢imz dochazi k jeho alosterické zméné. Neni tak schopen
branit transkripci gend. Na promotor naseda RNA polymerasa a tak je zahajena exprese gent.

Vytvoreno pomoci BioRender.com.

Dalsim expresnim systémem k produkci r-proteinti u E. coli je systém T7 RNA
polymerasy [17, 18]. Ten se sklada z promotoru T7, ktery reguluje expresi cilového proteinu, a
RNA polymerasy z bakteriofaga T7. T7 RNA-polymerasa je exprimovana pomoci lacUV5
promotoru. Tento promotor piedstavuje mutovanou verzi lac-promotoru, ktery je citlivy
na pritomnost IPTG. Vytvofena T7 RNA-polymerasa rozeznava T7 promotor, na ktery naseda.
Tak dochazi k transkripci genu pro cilovy protein. VyuZzitim tohoto systému je zabezpefena
zvySena transkripce r-genu a ndsledné produkce kyZeného r-proteinu. Nevyhoda tohoto
mechanismu spocivd v tom, ze nadmérna tvorba nemusi byt vzdy efektivni. Rizikem je
ku ptikladu nadmérna produkce cilového proteinu, ktery miize byt pro hostitelské bunky

toxickym.
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Jinou alternativou, jak indukovat expresi rekombinantnich proteind, je vyuziti
autoinduk¢nich médii, jejichz slozeni a funkci popsal v roce 2005 F. W. Studier [18]. Tato média
slouzi k syntéze cilového proteinu v systému T7 RNA polymerasy bez ptitomnosti IPTG.
Mg¢édia jsou slozena ze zakladnich zdroju uhliku a Zivin, které podporuji rist bunééné kultury a
nedochazi k naruseni produkce proteinti. Glukosa podporuje rust bunéénych kultur v pocatecni
fazi, a po vycCerpani glukosy je jejim zdrojem laktosa, kterd zaroven podporuje expresi 1-
proteinu. Na zaklad¢ mnohych studii, kde se porovnavala funkcnost téchto dvou typti indukce,
bylo zjisténo, ze v ptipadé vyuziti IPTG nebyly vytézky o¢ekavanych proteint tak vysoké, jako
to bylo u autoindukénich médii, kterd podporuji riist bakteridlni kultury do vyznamné vyssi

bunécné hustoty [19].

1.1.2 Eukaryotické expresni systémy

Od prokaryotnich systémti se véda posunula dal. Na zaklad¢ podobnych procest a krokt
exprese se do pozornosti dostaly i1 eukaryotni organismy. Jde o Sirokou Skélu organismii
od niZ8ich forem, jakymi jsou kvasinky, rostlinné, nebo hmyzi buiiky, aZ po nejvyvinutéjsi savci

bunécéné linie.

Struktura a funkce proteinii zavisi na specifickych krocich pouzitych pfi jejich
formovani [20-22]. Prokaryotni organismy, diky své jednoduchosti, nevyzaduji pro preziti
slozité proteiny. Naopak eukaryotni systémy zahrnuji slozité signalni drahy a mohou provadét
komplexni posttransla¢ni modifikace, jako jsou fosforylace, tvorba disulfidickych mustkii nebo
glykosylace. Glykosylace, jako jedna z klicovych modifikaci, je zvlast dilezita pro spravné
sloZeni a funkci proteinti pti jejich ukolu jako 1éciv. Glykosylaci u nizsich eukaryot, jako jsou
kvasinky, prvoci, hmyz a rostliny, vznikaji jednodussi formy glykoproteini. Kazdy z téchto
organismlii mize tedy postradat, nebo naopak zahrnuje ptfi modifikacich odlisné kroky.
Proto byly v pritbé¢hu studii u téchto organisml navrZzeny a provedeny modifikace jejich

glykosyla¢nich drah (viz déle).
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Nejjednodussim expresnim systémem eukaryot jsou kvasinky. Diky rychlému rastu a
jejich kultivaci ve vysoké bunécné hustoté jsou ve spojeni s posttranslacnimi modifikacemi
vhodnym systémem. Rostou rychle, Ize je udrzet ve vysoké bunécné hustoté, produkuji znacné
mnozstvi proteind, a zajist'uji snadnou expresi r-proteinli bez pritomnosti patogenti. Podobné¢,
jako E. coli, 1 tyto organismy zajistuji lehky a levny postup, a jsou schopny provadét
posttranslaéni modifikace [23]. Jde o n¢které N- a O-glykosylace a formovani disulfidickych
eukaryoty jsou vSak kvasinky jednodusS$imi bunkami. Pfi produkci IéCiv tedy nejsou
exprimované r-proteiny glykosylovany v souladu s potfebnymi strukturami. V piipadé

kvasinek prevlada glykosylace manosového typu [23]. Vysledné glykoproteiny jsou tvoieny

vvvvvv

Prvni kvasinkou, slouzici jako hostitelsky systém pro produkci r-proteinti, byla v roce
1983 Saccharomyces cerevisiae [24]. H. Ito a kol. sledovali schopnost téchto bun¢€k piijimat
cizorodou DNA, a to u¢inkem alkalickych iont. S. cerevisiae byla zndma uz pfedtim, jelikoZ
se pouziva ve vinaistvi, pivovarnictvi a pii peceni. Pfi jejim pouziti k expresi heterolognich

proteini vSak byly zaznamenany problémy souvisejici s nizkymi vytézky a hyperglykosylaci.

Problém spociva vtom, ze na rozdil od lidskych bunék postradaji tyto organismy
v Golgiho aparatu mechanismus, ktery zajistuje odstépeni manos. V ptipad¢ posttranslacnich
zmén u nich dochazi k prodlouzeni oligosacharidového jadra [25]. Vznikaji tak struktury
s dlouhymi fetézci a-1,6 manos. Struktury jsou pak modifikovany pfidanim a-1,2- a a-1,3-
hmotnosti. Nejedna se vSak o formy glykoproteinti, které by mohly byt vhodnym 1é¢ivem [26,
27]. Tim padem neni mozné ziskavat konkrétni formy r-proteini. Dokonce bylo zjiSténo,
ze 1écivo tohoto typu ptisobi v lidském téle imunogenné, co bylo zjisténo u a-1,3 vézanych
manos [25]. To znamenad, ze vyslednym ucinkem v lidském téle je vyvolani nezddouci imunitni

reakce.

Jinym zastupcem kvasinek je Pichia pastoris. Jedna se o methylotrofni kvasinku,
pro kterou je typickd regulace exprese enzymu alkoholoxidasy [28]. Vyzkum, kterym byla
dokézana jeji schopnost heterologni exprese, byl proveden v roce 1985 J. Creggem a kol. [29].
Transformace plazmidové DNA byla umoznéna pomoci CaCl, a polyethylenglykolu, ktery

zpusobil zvyseni permeability bunécné stény.
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Podobné jako u S. cerevisiae, 1 u P. pastoris dochdzi k formovani dlouhych manosovych
fetézcl. Pro odstranéni tohoto déje byly navrhnuty rizné genetické upravy kvasinek. V ptipadé
P. pastoris dochazi k prodluzovani manosového fetézce katalyzou za pomoci enzymu a-1,6-
manosyltransferasy. Proto byla snaha o odstranéni genu, ktery koduje o-1,6-
manosyltransferasu. Navrzen byl i novy gen, ktery mél byt exprimovan tak, aby produkoval
proteiny s kratSimi glykany [30]. Porovnanim s ptvodni formou kvasinky byla
sledovana redukce poctu manos z 10 na 8. Na druhé stran¢ vykazovala tato forma P. pastoris

pomaly rist, teplotni citlivost a Spatnou tvorbu dcetfinych bunék béhem puceni.

Typickym zastupcem prvokli vyuzivanych k produkci r-proteini je Leishmania
tarentolae. Pochazi ze skupiny Trypanosomatidae, a je parazitem gekona, ze kterého byla
v roce 2002 izolovana [31]. I pfesto, Ze je parazitem, pro sav¢i organismy nepiedstavuje hrozbu
[32, 33]. Snovymi vyzkumy a kultivacemi tohoto organismu byl firmou Jena Bioscience
(Némecko) vytvoten expresni systétm LEXSY (z angl. Leishmania tarentolae expression
system) [34]. Tento systém zjednodusil metodu pro produkci proteinti. LEXSY umoziiuje rist
bun¢k do vysokych koncentraci s cenové vyhodnym médiem. Vyuzitim LEXSY bylo pozdéji
mozné ziskavat proteiny, které byly glykosylovany komplexnimi N-glykany s galaktosou
1 fukosou, ¢imz vykazovaly jiz relativné blizké typy glykosylace, jako u sav¢i bunécné linie

odvozené z bun¢k vajecniku kiecika ¢inského (CHO, z angl. Chinese hamster ovary) [31].

Vhodnou alternativou organismu pro expresi proteinil jsou i rostliny. Podobné jako
u kvasinek a prvokt, ani zachazeni s rostlinami a jejich péstovani neni nakladnou zalezitosti.
Kromé¢ vyuziti rostlinnych bunécnych linii je moznéa exprese r-proteint i jejich organelami.
Jelikoz jsou prumyslové bohaté vyuzivany, problém nepiedstavuje ani jejich sklizen,
skladovéni, nebo zpracovani [35]. Kromé¢ toho jejich hojné mnozeni souvisi 1 s genetickymi
upravami, které jsou z hlediska zeméd¢lstvi bézné. Geneticky modifikované (GM) rostliny jsou
pak odolnéjsi vici jejich pfirozenym parazitim, nemocem, a taky vici vnéj$Sim podminkam.
Ve spojeni s vyvojem a Upravami chloroplastovych transformaci a objevenim silnych,
indukovatelnych promotorti, byly vysledkem vys$si vytézky r-proteint. Oproti bakteriim je
viditelny posun v otazce glykosylacnich d&t, avSak rostlinné glykany jsou od savéich
(lidskych) znaéné odlisné. Taky jsou lehko transfekovatelné za pouziti riiznych vektord,

a nedochazi u nich k produkci endotoxinti [36].
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Jednou z metod produkce r-proteinii v rostlinnych bunikach je stabilni transformace.
Tento proces umoziuje trvalou produkci téchto proteini zavedenim jejich expresnich vektori
do rostlinnych bun¢k [36, 37]. V rostlindch je mozné tyto vektory zavést nejen do jaderného
genomu, ale i do chloroplastového genomu. Chloroplasty jsou v rostlinnych buiikach hojné
zastoupeny, coz z nich ¢ini vhodny nastroj pro vyrobu r-proteini. Na rozdil od jaderného
genomu nedochazi u chloroplastii k potladeni gent, coz zajistuje stabilni expresi r-DNA
ve veétsim meétitku. Pouzitim promotori specifickych pro pletiva riznych organel je dokonce
mozné produkci lokalizovat na konkrétnim misté. Vyhodou této metody je stabilni produkce
n¢kolika typti r-proteinll. Na druhé stran¢ muze v ptipad¢ jaderného genomu dochazet
k nestabilni expresi, nebo dokonce k ,,uml¢eni* genii [38]. Zaménou tohoto genomu za genom
chloroplastti ma taky své nevyhody. Pti formovani r-proteinti postradaji potfebnou glykosylaci.

Dalsi nevyhoda stabilni exprese je 1 jeji Casova naro¢nost.

Pro zrychleni této metody je vhodnou volbou tranzientni exprese genil. V porovnani
se stabilni expresi spociva jeji vyhoda v rychlejsi produkci r-proteini [39, 40]. Tato metoda je
provadéna infiltraci rostlin jejich patogenem Agrobacterium tumefaciens [41]. Jeji strategii jako
patogenu je pienos svych ¢asti DNA do rostlinnych bunék. Napada je pomoci tumor-indukéniho
plazmidu (Ti), ktery obsahuje oblast pfenosové DNA (T-DNA), gen virulence, a pocatek
replikace. Po zapoceti infekce se do jadra rostlinné bunky prenese T-DNA oblast Ti-plazmidu,

kde dojde k fzi s genomem rostliny. Tak je uskute¢néna exprese virulentnich gent.

Védci také zjistili, Ze pro nadorové puasobeni A. tumefaciens jsou potfebné dva plazmidy,
které spolu interaguji [40, 42]. Jeden z téchto plazmidl obsahuje T-DNA a druhy virovou
oblast. Pro rostlinny expresni systém je tak mozné pouzit plazmidy A. tumefaciens, a to jejich
genetickou modifikaci s T-DNA. Druhy plazmid, ktery obsahuje virovou oblast, funguje jako
pomocnik, pro pifenos genomu A4. tumefaciens do rostlinnych bunck. Tyto bindrni vektory jsou
zbaveny nezadoucich virulentnich genti. Zavedenim r-DNA do rostlinnych bunék a naslednym
infikovanim rostlin touto bakterii dochdzi k ristu vyhonkli a kofenli. Tim se rostlina stava
hostitelem k produkci r-proteinil. Tranzientni transfekce genomem A. tumefaciens je nejcastéji
uskuteciiovana v expresnim systému tabaku Nicotiana benthamiana. Tato rostlina je schopna
rychle rist a prace s ni je nendro¢nd. Jako vektor je mozné pouZzit kromé A. tumefaciens i vir
tabakové mozaiky (TMYV, z angl. tobacco mosaic virus) [36]. S vyvojem a dal§imi pracemi

se z ni stal jeden z nejpouzivanéjsich rostlinnych expresnich systémi.
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Jako expresni systém mohou fungovat i hmyzi bunky. K pfenosu geni do hmyzich
bun€k jsou pouzivany zejména bakulovirové vektory [5, 43]. Bakuloviry funguji na zakladé
jejich ulohy jako ptirozené viry hmyzu. Proto se vyuziva jejich infekéni schopnost k pienosu r-
DNA do hmyzich expresnich systémi. Jednim ze zastupct bakulovirt je expresni vektorovy
systém bakuloviru (BEVS, z angl. baculovirus expression vector system). BEVS byl objeven
kolem roku 1980, kdy byl pouzit k expresi r-proteintt v hmyzi bunééné linii Spodoptera
frugiperda [44]. Jeho vyuziti je spojeno se schopnosti pojmout delsi sekvence DNA, lehka
prace s nimi a vysoké vytézky r-proteinti. Transfekci hmyzich bun¢k timto systémem jsou
umoznény rozmanité O- a N-glykosylace, ¢imz hmyzi bunky zabezpecuji produkci r-proteinti
se spravnou strukturou, a tedy i funkci. Jednim z nejpouzivanéjSich hmyzich expresnich
systémil pro BEVS jsou bunécné linie odvozené od miry Spodoptera frugiperda (Sf). Prvni
bunécna linie Sf byla izolovana z ovarialni tkdn¢ tohoto hmyzu a oznafena jako forma

Sf21 [45]. Od této varianty byla dale odvozena i dalSi bunécna linie, oznacena jako S9 [46].

Dal$im dnes komeréné dostupnym systémem je 1 expresni systém drozofily
(DES, z angl. Drosophila expression system), ktery byl objeven vroce 1989 [47]. Oproti
sav¢im bunkam, které formuji komplexnéjsi N-glykany, u drozofily nedochézi k prodluzovani
cukernych  fetézc. Naopak aktivitou membréanové vazaného enzymu  [B-N-
acetylglukosaminidasy se N-glykany pfevadi na paucimanosovou formu [48]. Jelikoz
u drozofily dochazi pii formovani glykoproteinti k tvorbé N-glykanti odlisSnych od ¢loveka,
bylo nutné provést urcité genetické tpravy. Pro ,,humanizaci® hmyzi glykosylace byly expresni

systémy modifikovany tak, aby byla aktivita B-N-acetylglukosaminidasy potlacena [48].

