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Predslov

Pri rieSeni diplomovych a dizertaCnych prac na lekarskych a prirodovedeckych
fakultach sa Studenti €asto stretavaju s problematikou in vitro modelovania ochorenia
pomocou bunkovych kultur alebo bunkovych linii. Aj v pripadoch, ked je vhodna
bunkova linia dostupna komercne, je potrebné mat aspori zakladné vedomosti
o kultivacii, pasazovani, kryoprezervacii a charakterizacii buniek. V pripade, ked
vhodny bunkovy model nie je dostupny, je eventualne mozna jeho priprava technikami
bunkového inzinierstva. Prakticky kazdé ochorenie je dnes mozné modelovat'v in vitro
podmienkach metdédami bunkového inzinierstva. Bunkové inZinierstvo preto
predstavuje velmi progresivnu Cast vedy avyskumu s nesmiernym potencidalom
vyuZzitia v oblasti regenerativhej mediciny a in vitro modelovania chordob. Vyvoj
a optimalizacia novych aplikovatelnych metodik pre in vitro modelovanie alebo in vitro
pripravu terapeuticky pouzitelnych buniek je preto velmi vyznamnou sucastou
biomedicinskeho vyskumu. Okrem toho, priam ohromujuce moznosti, ktoré v sebe
ukryva nedavny objav indukovanej pluripotencie je mozné naplno rozvijat len po
predchadzajucej edukacii Studentov lekarskych, technickych a prirodovedeckych
odborov. Pravdepodobne su to prave studenti vSeobecného lekarstva, ktori budu mat
v buducnosti moznost’ (ako pracovnici prvej linie v lieCbe pacientov) ponukat a v
spolupraci s vedeckymi pracovnikmi vhodne modifikovat terapie, zaloZzené na pouZiti

indukovanych pluripotentnych kmefiovych buniek.

V ramci rieSenia projektov diplomovych a dizertaCnych prac sa Studenti pracujuci
s bunkovymi kulturami nevyhnutne dostavaju do kontaktu aj s mnozstvom
experimentalnych protokolov, ktoré sluzia na charakterizaciu tychto bunkovych kultur.
Variacii tychto protokolov je skutoc¢ne velmi vela. Rozhodnutie, ktory protokol zvolit
ako optimalny je niekedy tazké a mnohokrat Student optimalizovanim protokolu na
aktualne podmienky strati mnozstvo Casu. Okrem toho sa Casto stava, Ze protokoly,
hoci dobre fungujuce, su s dévodu pouzitia ur€itych Specialnych chemikalii spojené
s velkym financnym zatazenim laboratoria resp. grantového projektu. Z tohto dévodu
je prirodzena tendencia Studentov inklinovat’ k protokolom, ktoré je mozné v désledku
niz8ej financnej narocnosti (a aj za cenu nizSej kvality vysledkov) CastejSie opakovat.
Autor predlozenych skript sa na zaklade niekolkorocnych vedeckych aj pedagogickych
skusenosti v domacich aj zahrani¢nych laboratériach rozhodol pripravit vyber

optimalizovanych protokolov najviac pouzivanych biochemickych, molekularnych
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a imunodetekénych technik. Kazdy protokol je overeny niekolfkoro¢nymi skusenostami
s danou technikou a doplneny o realne vedecké data, z ktorych niektoré uz presli

recenznym konanim a boli medzitym publikované vo vedeckych ¢asopisoch.

V ramci skript sa autor dotyka aj praktického pouzitia niektorych in vivo technik
(laboratorne techniky spojené s vyuZzitim laboratornych zvierat na in vivo testovanie
bunkovych linii). V prostredi su€asnej europskej legislativy je viditefny a evidentny
trend asnaha o vyznamnu redukciu mnozstva pouzitych laboratérnych zvierat.
V blizkej buducnosti je mozné oCakavat sprisnenie noriem a aj celkovych podmienok,
ktoré budu kladené na experimentatora v pripade, Ze sa rozhodne v experimentoch
nadalej pouzivat laboratorne zvierata. Stale vSak existuju experimenty, v ktorych je
humanne pouzitie experimentalnych zvierat nevyhnutné a neda sa nahradit' in vitro
modelovanim. Vyber z tychto experimentov je tieZz zahrnuty v ramci predloZzeného
diela. Priklady praktického pouzitia jednotlivych experimentalnych technik su
ilustrované na dvoch realnych projektovych prikladoch. Prvym projektom je projekt
pripravy in vitro modelov pre neurodegenerativnhe ochorenia a druhym prikladom je
vyvoj a testovanie novych 3D nadorovych modelov. Tieto dva projekty boli na ilustraciu
jednotlivych protokolov vybrané z dévodu velkej komplexnosti, aktualnosti (relativne
nedavno, v roku 2012 bola za prvu uvedenu technoldgiu udelena Nobelova cena za
medicinu a fyzioldgiu) a buduceho pouzitia v regenerativnej medicine a onkologickom
vyskume. Projekt vyvoja 3D nadorovych modelov bol ako ilustrativny projekt zvoleny
z viacerych dovodov. Prvym dbévodom je aktualnost (v suCasnej dobe dochadza
k celosvetovému posunu v oblasti testovania novych terapeutik z tradi¢nych 2D linii
na 3D nadoroveé linie, ktoré lepSie mimikuju architekturu realneho nadoroveého loziska).
Druhym dévodom je potencial 3D nadorovych linii nahradit vefka &ast in vivo

experimentov a znizit tak celkové mnozstvo zvierat, pouzitych vo vyskume.

