Tipy a triky pro uspésnou transfekci pomoci nevirovych chemickych metod transfekce

Nevirové metody transfekce Ize seskupit na fyzikalni a chemické metody. Metody chemické
transfekce jsou zaloZeny na elektrostatické vazbé nukleovych kyselin s nosnymi konstrukty za vzniku
lipoplext nebo polyplexd, v zavislosti na tom, zda pochazeji z pozitivné nabitych lipozom0/lipidd
nebo polymerd.

VSechny metody chemické transfekce vykazuji podobné silné a slabé stranky, protoze se fidi
podobnym mechanismem. Védét to mliZze pomoci vyhnout se chybam a zlepsit vysledky.

Cistota nukleovych kyselin

V zasadé je tfeba vzit v vahu vysokou kvalitu pouZitych nukleovych kyselin. Pokud se pfi transfekci
pouziji syntetické konstrukty — jako je tomu napfiklad u siRNA — kvalita nabizena vétSinou vyrobcl je
obecné dostatecna.

Pokud se vsak k syntéze konstruktd pouZiji bezbunécné biologické systémy, bunécné kultury nebo
bakterie, je tfeba tomuto tématu vénovat vice pozornosti.

Na jedné strané je tfeba dbat na to, aby se zabranilo necistotam s necilovymi nukleovymi kyselinami,
které mohou snizit poZzadovany vysledek nebo narusit efekty ,,mimo cil”.

Zejména by vsak méla byt sttedem pozornosti kontaminace. To Ize detekovat vrozenym imunitnim
systémem bunék — jako je tomu napfiklad v pfipadé plazmid(i produkovanych v kmenech E.coli.

Pokud takové plazmidy neobsahuiji lipopolysacharidy nebo endotoxiny, icinnost transfekce maze byt
znacné snizena.

Vrozeny imunitni systém mnoha typ( bunék je schopen detekovat takové endotoxiny
prostfednictvim Toll-like receptoru 4. Obranny stav nastdva jako reakce, coz ztéZuje transfekci.

Purifikace plazmid( metodou "miniprep" neodstranuje dostateéné endotoxiny. Pfi pouziti Cisticich
souprav je tfeba dbat na to, aby splfiovaly kvalitativni poZadavek ,bez endotoxin“.
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Zdravi bunék

Aby byla transfekce Uspésna, musi byt bunky zdravé. Zatimco bakteridlni kontaminace muze rychle
vést ke ztraté kultur, necistoty na bazi plisni, a zejména mykoplazmata, ¢asto nejsou rozpoznany a
zUstavaji latentné pritomny v kultufe Zivych bunék.

Nicméné poufZiti antibiotickych Cinidel, jako je penicilin / streptomycin k prevenci bakterialni
kontaminace, podporuje moznost kontaminace mikroorganismy, které tato antibiotika nezabijeji,
jako jsou houby a mykoplazmata.

Tento dlvod je nasledujici. Podle nasich zkusenosti jsou produkty pro bunééné kultury, které byly
drive podezielé z toho, Ze jsou vstupni branou pro vyskyt mykoplazmat nebo jinych kontaminant( —
jmenovité sérum a trypsin — nyni bezpecné, pokud jsou ziskavany od kvalitnich vyrobcu.

Hlavnimi zdroji kontaminace zUstavaji lidské zdroje a kfiZzova kontaminace. ProtozZe je vyloucena
selektivni kontaminace mykoplazmaty nebo houbami, nejlepsi ochranou je kultivace bunék bez
antibiotik.

Pro zkuseny personal to neni problém. Pokud vSak dojde ke kontaminaci, okamzité to povede k
viditelnému ristu bakterii a tim také ke ztraté kultury.

ProtoZe vétSina bunécnych kultur je snadno vyménitelnd, neni to velky problém. Pouzivani antibiotik
také snizuje riziko kfizové kontaminace.

