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TRANSFEKCE

» Prenos cizorodé DNA pomoci vektorU

» Vektory - molekuly DNA do nichz je
vClenén gen zajmu

» NejCastéji se pouzivaji plazmidy - malé
bakterialni kruhové molekuly DNA

» SIRNA (in vitro i in vivn)
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TRANSFEKTANTI

» Cilem je vneseni cizorodé DNA do jadra eukaryotickych bunék
» Transfektanti — bunky obsahujici cizorodou DNA

— Stabilni tranfektanti: cizoroda DNA se vcClenila do bunécného
genomu

— Tranzientni transfektanti: cizoroda DNA neni integrovana do
genomu, geny v plazmidu jsou pfepisovany jen po omezenou
dobu cca 24 az 96 hodin

https://lwww.thermofisher.com/content/dam/Life Tech/global/life-sciences/ProteinExpressionAnalysis/Images/0714/sho-transfection.jpg



DULEZITE PARAMETRY

» Pro transfekci je vhodna 40 — 80 % konfluence bunék
— Malo bunék — bb nejsou v kontaktu a rostou Spatné
— Mnoho bunék — kontaktni inhibice, zastaveni v GO vede k
rezistenci k pruniku DNA i jinych makromolekul
» DNA pronika Iépe do aktivne se delicich bunéek nez do
GO
— V prubéhu mitézy dochazi k rozlozeni jaderné membrany,
coz umozni pranik DNA do jadra
» U primarnich kultur je kriticke Cislo pasaze
» V sadé experimentu by se Cislo pasaze nemélo pfilis lisit
— U imortalizovanych linii se meni charakteristika bunek v
prubéhu €asu a proto je mozné Ze nereaguji stejné i kdyz
se transfekce provadi pfi stejnych podminkach



NEJCASTEJSI METODY TRANSFEKCE

» Smés negativné nabiteho Ca(H,PO,), a pozitivné nabitého
CaCl, tvori precipitat, do kterého se navaze DNA

» Kationické polymery DEAE-dextran, polyetylenimin (PEI) —
negativné nabita DNA se navaze na polykation a endocytozou
se prenese do bunék

» Liposomy (lipofectamin) — DNA je obalena lipidovou
kapsulkou, ktera maze fuzovat s membranou

% Fugene — nezname slozeni neliposomalniho typu, etanol
» Elektroporace — vytvoreni péra (Neon)

Krevni buriky je mozné transfekovat jen elektroporaci



VAPENATE IONTY

Ga-l--l-

Ca-l--l-

Calcium
phosphate

» Smichani DNA s CaCl,
» Pridani smeési do roztoku Ca(H,PO,),
» Tvorba precipitatu, ktery se prida k bb

» Pohlceni precipitatu endocytézou nebo fagocytozou ona

GH.II

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10-0826 transfection_tutorial_interactive.pdf




PEI
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Kationické polymery jsou hydrofilicke, a proto jsou rozpustné
ve vodé

Jsou schopné velmi efektivné kondenzovat DNA (zaporny
naboj)

Komplexy DNA/PEI musi byt malé (< 100 nm)
Internalizace endocytozou

Akumulace v endosomecha a lyzosomech kolem jadra

Jen malé mnozstvi komplext z téchto organel unikne a
dostane se do jadra
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http://www.nano-lifescience.com/research/gene-delivery.html




LIPOFEKCE

» Kationicke lipidy — liposomy/lipoplexy (Lipofectamin)
» Jsou to amfifilické molekuly s kladné nabitou polarni ¢asti,
ktera je spojena s nepolarni hydrofobickou doménou

» Elektrostaticke interakce mezi kladnou Casti a negativne
nabitou DNA vede k tvorbé komplexu pohlcenych
endocytozou
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http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10-0826 transfection_tutorial_interactive.pdf



ELEKTROPORACE

» Vystaveni bunek elektrickemu
poli vede ke zvyseni
permeabilizace membrany

» Smés bunék a plazmidu v
pufru se v kyveté vlozi do
elektroporatoru

» Podminky

— proud kV/cm

— délka pulsu um-ms
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http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10-0826 transfection_tutorial_interactive.pdf




ELEKTROPORACE - NUKLEOFEKCE

77 » Kombinace elekiroporace a dalsich &inidel (Resuspension
| buffer R/T) pro zvySeni ucinnosti transfekce

» Elektrickym pulzem se narusi i jaderna membrana a
plazmid se dostane primo do jadra bunék — vysoka
efektivita




MENE CASTE METODY

» Magneticke kuliCky
— Paramagnetickeé kulicky pokryté vektorovou DNA jsou
pomoci magnetu vneseny do bunék

» Balisticke technologie (gene gun/bioballistic=biolistic)
— Castedky zlata s navazanym genem se vstieli do buné&k
» Mikroinjekce

— Sklenénou pipetou je vnesen roztok s DNA propichnutim
membrany (mikromanipulatory)

» Laserfekce/optoinjekce

— Pomoci objektivou s vysokou aperturou je svétlo
zaostfeno na bod (cca 1 um v prumeéru) po setinu
sekundy, Cimz se narusi cytoplazmaticka membrana

» Metody zalozené na pouZziti virt (infekce)



PLUSY A MINUSY

» PEI
+ cenalefektivita
- nutnost vymény meédia (toxicita)
» Lipofectamine
+ efektivita
- nutnost vymény média, cena
» NEON
+ efektivita, neni nutno ménit médium, pouziti na krevni buriky
- cena
» Fugene
+ efektivita, neni nutno ménit médium
- cena

Rozhodujici je pomeér efektivita : cena




MOZNOSTI VYUZITI TRANSFEKCE

Transfekci je mozné ovlivnit

» Molekularni mechanismy zahrnuté v kontrole
bunécné proliferace, diferenciace, preziti/smrti

» zmenu bunécného fenotypu a mezibunecné
komunikace

» Uvedené procesy hraji ulohu ve vyvoji nadorovych
onemocneni a mohou byt potencionalné vyuzity v
protinadorove terapii.