Ciefom autora a zaroven jeho Zelanim ostava, aby sa predlozené skripta stali aspon

malou metodickou poméckou pre Studentov v biomedicinskom vyskume.



1 Uvod do bunkovych kultar a bunkového inzinierstva
1.1 Histéria in vitro kultivacie buniek

Prvé pokusy o kultivaciu buniek alebo skor Casti tkaniv v in vitro podmienkach (mimo
tela organizmu) boli realizované uz embryologmi Rossom Harrisonom a Alexisom
Carrelom uz na zacCiatku minulého storocia (Carrel and Burrows, 1911; Géhwiler, 1999;
Ambrose, 2019). V tomto obdobi vznikli aj prvé poznatky o tom, Ze bunky su schopné
kolonizovat’ povrch sklenenej alebo plastovej misky a boli testované prvé kultivaéné
meédia, pozostavajuce z nebunkovych krvnych komponentov, solfnych roztokov
a aditiv. Alexis Carrel sa dokonca za svoje zasluhy v oblasti kultivacie buniek stal
prvym Americanom, odmenenym Nobelovou cenou za medicinu v roku 1912. Velmi
zaujimavy je podiel letca a chirurga Charlesa Lindbergha v tejto oblasti. Bol totiz
znamy aj ako skuseny experimentator a do oblasti in vitro kultivacie priniesol viacero
objavov (Malinin, 1996).

1.2 Definicia bunkovej linie

Pojmom ,bunkova linia“ oznacujeme fenotypovo definovanu bunkovu kulturu (subor
buniek rastucich v umelo pripravenych podmienkach), ktora méze mat aj tzv. klonalny
charakter (linia odvodena z jedinej bunky) alebo pochadza z relativne homogénne;j
Casti tkaniva. Principialne pozname primarne a kontinualne bunkové linie. Primarne
bunkové linie su tvorené kratkodobymi bunkovymi kulturami, odvodenymi napr. zo
zivoCisSneho alebo fudského nadorového tkaniva. Kontinualne bunkové linie su
dlhodobé alebo imortalizované bunkové kultury, odvodené zvacSa z nadoroveho alebo
nenadorového tkaniva. Bunkové linie je dalej mozné rozdelit’ podfa typu resp. spésobu
kultivacie na i) 2D linie (tvoria ich bunky, rastuce na kultivacnych platnic¢kach v jednej
vrstve (Obr.1A,B)) aii) 3D bunkové linie (schopné rastu v 3D priestore (Obr.2A,B)
v $pecialnych podmienkach). Bunkové linie je mozné dalej rozdelit na i) vyskumné,
modeloveé linie, ii) produkéné linie (vyuzivané pri vyrobe vakcin alebo protilatok) a iii)
terapeutické bunkové linie (urCené pre potreby pouZitia v regenerativnej medicine).
Existuje mnoho dalSich skupin a rozdeleni bunkovych linii podfa dalSich kritérii (napr.
podla pévodu mdzeme linie rozdelit na fudské a zivo€isne bunkové linie, podla
schopnosti nepretrzitej proliferacie na imortalizované a neimortalizované bunkové
linie, podla fenotypu na klonalne bunkové linie (odvodené z jediného klonu) a linie

odvodené z viacerych buniek apod. Bunkové linie je mozné do viacerych skupin
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rozdelit' aj podla stupfia molekularno - genetickej manipulacie na i) pévodné linie a ii)
bunkové linie s pridanymi alebo naopak, ,vystrihnutymi® génmi (geneticky

manipulované bunkove linie).
1.3 Vyznam bunkovych linii v biomedicinskom vyskume

Bunkové kultury alebo bunkové linie predstavuju jeden zo zakladnych prostriedkov in
vitro modelovania (modelovania mimo organizmu) patologickych stavov, ktoré
prebiehaju v tele c¢loveka. Vhodne zvoleny bunkovy model skumaného ochorenia
dokaze v kombinacii sin vivo technikami (techniky s pouzitim experimentalnych
zvierat) priblizit a efektivne skumat’ patologicky proces ochorenia a testovat’ pripadné
kandidatne terapie. Vhodné bunkové kultury predstavuju teda esencialne in vitro

modely pre vyskum Sirokého spektra choréb.