Riziko kfizové kontaminace lze déle sniZit pfijetim rdznych dalSich opatfeni. Zmrazené buriky mohou
byt napfiklad skladovany v plynné fazi nad kapalnym dusikem v kryogennich nadobach namisto v
samotném kapalném dusiku. Prostorové a ¢asové oddéleni prace bunécné kultury od rGznych kultur
dale snizuje riziko. Nicméné monitorovani bunék, zejména s ohledem na mykoplazmata, by nemélo
byt opomenuto. Podle naseho ndzoru nejsou metody barveni v tomto pripadé dostatecné spolehlivé.
Detekéni soupravy zaloZzené na PCR (napt. MycoSPY® nebo MycoSPY® Master Mix) jsou ponékud
slozitéjsi, ale extrémné spolehlivé.

Mykoplazmata

Mykoplazmata jsou vaznym problémem ve vyzkumu bunécéné biologie. Jsou extrémné rozsifené a
Casto nejsou odhaleny.

Mykoplazmata jsou bakterie, které nejsou zabity béZnymi antibiotiky, jako je penicilin nebo
streptomycin, a nejsou viditelné pod mikroskopem. Mykoplazmata jsou detekovana burnkou
prostfednictvim vrozeného imunitniho systému. Vysledkem je, Ze bufiky zaujimaji obranny stav, ktery
ztéZuje transfekci. Bunky také proliferuji pomaleji nez obvykle, coz je dalsi inhibitor Uspésné
transfekce. Celkové mohou mykoplazmata zpUsobit sniZeni transfekovatelnosti bunék az o 95 %.



Comparison of maximum specific absorptions of HeLa- and HepG2-cells
with/without mycoplasma contamination
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Nedoporucujeme obecné profylaktické pouZiti antibiotik namirenych proti mykoplazmatim, protoze
by to podpofilo tvorbu rezistentnich kmenl mykoplazmat. Pokud je personal hlavnim zdrojem
kontaminace bakteriemi a mykoplazmaty, antibiotika by nejprve znicila vSechny mikroorganismy.
Pokud by se vyvinula rezistence vUci bakteriim, bakterie by pomérné rychle prekonaly bunécnou
kulturu a tim by kontaminovaly. Jinak tomu neni pfi tvorbé rezistentnich mykoplazmat, které by
bunécnou kulturu nepfemnozily. Pro oSetfeni bunécné kultury kontaminované mykoplazmaty
nabizime MycoRAZOR®.

Proliferace bunék pfi transfekci plazmidu

Na rozdil od transfekce RNA, ktera je nezdvisla na bunééném déleni a proliferaci, protoZe mistem
ucinku je cytosol, musi protein kddujici DNA vstoupit do bunécného jadra, aby nabyl Uc¢inku. ProtoZe
dosud nebyla zavedena Zadna Uspésna metoda pro aktivni transport plazmidd do bunééného jadra,
spoléhaji plazmidy na déleni bunék, aby vstoupily do jadra. Tento jev se také nazyva ,jadernd
bariéra“. Pomalu nebo nedélici se buriky (napf. neurony) jsou odpovidajicim zplsobem obtizné
transfekovatelné. Pokud se burika nedéli, pristup plazmid( do bunécného jadra je z velké ¢asti
blokovan. Existuji vSak ndznaky, Ze plazmidy s odpovidajicimi sekvencemi mohou byt transportovany
do bunécéného jadra prostrednictvim mechanismu transkripcnich faktor( "zavazadel".

Pro dosazeni optimalnich vysledkl s ohledem na vytéZzek bilkovin, napf. pro tvorbu vird, protilatek
nebo jinych proteind musi byt v dobé lipoplexovani zajisténa co nejvétsi bunécna proliferace.

Pokud je znam tento vztah mezi proliferaci a Uspéchem pfi transfekci plazmidy, Ize u¢innost
transfekce zvysit.

Médium a sérum

V prvni fadé je tfeba dbat na spravny vybér média. Literatura ¢asto navrhuje médium pro bunéény
typ, které nepodporuje proliferaci bunék optimalnim zplisobem. Nékdy lIze nalézt alternativni média

Vv

(Casto s vyssi koncentraci glukozy), kterd poskytuji lepsi proliferaci.

Na rychlost proliferace mlize mit vliv i kvalita séra. Opét by mélo byt zajisténo, Ze sérum splfiuje
pozadavky na kvalitu.