JakoZto nam nejblizsi eukaryota, savci organismy jsou schopny glykosylaci modifikovat
proteiny za vzniku rozvétvenych fetézctl, obsahujicich rtizné cukerné zbytky [49]. V porovnani
s ostatnimi expresnimi systémy jsou vSak savéi bunéfné linie naro¢né z hlediska jejich
kultivace. K produkci 1é€iv je zndma bunécnd linie odvozena z vajeniku kiecika ¢inského
(CHO). Je ni produkovana vét§ina monoklondlnich protiladtek. Vyhodou tohoto systému je rist
v relativné vysokych hustotdich a moZnost pouziti bezsérového média. Dal$im zndmym
systétmem je bunécna linie odvozend z mySich hybridoma (NSO). JelikoZ jsou odvozeny
od mysi, tyto buiiky produkuji protilatky s epitopy, tedy specifickymi oblastmi na povrchu
molekul, které mohou u c¢loveéka plisobit imunogenné [50]. Tim dochazi v lidském tcle

k vyvolani neZddoucich imunitnich reaket.
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Naproti savéim systémim odlisnych zivociSnych druhii se pouzivaji i lidské bunééné linie
[49]. Jednad se napt. o bunécnou linii odvozenou od lidskych embryondlnich ledvinnych
bun¢k 293 (HEK, z angl. human embryonic kidney). Pro expresi r-proteint je provadéna jak
stabilni, tak tranzientni transfekce (viz kap. 1.4, str. 23), nejCastéji pomoci CaCl, nebo
s pouzitim polyethyleniminu (IPEI, z angl. linear polyethyleneimine). Vyhodou této linie je

produkce r-proteind se spravnou funkci, které neplisobi na imunitni systém neptiznivé.

1.2 BUNECNA LINIE HEK293

Jedna se o lidskou bunécnou linii odvozenou zembryondlni ledvinové tkang, znameé
od roku 1970 [51]. Tato linie byla vytvofena F. Grahamem izolovanim bunék z ledvin
potracenych embryi [51]. Linie HEK293 vznikla z ptivodnich izolovanych bun¢k transformaci
fragmenty DNA adenoviru typu 5 [52]. Diky pfitomnosti adenovirdlni DNA se staly
embryonalni ledvinné bunky imortalizovanymi. To tedy zabezpecuje bunkam HEK293
schopnost délit se neomezené dlouho. ZlepSeni ristu a intenzivnéjsi déleni oproti pivodnim
buitkdm také predstavovalo moZnost zavedeni HEK293 bunc¢k do rlznych experimenti.
Pivodné byla tato bunécnd linie definovana jako bunky epitelidlniho ptivodu, ale na zakladé
mnohych pozorovani se piislo na to, ze adenovirovd DNA transformuje pievazné neuralni
bunécné linie [53]. Proto jsou dnes HEK293 bunky brany za linii odvozenou z neurdlnich

ledvinnych bunék [53].

Uskute¢nénim dalSich transfekci byly piipraveny rozli¢né varianty HEK293 bunécné
linie. V ptipadé varianty HEK293T se jednd o linii transfekovanou genem, diky kterému
dochazi k expresi velkého T antigenu polyomaviru SV40 [54]. Tim je epizomalné replikovan
plazmid, ktery obsahuje replikacni pocatek SV40 [54]. Amplifikaci vektoru s replikacnim
pocatkem SV40 byla pfi tranzientni expresi sledovana vyssi mira exprese proteint [55]. Dal§Sim
derivatem je HEK293E. Tato bunécnd linie byla pfipravena stabilni transfekci jadernym
antigenem [ viru Epstein-Barrové (EBNA-1, z angl. Epstein-Barr virus nuclear antigen 1) [56].
Exprese tohoto genu podporuje epizomalni replikaci plazmidi, které obsahuji pocatek replikace
specificky pro tento vir (oriP, z angl. origin of viral replication) [56]. Jinou variantou jsou
1 HEK293S buiky. Jejich vyhoda spoc¢ivd v moZnosti riist voln€ v suspenzi. Z této linie pak
byla  vytvofena  dal§$i varianta, u  které byla inhibovana  aktivita = N-
acetylglukosaminyltransferasy I (GnTI) [57]. Linie HEK293S GnTI" pak provadi oproti
pivodnim HEK293S bunikdm omezenéjsi a homogenni N-glykosylaci [57].
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Znacnou vyhodou téchto hostitelskych bunék je fakt, ze jako bunky lidského ptivodu
jsou schopny provadét posttranslacni modifikace (predevsim glykosylaci), kterymi ziskavame
lidskou formu r-proteinti [58, 59]. Dal$imi vlastnostmi bun¢k HEK293 je jejich rychly riist
a vysokd mira transfekovatelnosti [60, 61]. To jsou vyhodné vlastnosti pro moznost relativné
rychlé exprese r-proteinti. Pro zachovani jejich fyziologickych podminek jsou inkubovany
pti 37 °C a 5 % COz. Pritomnost 5 % CO; je dilezitd pro udrzovani stdlého pH kultivacniho

média.

Nevyhodou je jejich naro¢nost pro kultivaci. Pro kultivaci tkdni se béZné pouziva sérum
pochézejici ze zvirat. NejbéznéjSim sérem je fetalni hovézi sérum (FBS, z angl. foetal bovine
serum). Je zdrojem riastovych faktori a latek, které podporuji proliferaci a uchyceni bunék
in vitro [62]. Pozd¢ji vSak bylo sledovéano, Ze pouziti FBS mitize zptisobit kontaminaci hovézimi
viry, nebo také muze FBS nepfiznivé reagovat s jinymi latkami [62, 63]. Vyhodou médii
bez séra je, ze bunky nerostou adherentné, ale v suspenzi, coz je dobré pro kultivaci ve vyssich

hustotach.

1.3 MOZNOSTI VPRAVENI DNA DO HOSTITELSKYCH BUNEK

Jak jiz vyplyva zptedeslych kapitol, kazdy organismus mé své charakteristické
vlastnosti, které zjednodusuji, nebo naopak ztézuji manipulaci s nim. Vyjimkou neni ani d¢;
spojeny s vpravovanim DNA do hostitelskych bun¢k. K vlozeni se pouzivaji tzv. vektory.
Pojem vektor predstavuje v rdmci molekularni biologie jakykoliv nosi¢ (napt. plazmid, vir ¢i
bakterii) obsahujici molekulu r-DNA, ktera je cilené¢ pfenasena do hostitelskych bunck [64].
V nich je tato r-DNA transkribovana, a pak ptfekladana na konkrétni proteinovou strukturu.
Pro vpraveni vektoru do expresnich systémt jsou pouzivany predevsim tii zakladni metody:

fyzikalni, virové a chemické (viz dale).

Jednou z fyzikalnich metod je elektroporace [65, 66]. Jeji princip spociva v doasném
zvySeni permeability bunééné membrany pomoci kratkych -elektrickych pulzi, které
na membranach vytvareji docasné ,,pory*“. Pory pak umoziuji molekulam r-DNA prochazet
bunéénou membranou. Ta je pfenesena na cilovou tkan nebo buniky, kde dochazi k jejimu
vyuziti. Diky bezpecnosti a nizkym nakladiim se elektroporace stala potencidlni metodou
v ptipadech, kdy selhavaji jiné zplsoby transfekce. Riznymi pokusy byla tato metoda tispésné
vyuZita pro pienos plazmidové DNA do T-lymfocyti. Modifikace T-lymfocyti timto zplisobem

je pak moznosti, jak vyvijet nové vakciny a zlepSovat imunitni odpovédi proti patogentim [67].
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Znamé jsou také metody vyuzivajici vysoky tlak, jako napft. tzv. ,,gene gun“ technika,
jenz je vyhodnym mechanismem, jelikoz pfi ni nehrozi riziko toxicity. Principem je naneseni
molekuly DNA na wolframové nebo zlaté mikrocastice, a do hostitelskych bunék je DNA
pfenesena tlakovym paprskem z ,,genové pistole* [68]. Také se pouzivad mikroinjekce [69].
Je to jedna z nejstarsich technik k vpraveni DNA nebo jinych molekul do bun¢k [70]. Podobné,
jako elektroporace, i mikroinjekce je efektivni v piipad¢, kde nejsou jiné metody vpraveni DNA
do organismu vhodné. Vyhodou tohoto ptenosu molekuly DNA je pfesné davkovani materialu,

a také, v porovnani s chemickou a virovou transfekci, i nizsi cytotoxicita.

Z hlediska biologickych metod se jednd o viry, které funguji jako vektory [71, 72].
Vyuziti viri ma oproti ,,nevirovym* metodam své vyhody. Pienos DNA do bunék a tkéani
vektorii: retroviralni, adenovirdlni a adenoasociované virdlni. Vyhodou retroviri je,
7e se dokaZou infikovat do hostitelské buiiky, a tam exprimovat proteiny, které nepiisobi
imunogenn¢. Také jsou schopny integrovat se do bun¢k stabilng, ¢imz je cilovy gen exprimovan
ve vSech dcefinych bunkéch. Jinou moznosti jsou adenoviry. Jednd se o viry s dvouvldknovou
DNA. Tyto vektory jsou schopny infikovat rizné typy bunck, vcetné¢ ned€livych bunék,
amohou byt péstovany ve vysokych hustotach [73]. Stale vice vyuzivané
jsou i adenoasociované viry (AAV). Casto se uplatiiuji pii pfenosu genti v ramci genové terapie,
napf. pfi jaternich onemocnénich [74]. Ty se integruji do genomu hostitelskych organismu
ziidkaveé, a také maji minimalni genotoxicky ucinek, coz jsou pfii transfekci dulezité

vlastnosti [74].

U chemickych metod rozliSujeme lipofekci, srazeni fosforeCnanu vapenatého a vyuziti

kationickych polymert.
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Lipofekce, nebo také transfekce na bazi lipidi, je metoda, pii které dochazi vlivem
elektrostatickych sil k navdzani DNA na kladné nabité (kationické) lipidy. Vznikaji tak tzv.
lipoplexy, obsahujici kladné nabité lipidové dvojvrstvy, které se stiidaji s iseky DNA [75].
Prinik lipoplexti do buiiky je poté umoznén bud’ fuzi lipoplexu s bunéénou membranou, nebo
endocytozou lipoplexu buiikou ¢i tkani. Vyhodou této metody je, Ze obvykle nedochazi
k nezddoucim imunogennim reakcim [76]. Prvnim kationickym lipidem, ktery byl pfedstaven
vroce 1993 Felgnerem a kol., byl N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylamonium
chlorid (DOTMA) [77]. V prabéht dalSich studii byly navrzeny a i dalsi lipidy. Ty maji odlisné
strukturni vlastnosti, jako jsou velikost hydrofilnich hlavicek a délka hydrofobnich
uhlovodikovych ocast. Na zakladé toho byl studovan jejich spravny pomér vici DNA [78].

Ten nezévisi jen na slozeni lipida, ale také na poméru ndboje mezi lipidem a DNA [78].

Srazeni fosforeCnanu véapenatého je také zplsob, kterym je mozné provést transfekci.
Timto zptisobem byla pfipravena lidska bunécna linie HEK293 (viz kap. 1.2, str. 19). K sradzeni
dochazi rozpusténim DNA do fosfatového pufru a smichanim této smeési s roztokem CaCl, [79].
Po inkubaci pii pokojové teploté se nerozpustna srazenina vzniklého fosforecnanu vapenatého
s DNA ptidava do suspenze spolu s bunécnou kulturou [79]. Komplex vapenatého kationtu
s DNA se pak vaze na bunécnou membranu bunék a je pienesen do bunck endocytdzou [80].
Ve srovnani s ostatnimi chemickymi metodami je vyuziti sraZzeni cenové vyhodné, ale zaroven

nefunguje efektivné v ptipad¢ vysoce diferencovanych bunck [81, 82].

Kationické polymery jsou béznym a ti€¢innym chemickym transfekénim ¢inidlem [83, 84].
Vlivem elektrostatickych sil ptasobicich mezi jejich kladnym ndbojem a zapornym nabojem
DNA dochazi k formovani vazeb. Vznika tak nanoc¢astice daného polymeru s DNA. Podobné
jako tomu bylo u predeslych chemickych metod, i v tomto pfipadé€ je vznikla Castice pfijata
buitkami endocytézou. Vyvinuty byly rozli¢éné konvenéni polymery, jako jsou poly-aminové
kyseliny, polyamidoamin (PAMAM), poly-L-lysin (PLL), nebo polyethylenimin (PEI).
Na zaklad¢ odlisného sloZeni se tyto polymery vyznacuji odliSnymi Uc¢innostmi transfekce a
cytotoxickym piisobenim. Jsou citlivé vii€i vnéj§im podminkam, jakou je vysoka iontova sila.
Proto je pro kazdou metodu rozhodujicim krokem vybér spravného transfekéniho cinidla.
V ptipadé PEI bylo na zéklad¢ jeho charakteristickych vlastnosti provedeno velké mnoZzstvi

uspésnych transfekci (viz kap. 1.4.2, str. 25).
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1.4 TRANSFEKCE HEK293

Transfekce je metoda pouzivana k vneseni cizi DNA do eukaryotickych hostitelskych
bunék [85, 86]. Tento proces zahrnuje trvalou nebo do¢asnou expresi cilového genu. Na zakladé

toho délime transfekci na stabilni a tranzientni.

Stabilni transfekce je uskuteénéna vlozenim rekombinantniho genu (r-genu) do genomu
hostitelské bunky. Pti replikaci bun¢k tak dochazi k trvalé expresi ciziho genu. Uplatiiuje
se pii dlouhodobych studiich rekombinantni exprese a umoznuje produkci r-proteind ve velkém
mefitku. Tento typ transfekce je sice cCasové naroény a ndkladny, ale jelikoz
je v biofarmaceutickém primyslu potieba produkovat co nejvic protilatek a 1€¢iv, je z tohoto
hlediska bézné¢ pouzivanou metodou. AvSak pro vyzkumné Ucely je vyhodngjsi alternativou
transfekce, ktera by zabezpecCovala rychlej§i expresi r-proteinti. Proto se castéji provadi

tranzientni transfekce [85, 86].

Tranzientni transfekce nevyzaduje pifimé vloZeni r-genu do genomu bunky. Cizi DNA
je do bunék prenesena pomoci chemickych, biologickych, nebo fyzikalnich metod (viz kap. 1.3,
str. 20). U bunécné linie HEK293 jde hlavné o lipofekei nebo pouziti polyplexi, a to zejména
PEI (viz kap. 1.4.2, str. 25). Tyto struktury s DNA tvoii komplexy, a pak se do eukaryotnich
bunék dostavaji endocytozou. Uskutecnéni této metody vSak zavisi od podminek, za kterych
ma probihat (viz kap. 1.4.1, str. 24). Exprese r-proteinu se kazdou replikaci hostitelskych bunék

redukuje, az upln¢ vymizi.

Za ucelem prenosu r-DNA se pouzivaji plazmidové nebo virové vektory [87]. Pouziti
virovych vektorti ma fadu vyhod. Diky dlouhodobé praci a manipulaci s nimi byly vyvinuty
ruzné typy téchto vektort, které byly na zakladé riiznych procesii optimalizovany. Kli¢ovou
vlastnosti viril je jejich pfirozend schopnost vyuzit genom hostitelskych buné€k, coz umoziiuje
dlouhodobou expresi -DNA i1 po bunééném déleni. Geny vloZené do virovych vektori jsou tak
exprimovany delsi dobu, nez v ptipadé plazmidi. Na druhé strané je navrhovani téchto vektort
sloZité a Casov€ naro¢né. Vzhledem k tomu, ze vétSina transfekci bunééné linie HEK293
probiha chemickym zplsobem, a to hlavné pouzitim PEI (viz kap. 1.3, str. 20), vyhodnéjsi je
jako vektor pouzit plazmid. Ve spojeni s vektory virového ptivodu je bunécéna linie HEK293T
vyuZita spi§ jejich vyrobé, nez aby pro né predstavovala expresi r-proteintl. Jedna se naptiklad
o produkci rekombinantnich adeno-asociovanych viri, které jsou €asto vyuzivany v klinickych

studiich [88].
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Plazmid ptedstavuje kruhovou molekulu DNA, kterd se piirozen¢ nachazi
v prokaryotickych buiitkdch [89]. Koduje informace a mechanismy spojené s jejich pfenosem
béhem replikace. Schopnost plazmidi piendSet se pii konjugaci z nich €ini nastroj, ktery
je mozné pouzit k vpraveni r-DNA do hostitelskych organismi. Vyhodou je, ze na zakladé
charakteristik hostitelskych organismi byly navrzeny plazmidy, schopné exprimovat geny jak
v bakteriich, tak v eukaryotickych buiikach [90]. Tim je mozné timto plazmidem uskutecnit
expresi r-proteintt v bunééné linii HEK293 a zaroven ho produkovat v bakteriich a poté

ho z nich purifikovat k dalSimu pouZiti.