1.4 Vyznam bunkovych linii v onkologickom vyskume

Bunkove linie sa historicky uplatiovali najma pri vyskume nadorovych ochoreni. Pokial
sa izolované primarne nadorové bunky podarilo udrzat mimo organizmu pocas
niekolkych tzv. pasazi (cell passages) a nasledne kultivovat vo forme bunkovej linie,
tato sa stala technicky nenaroCnym postriedkom skumania patoléogie daného
ochorenia. Rychlo sa deliace nadorové bunky, rastuce v roznych druhoch kultivacnych
médii sa nasledne v historickom meradle stali zakladnymi prostriedkami v in vitro

skumani rakoviny.

Vyvoj v oblasti in vitro modelovania nadorovych ochoreni vSak priniesol mnohé zmeny
v oblasti selekcie idealneho nadorového modelu. Zistilo sa totiz, Ze tradiCne pouzivané
bunkové kultury, rastuce v 2D prostredi kultivacnej platnicky (Obr.7) nie su uplne
idealnym modelom na skumanie 3D nadorov. Bunka, ktora rastie na platni¢ke v 2D
prostredi je vdaka lahkej dostupnosti relativne lahko eliminovana experimentalnou
chemoterapiou. V realnom, Zivom organizme vSak k prieniku chemoterapeutika
dochadza postupne, cez viaceré vrstvy nadorovych buniek. To umoziuje niektorym
nadorovym bunkam vCas reagovat na pritomnost chemoterapeutika expresiou
obrannych mechanizmov xenobiotickej kaskady. Okrem toho samotna 3D
,2architektura“ rastuceho nadoru, ktora v sebe zahfha aj interakcie nadorovych
a nenadorovych (napr. imunitnych, a stromalnych) buniek nie je v 2D podmienkach

optimalne modelovana. To viedlo k renesancii tzv. 3D kultdr, ktoré boli pévodne



vyuzivané skoér pre oblast regenerativnej mediciny a vyskum diferenciacného
potencialu tzv. kmerfiovych buniek (stem cells). Dnes uz je evidentny celosvetovy
posun in vitro modelovania nadorovych ochoreni smerom k 3D dizajne kultivacnych
protokolov (Obr.2). Najvacsim doévodom je fakt, Ze 3D nadorové bunkové linie
umoznuju selekciu terapeutickych latok hned na zaciatku ich in vitro testovania. Mnohé
testované terapeutika sa totiz ukazali ako slubné na zaklade vysledkov testovania na
2D bunkovych kulturach, ale neskor zlyhavali pri testovani na realnych 3D nadoroch

na zvieratach, pripadne v predklinickych fazach overovania na pacientoch.
1.5 Vyznam bunkovych linii v oblasti regenerativnej mediciny

V oblasti regenerativnej mediciny su bunky v podstate esencialnou a nosnou ¢astou
vyskumu a aj terapeutického pouzitia. Uspech tejto oblasti mediciny priamo zavisi na
dostupnosti, homogenite a bezpecnosti buniek alebo bunkovych linii. Regenerativna
medicina pouziva bunky resp. bunkové linie priamo ako nastroj terapie. Je preto
dolezité, aby takéto bunky boli nielen lahko dostupné, ale i bezpecné a dostatoCne
charakterizované. Len takéto bunky je mozné transplantovat do pacienta za ucelom
lieCby. Z pohlfadu zdroja terapeutickych buniek sa da transplantacia terapeutickych
buniek rozdelit’ do troch hlavnych kategdrii: i) alogénna, ii) autolégna a iii) xenogénna
transplantacia. Pri alogénnej transplantacii ide o transplantaciu ludskych kmeriovych
buniek od vhodného darcu, pri autolognej transplantacii je darca buniek a ich prijemca
ten isty pacient, pri xenogénnej transplantacii je donorom (darcom) buniek alebo tkaniv
iny zivoCiSny druh. Volba zdroja terapeutickych buniek je velmi ddélezita, kedze
alogénna a xenogénna transplantacia su spojené s nasadenim imunosupresivnej
lieCby, ktora predstavuje velku zataz (nehovoriac o finanénej narocnosti) pre
organizmus pacienta aje spojena svysSim vyskytom nadorovych ochoreni
u imunosuprimovanych pacientov (toto vyplyva zo samotnej povahy imunosupresivnej
lieCby, ktora svojim pdsobenim znizuje efektivitu eliminacie novovznikajucich
nadorovych buniek imunitnymi bunkami nagho organizmu). Dal$im, skér etickym ako
technickym problémom je odmietnutie niektorych foriem bunkovej terapie (najma
terapie, zalozenej na pouziti buniek odvodenych z fudskych fetalnych a embronalnych
kmeriovych buniek) samotnymi pacientmi z moralno-etickych alebo nabozenskych
dovodov. Tato skutoCnost eSte donedavna rozdelovala cely vedecky svet na
zastancov a odporcov terapii, zalozenych na embryonalnych kmenovych bunkach. Da