Pocet nasazenych bunék

V idealnim pripadé burky stejného typu sleduji stejnou rlistovou krivku. Ta se déli na fazi zpozdéni s
nizkou proliferaci (také znamou jako ,faze latence”) a logaritmickou fazi s logaritmickym rdstem. Jak
je vysvétleno vyse, je vyhodné pridat lipoplexy na zacatku log faze.

lag-phase —— log-phase
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Na rozdil od rozsifeného nazoru zacina log faze, kdyz buriky pokryvaji témér cely povrch ristu. Je to
proto, Ze koncept "konfluence", ve kterém buriky prestanou rast kvali kontaktni inhibici, vede k
predpokladu, Ze buriky, které jsou v kontaktu, zastavi rlist. Podminky v praxi jsou vsak jiné, jak je
vidét na nasledujicich obrazcich.

Hela cells almost at the beginning of the logphase Nearly confluent HelLa cells

Cilem by tedy mélo byt naockovani tolika bunék, kolik je nutné k dosazeni log faze v okamziku, kdy je
pridan lipoplex/polyplex. To ma za nasledek nejvyssi miru transfekovanych bunék a nejvyssi vytézek
proteinu. ProtoZe vsak uplyne pfiblizné 48 hodin, nez dojde k maximalini expresi protein(, vysledkem

je relativné husté rostouci bunécna kultura.



BohuZel, mnoho bunék se také odchyluje od tohoto rlistového chovani. Mohou se rychleji mnozit,
zpomalovat nebo vykazovat rlstovou kfivku s jinym pribéhem.

Prestoze vytvoreni rlstové kfivky pro vase vlastni burnky vyZaduje urcité usili, mQze se vam to
vyplatit, pokud chcete dosahnout optimalnich vysledk( transfekce.

Typical growing curve of COS7 cells
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Je-li cilem maximalni G¢innost transfekce a je vybran odpovidajici vysoky pocet bunék, mUze se stat —
zejména u rychle proliferujicich adherentnich bunék —, Ze kultura vstoupi do oblasti ,,nadmérné
splyvajici“, ve které se nékteré buriky oddéli a apoptotické. . Buriky jsou samoziejmé také stresovany
transfekci vysokymi hladinami nukleové kyseliny nezbytnymi pro maximalni uc¢innost transfekce.

Zda se tedy, Ze transfekované burky se oddéluji spiSe nez netransfekované. Transfekce plasmidy
kddujicimi GFP ¢asto umoziuje, aby byly tyto buriky mikroskopicky detekovany v bunééném
supernatantu.

Tyto buriky jiZz vétSinou nejsou vitalni, ale mohou pfispivat k vytéZzku proteind nebo vird. Pokud se
kultury pred sklizni nebo testem oplachnou, ziskaji se pouze dilci vysledky.

S ohledem na mikroskopické nebo rizné jiné studie bunécné biologie neni husta stresovana kultura
po transfekci ¢asto Zadoucim vysledkem. V dobé méreni transfekce je cilem dosahnout relativné
volného rlstu na rlstovém povrchu s co nejvyssi vitalitou bunék.



Toho Ize dosahnout naockovanim bunék odpovidajicim mensim poctem bunék na zacatku transfekce
a poté optimalizaci mnozstvi nukleové kyseliny a poméru mnozstvi nukleové kyseliny/¢inidla.

Ocekava se vsak, Ze mira transfekce zde bude vyrazné nizsi kv(li nizsi proliferaci. Alternativné lze
samoziejmé hustou transfekovanou kulturu také "naredit" subkultivaci.

Pokud mate co do ¢inéni s burikami, které se déli pomalu nebo vibec, mlzZe byt vhodné zvazit
transfekci mRNA. In vitro transkripéni systémy, které Ize pouzit k pripravé odpovidajici RNA, jsou
komercéné dostupné.