K rozeznavani plazmida expresnimi systémy je dulezity pocatek replikace (ori, z angl.
origin of replication). Ten je pro kazdy organismus specificky. Pro bunéénou linit HEK293T je
to replikacni pocatek DNA viru SV40 (SV40 ori) a u MEXi-293E oriP, tedy replikacni pocatek
DNA viru Epstein-Barrové (viz kap. 1.2 str. 19). Plazmid také obsahuje bakterialni replikacni
pocatek (replikon) a gen pro rezistenci vuc¢i antibiotikim [91]. Expresi tohoto genu je

zabezpecen rust plazmidovych vektort v bakteriich.

Diilezitymi jsou taky vhodné eukaryotické promotory, které umoznuji expresi ciziho
genu v téchto hostitelskych organismech. Ptikladem je promotor cytomegaloviru (CMV).
V ptipadé CMYV, ktery je u tranzientnich transfekci HEK293 béznym uZzivanym promotorem,
byly snahy o jeho optimalizaci [92]. Proto je jeho vyuziti spojeno s vysokou transfekcni
ucinnosti. I kdyz je tento promotor velice ufinnym, sledovany u n¢j byly potize spojeny

s nedostatecnou regulaci exprese.

1.4.1 Optimalizace tranzientni transfekce

Pro rekombinantni expresi proteinli, at uz v kontextu studia jejich struktury,
nebo pii vyrobé terapeutik, je kliGovym parametrem usp&snost exprese [81]. Uspé&snost
transfekce zavisi od toho, jak je transfekce provedena a vyzaduje tedy konkrétni vybaveni a
podminky. Proto je potfebné vymyslet postup, ktery zohlediiuje tispé$nost transfekce, a zaroven

je Casové a nakladové Setrny.
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Optimalizace ptredstavuje vybér nejlepSich parametri [93, 94]. Dulezitymi parametry
u HEK293 jsou jejich varianta, riistové podminky, hustota bunék v suspenzi a viabilita
(zivotaschopnost). Déle se jedna i o podminky kultivace, v¢etné kultivacnich a transfekénich
médii. Velkou roli hraji taky vlastnosti vektoru a metoda, kterou je vektor zaveden
do expresnich bun¢k. Kazdd technika pievodu r-DNA do hostitelskych buné¢k vyzaduje
konkrétni bunécnou hustotu a koncentraci transfek¢éniho ¢inidla. K vybéru vhodnych pomért
a koncentraci ¢inidel a i podminek, pfi kterych tranzientni transfekce dosahuje nejlepsi vytézky,
jsou monitorovany konkrétni vlastnosti reportérovych proteinti, které piedstavuji vyhodnoceni
uspésnosti jak samotné transfekce, tak 1 produkce bunék (viz kap. 1.5, str. 27). K stanoveni
uspésnosti je vyhodné pouzit reportérovy gen pro zeleny fluorescenéni protein (viz kap. 1.5.2,
str. 28), a k vyhodnoceni UspéSnosti produkce napt. sekretovanou alkalickou fosfatasu
(viz kap. 1.5.1, str. 27). Navzdory mnozZstvi optimaliza¢nich postupil a protokold, které vedly
k pozitivnim vysledkiim v Gi€innosti tranzientni transfekce, ziistava jeji realizace v laboratofich

1 nadale finanéné a ¢asoveé nakladna.

1.4.2 Polyethylenimin

Jak jiz bylo zminéno (viz kap. 1.3, str. 20), jednim z transfek¢nich ¢inidel, u kterého
bylo sledovano mnozstvi uspésnych transfekci bunécné linie HEK293, je polyethylenimin [95,
96]. Jedna se o neviralni vektor kationtové povahy, ktery je k dispozici ve dvou formach — jako
linearni PEI (IPEI) nebo vétveny PEI (bPEI, z angl. branched polyethyleneimine). Ty se lisi jak
v jejich ptiprave, tak 1 v slozeni (viz Obrazek 3, str. 27). V piipadé IPEI je jeji struktura tvorena
pouze sekundarnimi aminy, u bPEI se jednd o primdrni, sekundarni, i tercidrni aminy.
Pro transfekce se pouzivaji PEI o riznych molekulovych hmotnostech, vétSinou se vSak jedna
0 25 ¢1 40 kDa [95]. Dalsim rozdilem je jejich syntéza. Linearni PEI se syntetizuje polymerizaci
2-ethyl-2-oxazolinu.  Syntéza  zafind  methyl-p-toluensulfonatem, ktery iniciuje
polymeraci [97]. Nasledné se 2-ethyl-2-oxazolin hydrolyzuje za pfitomnosti HCI, ¢imz vznika
IPEI [97]. U vétvené¢ho PEI probihd pfiprava polymeraci aziridinu za kyselych podminek

ve vodném roztoku [97].
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Princip pfenosu r-DNA zahrnuje vznik elektrostatickych interakci mezi zaporné
nabitymi fosfatovymi skupinami DNA a kladné nabitymi molekulami PEI. Tento proces vede
k vytvofeni stabilnich nanocastic, které jsou schopny piechdzet bunécnou membranou.
K vychytavani téchto komplext dochdzi vytvofenim vazby na negativné nabité bunécné
membrany. Tim je zprostfedkovana endocytéza tohoto komplexu dovniti buniky. K tvorbé
komplexu sta¢i roztoky PEI a nukleové kyseliny smichat. Vyhodou je i to, ze PEI
je pti pokojové teploté stabilni, a také je mozné vznikly komplex skladovat zmrazenim, piicemz

je zachovéna jeho aktivita [95, 96].

Studiem IPEI bylo prokazano, ze az 90 % amint je pfi fyziologickém pH
protonizovano [97]. Tato vysokd mira protonizace vytvafi vyrazny pozitivni naboj, ktery
piispiva k formovéni stabilngjSich polyplexti [97]. Dalsi vyhodou je pufra¢ni schopnost
sekundarnich amint, kterd umoZziuje udrzovat stalou hodnotu pH, ¢imZ se minimalizuje riziko
degradace DNA. Dokonce v porovndni s jinymi kationtovymi polymery, jakym je tfeba PLL,

je PEI cenové dostupnéjsi a pii dodavani r-DNA vykazuje vyssi a€innosti [98].

U PEI byly vramci riznych pokust sledovany i jeho dvé formy — IPEI a bPEL
Pti pokusech byly pouzity v riznych hmotnostnich pomérem viaci DNA a za odliSnych
molekulovych hmotnosti [99]. V potaz byla kromé stanoveni spravného poméru PEI:DNA
brana i schopnost uvolnéni DNA uvniti buiniky. Jak k bunéénému piijmu, tak k G¢innéjsi

transfekci doslo v ptipadé bPEI [99].

Dilezitym parametrem pii pouziti tohoto transfek¢niho cCinidla je jeho hmotnostni
pomér s DNA. JelikozZ jsou IPEI vyrabény o rtiznych molekulovych hmotnostech, je potieba
k spravnému stanoveni tohoto poméru vychazet z podminek, pii kterych je transfekce
provadéna. Pfi porovnavani IPEI a bPEI byly u¢innéjsi transfekce v obou ptipadech pozorovany
pti nizkych pomérech PEI:DNA. U vysSich pomérua jsou transfekce i nadale uspésné. Rozdil

spociva v tom, Ze je pii nich byl IPEI bunkami vychytavdn méné [99].

Kromé toho byla vyhodnocena srovnatelna ucinnost transfekce pii pouziti jednoho
kratkého a druhého dlouhého fetézce PEI (2,5 a 25 kDa) [99]. V ptipadé bPEI jsou vyuZivany
veétsi molekulové hmotnosti [100]. Pti pouziti vétSich molekulovych hmotnosti (az 800 kDa)
doSlo ke vzniku kompaktngjSich nanocastic, a tak k zvySené uspésnosti transfekce. Problém
ovSem spocival ve viabilité¢ bunck, kterd po transfekci rapidné klesla. To je zplsobeno

cytotoxickym tcinkem bPEI [100].
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Obrazek 3: Struktura polyethyleniminu. Na panelu A je zobrazen polymerni vétveny polyethylenimin
pozustavajici z primarnich, sekundarnich, a terciarnich aminii. Panel B znazornuje strukturu linearniho
polymerniho polyethyleniminu, ktery je naopak tvoren pouze sekundarnimi aminy. Vytvofeno pomoci programu
ChemSketch [101].

1.5 REPORTEROVE PROTEINY

Neékteré reakce jsou z hlediska biochemie katalyzovany za vzniku lehce detekovatelnych
produkti, které se daji snadno testovat. Touto vlastnosti se vyznacuji tzv. reportérové proteiny.

Pisobi jako markery u mikroskopickych studii, a také pii genové expresi [102].

1.5.1 Sekretovana alkalicka fosfatasa

Alkalickd fosfatasa (ALP, zangl. alkaline phosphatase) je membranové vazany
glykoprotein, ktery je z hlediska jeho pfitomnosti v tkanich ve ¢tyfech formach — placentarni,
stitevni, ALP ze zarode¢nych bunék, a tkanove nespecifickd ALP [103]. I ptes odlisné vlastnosti
maji ALP jako izoenzymy stejnou funkci. Jak napovida jejich ptivlastek, ALP katalyzuje
hydrolyzu fosfatové skupiny pfi bazickém pH. Skupina téchto dimernich enzymi se béZné

nachdzi v prokaryotnich, a taky u vyssich eukaryotnich organism.

Od ALP byla odvozena lidsk4 placentarni forma ALP, oznacovéana jako sekretovana
alkalickéd fosfatasa (SEAP, z angl. secreted alkaline phosphatase) [104]. Jako novy ukazatel
kvantitativnich vlastnosti byla pro stanoveni jeji aktivity v diagnostice povaZzovana za jeden
z nejméné narocnych enzymi. Jedna se o specificky reportérovy protein, ktery je po transfekci
jeho genem uvoliovan do kultivaéniho media. Vyhodou této metody je odbér malého mnozstvi
média, ¢imz nedochdzi k naruSeni ristu a ovlivnéni transfekovanych bunék. Tak je mozné

provést méteni odbérem média i vicekrat [105].
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Jednou z metod, jak je u SEAP mozné detekovat jeji aktivitu, je pomoci kolorimetrie.
Je to levnd, rychld, a cenové dostupnd metoda. Pouzivaji se k ni rizné substraty s fosfatovou
skupinou, jako naptiklad para-nitrofenylfosfat (pNPP, z angl. para-nitrophenyl phosphate)
[106]. Na zaklad¢ enzymové aktivity proménuje SEAP p-NPP na barevny produkt, kterym
je zluty para-nitrofenolat [107]. Vyuzitim této reakce (viz Obrazek 4, str. 28) je pak mozné méfit
pti vinové délce 410 nm Casovou zménou absorbance. Zména odpovida mnozstvi vzniklého
barevného produktu, ktery je ptimo imérny mnozstvi produkovaného reportérového proteinu

SEAP.
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Obrazek 4: Hydrolyza para-nitrofenylfosfatu katalyzovana enzymem SEAP. U této reakce dochazi
k odstépeni fosfatu z para-nitrofenylfosfatu pii bazickém pH. Vznika barevny produkt, kterym je para-nitrofenolat,
ktery ma zluté zbarveni. Vytvoieno pomoci programu ChemSketch [101].

1.5.2 Zeleny fluorescencni protein

Kolem roku 1960 se Osamovi Shimomurovi a kolegim, ktefi studovali bioluminiscenci
u medizy Aequorea victoria, podaftilo izolovat a purifikovat zeleny fluorescenc¢ni protein (GFP,
z angl. green fluorescent protein) [108]. Ten byl soucésti aequorinu, ktery byl purifikovan jako
prvni fotoprotein. Bohuzel byl v té dobé vytézek GFP v porovnani s aequorinem nizky.
K prevratnému objevu, jako je fluoroforova oblast tohoto proteinu (viz Obrazek S, str. 29)
doslo az po 30 letech studii a snahy zjistit strukturu GFP [109]. Tento protein se sklada
z 238 aminokyselin a ma charakteristicky zplisob excitace, ke které dochdzi prostfednictvim
aktivity aequorinu. Aequorin emituje modrozelené svétlo svlnovou délkou 470 nm.
To je absorbovano fluoroforem GFP, ktery vyzatuje viditelné zelené svétlo s vinovou délkou
508 nm. Siln4 fluorescence je umoznéna diky specifickému systému, kde je fluorofor tvofen
a kovalentné pfipojen k sekvenci tif aminokyselin: Ser®-Tyr®-Gly®” [98]. Ta je obklopena
11 vlakny B-skladaného listu, které formuji GFP do tvaru sudu (viz Obrazek §, str. 29). Tim je

chranéna struktura obsahujici chromofor [109, 110].
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Pivodni GFP mé¢l jako novy typ reportérového proteinu, v porovnani s jinymi proteiny,
nizsi intenzitu fluorescence [111, 112]. Zpocatku nebyl pro sledovani Uc¢innosti tranzientni
transfekce efektivnim znakem. Z toho diivodu byly pfipraveny rizné nové formy GFP, zalozené
na mutacich v oblasti fluoroforu, které vedly k vyssi mife fluorescence. Tak byla naptiklad
vytvorena varianta zndma jako zesileny zeleny fluorescenéni protein (EGFP, z angl. enhanced
green fluorescent protein). EGFP byl pripraven mutacemi fluoroforu a nahrazenim ptivodnich
kodént meduzy kodony, které jsou 1épe exprimovany v lidskych bunkéach [113]. Na zakladé
tohoto pokusu byla pfipravena forma proteinu, kterd byla fotostabilngjsi, a i navzdory posunu
hodnoty excitacni energie si zachovala emisni energii kolem vinové délky 510 nm. Kromé toho
umoznila zaména kodoni efektivnéjsi translaci mRNA tohoto proteinu, ¢imz doslo k jeho

zvysené expresi [113].

Na zékladé znalosti mechanismu a vlastnosti GFP je dnes tento protein, diky moznosti
snadné detekce, jednim z nejuzivanéjSich reportérovych proteinii [ 111]. Konkrétné u tranzientni
transfekce slouzi jako ukazatel jeji ucinnosti. JelikoZ nevyZzaduje pfitomnost kofaktorii nebo
substratli, jeho excitace je moznd osvicenim buné¢k modrym nebo ultrafialovym (UV) svétlem.
K pozorovani uc¢innosti transfekce se pouzivaji rizné metody, jako fluorescencni mikroskopie

nebo prutokova cytometrie (FACS, z angl. fluorescence-activated cell sorting).