sa povedat, Zze tomu tak bolo az do roku 2012. Vtomto roku bola mladému
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japonskému lekarovi dr. Shinyiovi Yamanakovi udelena Nobelova cena za fyziologiu
a medicinu za objav tzv. indukovanej pluripotencie (induced pluripotency). Dr.Shinya
Yamanaka v podstate dokazal, Zze akukolvek finalne diferencovanu, dospelu
somaticku (telovu) bunku je mozné reprogramovat’ do podoby pluripotentnej kmenove;j
bunky - inymi slovami je mozné ,vratit bunku v ¢ase“. Co to v8ak znamena v praxi?
Znamena to, Ze dnes sme schopni pripravit vhodnu, terapeuticky vyuzitelnu bunku na
lieCbu pacienta reprogramovanim akejkolvek jeho somatickej bunky (napr. kozZnej
bunky alebo fibroblastu). Takto reprogramované bunky sa namnozia a u€inkom
Specialnych bunkovych médii zmenia na potrebné typy buniek (napr. kardiomyocyty).
Tieto bunky sa vo forme autolognej transplantacie nasledne aplikuju do pacienta.
Pokial je pacientove ochorenie podmienené pritomnostou mutacie génu, je mozné po

izolacii koznych buniek mutovanu ¢ast DNA ,vystrihnut® a opravit pomocou tzv. Crispr-
Cas9 technologie editovania gendmu. Ztakto opravenych buniek je nasledne
pripravena terapeutickd bunkova linia na transplantaciu. Metdda indukovanej
pluripotencie alebo reprogramovania buniek revolu€ne zasiahla aj oblast’ in vitro
modelovania choréb najma v pripadoch, v ktorych je dostupnost buniek na Studium
konkrétnej patolégie ochorenia znaCne limitovana alebo nemozna. Prikladom méze
byt Studium patolégie neurodegenerativnych ochoreni napriklad amyotrofickej
lateralnej sklerézy (ALS, amyotrophic latheral sclerosis). Pri ALS ochoreni su
postihnutymi bunkami tzv. motorické neurdny (motor neurons). Ziskanie zivej frakcie
motorickych neurénov na vyskum od pacienta s ALS nie je realne a post-mortem (po
smrti) vacsinou technicky nemozné (neurény zvyCajne odumieraju velmi rychlo na
rozdiel od napr. fibroblastov, u ktorych sa viabilita potvrdila aj 24-48 hodin po smrti
pacienta). Technolégiou indukovanej pluripotencie je vSak mozné (po informovanom
suhlase pacienta) reprogramovat biele krvinky (zo vzorky krvi) alebo koZné fibroblasty
(z malej koznej excizie) do indukovanych pluripotentnych buniek (iPSc, induced
pluripotent stem cells) a nasledne Ciasto¢ne diferencovat do neuralnych prekurzorov,
z ktorych riadenou diferenciaciou je mozné ziskat’ aj motorické neurony (Obr.3A-L).
Vdaka mitotickej aktivite reprogramovanych kmeriovych buniek (da sa porovnat
s mitotickou aktivitou nadorovych buniek) je mozné povazovat tento zdroj buniek na

Studium patologie ochorenia takmer za nekonecny.
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2 In vitro izolacia a charakterizacia buniek
2.1 lzolacia primarnych bunkovych kultur z tkaniva

Izolacia buniek z tkaniva je proces, pri ktorom dochadza k separacii individualnych
buniek z tkanivovej vzorky. Samotna separacia méze byt zaloZzena na mechanickej
izolacii pomocou tzv. trituracie tkaniva pipetou alebo Specialnym sklenenym alebo
teflonovym piestom, alebo na separacii buniek pomocou enzymov. Najviac rozSirena
metoda je enzymaticka metdda izolacie. NajCastejSie su izolované bunky zo zdravych
organov a tkaniv (Obr.1A), ale aj (napr. v pripade pripravy nadorovych bunkovych linifi)
z nadoroveho tkaniva (Obr.1B). Enzymova izolacia buniek z tkaniva je zalozena na
schopnosti niektorych enzymov Stiepit vazby proteinov v extracelularnej matrici,
obklopujucej bunky v tkanive. Medzi najCastejSie na tento ucel pouzivané enzymy patri
kolagenaza a trypsin. Enzymovej izolacii buniek predchadza mechanické rozruSenie
tkaniva na menSie kusky (napr. skalpelom) s naslednou inkubaciou zmesi tkaniva

a enzymu na trepacke pri 37°C.