Parametr optimalizace: Pomér nukleova kyselina/¢inidlo a mnoZstvi lipoplex/polyplex

Mnozstvi lipoplext/polyplext musi byt pfizplsobeno poctu nasazenych bunék. Typ buriky uréuje
hladinu nukleové kyseliny, ktera je tolerovana. Pfilis vysoka mnozZstvi lipoplexu/polyplexu vedou k
toxickym nebo apoptotickym ucinkdim, zatimco pfilis nizka mnozstvi vedou k nizsi Géinnosti
transfekce. Ve skutecnosti je to obvykle nukleova kyselina uvolnénad v burice, kterd ma negativni vliv
na vitalitu bunék spiSe nez transfekéni ¢inidlo.

Lipoplexy/polyplexy mohou byt pfipraveny s riznym mnozstvim nukleové kyseliny a transfekéniho
¢inidla. Rozhodujicim faktorem pro transfekcni aktivitu je, Ze vysledny komplex ma cisty kladny naboj.
Komplexy s rGznym sloZenim vsak vykazuji rGznou ucinnost transfekce v zavislosti na pouzitém typu
buriky. Proto je nutné provést optimalizacni postup pro kazdy jednotlivy typ bunék pro pouziti se
specifickym transfekénim Cinidlem. Vyrobci zpravidla doporucuji rozumné optimalizacni parametry.

Optimalizace poméru nukleova kyselina/Cinidlo a optimalni mnoZstvi lipoplex/polyplex nebo
optimalni mnozstvi nukleové kyseliny pro dfive stanoveny pocet bunék se obvykle provadi soucasné,
protoZe tyto parametry nejsou na sobé zcela nezavislé. Pfirucky vyrobcl ¢asto obsahuji informace o
mnozstvi nukleovych kyselin pro rlizné nadoby pro kultivaci bunék. Kromé toho jsou obvykle uvedeny
rozsahy pro poméry nukleova kyselina/reagent. Uvedend rozmeszi je tfeba chapat jako empiricky
stanovené parametry, ve kterych jsou pravdépodobné optimalini vysledky. Je dllezité mit na paméti,
Ze rozsahy pro mnozstvi nukleovych kyselin se vztahuji k bunéénym hustotam, které umoznuji
maximalni ucinnost transfekce. Pokud jsou poZadovany nizsi hustoty bunék, musi byt tyto aspekty
pfizpUsobeny.

Lze pFedpokladat, Ze stabilita lipoplex( je upravena v poméru nukleova kyselina/€inidlo. Cim vice
¢inidla (lipidu) je pouZito, tim je lipoplex stabiln&jsi. Musi byt zfejmé, Ze lipoplexy nebo nukleové
kyseliny jsou degradovany bunkami, napf. nukledzami umisténymi v cytosolu, a proto maji omezenou
Zivotnost.

RUzné scénafe ovliviuji stabilitu lipoplext rtiznymi zpUsoby:

Pokud je mistem pUsobeni nukleové kyseliny cytosol (siRNA / mRNA), vysledky budou téZit z rychle
dosazené vysoké koncentrace nukleové kyseliny v cytosolu. V souladu s tim by mél byt lipoplex
kladné nabity, aby umoznil endocytdzu, ale jinak by mél byt méné stabilni, aby umoznil rychlé
uvolnéni nukleové kyseliny do cytosolu.



Pokud je mistem pUsobeni nukleové kyseliny bunééné jadro (plazmidy), mohou byt poméry rizné.
Bunikdm, které se stépi pomalu, prospiva napriklad, kdyz je lipoplex stabilnéjsi, takze lipoplex nebo
volnd nukleovd kyselina je stdle pfitomna v pozdéjsich bunécnych délenich.

Pozndmka: ProtozZe rychlost proliferace v kulture také zavisi na tom, kolik bunék bylo nasazeno pred
transfekci, optimalni mnozZstvi nukleové kyseliny a pomér nukleova kyselina: ¢inidlo se mize zménit,
pokud se zméni pocet nasazenych bunék!