Obrazek 5: Struktura zeleného fluorescen¢niho proteinu s fluoroforem. Na panelu A je zobrazena terciarni
struktura GFP, tvofend 11 antiparalelnimi -skladanymi listy, vevnitf se nachdzi a-helix s oblasti tvorici fluorofor.
Panel B zndzornuje okoli fluoroforu, ktery pozlistava ze tfi aminokyselin: Ser65-Tyr66-Gly67. Atomy uhliku jsou
vyznaceny azurovou barvou, atomy dusiku tmavomodie, atomy kysliku Cervené a atomy vodiku Sedé. Struktura
proteinu byla zobrazena pomoci programu PyMol [114] (PDB kod: 6L.27 [115]).
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1.5.3 mScarlet

Po objeveni GFP byly navrzeny dal§i nové varianty tohoto proteinu fluoreskujici
modrou, azurovou, nebo Zlutou barvou. Vytvoieny byly i ¢ervené fluoreskujici proteiny (RFPs,
z angl. red fluorescence proteins) [116, 117]. Jak vyplyvad znazvu, RFPs emituji svétlo
s vinovou délkou odpovidajici ¢ervené barvé. V porovnani s GFP dochazi u téchto proteini
k mensi autofluorescenci. Ta je zptisobena piirozenou emitaci svétla biologickymi strukturami
a metabolity uvnitf bunék. Jelikoz tyto autofluorescentni molekuly sviti modie a zeleng,
dochazi k prekryvu jejich emise se sledovanym signalem GFP. Pouziti RFPs proto zajiStuje
lepSi detekci a dochazi tak ke zvySeni kontrastu mezi jejich Cervenym signalem
a autofluorescenci bun¢k. Naopak nevyhodou téchto proteinti je formovani tetramernich

struktur. Pfi sledovani jinych proteinti tak mohou RFPs svou velikosti ovliviiovat jejich funkci.

Od RFPs byl vroce 2016 odvozen protein mScarlet [117]. Jednd se o monomerni
strukturu (viz Obrazek 6, str. 31) odvozenou od syntetického konstruktu. K jeji excitaci
dochazi pouzitim vinové délky 569 nm, coz odpovida Zlutozelené barve. Protein pak emituje
svétlo o vinové délce 594 nm. Ze skupiny RFPs ma nejvyssi kvantovy vytézek, coz znamena,
ze energie pro jeho excitaci je efektivné pfeménéna na emisi Cervené¢ho svétla. Také je
fotostabilni, takze vlivem svétla nedochazi k jeho degradaci. Tyto vlastnosti, ve spojeni
s nizkou hodnotou pKa jsou ptiznivé pii vyuziti mScarlet na znaceni riznych bunéénych
organel a pfi konstruovani fuznich proteinti. Diky emitovani jasné cervené barvy je mScarlet
mozné pouzit ve spojeni s jinymi barvami, a to hlavné¢ s modrou a zelenou barvou [118].

Spojenim mScarlet s GFP se tak dé sledovat vic procesii, nebo struktur v jednom vzorku.
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Obrazek 6: Struktura proteinu mScarlet s fluoroforem. Panel A ptedstavuje terciarni strukturu mScarlet, ktera
je podobné, jako u GFP, tvofena 11 B-skladanymi listy, které formuji mScarlet do tvaru sudu. Ve stfedu se nachazi
a-helix, jehoz soucasti je skupina fluoroforu. Na panelu B je zvyraznéna struktura fluoroforu. Atomy uhliku jsou
vyznaceny azurovou barvou, atomy dusiku tmavomodie, atomy kysliku ¢ervené a atomy siry zluté. Struktura
proteinu byla zobrazena pomoci programu PyMol [114] (PDB kod: 5LK4 [119]).
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CILE PRACE

o Optimalizace podminek transfekce pouzitim plazmidii kodujicich reportérové proteiny

GFP a SEAP

o Optimalizace transfekce v bunéénych liniich HEK293T a MEXi-293E porovnanim:
o poméru DNA:IPEI (w/w),
o ruznych transfekénich médii,
o transfekce na desticce vs. v lahvicce,

o kultivace bun¢k ve sklenéné vs. plastové lahvicce

o Porovnani transfekénich podminek pro bunééné linie HEK293T a MEXi-293E
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3. MATERIAL

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

6-jamkové desticky Corning, UK
96-jamkové desticky s plochym dnem Corning, UK
Automaticka pocitacka bunék Corning Cell Counter Corning, UK

Automaticka pocitacka bunék Automated cell counter Fluo VWR, Radnor, PA, USA

Automatické pipety Pipetman Gilson, USA

Centrifuga EBA 12 R Hettich, Némecko
Centrifuga Allegra X-22R Beckman Coulter, USA
Filtry pro sterilizaci 0,22 um TPP, Svycarsko
Hemocytometr Sigma-Aldrich, USA
Inkubétor IR 5000 LABsystem Praha, CR
Inkubator MCO0-18 AIC Sanyo, Japonsko

Lahve sklenéné ctythranné s prodySnym vickem P-LAB, CR

Lahve kultivaéni s neupravenym povrchem (25 cm?) VWR, Radnor, PA, USA
Mikrocentrifuga MiniStar Silverline VWR, Radnor, PA, USA
Mikroskop inverzni AE31 Motic, Némecko
Mikrostiikacka typu Hamilton P-LAB, CR
Mikrozkumavka 1,5 ml Eppendorf, USA
NucleoBond Xtra Maxi Kit Macherey-Nagel, Némecko
Pritokovy cytometr LSRFortessa BD Biosciences, USA
Spektrofotometr DS-11 DeNovix, USA
Spektrofotometr Multiskan Go Thermo Fisher, Finsko
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3.2 CHEMIKALIE
Ampicilin
DMEM médium
Ethanol, 96%
EX-CELL 293 médium
Isopropanol
IPEI — linearni polyethylenimin (25 kDa), 10 mg/ml
IPEI* — synteticky polyethylenimin (40 kDa), 10 mg/ml

IPEI Max — linearni polyethylenimin hydrochlorid (40 kDa)
MEXi-CM kultiva¢ni médium

MEXi-TM transfekéni médium

poly(2-ethyl-2-oxazolin) (50 kDa)

Trypanova modft

3.3 BAKTERIALNI A BUNECNE LINIE

Biotika, SK

Sigma, USA

Lach-Ner, CR

Sigma, USA

Lach-Ner, CR

Polysciences, USA

Mgr. Ondtej Skotepa, Ph.D.;

katedra biochemie PiF UK
Polysciences, USA

IBA Lifesciences, Germany
IBA Lifesciences, Germany
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

E. coli DH5a Invitrogen, USA
HEK293T A. Radu Aricescu, Univerzita v Oxfordu, UK
MEXi-293E IBA Lifesciences, Gottingen, Germany

3.4 VEKTORY
pTWS5_ GFP Mgr. Edita Polachova, PfF UK [120]
pTWS5sec SEAP Mgr. Edita Polachova, PfF UK [120]
pXST I2 3C His RNDr. Jan Bléha, Ph.D;

EMBL Hamburg, Némecko

3.5 ENZYMY

RNAsa A Sigma, USA
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3.6 KULTIVACNIi MEDIA

DMEM médium: komeréni médium (Sigma, USA), doplnéno o L-glutamin (do 4mM

koncentrace)

EX-CELL 293 médium: komeréni médium (Sigma, USA), doplnéno o L-glutamin (do 4mM

koncentrace)
LB Amp agar: 1,5% (w/v) agar v LB médiu, 100 pg/ml ampicilin

LB médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) NaCl; pH 7.4;

sterilizovano v autoklavu

MEXi-CM médium: komercni kultivacni médium (IBA Lifesciences, Némecko), doplnéno

o L-glutamin (do 4mM koncentrace)

MEXi-TM médium: komercni transfekéni médium (IBA Lifesciences, Némecko), doplnéno

o L-glutamin (do 4mM koncentrace)

3.7 ROZTOKY A PUFRY

IPEI roztok (10x koncentrovany): 10 mg/ml IPEI v 150mM NaCl; pH 7,0; sterilizovano
filtraci pfes 0,22um filtr, uchovano pii teploté -20 °C a pted pouzitim zifedén PBS-TK na

pracovni koncentraci 1 mg/ml

PBS-TK (pro tkanové kultury): 10 mM NaHPO4, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 10 mM
KH>POs; pH 7,0; sterilizovano filtraci pies 0,22um filtr

PI roztok: 0,5 mg/ml PI, 1 mg/ml NaN3; v PBS-TK

pNPP: 20 mM pNPP, 1 mM MgCl,, 1 mM diethanolamin; pH 9,8; sterilizovano filtraci ptes
0,22um filtr a uchovano pfi teploté -20 °C

TES pufr: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM NaN3; pH 8,0
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4. METODY

4.1 VELKOOBJEMOVA PRIPRAVA pTW5_GFP a pTW5sec_SEAP

Pro pfipravu plazmidid byly jako expresni systém pouzity builky E. coli DHS5a.
Bunééna suspenze (100 pl) téchto bunék byla vybrana z mrazaku (-85 °C) a rozmraZena
za sterilnich podminek pti 0 °C po dobu pfiblizn€ 5 minut. Nasledné bylo pfiddno mnozstvi
plazmidu pTWS5_GFP nebo pTWS5sec SEAP tak, aby plazmidovd DNA odpovidala hmotnosti
1 pg. Bunééna suspenze spolu s plazmidovou DNA byla inkubovana 15 minut v ledové lazni.
Po inkubaci byla suspenze nanesena na Petriho misku s LB Amp agarem a inkubovana ptes noc

pti 37 °C.

Nasledujici den byla vznikla bunééna kultura pfenesena do 1 1 Erlenmeyerovy banky
obsahujici 500 ml LB média s ampicilinem o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Inkubace
suspenze probe¢hla pies noc pii teplote 37 °C za michani pii 200 otackach/min. Po inkubaci byla
suspenze centrifugovana 30 minut pii teploté 4 °C a 4255 x g. Supernatant byl odstranén
a peleta resuspendovéana ve 20 ml TES pufru a centrifugovan 10 minut pii 4 °C a 4255 x g.

Pak byla pies noc uchovavana pii teploté -20 °C.
4.1.1 Extrakce DNA

DNA byla izolovana pomoci komer¢ni soupravy NucleoBond Xtra Maxi. Nejprve byla
peleta diikladné resuspendovana ve 12 ml resuspendacniho pufru obsahujiciho RNAsu A.
Poté byla provedena lyze suspenze pridanim 12 ml lyza¢niho pufru, a smés byla inkubovana
pii pokojové teploté po dobu 5 minut. Pfi delsi dobé inkubace by mohlo dojit k degradaci
plazmidové DNA. Nasledn¢ byla suspenze neutralizovana piidanim 12 ml neutraliza¢niho
pufru a lyzat byl okamzit¢ promichdn, dokud se modie zbarvend suspenze nezmeénila
na bezbarvou. Pro odstranéni precipitatu byla smés centrifugovana 30 minut pii 4 °C a4255 x g.
Kolona NucleoBond Xtra Maxi s vlozenym filtrem byla ekvilibrovana postupnym piidavkem
25 ml ekvilibraéniho pufru. Po centrifugaci byla suspenze nanesena na kolonu ptes komer¢ni
filtr. Kolona a filtr byly nasledn¢ promyty 15 ml ekvilibraéniho pufru, kolona byla zbavena
filtru a bylo provedeno druhé promyti kolony pomoci 25 ml promyvaciho pufru. DNA byla
eluovana z kolony do zkumavky za pouziti 15 ml elu¢niho pufru. Pro precipitaci plazmidové
DNA bylo ptidano 10,5 ml isopropanolu, ktery byl pfedchlazen na -20 °C. Smés byla diikladné

promichana na vortexu a dale centrifugovana 30 minut pii 4 °C a 16000 x g.
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Po opatrném odstranéni supernatantu byly k peleté¢ ptidany 4 ml 70 % ethanolu
predchlazeného na -20 °C. Dale nasledovala centrifugace 5 minut za pokojové teploty a
16000 x g. Ethanol byl odstranén opatrnym slitim a zbyvajici kapky byly odsaty pipetou. Peleta
byla ponechéna k suseni ptes noc pii pokojové teplote. Pak byla peleta DNA rozpusténa v 1 ml
sterilni deionizované vody (dH20). Roztok DNA v mikrozkumavce byl uchovéavan pti -20 °C.
Kolona byla nakonec promyta 10 ml IM HCl a 1 1 dH20, zabalena do parafilmu a skladovana

ve 20 % ethanolu.

4.1.2 Urceni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace DNA byla urcena pomoci spektrofotometru DS-11 na zakladé méteni
absorpcéniho maxima pfi vinové délce 260 nm. U méfeni se vychazelo z empirického vztahu,
kde plati, ze Az60 = 1 odpovida koncentraci DNA 50 pg/ml. Kromé toho byly stanoveny poméry
absorbanci pii vinovych délkach 260/280 nm a 260/230 nm. V piipadé Azeo/A2s0 se DNA
povazuje za ¢istou, pokud hodnota poméru neni nizsi nez 1,8. U poméru Azeo/A230 se v piipadé
¢ist¢ DNA pohybuji hodnoty poméru v intervalu 2,0-2,2. Pfi méfeni byla jako slepy vzorek

pouzita sterilni dH»O.

4.2 BUNECNE LINIE HEK293T A MEXi-293E

4.2.1 Rozmrazovani bunécnych linii HEK293T a MEXi-293E

Bunécéné kultury byly skladovany v mrazaku pii teploté -80 °C. Pro potiebu kultivace
bunéénych linii HEK293T a MEXi-293E byl jejich alikvot obsahujici 1 ml suspenze o hustoté
5-10° ml! rychle rozmrazen ve vodni lazni o teploté 37 °C a pfenesen do 9 ml EX-CELL 293
média, které bylo piedehiato na 37 °C. Tato suspenze byla opatrné promichéna a centrifugovana
5 minut pti 200 % g. Bunécna suspenze byla nasledné pienesena do 10cm sterilni Petriho misky

a inkubovana v inkubdtoru pro tkanové kultury pti 37 °C v 5 % CO; atmosféte.

4.2.2 Kultivace bunécénych linii HEK293T a MEXi-293E

Kultivace HEK293T a MEXi-293E probihala v médiu EX-CELL 293 nebo MEXi-CM
na ttepacce pii 37 °C, v atmosféte s obsahem 5 % CO- a pfi 135 otdckach/min. Po rozmraZeni
probihala kultivace bun€k na 10ml Petriho misce (pododdil 4.2.1). Po uplynuti 3-4 dnl byla
zmétena bunéénd hustota, na zadklad¢ které byl odebran potfebny objem suspenze, a ten
pfenesen do Ctythranné sklenéné lahve s prodySnym vickem. Suspenze byla doplnéna
kultivaénim médiem EX-CELL 293 nebo MEXi-CM na vysledny objem 30 ml tak, aby byla

vysledna bunééna hustota 0,5-10° bun&k/ml.
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Kazdé 3-4 dny byly bunécéné suspenze subkultivovany cerstvym médiem, které bylo
predem vyhtaté na teplotu 37 °C. Subkultivace byla provedena tak, aby se vysledna bunécna
hustota pohybovala v rozmezi 0,5-2-10° bun&k/ml. Buiiky byly kultivovany ve sklenéné lahvi

s prodySnym vickem tak, aby vysledny objem suspenze ¢inil 30-40 % objemu lahve.

4.2.3 Urceni bunécné hustoty a viability

Bunééna hustota a viabilita byly ur¢eny pomoci automatické pocitacky bunék Corning
Cell Counter (Corning). Pfed odebranim vzorku byla bunécné suspenze ditkladné promichana.
Pro méfeni bylo z kazdé bunécéné suspenze do mikrozkumavky odebrano 20 pl a pro rozliSeni
mrtvych a Zivych bunék byl pouzit roztok 0,4% trypanové modii v PBS-TK pufru, kterou byla
suspenze ziedéna 2x. Vzorek byl poté pienesen do komiirky Biirkerova hemocytometru.
Pro méteni HEK293 bunécnych linii byl nastaven interval velikosti bunék 8-26 um, coz

odpovida jejich béznym parametrim.