Poznamka: Pri aseptickej priprave novych bunkovych linii z excizovaného tkaniva
nadoru je nutné tkanivo odobrat idealne pri dodrzani sterilnych podmienok (Co nie je
vzdy mozné zabezpecit kvOli faktu, Ze odobrané tkanivo sa najprv spracuje na
histologicku evaluaciu ochorenia). Z tohto dévodu je nutné tkanivo pouZité na izolaciu
buniek sterilizovat ponorenim do roztoku 50-70% alkoholu na dobu cca 5 sekund
a nasledne tkanivo opakovane oplachnut steriinym pufrom (napr. PBS (phosphate
buffered saline), pH 7,4). Nasledne sa tkanivo mechanicky rozrusi alebo rozreze na
mensie kusky skalpelom a zaleje roztokom enzymu. Enzymova reakcia prebieha pri
37 ‘'C v inkubatore alebo temperovanej trepaCke. Rychlost izolacie bunkovej
suspenzie z tkanivovej vzorky zavisi od viacerych faktorov — napr. od velkosti kuskov
tkaniva, typu tkaniva (chrupavkovité tkaniva si vyzaduju koncentrovanejSie enzymy,
dihsi €as inkubacie a zmenu parametrov (napr. rom, (revolutions per minute) na
trepacke), typu enzymu, teploty inkubacie a pritomnosti inhibitorov enzymovej reakcie.
Spravidla je vSak mozné jednotlivé bunky z tkaniva izolovat do 60-120 minut, pricom
je dolezité proces monitorovat, aby nedoSlo k priliSnému ,natraveniu® vzorky
a posSkodeniu alebo zniceniu izolovanych buniek. V idealnom pripade sa podmienky
izolacie buniek zjednotlivych typov tkaniv eSte optimalizuja (pri zachovani

koncentracie a objemu enzymovej zmesi na 1g tkaniva sa testuje optimalny Cas
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inkubacie potrebnej na optimalnu izolaciu buniek s vysokou viabilitou). Zastavenie
enzymovej reakcie v procese izolacie buniek je mozné realizovat viacerymi spésobmi
— zriedenim roztoku enzymu s naslednou centrifugaciou vzorky a odsatim
supernatantu (roztoku nad sedimentom izolovanych buniek), pridanim inhibitora
enzymovej reakcie (napr. pridanim bunkového média, ktoré obsahuje FBS (fetalne
bovinné sérum) alebo pridanim EDTA (takto sa napriklad zastavuje roztok enzymu
dispazy, Obr.9C). Izolovanu bunkovu suspenziu je nutné po centrifugacii premyt
sterilnym pufrom (napr. PBS). Centrifugacia vzorky ma byt Setrna a relativne rychla.
OsvedcCené a bezpecné parametre centrifugacie v chladenej centrifuge su napriklad
300xg, 3 min. a 13°C. 300xg predstavuje hodnotu pretazenia (nasobok zvySenia
gravitatného zrychlenia), ktora podstatne zvySuje rychlost sedimentacie atym aj
oddelenia sedimentu buniek od suspenzie (supernatantu). Tri minuty predstavuju
dostatoCny Cas, nevyhnutny na uc€innu centrifugaciu vacsiny typov bunkovych
suspenzii bez rizika ich vyraznejSieho poskodenia. Teplota 13°C je postacujuca, kedze
pri rozbehnuti rotora centrifugy déjde v dbsledku prudenia vzduchu k dalSiemu
poklesu teploty vo vnutri centrifugy az na cca 4°C. Je nutné si uvedomit’ a nezabudnut,
Ze aj pri nastaveni tychto podmienok sa pri kazdom centrifugaénom kroku znizuje
mnoZstvo (pocet) izolovanych buniek a nasledne aj celkova vytaznost. Preto je
potrebné zredukovat pocet centrifugacnych krokov (pri premyvani vzorky) najma

v pripadoch malej velkosti vzorky (napr. biopsie).

Poznamka: Separacia buniek z roztoku je mozna aj bez centrifugacie a to prirodzenou
sedimentaciou buniek (tento proces je vSak vefmi pomaly je mozné ho doporucit’ len
v pripade velmi citlivych, nestabilnych buniek, ktoré by mohli byt vo vacsej miere

poskodené pri centrifugacii).

Priklad z laboratornej praxe: Priizolacii buniek z ludskej vzorky nadoru (duktalneho
adenokarcindbmu pankreasu) za ucelom derivacie novej bunkovej linie a analyzy
povrchovych markerov na prietokovom cytometri sa tkanivo poskytnuté Ustavom
patologickej anatomie prenieslo v roztoku bunkového média (DMEM/F12 Glutamax,
1% Pen/Strep a 10% FBS, bliZSie informacie o zloZzeni bunkového média su uvedené
v kapitole 2.5) do laboratéria. V laminarnom boxe triedy BSL-2 (Obr.35A) sa tkanivo
sterilizovalo ponorenim do 50% roztoku etanolu (na pripravu roztoku sa pouzil Cisty
nedenaturovany etanol a sterilna, redestilovana voda) na 5 sekund. Tkanivo sa