Optimalni doba méreni

V zavislosti na typu buriky, reportéru nebo experimentu se mize ¢asové rozpéti pro optimalni
vysledek mezi transfekci a mérenim lisit. Reportér GFP a luciferdza maji mirné odlisné polocasy.
Optimalni doba, tj. maximalni exprese proteinu, je zde obecné stdle pfiblizné 36 az 48 hodin po
transfekci plasmidu. Pfi pouziti mRNA je tato doba vyrazné kratsi (asi 16-24 hodin). Vhodné ¢asové
useky pro knockdown detekci pomoci siRNA zavisi na metodé analyzy: kvantifikace mRNA (RT-qPCR)
nebo kvantifikace proteinu. KdyzZ je analyza provadéna na hladinach proteinu, polocas rozpadu
proteinu je hlavnim faktorem.

Konstrukce uspésného transfekéniho experimentu

Uspésny transfekéni experiment je tedy konstruovdn nasledovné:
Zajistéte kvalitu nukleové kyseliny
Zajistéte zdravi bunék
Pro transfekci plazmidu optimalizujte bunécnou proliferaci
Zadejte pocet bunék, které maji byt nasazeny (v zavislosti na cili experimentu)
Optimalizujte soucasné mnozstvi nukleové kyseliny a pomér nukleova kyselina/reagent
Vyhodnotte experiment v optimalni dobé méreni

Prilnavost k plastovym povrchlim a starnuti lipoplext

V zasadé maiji nabité molekuly, jako jsou nukleové kyseliny a kationtové lipidy nebo polymery,
tendenci pfilnout ke sklenénym a plastovym povrchim. Zatimco ztrata hmoty z toho vyplyvajici je
zanedbatelnd v pripadé vysoce koncentrovanych roztokd, podminky pro zfedéné roztoky pouzivané
pro tvorbu lipoplexu jsou odlisné. Podle nasich zkusenosti je tento efekt nevyhnutelny. Polypropylen
je stale nejlepsim z dostupnych materiall pro tvorbu lipoplexnich nadob (ptfed polystyrenem a
sklem). Proto je tfeba dbat na to, aby nafedéné roztoky zustaly v nddobach co nejkratsi dobu.

Lipoplexy maji také tendenci ulpivat na plastovych povrsich a navic ,starnout”. To znamen3, Ze
lipopolexe se shlukuji do vétsich celkd, které nemohou byt absorbovany bunkami v endocytdze, coz
snizuje jejich schopnost transfekce. Po vytvoreni lipoplexu byste tedy méli pokracovat v préci co
nejrychleji.



Up & downscaling

Vzhledem k tendenci lipoplexU pfilnout k plastovym povrchiim nelze transfekéni experimenty
jednoduse prenést do rlizné velkych kultivaénich nadob na zakladé proporcionality ristovych
povrchll. U 96jamkové desticky je volny plastovy povrch vélcovych bocnich stén vyrazné vétsi ve
vztahu k rlistové plose nez u 6jamkové desticky. To znamen3, Ze na bocnich sténach 96jamkové
desticky se ztraci mnohem vice lipoplexu nez na 6jamkové destic¢ce. Vétsina vyrobcl transfekcénich
¢inidel proto doporucuje mnozstvi uvedena v navodu pro zvysSeni a sniZzeni. ProtoZze naboj lipoplex( a
tim i jejich adhezni chovani zavisi na sloZeni, mohou byt tyto Udaje pouze pfiblizné. Nejlepsi strategii
je pfi zméné formatu znovu optimalizovat experiment s transfekci.

Stabilni transfekce

Pro stabilni bunéc¢nou transfekci musi byt pomoci selekéniho antibiotika vybrano nékolik bunék, které
nahodné integrovaly plazmidovou DNA do svého genomu. Za timto Ucelem musi plazmid nést
odpovidajici rezistenci vici antibiotiku. Pravdépodobnost ndhodné integrace muze byt zvysena
linearizaci plazmidu. Béhem selekce je nejlepsi strategii pomalu zvySovat selekéni tlak.