V nékterych ptipadech byla k uréeni bunééné hustoty a viability pouZita 1 automaticka
pocitacka bun€k Automated cell counter Fluo (VWR). Tehdy bylo do mikrozkumavky
odebrdno 10 pl bunééné suspenze, kterd byla promichéna s 10 pl 0,4% trypanové modfi.
PtisluSenstvim pocitacky byly 1 jednorazové pocitaci komtrky, do nichz bylo pfeneseno vzdy
10 pul vzorku. Jesté pred provedenim méieni byla po zavedeni vzorku komurka ponechana stat
30 sekund. Mezitim byly nastaveny pro buiiky piesné parametry, jako jejich velikost, tvar a také
jas. Vysledky byly uloZzeny do pamét'ového zafizeni USB a pfeneseny do programu MS Office
Excel 2023.

4.3 TRANZIENTNI TRANSFEKCE LINIl HEK293T A MEXi-293E

4.3.1 Priprava transfekéniho roztoku plazmidové DNA a PEI

Pti ptipravé transfekéniho roztoku bylo odebrdno a ve sterilni plastové zkumavce
ziedéno piislusné mnozstvi plazmidu v PBS-TK tak, aby na 1-10° bunék byl pridan 1 ug DNA.
V jiné sterilni plastové zkumavce bylo zfedéno potfebné mnozstvi IPEI (podle zvolené
optimalizacni podminky hmotnostniho poméru DNA: IPEI, napf. 1:4). MnoZstvi PBS-TK bylo
zvoleno tak, aby jeho vysledny objem netvofil vice nez 10 % celkového objemu bunécné
suspenze v transfekénim médiu. Roztok plazmidu DNA v PBS-TK byl sterilizovan filtraci

pomoci 0,22 um filtru.
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U tranzientni transfekce v 6-jamkovych destickdch byly provadény transfekce
ve vysoké hustoté. To pfedstavovalo celkovy objem bunééné suspenze s transfekénim roztokem
1,5 ml. Po 2h inkubaci byla tato smés pienesena do ¢tyrhranné sklenéné lahve a doplnéna

EX-CELL 293 médiem do kone¢né bun&ené hustoty 1-10° bun&k/ml o objemu 30 ml.

V ptipad¢ ,,inkubace* transfekéni smési byl k roztoku plazmidové DNA ptidan roztok
IPEIL. Vysledny roztok byl diikkladné promichan a inkubovan 20-30 minut. Poté byl pfidan

k bunécné suspenzi [121].

U postupu ,,pfimého ptidani®, ktery vychazi z protokolu pro vysokohustotni transfekci
linie HEK293S GnTI, byly DNA a IPEI pfidavany k bunééné suspenzi bez promichani a

pfedchozi vzajemné inkubace [122].

Pti pouziti transfekéniho média MEXi-TM byl proveden dle doporuceni vyrobce postup
pro nizkohustotni tranzientni transfekci bunééné linie MEXi-293E [123]. Bunky byly zfedény
transfekénim médium MEXi-TM na hustotu 2-10° bungk/ml. Nejdiiv byl ptidan roztok DNA
piimo do suspenze, kterd byla po dobu 10 minut inkubovana na ttepacce pii 37 °C, 5 % COz a
135 ot./min. Po inkubaci bylo pfidano potfebné mnozstvi IPEI po kapkéach. Bunécné suspenze
pak byla inkubovana pti 37 °C, 5 % COza 135 ot./min po dobu 2 hodin. Poté byla pomoci média
EX-CELL 293 natfedéna na vyslednou hustotu 1-10° bunék/ml.

4.3.2 Priprava bunécné suspenze pro tranzientni transfekci

Ptedtim, nez byly pfipraveny transfekcni roztoky, bylo potfebné urcit bunécnou hustotu
predem kultivované bunécné suspenze. Pii inkubaci a piipravé transfekénich roztokl bylo
potiebné mnozstvi bunécné suspenze prevedeno do konkrétni nadoby, objemu a hustoty (podle
stanoveni optimalizacni podminky). Bunécna suspenze byla odebrana 25 ml automatickou
pipetou do 25ml nebo 50ml sterilnich zkumavek s vickem a poté byla centrifugovana 3 minuty
pti 200 x g. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a peleta byla resuspendovana ptislusSnym

objemem transfekéniho média (podle potfebné bunééné hustoty).

4.3.3 Priprava transfekéniho cinidla IPEI*

Synteticky polyethylenimin (IPEI*), pfipraveny jako analog komeréné dostupného IPEI
Max, byl odvozen z patentu WO 2009/016507 A2. Vyroba byla provedena Mgr. Ondiejem
Skotfepou, Ph.D., ve spolupraci s RNDr. Ludkem LepSou, Ph.D. Vysledny IPEI* mél
molekulovou hmotnost pfiblizné¢ 40 kDa a byl ziskan kyselou hydrolyzou polymerniho

prekurzoru poly(2-ethyl-2-oxazolinu) [124].
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Ve 200ml barice s kulatym dnem byl rozpustén 1 g poly(2-ethyl-2-oxazolinu) v 11 ml
34% HCI. Smés byla za soucasného zahtivani v olejové lazni pti 110 °C doplnéna 8 ml dH-O.
Zahtivani pokra¢ovalo po dobu 3 hodin pod vodnim chladi¢em. Poté byla smés odparena
pomoci vakuové pumpy. Precipitat byl rozpustén ve dH»O a pridavkem 40% roztoku NaOH
neutralizovan na pH 7,4. Vznikly IPEI byl pak dialyzovan v 15ml dialyzacnich kazetach
(10 kDa cut-off) 3x proti 5 1 dH>0. Polyethylenimin byl poté pfenesen do lyofilizacnich ban¢k
a zmrazen v ethanolové lazni se suchym ledem. Lyofilizace byla provedena za asistence pani
laborantky Anny Ammerové. Po lyofilizaci byl IPEI navazZen, rozpustén v dH20 na vyslednou

koncentraci 10 mg/ml a sterilizovan filtraci pfes 0,22 um filtr.
4.4 STANOVENI REPORTEROVYCH PROTEINU

4.4.1 Stanoveni Uspésnosti transfekce pomoci priitokového cytometru

Tranzientné transfekovand bunééna suspenze HEK293T nebo MEXi-293E bunék byla
pied odbérem dikladné promichana pomoci 25ml serologické pipety. K méfeni byl jako vzorek
odebran 1 ml bunécné suspenze. Pro zbarveni mrtvych bunék a stanoveni viability byl pouzit
propidium jodid (PI). Propidium jodid je ¢inidlo, které se interkaluje do DNA v ptipadé
poskozené bunétné membrany. Viabilita a ispéSnost transfekce byly zméteny a vyhodnoceny
RNDr. Adamem Obrem, Ph.D. (UHKT, Praha) prutokovym cytometrem LSRFortessa (BD
Biosciences, USA). Jako kontrola byla pouzita netransfekovana bunécna suspenze HEK293T

nebo MEXi-293E.

Pomoci programu BD FACS DIVA byly bunky rozdéleny na zivé a mrtvé sledovanim
fluorescence propidium jodidu. V ptipad¢ buiky obarvené propidium jodidem se jednalo
o mrtvou buiiku. Pro stanoveni uspéSnosti transfekce byla pomoci modrého kanalu o vinové
délce 488 nm zméfena mira fluorescence GFP, které odpovidala emisni vinova délka 509 nm.
Vysoké intenzita fluorescence odpovidajici vy$§imu mnoZstvi GFP v buiice by znacila
uspéSnou transfekci bunck, sledovanym parametrem je vSak pifedevSim procento bunck

vykazujicich fluorescenci GFP, tzv. transfekéni ucinnost.
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4.4.2 Stanoveni Uspésnosti transfekce automatickou pocitackou bunék

V nékterych ptipadech byla ke stanoveni uspésnosti transfekce pouzita i automaticka
pocitacka bun¢k Automated cell counter Fluo (VWR). K méfeni intenzity fluorescence GFP
bylo na pocitaci komtirku naneseno 10 pl bunécné suspenze, ktera byla nejdiive dikladné
promichéna a bylo k ni ptidano 10 pl 0,4% trypanové modii. Do pfistroje byla vlozena zelena
fluorescencni kostka a u daného vzorku byla méfena mira fluorescence v zeleném kanale, jenz
odpovida fluorescenci proteinu GFP. Vysledky byly uloZeny na USB nosi€ a pfeneseny do MS
Office Excel 2023.

4.4.3 Stanoveni Uspésnosti produkce mérenim aktivity SEAP

Sekretovana alkalickd fosfatasa byla stanovena pouzitim roztoku Cdinidla, ktery
obsahoval 20 mM pNPP, 1 mM MgCl, a 1 M diethanolamin, pH 9,8. Po pfipravé byl roztok
¢inidla filtrovan pres 0,22 pum filtr a uchovéavan pii teploté¢ -20 °C. Pro méfeni enzymové
aktivity SEAP byl do mikrozkumavky z tranzientné transfekovanych suspenzi HEK293T nebo
MEXi-293E bun¢k odebran objem 50-100 pl a centrifugovan 5 minut pii 200 x g. Byl odebran
supernatant, ktery byl postupné v triplikatu fedén 25-, 50-, 100-, 200-, 400-, 800- a 1600-krat
destilovanou vodou (dH>O) na vysledny objem 180 pl. Jednotlivé vzorky byly v daném fedéni
meéifeny v triplikatech na 96-jamkové desticce s plochym dnem. Tésné pfed méefenim bylo
do kazdé jamky pomoci osmikanalové manualni pipety preneseno 20 pl cinidla.
Pomoci spektrofotometru Multiskan Go byla kazdych 30 sekund zméfena zména absorbance
pii vlnové délce 410 nm. M¢teni bylo ukonceno po 15 minutach. Hodnoty byly porovnany

se slepym vzorkem, ktery byl slozen ze 180 ul dH,O a 20 ul pNPP.

Ziskané zavislosti zmény absorbance pii 410 nm na ¢ase byly pieneseny do tabulkové
podoby v MS Office Excel 2003. Z danych hodnot byly vypocitany smérnice linearni regrese.
Ty vychéazely zprimérnych hodnot triplikat. Pro kazdé tfedéni byl vyhotoven pomoci
programu GraphPad Prism (verze 8.0.2.263) graf, ktery kromé& primérné hodnoty trovné

exprese SEAP zahrnoval 1 smérodatnou odchylku.
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5. VYSLEDKY

Tato bakalarskd prace byla zaméfena na optimalizaci tranzientni transfekce lidské
bunééné linie HEK293. Optimalizace zahrnovala vybér parametri, které zajistuji co nejvyssi
efektivitu transfekce a produkce rekombinantnich proteinti. Soucasné byla cilem této prace
snaha o zjednoduSeni postupu vybérem méné nédkladnych ¢inidel a zkracenim doby trvani
procesu transfekce. Stanoveni optimalnich parametri by mohlo vést k zavedeni postupu, ktery

umozni plynulej$i, méné nakladnou a vysoce efektivni expresi rekombinantnich proteint.

K optimalizaci téchto podminek byly provadény tranzientni transfekce, pricemz byla
porovnavéana specifickd kritéria transfekce u bunécnych linii HEK293T a MEXi-293E.
Pro sledovani vysledku transfekce byly pouzity reportérové proteiny. Jako ukazatel u€innosti
transfekce byl pouzit plazmid pTW5_GFP s genem pro GFP (viz kap. 1.5.2, str. 28) a moZnost
detekce jeho fluorescence. Uginnost transfekce pak byla vyhodnocena pomoci pritokové
cytometrie (FACS), ptfipadné s pomoci automatické fluorescencéni pocitacky bunék. Kromé
genu pro GFP byly buniky transfekovany i1 plazmidem s genem pro protein syntetického ptivodu
(pXST 12 3C His), a to mScarlet (viz kap. 1.5.3, str. 30), jehoz signal byl také méfen pomoci
metody FACS. Mira produkce r-proteinti byla stanovovéana jako parametr pfimo umérny
katalytické aktivit¢ enzymu SEAP (viz kap. 1.5.1, str. 27), a to pomoci plazmidu
pTWS5Ssec SEAP. Ta byla sledovana pomoci spektrofotometru jako ¢asovd zména absorbance
pii 410 nm. Pro transfekce byly pouzity jiz diive optimalizovand mnozstvi DNA vici poctu
bunék a poméry transfekéniho ¢inidla vi¢i mnozstvi DNA. Poétu 1-10° bunék v suspenzi
odpovidal pridavek 1 pg DNA. Pii transfekci bylo ptfidané mnozstvi DNA s transfekénim
¢inidlem zvoleno tak, aby tento ,transfekéni mix* ptedstavoval 10 % z celkového objemu
bunécné suspenze. Vychozi obvykle pouzivany hmotnostni pomér DNA:IPEI byl 1:4, ale
u dalSich transfekei byly studovany 1jiné poméry. Transfekce byla provaddéna vzdy pomoci
kationického polymeru IPEI. Z tohoto hlediska byly porovnavény tii typy tohoto ¢inidla —
standardni komercni 25kDa IPEI (IPEI st.), vylepSeny komeréni 40kDa IPEI Max (IPEI Max)
a 40kDa IPEI* syntetizovany Mgr. Ondfejem Skotfepou, Ph.D. a RNDr. Lud’kem LepSou, Ph.D.
(viz kap. 4.3.3, str. 39).
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5.1 TRANZIENTNI TRANSFEKCE LINII HEK293T A MEXi-293E

5.1.1 Optimalizace bunécné hustoty a typu transfekce

V ptipad¢ prvni tranzientni transfekce byly porovnavany dvé varianty bunécéné linie
HEK?293, a to HEK293T a MEXi-293E. K provedeni transfekce byla pouzita dvé riiznd média
— komer¢ni médium EX-CELL 293 a MEXi-TM. Buiky byly transfekovany dvéma postupy

transfekce, a to bud’ ve vysoké, nebo nizké bunécné hustoté.

Vysokohustotni transfekce buné€nych linii probihala na jamkach 6jamkové desticky
v transfekénim médiu o objemu 1,5 ml tak, aby jejich vysledna hustota byla 20-10° bunék/ml.
K transfekci ve vysoké hustoté¢ bylo pouzito médium EX-CELL 293. Roztoky plazmidu
a standardniho IPEI (IPEI st.) byly pfidany do suspenze piimo, bez jejich smichdni a pre-
inkubace (viz kap. 4.3.1, str. 38). U nizkohustotni transfekce se postupovalo podle protokolu
pro MEXi-TM médium doporuceného vyrobcem (viz kap. 4.3, str. 38). Bun&cna suspenze byla
resuspendovana v MEXi-TM médiu, a pievedena byla do ctythranné sklenéné lahve
s prody$nym vickem v objemu 15 ml a o bun&né hustoté 2-10° bunék/ml. K ni byl nejdfiv
pridan roztok DNA, a smé&s byla inkubovéana po dobu 10 minut. S ohledem na hmotnosti pomér

DNAC:IPEI (1:4) byl po kapkéach do bunécné suspenze ptidan roztok 1PEI st.