Transfekci muzeme vnést do bunék také

» Reportéerovy plazmid (BGAL, LUC, CAT...)

» Expresni plazmid (konjugat proteinu a
fluorescencniho proteinu — GFP, YFP, mCherry...)

» SiRNA (cileny knock-out genu)




Experiment

» Transfekce bunék riznymi transfekCnimi Cinidly:
— PEI
— Lipofectamin
— Fugene
— Nukleofekce Neonem
— Negativni kontrola

» Vektor: konstrukt s GFP (koncentrace)

» Hodnoceni ucCinnosti
— Odhad pomoci fluorescencniho mikroskopu
— Kvantifikace pomoci prutokového cytometru




Vektor pMaxGFP (AMAXA)

» GFP izolovany z planktonoveho korySe Pontellina

Plumata
ESp 31(7)
Eco 311 (18)
NSil (27)
Gen pro | Promotor |
rezistenci\ / z cytomegaloviru
Esp 31 (2667) __, pmaxGFP

(3486 bp) 3
— Kpnl(980)
Nhel (988)
EcodTIll (933)
Agel (997)

Pocatek
— T Protein zajmu

replikace

BspTI (1891) Bglll (
Eco31l (1896) Xhol (1680)
Ecs?ﬁl (1909) Sa?l 1687) p0|yA koneC
z SV40 viru

Plasmid map of pmaxGFP, encoding the new green
fluorescent protein from Pontellina sp.



Postup experimentu

» Transfekce provedena 24 predem

» Odhad ucinnosti transfekce pomoci fluorescencniho
mikroskopu

» Uvolnéni bb z povrchu misek — trypsin/EDTA 5 min/37 C
» Polovina vzorku nabarvena live/dead probe (umirajici b.)

» Suspenze bunék hodnocena kvantitativnhé pomoci prutokového
cytometru Accuri, kanal FL1

» Srovnani vysledku



ODHAD UCINNOSTI TRANSFEKCE GFP




KVANTITATIVNI VYHODNOCENI UCINNOSTI

Méreni zelené fluorescence GFP proteinu (kanal F1)
prutokovym cytometrem Accuri C6

(F1ells] 04_00031737 Z06.LMD  FLA Log- ADC

Events

iGI.FP posithe

L
107

FL4 Lag
Fluorescence

(F1)[Cells] 04 00031737 206 LMD - FL4 Log

Region Number % Total %Gated X-Median 50.0
ATL 5725 90 82 10000 183

GFP positive 2721 4316 4733 89

X-Mean X-CV
123 0.00
250 0.00




SHRNUTI

http://imgur.com/gallery/MaR3ubp



KONFOKALNI MIKROSKOPIE

VySsi rozliSovaci schopnost dana detekci
svetla pouze z ohniskoveé roviny

Widefield Versus Point Scanning of Specimens
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Figure 2

http://www.microscopyu.com/articles/confocal/confocalintrobasics.html



Princip fluorescence

* Ozareni fluorochromu zarenim pfislusné vinové délky vedek k excitaci molekul
na orbital s vy$Si energii a navrat do pavodni energetické roviny je doprovazen
vyzarenim energie ve formé fotonu.

* lyzarené (emitované) svétlo ma vzdy delSi vinovou délku nez exitacni paprsek

(Stokesuv posun).

Stokes’ Observation
uv
Absorption

Fi Visible
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Figure 1 @ Emission

Principle of Excitation and Emission
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Specimen Figure 3



Skenovaci (rastrovaci) konfokalni mikroskop
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http://www.microscopyu.com/articles/confocal/confocalintrobasics.html




Rotujici (Nipkowuyv) disk

— Spread Laser
- Beam

Figure 5

Nipkow Disk Objective
Optical |

Configuration {%—Mlm

http://www.microscopyu.com/articles/confocal/confocalintrobasics.html



Rozdil mezi fluorescencni a konfokalni mikroskopii

Confocal

Standard
Fluorescence




Priprava vzorku

Slide

Immersion

Obijective

m=1833

S——
B —
=Medinmo Refractive-Index:
Water-o 1.333o
100% PBS-pH-8,95 1.33480
50%0 Vectashield-+50% PBSC 1.39c
50%--PBS-pH-8,9-+50% Glycerolc 1.40630
80% Glycerol/20% Waterc 1.451a
100%- Vectashieldo 1.45230
100% Glycerola 1.46o
50% Vectashield-+-50% Glycerolz 1.4634c
Moviola 146
Kaisers-glycerol-jellyo 1.47c
Oilo 1.5182
Canada-balms 1.52250
1
Glasso [1.51a




Vyhody konfokalni mikroskopie

» Zabrani zkresleni (rozmazani) obrazu vlivem paprsku
prichazejicich z roviny nad a pod rovinou ostrosti

» Umoznuje zhotoveni 3D obrazu (kromé x a y pouziva
OSu z) z vice rovin ostrosti

» Pouziti Nipkowova disku zrychluje snimani az na 60
snimkU za sekundu

» Vhodné pro zkoumani topologie organel




video on line
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s zakazky/ode15/

045-medalova/DNA.mp4.video

ke stazeni
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s zakazky/ode15/
045-medalova/DNA.mp4
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