Vrozeny imunitni systém

Vrozeny imunitni systém hraje dilezZitou roli v procesech transfekce. Buriky dokaZzou v podstaté
detekovat vSechny soucasné nukleové kyseliny a rozliSovat mezi ,,cizi a ,vlastni“ pomoci
endozomalnich receptorl (napf. toll-like receptor(l) a také cytosolickych receptord. Pokud je
detekovana cizi nukleova kyselina, burnka vyuziva signalni transdukéni kaskady ke konverzi proteinové
exprese a vytvoreni obrany. Kromé toho se uvolfiuji medidtorové latky - zejména interferon-B, takze
buriky, které nejsou v pfimém kontaktu s nukleovou kyselinou, vytvareji obranu.

Exprese vrozeného imunitniho systému se vsak lisi typ od typu buriky. Kromé rozdil( v proliferaci
mUiZe byt prokazana odlisna transfekovatelnost rlznych typa bunék.

Konkrétné suspenzni buriky a primarni buriky se obtiznéji transfekuji nez adherentni bunééné linie.

ProtoZe suspenzni buriky pochazeji z imunitnich bunék, pokud byly neadherentni buriky adaptovany
na suspenzni podminky, jsou tyto burky logicky charakterizovdny vyraznym imunitnim systémem.

V disledku odpovidajiciho selekéniho tlaku jsou primarni bunky také vybaveny lepsim vrozenym
imunitnim systémem nez bunécéné linie, které jiz nejsou vystaveny tomuto selekénimu tlaku v
bunécné kulture. Jako dobry priklad buriky HEK293 nevykazovaly Zadné detekovatelné receptory pro
detekci nukleovych kyselin a jsou povaZovany za snadno transfekovatelné buriky. Role vrozeného
imunitniho systému pro transfekci syntetickymi nosnymi systémy nas vedla k vyvoji transfekéniho
systému K2® a pozdéji k transfekénimu systému K4°®.

Postup zmrazeni/rozmrazeni

Dlouhodobé skladovani lipozomovych roztok( pfi 4 °C nebo RT muzZe vést ke koagulaci liposom.
Distribuce velikosti lipozomu je tak posunuta smérem k vétsim lipozom(m, coZz mize zhorsit icinnost
transfekce. Jak je popsano v pfirucce pro radu METAFECTENE (METAFECTENE®, METAFECTENE® PRO,
METAFECTENE® SI) a K2® Transfection Reagent/K4® Transfection Reagent, takové lipozomové



roztoky lze obnovit cyklem zmrazovani/rozmrazovani. Za timto Ucelem musi byt ¢inidlo zmraZeno
pres noc pfi-20 °C a nasledné rozmrazeno a znovu skladovano pfti 4 °C. Cyklus
zmrazovani/rozmrazovani neposkozuje molekuly cinidla a Ize jej opakovat libovolnékrat. Tento
postup doporucujeme pred prvnim pouzitim a nasledné kazdé 4 tydny.

Okrajové efekty

U vicejamkovych desticek jsou za presné stejnych podminek ¢asto pozorovany horsi prechodné
vysledky na okrajich desticek nez uprostted. Je to proto, Ze vnéjsi studny jsou vice ovlivnény ucinky
odparovani nez vnitini studny. V disledku toho se soli koncentruji v médiu a méni se osmolalita.
Bunky netrpi a nemnoZi se tak efektivné. V dlsledku toho vsak Gcéinnost transfekce v téchto jamkach
klesa. Pravidelné sledovani hladiny vody (kvUli vihkosti) v inkubatoru m(ize obvykle problém vyresit.
Navic v pfipadé pochybnosti je lepsi pracovat s vice médiem nez méné.

Mikroskop-FACS-GFP

Jednim z nejcastéji pouzivanych reportéri je ,zeleny fluorescencni protein” neboli GFP. Pokud je
burika transfekovdna odpovidajicim plazmidem kédujicim GFP, GFP je produkovdan v cytosolu bunky.
To umoznuje identifikovat transfekované bunky pomoci fluorescenéniho mikroskopu nebo FACS.
Vysledky téchto analyz vsak zavisi na rGznych faktorech.