Veskeré parametry a podminky shrnuje Tabulka 1, str. 44, kde vzorky 2 a § byly
transfekovany ve vysoké hustoté (20-10° bungk/ml) plazmidem pro GFP na jamce 6jamkové
desticky, a to v transfek¢nim médiu EX-CELL 293. U vzorka 3 a 4 byla naopak provedena
nizkohustotni transfekce (2-10° bunék/ml) ve &étyrhranné sklenéné 1ahvi s prody$nym vickem
pomoci média MEXi-TM, kde byla nejdiiv k bunkdm ptiddna DNA pro GFP, a po 10min
inkubaci po kapkach IPEI st. Vzorky 6 a 7 byly pfipraveny stejnym postupem, jako vzorky 2
a §, ale s tim rozdilem, ze k transfekci byl pouzit plazmid pro protein mScarlet. Vzorek 1 slouzil
v tomto pokusu jako pozitivni kontrola, u kterého probéhla vysokohustotni transfekce ptimo
ve Ctythranné sklenéné ldhvi. Bunky byly resuspendovany v médiu EX-CELL 293
do vysledného objemu 10 ml a hustoty 20-10° bunék/ml. Po 2h inkubaci byly vzorky doplnény
médiem EX-CELL 293 na vyslednou buné&nou hustotu 1-10° bunék/ml.
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Tabulka 1: Pi‘ehled podminek a parametri pouZzitych pii tranzientni transfekci bunéénych linii HEK293T
a MEXi-293E. Konstantnimi podminkami jsou pomér DNA k transfekénimu ¢inidlu IPEI (w/w), a také sklenéna
lahev (skl.), ve které byly buniky po transfekci kultivovany. V pripadé vzorku 1 byly buiky transfekovany
v Ctyfhranné sklenéné 1ahvi s prodySnym vickem, u vzorki 2, 5, 6 a 7 na jamkach 6jamkové desticky. K témto
vzorktim byla DNA a IPEI ptidavany pfimo do suspenze bez jejich inkubace. Vzorky 3 a 4 byly transfekovany
v nizké hustot¢ v MEXi-TM médiu (transfekce ,,MEXi‘), kde byla k bunééné suspenzi pfidana DNA, smés byla
po dobu 10 minut inkubovana, a k ni byl po kapkach pfidan roztok standardniho IPEI (IPEI st.).

Pocet | Hustota DNA:IPEI
Vzorek | Buiiky | Ldhev | Médium | bunék | bunék | Transfekce st. Vektor

1| HEK293T | ski. D;‘;';LL 200 | 20 ofima 1:4 oTW5_GFP

2 HEK293T | skl. E);(;IZLL 30 20 pFima 1:4 pTW5_GFP

3 MEXi- skl. | MEXi-TM | 30 2 MEXi 1:4 pTW5_GFP
293E

4 HEK293T skl. | MEXi-TM 30 2 MEXi 1:4 pTW5_GFP
MEXi- EXCELL . _

5 293E skl. 593 30 20 prima 1:4 pTW5_GFP

6 HEK293T | skl. E);(;ESLL 30 20 piima 1:4 pXST_12_3C_His
MEXi- EXCELL v . . .

7 293E skl. 593 30 20 pfima 1:4 pXST_I12_3C_His

5.1.2 Stanoveni viability bunék a ucinnosti transfekce

Meéieni viability a Gspésnosti transfekce u jednotlivych vzorki bylo provedeno pomoci
prutokového cytometru LSRFortessa. Ziskana data byla zpracovana pomoci programu BD
FACS Diva. K rozliSeni zivych a mrtvych bunék byl pouzit propidium jodid (viz kap. 4.4,
str. 40). Z celkového mnozstvi bunék byla viabilita vyjadfena jako procentudlni pomér
nezbarvenych bunék k celkovému poétu bunék. Uginnost transfekce pak charakterizoval pomér
bunék fluorescenci GFP ku celkovému mnozstvi Zivych bunék. U vzorki 6 a 7 transfekovanych
genem pro ¢erveny fluorescencni protein mScarlet byl vSak postup odlisny: v cerveném kanalu
by neslo rozliSit mrtvé buniky znacené propidium jodidem a buiiky exprimujici mScarlet, proto
jsme propidium jodid nepfidavali a pro tyto vzorky byla transfekéni Uc€innost vztazena
na celkovy pocet bunck. Ziskané namétené hodnoty byly poté pieneseny do MS Office Excel

2023 a z nich byl zpracovan sloupcovy graf v programu GraphPad Prism, verze 8.0.2.263.
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Nejvyssi transfekéni G¢innost bylo mozné sledovat u vzorku ¢. 4, a to 57,4 %

(viz Obrazek 7, str. 45). K vysoké ucinnosti transfekce doslo i u pozitivni kontroly, tedy

uvzorku 1. Vysledné hodnoty vzorkl transfekovanych v jamkach 6-jamkovych desticek

(vzorky 2, 5, 6 a 7) nebyly az tak ptiznivé a tento postup byl z ¢asového hlediska zdlouhavéjsi.
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Obrazek 7: Vyhodnoceni viability a uspéSnosti tranzientni transfekce vzorka 1-7. Tento graf znazoriuje
vyhodnoceni vzorkt 1-7, u kterych byly porovnavany riizné postupy transfekce (viz Tabulka 1, str. 44). Naméfena
byla jejich viabilita a transfekéni ucinnost, jenz odpovida procentu bunék exprimujicich GFP ze vsech Zivych
bunék. U vzorkid 6 a 7, transfekovanych genem pro Cerveny fluorescencni protein mScarlet, nebyla stanovena
viabilita a transfekéni ucinnost odpovidd procentu bunék detekovanych v Cerveném kandlu ze vSech bungk.

Hodnoceni bylo provedeno pomoci pritokového cytometru LSRFortessa.
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5.2 TRANZIENTNi TRANSFEKCE BUNECNE LINIE HEK293T

5.2.1 Optimalizace poméru DNA s r{iznymi typy IPEI

U této transfekce HEK293T bylo cilem optimalizovat nékolik parametri. Porovnavan
byl postup ,,piimé* transfekce a postup ,,MEXi*, které byly pouzity uz pti predeslé transfekci
(viz kap. 5.1, str. 43). Zaveden byl i postup tzv. ,,inkubace*, kde doslo k pre-inkubaci roztoku
DNA s IPEI (viz Tabulka 2, str. 47). Tyto transfekce probéhly ve ctythrannych sklenénych
lahvich s prody$nym vickem. Optimalizovano bylo také pouziti tfi typi transfekénich Cinidel
IPEI — standardni IPEI (IPEI st.), komer¢ni IPEI Max a synteticky konstrukt IPEI*. Ty byly
vici DNA pridavany v rizném poméru (w/w). U téchto podminek byla transfekce provedena
ve 25cm? plastovych kultivagnich ldhvich sneupravenym povrchem (tzv. ,,non-treated

kultivacni 1ahve pro tkanové kultury).

U vzorki PK, 1 a 2 byla transfekce provedena v nizké bunécné hustoté
(2-10° bungk/ml), a to plazmidem pro GFP a standardnim PEI (IPEI st.) v poméru 1:4 (w/w).
V ptipadé vzorku PK byl pouzit postup transfekce ,, MEXi*, u vzorku 1 ,,inkubace* a u vzorku 2
doslo k pre-inkubaci DNA sIPEI st. U vzorku 2 bylo dal§i proménnou pouziti jiného
transfekéniho média, a to DMEM. Vzorky 3-16 byly transfekovany plazmidem pro GFP
a SEAP v hmotnostnim poméru 1:1. Transfekce, podobné jako u pfedchozich tii vzorkda,
probihala v nizké hustoté. U vzorka 3-6 byl pfedmétem optimalizace pomér DNA a IPEI st.
(w/w). Razné poméry DNA s komerénim IPEI Max byly porovnavany u vzorka 7-10,
a sledovano bylo taky ptfidavané razné mnozstvi syntetick¢ho IPEI*, a to u vzorka 11-16

(viz Tabulka 2, str. 47).
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Tabulka 2: Parametry a podminky pouZité p¥i tranzientni transfekci bunék HEK293T. V piipad¢ vzorkid
PK, 1 a 2 byly bunécné suspenze transfekovany ve ¢tythrannych sklenénych lahvich s prodysnych vickem (skl.)
v nizké hustoté (2-10° bunék/ml), za pouziti média MEXi-TM, do n&jz byl pifidan roztok plazmidu pro GFP.
str. 44, a Obrazek 7, str. 45). U vzorku 1 se jednalo o ,,inkubaci®, kde byl pted transfekci roztok DNA smichan
a inkubovan s roztokem IPEI st. (20-30 minut). V ptipadé vzorkt 3-16 byly bunky transfekovany pfi nizké hustoté
plazmidy pro GFP a SEAP v poméru 1:1 (w/w) v 25cm? plastovych kultivaénich 1ahvich s neupravenym povrchem
(pl.). Vzorky 3-6 byly optimalizovany riznymi poméry DNA s IPEI st., vzorky 7-10 poméry DNA s komerénim
IPEI Max, a u vzorkt 11-16 poméry DNA se syntetickym konstruktem — IPEI* (w/w).

HEK293T
Potet | Hustota DNA:IPEI Vektor/y
Vzorek | Lahev | Médium bunék bunék | Transfekce
[106] | [10%/ml] (w/w) (w/w)
PK | skl | MEXi-TM 10 2 MEXi IPEI st. 1:4 pTW5_GFP
1 skl. | MEXi-TM 10 2 inkubace | IPEIst. 1:4 PTW5_GFP
2 skl. | DMEM 10 2 pFima IPEI st.1:4 pTW5_GFP
3 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI'st. 1:1 | pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP 1:1
4 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI st. 1:2 | pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP 1:1
5 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI'st. 1:3 | pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP 1:1
6 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI st. 1:4 | pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP 1:1
7 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima 'PEL'\l/'aX pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP 1:1
8 pl. | MEXi-TM 10 2 pfima 'PEL':""‘X pTW5sec_SEAP:pTWS5_GFP 1:1
9 pl. | MEXi-TM 10 2 pfima 'PEL';/""‘X pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP 1:1
10 pl. | MEXi-TM 10 2 pFimé 'PEL'Z'aX pTW5sec_SEAP:pTWS5_GFP 1:1
11 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI* 1:1 | pTW5sec SEAP:pTW5_GFP 1:1
12 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI* 1:2 | pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP 1:1
13 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI* 1:3 | pTW5sec SEAP:pTW5_GFP 1:1
14 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI* 1:4 | pTW5sec SEAP:pTW5_GFP 1:1
15 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI* 1:5 | pTW5sec SEAP:pTW5_GFP 1:1
16 pl. | MEXi-TM 10 2 pFima IPEI* 1:6 | pTW5sec SEAP:pTW5_GFP 1:1
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5.2.2 Stanoveni viability a miry fluorescence GFP

U prvnich tfi vzorkG byla vyhodnocena pouze viabilita a uspesSnost transfekce
(viz Obrazek 8, str. 48). PK, u které byla pfi predeslém pokusu namétena nejvyssi uspésnost
transfekce, ji méla v tomto pripad¢ velice nizkou, a to 1,5 %. V pfipadé tietiho vzorku
(DMEM), tedy u pouziti média DMEM a pfimého ptidani DNA a IPEI byla transfekce efektivni
pouze z 0,7 %. Vyrazné&jsi G€innost transfekce lze vidét u druhého vzorku (INKUBACE),
ato 15,7 %.
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Obrazek 8: Vysledna viabilita a transfekéni ucinnost vzorki PK, 1 a 2. Tento graf zobrazuje u prvnich
tii vzorkd jejich viabilitu a Gspésnost transfekce vyjadienou pomoci exprese GFP, které v procentech udava podil
transfekovanych bunék z populace vsech zivych bunék. Vsechny tii vzorky byly transfekovany DNA a IPEI st.
v poméru 1:4 za nizké bunécné hustoty, a to v ctythrannych sklenénych lahvich s prody$nym vickem.

V ptipadé vzorki 3-6 byly sledovany rizné poméry DNA:IPEI st. Co se tyce viability,
ta nabyvala podobné hodnoty u vSech vzorka. Viditelny rozdil 1ze vSak pozorovat v transfekéni
ucinnosti. U hmotnostnich pomérdt DNA:IPEI st. 1:1 a 1:2 (vzorky 3 a 4) byly jeji hodnoty
shodné. K naridstu aspeSnosti transfekce doslo u poméru 1:3. Nejvétsi procento UispéSnosti je

vSak zaznamendno u vzorku, kde byl pouZit pomér DNA:IPEI st. 1:4 (viz Obrazek 9, str. 49).
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Obrazek 9: Optimalizace poméru DNA se standardnim IPEI (IPEI st.) u vzorku 3-6. Tento graf predstavuje
hodnoty viability a uspesnosti transfekce vzorki (exprese GFP), u kterych byly pouzity rizné hmotnostni poméry
DNA k standardnimu IPEI (IPEI st.). Tyto vzorky byly transfekovany v nizké hustoté pfimym piidavkem DNA
i IPEI st., aniz by doslo k jejich promichani a inkubaci. Transfekce byly provedeny v 25cm? kultiva€nich
plastovych lahvich s neupravenym povrchem.

Vzorky 7-10 byly transfekovany odlisSnymi poméry DNA s komerénim IPEI Max.
Stejné jako u vzorki s IPEI st., i v tomto ptipad¢ byly hodnoty viability 1 den po transfekci
vysoké. Mira exprese GFP nabyla u vzorkli 1 a 2 (tedy pomérd 1:1 a 1:2) pouze 0,3 %.
V ptipadé poméru 1:3 (vzorku 9) neni zaznamendn jeji vyraznéjSi nartist v porovnani
s transfek¢ni ucinnosti u vzorkl 3-6 (viz Obrazek 9, str. 49). K tomu dochazi az v ptipadé
poméru 1:4 (tedy u vzorku 10), a to na 3,8 % (viz Obrazek 10, str. 49).
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Obrazek 10: Optimalizace poméru DNA s komercénim IPEI Max u vzorkua 7-10. Tento graf predstavuje
hodnoty viability a transfek¢ni i€innosti u vzorkti 7-10, kde byly DNA a IPEI Max piidavany v riznych pomérech
do bun&tné suspenze piimo, bez jejich inkubace. Transfekovany byly nizkohustotn& v 25cm? kultivagnich
plastovych ldhvich s neupravenym povrchem.
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Ttetim typem transfekéniho ¢inidla, pouzitym pro optimalizaci jeho poméru s DNA
(vzorky 11-16), byl synteticky konstrukt (IPEI*). Ten byl pfipraven Mgr. Ondiejem Skotepou,
Ph.D. a RNDr. Ludkem LepSou, Ph.D. (viz kap. 4.3.3, str. 39). V tomto piipad¢ byly testovany
jak nizsi, tak i vyssi poméry DNA:IPEI*, a to od 1:1 az po 1:6 (w/w). Podobné jako
v predchozich ptipadech, ani u téchto vzorkl nebyl problém v otdzce nizkych hodnot viability.
Ze sledovani fluorescence GFP Ize vidét, Ze jeji nejvyssi stupenn byl naméfen u vzorki 13 a 14,
tedy u poméri 1:3 a 1:4. Nejnizsi hodnoty jsou u vzorkd s poméry 1:1 a 1:2 (vzorky 11 a 12)
a k poklesu miry fluorescence dochazi i u vzorkt 15 a 16, tedy u pomérti 1:5 a 1:6 (viz Obrazek
11, str. 50), kde lze zaroven pozorovat i mirny pokles viability, patrné¢ v disledku toxicity

nadbytku PEL
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Obrazek 11: Optimalizace poméra DNA se syntetickym IPEI (IPEI*) u vzorku 11-16. Tento graf piedstavuje
vyhodnoceni viability a uspé$nosti transfekce u vzorki 11-16. Tyto vzorky byly transfekovany v nizké hustote
piidanim DNA a IPEI* v rliznych pomérech. Bun&né suspenze byly u jednotlivych vzorkii pfeneseny do 25cm?
plastovych kultiva¢nich 1ahvi s neupravenym povrchem, ke kterym byly DNA a IPEI* ptidany pfimo po sobé,
bez jejich inkubace nebo promichani.

5.2.3 Stanoveni katalytické aktivity sekretované alkalické fosfatasy

V ramci optimalizovani pomértit DNA:IPEI byla kromé transfekéni Gi€innosti sledovana
1 uspésnost produkce, kterou je mozné stanovit pouzitim reportérového proteinu SEAP. Méfeni

aktivity tohoto proteinu bylo provedeno v triplikatech tii dny po tranzientni transfekci.
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Podle kap. 4.4.3 na str. 41 byla v ¢asovych intervalech sledoviana zména absorbance
pti 410 nm (AA410). Pro kazdy vzorek byla AAsioméfena v triplikatech. Od téchto hodnot byla
odpocitdna AAsio slepého vzorku. Z linedrni aproximace zavislosti AAsio na ¢ase byly pak
pro kazdou ¢ast triplikdtu vypocitany smérnice. Z nich byla vypoctena primérna hodnota a
smérodatné odchylky, které byly vyneseny do grafu. Pro prezentaci vysledkl bylo vybrano

u kazdého vzorku fedéni 800x.