nasledne 3x premylo PBS pufrom (pH 7,4) a na Petriho miske nakrajalo na menSie
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kusky pomocou chirurgického skalpelu. Kusky tkaniva sa pomocou skalpela alebo
pipety preniesli do plastovej skumavky s objemom 50 mL a obsahom cca 10 mL
roztoku kolagenazy IV (koncentracia 1mg/mL) a umiestnili do trepacky s moznostou
inkubacie vzorky pri 37 °C. Pévodne Ciry roztok enzymu sa vplyvom uvolnenych buniek
z natraveného tkaniva zakalil. Po cca 60 minutach inkubacie sa zo skumavky
odpipetoval supernatant resp. zakaleny roztok a tento roztok sa nasledne centrifugoval
(300xg, 3 min., 13°C). Po odsati supernatantu sa sediment izolovanych buniek premyl
sterinym PBS a opatovne centrifugoval. Po opatovnhom odsati supernatantu sa
sediment zmieSal s kultivaChym médiom atakto ziskana suspenzia buniek
nadoroveho tkaniva sa vysadila na plastové kultivané platniCky alebo dalej

spracovala podla vlastného protokolu na 3D kultivaciu.
2.2 lzolacia primarnych buniek pomocou explantatovej kultury

Primarne bunky je mozZné izolovat aj bez pouzitia enzymov ato pomocou tzv.
explantatovej kultury. Ta je zalozena na kultivacii malého kuska tkaniva, ktoré sa po
niekolkych drioch stane zdrojom deliacich sa primarnych buniek (Obr.3A). Tkanivo je
z platnicky nasledne mozné odobrat a pouzit ho ako zdroj primarnych buniek v ingj
platnicke. Tato metéda je vyhodna najma na izolaciu koznych fibroblastov,
pouzivanych pri priprave indukovanych pluripotentnych kmenovych buniek. Vyhoda
spociva v tom, Ze klinické pracovisko po odobrani excizie koze mbze tkanivo ponorené
v bunkovom médiu poslat kuriérom priamo do vyskumného laboratoria v
polystyrénovom boxe s chladiacimi gélovymi vlozkami. Nie vzdy je totizZ mozné tkanivo
spracovat do formy bunkovej suspenzie priamo v nemocni¢nom zariadeni. Aj ked
existuju vynimky, na izolaciu nadorovych buniek z nadorového tkaniva (Obr.1B
a Obr.4) tento typ kultury nie je velmi vhodny, pretoZe vaésinou déjde k izolacii iba

stromalnych buniek, pritomnych v nadore (Obr.1B).

Priklad z praxe: V projekte pripravy indukovanych pluripotentnych kmenovych buniek
zo zebriCky - pokusnej akvarijnej rybky (Danio rerio) sa mlady jedinec uviedol do
anestézie pomocou roztoku trikainu (Tricaine methanesulfonate). Nasledne sa rybke,
umiestnenej v malom mnozstve vody na Petriho miske jemne skalpelom odrezal maly,
cca 2 mm kus chvostovej plutvy. Odrezana Cast sa premyla sterilnym roztokom PBS
a umiestnila do sterilnej kultivaCnej nadoby, v ktorej sa zaliala bunkovym médiom

(Leibovitz's L-15 médium s obsahom penicilinu a 10% séra zlososa). Kultivacna
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nadobka sa umiestnila do inkubatora s teplotou 22°C. Po cca 5 dnhoch boli viditelné

fibroblasty (Obr.5A-D), vyrastajuce z kuska tkaniva (plutvy).

2.3 Alternativhe zdroje buniek na pripravu indukovanych pluripotentnych

kmenovych (iPS) buniek

Priprava indukovanych pluripotentnych kmenovych buniek na terapeutické ucely,
pripadne za ucelom in vitro modelovania chordb z koZnej excizie ma nevyhodu
v samotnej invazivite chirurgického odberu koZnej vzorky. Preto je tendencia ziskavat
primarne bunkové kultury na reprogramovanie menej invazivnymi postupmi. Existuje
niekolko alternativnych spésobov, ako také kultury ziskat. Pomerne dobre je
spracovany protokol na izolaciu buniek a kultivaciu epitelovych buniek, ktorych
zdrojom je moC€ pacienta, aj ked nie vzdy sa podari (napr. v pripade detskych
pacientov) ziskat dostatoéné mnozZstvo Cerstvej vzorky mocu. Medzi dalSie
neinvazivne resp. menej invazivne metddy patri i) izolacia buniek z ust pacienta
pomocou vatovej tyCinky, ii) izolacia buniek z vlasového folikulu, iii) izolacia buniek
z drene vypadnutého alebo extrahovaného zuba a V) izolacia buniek z krvi. Odber
krvi ako zdroja buniek vhodnych na reprogramovanie patri medzi postupy s relativne

nizkou mierou invazivity.