wtGFP, eGFP a TurboGFP

GFP ,divokého typu” se nyni témér nepouziva, protoze vyrazné silnéji emitujici GFP je k dispozici ve
formé ,vylepseného” GFP. GFP byl plivodné odvozen z druhu meduzy (Aequorea victoria). Nahrada
nékolika aminokyselin v chromoforu vyznamné zvysila jeho emisi. Tento eGFP byl tak Uspésny, Ze
témér uplné vytlacil GFP ,,divokého typu”. Nyni v3ak existuje mnoho eGFP, z nichZ nékteré proteiny
jsou také odvozeny od jinych organisma, napf. pancella (Pontellina plumata), které vykazuji riznou
emisivitu. Copepod varianty jsou ¢asto oznacovany jako copGFP nebo TurboGFP, ale ¢asto jsou
deklarovany pouze jako eGFP. Vzhledem k jejich vysoké svitivosti doporucujeme tuto variantu,
protoZe jsou nejcitlivéjsSim zplsobem detekce transfekce pomoci GFP. Na zakladé téchto riznych
citlivosti se namérené rychlosti transfekce vyrazné lisi v zavislosti na varianté GFP. Také srovnani
raznych vysledk( musi byt aplikovano opatrné tam, kde jsou zapojeny riizné promotory.

To plati v Sirokém smyslu i pro metodu méfeni. Zatimco FACS citlivé detekuje kazdou bunku s
fluorescenci vyssi nez samofluorescence, citlivost fotoCipu nebo lidského oka je kli¢ova pfi
mikroskopickém pocitani. Odpovidajicim zplsobem bude nejvyssi ucinnost transfekce stanovena

svvs

Je tedy mozné, Ze zdanlivé velmi odlisné vysledky jsou ve skute¢nosti relativné podobné. Naopak,
zdanlivé srovnatelné vysledky generované stejnym plazmidem mohou byt skutecné velmi odlisné,
zejména pfi praci s mikroskopem a fotoaparatem s expozi¢nim ¢asem nastavenym na
,automatickou” nebo ,automatickou expozici“ pomoci softwaru. Zde mohou byt vyrovnany relativné
odlisné vysledky, protozZe se fotografuji slabé emitujici kultury s vysokou dobou expozice a silné
emitujici kultury s nizkou dobou expozice.

Specidlni pfipad: Zavésné clanky



Adherentni bunky jsou uloZeny v extracelularni matrici vytvorené samotnymi burikami. Tato matrice
je trvale tvofena a degradovana procesy endo- a exocytdzy. Predpoklada se, ze vétsina
lipoplex(/polyplexd se vaze na negativné nabité slozky téchto extracelularnich matric a nakonec
vstupuje do bunék endocytdzou.

Klasické suspenzni buriky nemaiji extracelularni matrix (to neplati pro buriky adaptované na suspenzni
podminky). V disledku toho je ptijem lipoplexd/polyplext nizky; tomu lze éelit drasticky zvysenym
mnozstvim lipoplexd. Kromé toho mohou doplriky média jako transferin a inzulin, které jsou
internalizovany v lipoplexech/polyplexech, pokud jsou pfitomny béhem tvorby, zvysit rychlost
vychytdvani pomoci receptorem zprostiedkované endocytdzy, protoze kazda burika ma receptory
pro tyto molekuly.

Srovnani experimentu

Rozdilné vysledky testll z presné stejnych testovacich parametr( nejsou neobvyklé. Vysledky
transfekcnich experimentl vykazuji znac¢ny rozsah fluktuace.

To je v podstaté zplsobeno tim, Ze fyziologicky stav bunék neni nikdy stejny. Pokud jsou buriky
trypsinizovany a vysévany pro pfipravu transfekéniho experimentu, podstupuji urcitou Uroven stresu,
kterd muze byt v jiném procesu sklizné odlisna.

Kromé toho jsou uréeni poctu bunék spojena s vysokou Urovni chyb, kterda mize zpUsobit posun
dosazeni log faze o kritické hodiny; to mlze mit zasadni vliv na vysledky transfekce pfi praci s
plazmidy.

Obecné jsou vysledky testll srovnatelné, kdyz byly experimenty provadény se stejnou bunécnou
suspenzi, kterd byla obvykle vyseta do stejné kultivacni nadoby (napf. 6-jamkova desticka).