Vzorky 3-16 (viz Tabulka 2, str. 47) byly kromé genu pro GFP transfekovany také
plazmidem pro expresi proteinu SEAP, a to v poméru 1:1. MnoZstvi DNA na 1-10° bunék bylo
v tomto ptipad¢ tedy 0,5 pg.

Pti optimalizaci pom&rt DNA s IPEI st. (vzorky 3-6) je z naméfenych hodnot vidét,
ze v ptipad¢ pomeéra 1:1 a 1:2 (vzorky 3 a 4) nebyla uspésna jak transfekce, tak ani produkce
(viz Obrazek 12, str. 51). U poméru 1:3 (vzorek 5) je viditelny vzriist mnozstvi SEAP, nejveétsi
hodnotu lze vSak sledovat az u poméru 1:4 (vzorek 6). Dle ofekavani spolu tedy transfek¢ni

ucinnost a produktivita bun€k pozitivné koreluyi.
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Obrazek 12: Usp&nost transfekce a produktivita bunék v zavislosti na hmotnostnim poméru DNA
se standardnim PEI (IPEI st.). Tento graf znazoriiuje hodnoty transfekéni u¢innosti a produktivity u vzorkd 3-6
(viz Tabulka 2, str. 47) pii optimalizaci poméru DNA:IPEI st. Plazmidy pro GFP a SEAP byly pouzity v poméru
1:1 (w/w). Byla provedena ,,piima“ transfekce v nizké bunééné hustoté (2-10° bunék/ml) ve 25cm? plastovych
kultivacnich lahvich s neupravenym povrchem. Primérné hodnoty smérnic zavislosti zmény A4 v €ase pochazeji
ze vzorku fedénych 800x.
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U vzorka 7-10, kde byla méfena uspésnost produkce pii pouziti riznych pomérd DNA
s komerénim IPEI Max, jsou uspé&Snosti transfekce a produkce, v porovnani s hodnotami
u IPEI st. (viz Obrazek 12, str. 51), podstatné niz$i. Zarovei je u tohoto pokusu, se zvySovanim
poméri DNA:IPEI, sledovan podobny rust téchto hodnot. V porovnani s IPEI st. se tedy
za danych nami pouzitych transfekénich podminek jevi komeréni IPEI Max jako vyrazné méné

ucinné transfekéni ¢inidlo.
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Obrazek 13: Uspé&nost transfekce a produktivita bunék p¥i optimalizaci poméru DNA s komerénim IPEI
Max. Tento graf znazoriuje hodnoty transfekéni ucinnosti a produktivity u vzorkt 7-10 (viz Tabulka 2 , str. 47),
které byly transfekovany v nizké hustoté (2-10° bunék/ml) za pouziti riznych pomérii DNA:IPEI Max (w/w).
Transfekce byla uskutednéna plazmidy pro GFP a SEAP v hmotnostnim poméru 1:1 ve 25c¢cm? plastovych
kultiva¢nich 1ahvich s neupravenym povrchem.

Vyhodnocena byla také optimalizace poméru DNA se syntetickym IPEI (IPEI*), ktery
byl pfipraven podle kap. 4.3.3, str. 39. Ten byl proti DNA ptfidavan v riiznych hmotnostnich
pomérech do vzorki 11-16. Voleny byly vtomto piipadé i vys$§i hmotnostni poméry
(viz Obrazek 14, str. 53). U vzorkl 11 a 12, kde byly pouzity poméry 1:1 a 1:2, nedoslo témét
k zaddné produkci proteinu SEAP. Narist produkce lze vidét az v piipad¢é vysSich poméru.
Vyraznou zménu produkéni €innosti bylo vidét u poméru 1:3 (vzorek 13), v ptipadé poméru
1:4 (vzorek 14) je tato hodnota nejvyssi. Poméry 1:5 a 1:6 (vzorky 15 a 16) maji také urcitou
uspé&s$nost produkce, avSak v porovnani s pomérem 1:4 jsou tyto hodnoty niZsi. Pfi porovnani
s IPEI st. o stejném poméru (1:4) lze fici, Ze 1 ptes niz8i pozorovanou transfekéni Gi¢innost
(6,3 % pro IPEI* vs. 9,6 % pro IPEI st.) vykazuje vzorek 14 (IPEI*) piiblizné trojndsobnou
aktivitu SEAP oproti vzorku 6 (IPEI st.). To naznacuje, Ze by ndmi syntetizovany IPET* mohl

pfedstavovat levnou a pfitom tc¢innou nahradu komercnich PEI.
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Obriazek 14: Uspé&nost transfekce a produktivita bunék p¥i optimalizaci poméru DNA se syntetickym
IPEI*. Tento graf znazortuje hodnoty transfek¢ni u€innosti a produktivity u vzorka 11-16 (viz Tabulka 2, str. 47),
pro které byla provedena optimalizace poméru DNA:IPEI* (w/w). Plazmidy pro reportérové proteiny GFP a SEAP
byly pfiddny v hmotnostnim poméru 1:1. Tato nizkohustotni ,,piim4* transfekce probihala ve 25¢m? plastovych
kultivaénich lahvich s neupravenym povrchem.

5.3 TRANZIENTNI TRANSFEKCE BUNECNE LINIE HEK293T

ve

5.3.1 Porovnani pfimého ptidani a inkubace DNA s IPEI

U této transfekce bunécné linie HEK293T byl optimalizovan zplsob, jakym byly
k bunécné suspenzi piidavany roztoky DNA a standardniho 1PEI (viz Tabulka 3, str. 54).
Porovnavan byl postup ,,MEXi“ (viz Tabulka 1, str. 44), ktery m¢l v predeslém piipadé
naméfenou pomeérné vysokou transfekéni ucinnost (viz Obrazek 7, str. 45), s pre-inkubaci
roztokli DNA a IPEI st. Z hlediska inkubace byl roztok DNA a IPEI st. inkubovan bud’ v PBS-
TK pufru, nebo v 1 ml MEXi-TM transfekéniho média. Transfekce probéhly v ¢tyfhrannych
sklenénych lahvich s prody$nym vickem v nizké hustoté (2-10° bunék/ml). Pouzitym
transfekénim médiem bylo v tomto ptipadé u vSech vzorkit MEXi-TM, a DNA s IPEI st. byly

k bunécné suspenzi pfidany v poméru 1:4 (w/w).
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Tabulka 3: Postup a parametry pouZité pii tranzientni transfekci bunék HEK293T. Vsechny tfi vzorky byly
pripraveny transfekci ve ctythrannych sklenénych lahvich s prodysnym vickem. Bylo pouzito MEXi-TM médium
a buniky byly transfekovany plazmidem pro GFP v nizké bunééné hustoté (2-10° bungk/ml). Roztoky DNA
se standardnim IPEI (IPEI st.) byly k buné¢né suspenzi pfidavany v poméru 1:4 (w/w). U vzorku 1 byl pouzit
postup ,,MEXi* (viz Tabulka 1, str. 44), kde nedoslo k pre-inkubaci DNA s IPEI st. K vzorku 2 byla DNA a IPEI
st. ptidany ve form¢ transfekéni smési, ktera byla pripravena jejich inkubaci v PBS-TK pufru. Vzorek 3 byl také
transfekovan pre-inkubovanou smési DNA s IPEI st., ale na rozdil od vzorku 2 doslo k pre-inkubaci v 1 ml
transfekéniho média MEXi-TM.

HEK293T
Pocet | Hustota
Vzorek Ldhev | Médium | bunék | bun&k |Transfekce| DNA:IPEIst. | Vektor/y
[10°] | [10%/ml] (w/w) (w/w)
1 skl. MEXi-TM 30 2 MEXi 1:4 pTW5_GFP
inkubace
2 skl. MEXi-TM 30 2 DNA + IPEI 1:4 pTW5_GFP
v PBS
inkubace
D E
3 skl. | MEXi-TM | 30 2 NA + IPEI 1:4 pTW5_GFP
viml
média

5.3.2 Vyhodnoceni viability a UspéSnosti transfekce

Po této transfekci byly viabilita a transfek¢ni i€innost (na rozdil od ptedeslych méteni)
vyhodnoceny pomoci automatické pocitacky bunck (viz kap. 4.4.2, str. 41). Z grafu Ize vidét,
ze v ptipad¢€ vyhodnoceni viability byla jeji hodnota u kazdého vzorku vysoka (viz Obrazek
15, str. 55). Z hlediska miry exprese GFP byla jeji nejvyssi hodnota namétena u vzorku 3

(15 %). Hodnoty transfek¢ni Gi€innosti u vzorkl 1 a 2 se lisily pouze o jedno procento.
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Obrazek 15: Viabilita a transfekéni u¢innost pozorovana pri porovnani zpiisobu pridavani DNA a IPEI st.
Tento graf zobrazuje hodnoty viability a transfekéni G¢innosti vzorkti 1-3 (viz Tabulka 3, str. 54). Hodnoty
viability a transfekéni ucinnosti byly v tomto pfipad€ naméfeny pomoci automatické pocitacky bunek.

5.4 TRANZIENTNI TRANSFEKCE LINI HEK293T A MEXi-293E

5.4.1 Optimalizace transfekéniho postupu

V piipadé této transfekce byly podobné jako v piipadé predeslé transfekce (viz kap. 5.3,
str. 53) porovnavany razné zplusoby vpraveni DNA a IPEI st. do bunéénych linii. U této
transfekce byly postupy porovnadvany mezi bunénymi liniemi HEK293T a MEXi-293E. Jako
v ptipad¢ minul¢ transfekce (viz Tabulka 3, str. 54) byl porovnavan postup ,,MEXi*, inkubace
transfek¢éni smési v PBS-TK pufru nebo v 1 ml transfekéniho média MEXi-TM (viz Tabulka
4, str. 56). U pre-inkubace DNA a IPEI st. v 1 ml média bylo sledovano rtizné mnozstvi
plazmidu pro GFP — pfidavéna byla bud’ pouze DNA pro GFP, nebo DNA pro GFP a SEAP

v poméru 1:9 (w/w).

Vzorky T-Ex 1 a E-Mex 1 byly transfekovany postupem ,MEXi“ (viz Tabulka 1,
str. 44). U vzorkl T-Ex 2 a E-Mex 2 doslo k pre-inkubaci roztoku DNA a IPEI st. v PBS-TK.
K inkubaci roztoku DNA s IPEI st. doslo i v pfipad€ vzorkid T-Ex 3, T-Ex 4, E-Mex 3 a E-
Mex 4. K vzorkliim T-Ex 4 a E-Mex 4 byl kromé& plazmidu pro GFP piidavan taky plazmid
pro SEAP tak, aby byly plazmidy v hmotnostnim poméru 9:1 (SEAP:GFP).
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Tabulka 4: Tranzientni transfekce bunéénych linii HEK293T a MEXi-293E. Tato tabulka slouzi jako souhrn
vSech pouzitych mnoZstvi a parametri. Vzorky byly transfekovany ve 25cm? plastovych kultivaénich 1ahvich
s neupravenym povrchem v nizké hustoté (2-10° bunék/ml) v médiu MEXi-TM. Roztoky DNA se standardnim
IPEI (IPEI st.) byly ke vzorkiim pfidavany v poméru 1:4 (w/w). Porovnavan byl postup ,,MEXi‘* (viz Tabulka 1,
str. 44), inkubace DNA a IPEI st. v pufru PBS-TK, nebo v 1 ml transfekéniho média MEXi-TM.

Vzorek

T-Ex1

T-Ex 2

T-Ex3

T-Ex4

Kultivaéni Pocet | Hustota
Buriky - Lahev| Médium |bun&k| bunék
médium

[10°] [[10%/ml]

pl. | MEXi-TM 10 2

pl. | MEXi-TM| 10 2

pl. | MEXi-TM| 10 2

pl. | MEXi-TM| 10 2

pl. | MEXi-TM| 10 2

pl. | MEXi-TM| 10 2

pl. | MEXi-TM| 10 2

pl. | MEXi-TM| 10 2

Transfekce

DNA:IPEI st. Vektor/y
(w/w) (w/w)
1:4 pTW5_GFP
1:4 pTW5_GFP
1:4 pTW5_GFP
pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP
1:4
9:1
1:4 pTW5_GFP
1:4 pTW5_GFP
1:4 pTW5_GFP
1:4 pTW5sec_SEAP:pTW5_GFP

9:1

5.4.2 Viabilita a bunéénd hustota HEK293T a MEXi-293E v pribéhu 2 dni

Po tranzientni transfekci bunéénych liniit HEK29T a MEXi-293E byla v prib¢hu dvou

dni sledovana jejich viabilita a buné&fnd hustota. Hodnoty byly méfeny hemocytometrem

a automatickou pocitatkou bun€k Corning Cell Counter a zaroven i pomoci automatické

pocitacky bunék Automated cell counter Fluo (VWR) s jednordzovymi pocitacimi komtrkami

(viz kap. 4.2.3, str. 38). Vysledky byly shrnuty pomoci sloupcového grafu v programu

GraphPad Prism.
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Viabilita po jednom dni byla u vzorki HEK293T i MEXi-293E pomérné vysoka
(viz Obrazek 16, str. 57). V ptipadé vzorkit HEK293T byly tyto hodnoty nizsi, nez u vzork
MEXi-293E. M¢teni viability vzorkti pokracovalo i druhy den po jejich transfekci (viz
Obrazek 16, str. 57). U transfekované bunééné linie HEK293T byl sledovan pokles viability.
V ptipadé vzorki T-Ex 1 a T-Ex 3 nebylo mozné naméfit viabilitu. U vzorku T-Ex 2 nebyla
hodnota viability moc odli$na, v pfipadé T-Ex 4 doslo k jejimu mirnému narustu. Naopak
u transfekovanych bunék MEXi-293E byl sledovan mirny pokles viability u kazdého vzorku,

(24

a to pti pouziti obou méticich pristroji (viz Obrazek 18, str. 59).
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Obrazek 16: Viabilita transfekovanych bunéénych linii HEK293T a MEXi-293E stanovena po 1. a 2. dnu
od transfekce. Na tomto obrazku jsou graficky znazornény hodnoty viability u transfekovanych vzorktt HEK283T
a MEXi-293E bunék. Na panelech A a C byla vyhodnocena viabilita vzorkti s HEK293T buiitkami, kde slab¢ zelené
sloupce byly hodnoty viability naméfené hemocytometrem a pocitackou Corning, silné zelené lze vidét hodnoty
zjisténé automatickou pocitackou bunék VWR. Stejné byly nameéteny i vzorky transfekované bunécéné linie MEXi-
293E (panely B a D), kde slabé Cerven¢ je zndzornéna viabilita naméfena pomoci hemocytometru a pocitacky
Corning, siln¢ ¢ervené pomoci automatické pocitacky bunék VWR.
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A

Meg¢teny byly zarovenn i bunécné hustoty jednotlivych vzorkd, znovu jak pomoci

hemocytometru a automatické pocitacky bunék Corning, tak i pomoci automatické pocitacky

bunék od VWR (viz Obrazek 17, str. 58). U bunécné linie HEK293T Ize u vzork T-Ex 2 a T-

Ex 4 v pribéhu dvou dni vidét nartst hustoty. V pripad¢ vzorkii T-Ex 1 a T-Ex 3 byly bunky

druhy den po transfekci mrtvé. U MEXi-293E v priabéhu dvou dni nebyl sledovan vyrazny rist.
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Obrazek 17: Bunééna hustota linii HEK293T a MEXi-293E stanovena po 1. a 2. dnu od transfekce.
Napanelech A a C se jedna o bunéfnou linii HEK293T, kde silné zelenou jsou hodnoty naméfené
hemocytometrem a pocitatkou Corning a slabé zelené pomoci automatické pocitacky bunék VWR. U paneli B
a D se jednd o bunéénou linii MEXi-293E, kde siln¢ cervené jsou hodnoty naméfené pomoci hemocytometru a

pocitacky Corning a slabé ¢ervené automatickou pocitackou bun¢k VWR.
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5.4.3 Vyhodnoceni transfekéni uc¢innosti po 1. a 2. dni

Podobné jako viabilita (viz kap. 5.4.2, str. 56) byla u vzorki T-Ex (1-4) a E-Mex (1-4)
(viz kap. 5.4.1, str. 55) po prvnim a druhém dni vyhodnocena i transfekéni ucinnost. Mira

fluorescence GFP byla méfena pomoci automatické pocitacky bunék VWR (viz 4.4.2, str. 41).