Priklad z laboratéria: V projekte pripravy in vitro bunkovych modelov Duchennovej
muskularnej dystrofie sa moC detskych pacientov ukazal ako neefektivny zdroj
proliferujucich buniek (mala vytaznost, potreba optimalizacie bunkovych médii,
obmedzené proliferacia buniek, dlhé obdobie potrebné na izolaciu dostatocného
mnoZstva buniek na reprogramovanie). Z tychto dévodov sa pristupilo k izolacii buniek
z periférnej krvi, ktoré je tieZ mozné reprogramovat’ do indukovanych pluripotentnych
kmeriovych buniek. Krv sa po odobrani do injekCnej striekacky (pokrytej K2EDTA
antikoagulantom) preniesla do laminarneho boxu a opatrne prepipetovala do 50 mi
skumaviek, obsahujucich Ficoll gradientovy roztok (Obr.6). Pri centrifugacii krvi v tomto
roztoku sirupovitej konzistencie (800xg, 30 minut, pri lab.teplote a pri najnizSej resp.
vypnutej hodnote akceleracie a aj brzdenia rotora) dojde k oddeleniu jednotlivych
frakcii buniek krvi, ktoré je mozné selektivne odpipetovat. Biele krvinky (bunky,
obsahujuce bunkové jadro) je mozné identifikovat ako difuzny prstenec bielej farby
(Obr.6). Po opatrnom odsati vrstvy nad touto frakciou sa biele krvinky opatrne

odpipetovali a ihned 2x premyli centrifugaciou (300xg, 3 minuty, 13°C) s PBS pufrom
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(pH 7,4). Bunky sa nasledne zamrazili v tekutom dusiku (postup mrazenia buniek je
uvedeny v dalSej kapitole). Na reprogramovanie do indukovanych pluripotentnych

kmeriovych buniek sa pouzili rozmrazené a nasledne expandované bunky (lymfocyty).
2.4 Derivovanie bunkovej linie klonovanim buniek (cell cloning)

V bunkovom inZinierstve predstavuje klonovanie buniek velmi uzitoCny nastroj izolacie
bunkovej linie z identifikovaného klonu resp. jednej bunky. Na nasledujucom priklade
je mozné vidiet priklad praktického pouZitia klonovania pri priprave nadorovej

bunkovej linie.

Priklad: V procese pripravy novej bunkovej linie, odvodenej z duktalneho
adenokarcindmu pankreasu sa na identifikaciu nadorovych kmernovych buniek pouZili
dve metddy. Prva metdda bola zaloZzena na znaceni zivych, nefixovanych buniek
pomocou fluorescencne znacenej protilatky, detekujucej CD133 povrchovy marker,
pritomny na povrchu nadorovych kmenovych buniek. Pomocou fluorescenéného
mikroskopu (Evos, Invitrogene) sa v sterilnom prostredi laminarneho boxu na zaklade
fluorescencie identifikovali bunky, exprimujuce CD133 a tieto sa nasledne klonovali
pomocou tzv. klonovacich kruzkov (velmi jednoduché zariadenie, pozostavajuce
z plastového kruzku, ktory sa pomocou Specialneho adheziva (silikonu) pripevni do
kultivaCnej misky tak, aby bola bunka, ur€ena na klonovanie lokalizovana v jeho
strede. Nasledne sa odsalo médium z priestoru, ohrani¢enom plastovym klonovacim
kruzkom a priestor sa premyl pomocou PBS (premytie sluzilo na odstranenie zvyskov
meédia, ktoré ma inhibicny uc€inok na enzym (trypsin). Pridal sa trypsin (0,25%)
a uvolnena bunka sa preniesla do skumavky, kde sa p6sobenie trypsinu zastavilo
pridavkom rastového meédia s obsahom FBS. Médium, obsahujuce obsahujuce
zvoleny bunkovy klon sa potom prenieslo do jamky 96 jamkovej kultivaénej platnicky

na dalSiu expanziu.

Druhy spdsob, zalozeny na moznosti klonovania zivych buniek, ktoré exprimuju mRNA
pozadovaného génu, ponuka technoldgia NanoFlare (Obr.12). V tejto technoldgii sa
vyuZzivaju nanocCastice zlata, ktoré su pokryté tzv. antisense DNA usekmi a tzv.
reportérovou fluorescencnou sekvenciou (reporter flare sequence), hybridizovanou na
antisense DNA sekvencii. Po pridani do kultury buniek sa nanoCastice dostanu do
bunky av pripade, Ze sa v bunke nachadza mRNA (napr. pre Nanog, marker

pluripotencie kmenovych buniek), déjde k naslednej hybridizacii mMRNA s antisense
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DNA usekom za sucCasného uvolnenia flurescencne oznacenej sekvencie, dovtedy
JLienenegj‘. Pritomnost mRNA sa tak prejavi pritomnostou fluorescenéného signalu
v jednotlivych bunkach (alebo koloniach iPSc buniek), o umoziuje naslednu selekciu
a manualne klonovanie buniek. Na Obr.3L je viditefna koldnia diferencovanych buniek,

ktora vznikla manualnym klonovanim jednej bunky pomocou tejto technolégie.