V ptipad¢ bunééné linie HEK293T byla v pribéhu dvou dni sledovdna nejvyssi
uspésnost transfekce u vzorku T-Ex 2, a to pouze 2 %. V porovnani s prvnim dnem
(viz Obrazek 18, str. 59) nebyla u vzorkti T-Ex 1, T-Ex 3 a T-Ex 4 naméfena zadna mira

fluorescence GFP a u vzorku T-Ex 2 méla transfek¢ni u€innost poloviéni hodnotu.

U vzorkll predstavujicich transfekované bunééné linie MEXi-293E byly miry
fluorescence GFP o néco ptiznivéjsi (viz Obrazek 19, str. 60). Prvni den byly tyto hodnoty
u vétSiny vzorkd o néco nizsi, nez druhy den po transfekci. Nejvetsi transfekéni ucinnost byla
naméiena u vzorku E-Mex 1, kde byly DNA a IPEI st. ptfidany podle postupu ,,MEXi*
(viz Tabulka 4, str. 56). Na druhy den byl sledovan nariist u¢innosti transfekce u vzorku E-
Mex 3, kde byl nejdiiv roztok plazmidu pro GFP inkubovan s IPEI st. v 1 ml transfekéniho
média. Dalsi vzrist fluorescencniho signalu GFP nastal i u vzorku E-Mex 4. Postup piipravy

transfek¢éniho roztoku, tedy smichani DNA s IPEI v 1 ml média byl proveden taktéz, rozdil
spocival v tom, ze byl pouzit plazmid pro SEAP a GFP v poméru 9:1 (w/w).
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Obrazek 18: Vyhodnoceni uspéSnosti transfekce u vzorkid bunééné linie HEK293T po 1. a 2. dnu
od transfekce. Na obrazku je barevné rozliSena naméfena transfekeni u€innost HEK293T prvni (silné zelend) a
druhy (slab& zelend) den po tranzientni transfekci v nizké hustot€ (2:10° bunék/ml) v médiu MEXi-TM
(viz Tabulka 4, str. 56). Méfeni bylo provedeno pomoci automatické pocitacky bun¢k VWR.
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Uspésnost transfekce MEXi-293E
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Obrazek 19: Vyhodnoceni uspésnosti transfekce u vzorki bunééné linie MEXi-293E po 1. a 2. dnu
od transfekce. Na obrazku je barevné rozliSena namétena transfekéni uc¢innost MEXi-293E prvni (siln€ cervend)
a druhy (slab& &ervena) den po tranzientni transfekci v nizké hustoté (2-10° bun&k/ml) v médiu MEXi-TM
(viz Tabulka 4, str. 56). Méfeni bylo provedeno pomoci automatické pocitacky bunek VWR.
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6. DISKUSE

Hlavnim cilem této bakaléi'ské prace byla optimalizace rekombinantni exprese proteint
v lidské bunécné linii HEK293T a MEXi-293E. Cilem bylo stanovit optimalni podminky
pro dosazeni vyssi UspéSnosti exprese a sekrece proteind. K tomu byla vyuzita metoda
tranzientni transfekce, pfi niz byl pfenos r-DNA uskute¢nén chemicky, pomoci IPEL V ramci
experimentll byly testovany rtizné podminky a postupy za ucelem sledovani transfekéni a
produkéni c¢innosti. Pro optimalizaci podminek byly pouZity reportérové proteiny GFP a
SEAP, které umoZznily snadné sledovani exprese a sekrece. Plazmidy obsahujici tyto

reportérove proteiny byly jiz diive pfipraveny Mgr. Editou Poldchovou [120].

V prvni fadé byla u linii HEK293T a MEXi-293E optimalizovdna bunéfna hustota
béhem transfekce, stejné jako metoda, kterou byly DNA a IPEI st. piidany k bunééné suspenzi.
Pti vysokohustotni transfekci v jamce 6jamkové desticky nebyly hodnoty uspésnosti transfekce
vyrazné, piestoze kazdy vzorek mél viabilitu nad 90 % (viz Obrazek 7, str. 45). Vzhledem
k této nevyhodé¢ a taky Casové narocnosti bylo od tohoto postupu upusténo. Zajimavé bylo,
ze nejvyssi ucinnost transfekce byla zaznamenana u bunécéné linie HEK293T pfi pouziti bez-
sérového transfekéniho média MEXi-TM urceného pro linit MEXi-293E. Tento postup, ktery
na rozdil od média ExCELL 293 nevyzaduje vysokou bunécnou hustotu a také Casovou
prodlevu spojenou s inkubaci bun¢k s DNA a PEI ve vysoké hustoté pred jejich néaslednym
vyfedénim do finalni bunécné hustoty, se ukdzal pro optimalizaci tranzientni transfekce

v malém objemu média mnohem vyhodnéjsi, a proto byl pouzit i v dalSich experimentech.

V réamci dal$i transfekce byly optimalizovany podminky pouze pro bunécnou linii
HEK293T, ktera je v laboratofi jiz dlouhodobé rutinné pouzivana, zatimco linie MEXi-293E
ptedstavuje novinku — i proto jsme pro ni chtéli podminky transfekce optimalizovat a pokud
mozno porovnat obé linie nejen co do jejich transfekovatelnosti, ale i produktivity. Vysledky
uspésnosti transfekce vSak i v tomto pfipadé¢ vykazovaly nekonzistentnost (viz kap. 5.2.2,
str. 48). Pfestoze byla viabilita bunék pomérné vysokd, vzorek transfekovany postupem

vvvvvv

zahrnujici pre-inkubaci DNA s IPEI st.
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Aby bylo mozné sledovat co nejvice parametrl a soucasné Setfit buiikami, byl navrzen
postup nizkohustotni transfekce v plastovych kultivaénich lahvich s neupravenym povrchem
(25 cm?). Pfed samotnou transfekci byla testovana schopnost preziti bunék v plastovych lahvich
s riznymi objemy bun&éné suspenze (vzdy o hustoté 2-10¢ bungk/ml). U objemu 10 ml nebyla
zaznamenana vyraznd zmeéna viability bun€k, a tento objem byl tedy zvolen jako vychozi
pro nasledujici transfekce. Dalsi vyhodou plastovych ldhvi byla jejich mensi velikost,
coz umoznilo kultivaci vét§tho mnozstvi kultur zaroven, a tedy provedeni vétsiho mnozstvi
pokusii najednou, pticemz odpadla nutnost pracného myti a sterilizace sklenénych lahvi. Tento

postup byl pouzit prfi optimalizaci poméru DNA a tii typt IPEL

Z hlediska optimalizace transfekce je pomér DNA:IPEI kliCovym faktorem. Volba
spravného poméru zajisStuje optimalni prabeh transfekce, od formovani nanocastic
az po uvolnéni DNA uvnitt bun€k. V mnoha publikacich jsou uvadény rizné poméry, které

zavisi na pouZitém transfekénim médiu a typu zakoupeného IPEL.

V podminkach tranzientni transfekce provadéné v Laboratofi strukturni biochemie
imunitniho rozpoznavani byly sledovany podobné trendy u vSech tii typt IPEI — standardniho
IPEI st. (25 kDa), komer¢niho IPEI Max (40 kDa) a synteticky ptipraveného IPEI* (40 kDa).
V ptipadé IPEI st. a IPEI Max byly pozorovany poméry v rozmezi 1:1 az 1:4, pficemz nejvyssi
uspésnost transfekce a produkce byla vzdy dosazena pti poméru 1:4. Porovnanim naméfenych
hodnot u vzorki transfekovanych IPEI st. a IPEI Max se ukdzalo, ze hodnoty byly nizsi
u komerc¢niho IPEI Max. U IPEI* byla tranzientni transfekce provedena i pti vysSich pomérech
DNA:IPEI*, konkrétné 1:5 a 1:6. U téchto pomért vsak doslo k poklesu transfekéni ucinnosti

a produkce r-proteinii (Obrazek 14, str. 53).

Podobné vysledky vychazeji z mnohych studii, které ukazuji, Ze optimalni molekulova
hmotnost k zajisténi efektivni transfekce se pohybuje v intervalu 20-30 kDa. Nejvyssi
transfekcni G€innosti byly zaznamenany u IPEI s molekulovou hmotnosti 25 kDa [125]. Pouziti
IPEI s vyS$si molekulovou hmotnosti také prokazalo urcitou efektivitu, avSak pouze do urcitych
koncentraci s ohledem na inkubaéni dobu [126]. Tyto efekty byly pozorovany jak u IPEI st.
s molekulovou hmotnosti 25 kDa, tak u IPEI Max s molekulovou hmotnosti 40 kDa. U IPEIT*,
kde byly sledovany i vyssi pomeéry, byl sledovan zajimavy trend také pfi vysSich pomeérech.
Nejvyssi Uspésnost transfekce a zarovei 1 produkce byla u poméru 1:4, u poméri 1:5 a 1:6
je sledovan jejich pokles. To by tedy mohlo znamenat, Ze u téchto poméri nebyla vytvotfena
spravna rovnovaha naboji komplexu DNA s IPEI, ¢imZ nedoslo k efektivnimu vychytavani
lipoplexti zaporné nabitou membranou buné¢k HEK293T.
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DalSim moznym vysvétlenim je, Ze nadbytek PEI v buiice brani pfenosu DNA do jadra,
pro néjz musi dojit k disociaci plazmidu od PEI popt. Ze nadbytek PEI brani transkripci z DNA
do mRNA. Prilisny nadbytek PEI ma také typicky negativni vliv na viabilitu transfekovanych
bun¢k. Na druhou stranu, pokud se podivame na hodnoty produktivity bun¢k sledované skrze
stanoveni aktivity SEAP, lze fici, ze médium odebrané z kultury transfekované IPEI*
za identickych podminek jako pomoci IPEI st. vykazuje pfiblizné trojndsobnou miru aktivity
SEAP (viz Obrazek 12 a 14, str. 51 a 53). To jednak prokazuje, ze IPEI* syntetizovany v nasi
laboratofi je mozné pouzit jako transfekéni ¢inidlo, ale navic 1 naznacuje, ze po dalsi

optimalizaci by IPEI* mohl byt vhodnou, u¢innou a levnou nahradou komercnich PEL.

Pro stanoveni viability, bunécné hustoty 1 UspéSnosti transfekce byly pouZzivany
a porovnavany dvé ruzné automatické pocitacky bunék, jedna vyuzivajici standardni
hemocytometr (pocitatka Corning), druha jednoradzové pocitaci komurky (fluorescencni
pocitacka od VWR; viz kap. 4.2.3, str. 38, a kap. 4.4.2, str. 41). V porovnani s méfenim pomoci
FACS bylo pouziti automatického pocitadla bun¢k jednodussi. K méteni bylo odebrano pouze
20 pl bunééné suspenze, coz mohlo ovlivnit piesnost vysledkt, a to z n¢kolika diivodi. Mohlo
dojit ke nedostatecnému promichéni bunécéné suspenze nebo k odebrani c¢asti, kde nebylo
dostatek bun¢k. V tomto méteni (viz Obrazek 15, str. 55) byla nejlepsi transfekéni G¢innost

nameétena pii inkubaci DNA a IPEI st. v 1 ml transfek¢niho média.

Dalsim zajimavym pozorovanim bylo méfeni hodnot viability a jejich porovnani mezi
hemocytometrem ve spojeni s poc¢itacCkou Corning a automatickou pocitackou bun¢k od VWR.
Tyto hodnoty byly méfeny u obou bunéénych linii HEK293T a MEXI-293E béhem dvou dni.
Jak plyne z vysledki (viz Obrazek 16, str. 57), i pfes ptiznivé hodnoty viability u HEK293T

pted transfekci mély dva ze Etyt vzorkid druhy den po transfekci nulovou viabilitu.

Podobné jako u méfeni viability pomoci automatické pocitacky bunck, chyby mohly
nastat také v ptfipadé¢ méfeni hemocytometrem. Chyba mohla nastat jak pii odbéru vzorku, tak
1 pfi jeho barveni trypanovou modii. To mohlo vést k nespravnému vypoctu objemu bunécné
suspenze pro tranzientni transfekci, coZ ma vliv na kultivaci a vyslednou viabilitu. K podobnym
problémim mohlo dojit také pii subkultivaci bunék. Tim by byl vypocten nespravny objem

bunécné suspenze potfebné k subkultivaci, coZ mohlo opét ovlivnit vyslednou viabilitu bunék.
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U posledniho méfeni byla v priitbéhu dvou dni kromé viability méfena také tispéSnost
transfekce (viz kap. 5.4.3, str. 59). K tomu byla pouzita automaticka pocitacka bunék od VWR.
Bunécnd linie HEK293T celkové nevykazovala zndmky uspésné transfekce, coz mohlo byt
zpusobeno nespravnym métenim jeji viability, ¢i neznamou kontaminaci vedouci k rychlému
provedena postupem pro transfekéni médium MEXi-TM (viz Obrazek 19, str. 60). Je dulezité
zminit, ze pro ¢tvrty vzorek, kde byla DNA s IPEI (1:4) pre-inkubovana v 1 ml transfekéniho
¢inidla, byl plazmid pro GFP ptidan pouze z 10 % celkového mnozstvi DNA (viz Tabulka 4,
str. 56). Zbylych 90 % tvoftil plazmid pro SEAP. Je tedy pravdépodobné, Ze v piipadé ptidani

pouze plazmidu pro GFP by mohla byt vysledné pozorovana tspé$nost transfekce vyssi.

Dalsi zvlastnosti u téchto vysledki je o néco vyssi transfekéni UCinnost az druhy den
po transfekci (viz Obrazek 19, str. 60). To naznacuje, Ze chyba mohla nastat v rastu bunécné
linie MEXi-293E. Jelikoz se jednalo o nedavno rozmrazeny alikvot, je mozné, ze tyto buiiky
nebyly jesté schopné rist plné exponencialné. Pfi méfeni bunécné hustoty (viz Obrazek 17,
str. 58) byla tato skutecnost potvrzena. Pomaly rist bun¢k mohl tim padem zpomalit i proces

exprese GFP.
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7. ZAVER
o Byla optimalizovana transfekce v bunéénych liniich HEK293T a MEXi-293E pouzitim

plazmidi kodujicich reportérové proteiny GFP a SEAP:

o pomér DNA:IPEI (w/w)

Tabulka 5: Souhrn vyslednych optimalizaci DNA s tfemi typy IPEI (w/w).

Bunécna linie Transfekéni médium Typ IPEI DNA:IPEI (w/w)
HEK293T MEXi-TM IPEI st. 1:4
HEKT293T MEXi-TM IPEI Max 1:4
HEK293T MEXi-TM IPEI* 1:4

o prubéh transfekce

Tabulka 6: Souhrn optimalizovanych podminek k tranzientni transfekei.

Bunécna hustota Transfekce Lahev
P N . lastova kultivacni s neupravenym
nizka (2-10° bunék/ml) v lahvi P P y
povrchem
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