Klonovanie je mozné realizovat aj sofistikovanymi metédami napriklad metddou,
zaloZenou na pouziti Specialneho prietokového cytometra alebo FACS (Fluorescence
activated cell sorting) sortera. Na zaklade praktickych skusenosti je vSak tato metdda
vhodna skér na klonovanie buniek, oznacenych viacerymi fluorescenénymi
protilatkami (manualne klonovanie v takomto pripade je dost zlozité). Nevyhodou
klonovania buniek pomocou sortovania je finanéna naroCnost’ potrebného zariadenia,
posSkodenie buniek nasledkom hydrodynamickych tlakov pri sortovani a s tym spojena
znizena viabilita buniek po sortovani, a aj nevyhnutnost umiestnenia sortovacieho
zariadenia v Specialnom laminarnom boxe (aby sa zabezpecilo sterilné prostredie pre
sortované bunky). Na trhu sa vSak nedavno objavili systémy sortovania buniek
pomocou piezoelektricky kontrolovanych mikrofluidnych zariadeni, ktoré rieSia
problém sterility sortovacieho prostredia a znacne zniZzuju poskodenie buniek pri
sortovani. Ich cena vSak stale ostava limitujucim faktorom pre praktické pouZitie vo

vacsine laboratorii.

TradiCnym, relativne €¢asovo naroCnym a pracnym, ale finanéne bezkonkurenénym
spésobom klonovania je klonovanie buniek pomocou riedenia. Experiment je zaloZzeny
na predpoklade, Ze pri vysokom tzv. limitnom riedeni buniek v médiu a naslednom
vysadeni buniek do jamiek sa v niektorych jamkach objavia iba jednotlivé bunky. Tie
sa po namnoZeni charakterizuji a bunky, odvodené od jedného klonu a spifajuce

pozadovaneé kritéria sa pouziju v dalSich experimentoch
2.5 Zlozenie kompletného bunkového média na kultivaciu buniek

Bunkové médium (Obr.7), pripravené na kultivaciu vacsiny fudskych buniek je zloZzené
z troch hlavnych komponentov: i) samotného média, ktoré je vlastne roztokom,
obsahujucim zmes glukézy, aminokyselin, vitaminov a mineralov vo forme
anorganickych soli (médium tiez obsahuje acidobazicky indikator pH v oblasti medzi
6,8 - 8,4 (tzv. fenolovu Cervenn (phenol red), ktora umozniuje vizualne sledovat

metabolicku aktivitu buniek a ,vyCerpanie®, ale i moznu kontaminaciu média). Médium
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okrem toho obsahuje pufrovaci systém (napr. sodium-bicarbonate buffer), ktory
v prostredi 5% CO2 udrzuje optimalne pH média. Medzi najCastejSie pouzivané
zakladné média patri RPMI médium (nazov je odvodeny od Roswell Park Memorial
Institute, MEM (Minimum Essential Medium) alebo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium). Specialnym typom média je uz spomenuté Leibovitz's L-15 médium, ktoré
umoznuje kultivaciu buniek v prostredi bez CO2 ekvilibracie (inkubator nemusi byt
pripojeny na tlakové CO2 bomby, ako v pripade Standardnych médii). Okrem
zakladnych typov médii existuje eSte Siroka ponuka komeréne dostupnych Specialnych
meédii, ur€enych na osobitné pouZitie (napr. bunkové média ur€ené na kultivaciu
pluripotentnych kmenovych buniek, dalej bunkové média na diferenciaciu buniek

a podobne).

Poznamka: Castou, priam hamletovskou otazkou v laboratériu je otazka, &i bunkové
meédia nakupovat vo forme ready-to-go (médium vo formate priamo uréenom na
pouzitie, najma v pripade Specialnych typov média) alebo ich radSej pripravit de novo.
Odpoved je v podstate zavisla na type experimentu. Pokial planujeme kratkodobé
alebo pilotné, resp. testovacie experimenty, je lepSie si objednat’ predpripravené,
publikované médium (aj ked je jeho cena o nieCo vySSia, v koneCnom désledku su
vydavky na takyto typ experimentu mensSie). Pokial vSak povaha experimentov
vyZzaduje dlhodobé pouzitie urCitého média vo vacSich mnozZstvach, je ekonomicky
zaujimavejSie si médium pripravit' vo vlastnej rézii (nakupenim jednotlivych poloziek
osobitne a nasledne zmieSanim komponentov a sterilizaciou média pomocou filtrov).
Existuju pracoviska, ktoré si pripravuju aj zakladnu zlozku média (DMEM, MEM alebo
RPMI) svojpomocne a po sterilizacii velkého objemu média pomocou filtraCnej
sterilizacie takto pripravené médium alikvotuju do sterilnych sklenenych flias
a uskladnia az do pouzitia v chladniCke. Aj ked sa tento spdsob javi ako ekonomicky
a ekologicky najlepSi, nemozno ho kvéli naroc¢nosti pripravy a vyberu kvalitnych
komponentov uplne odporuc€at a najma v pripade sofistikovanych bunkovych kultur
kmenovych buniek je lepSie spolahnut sa na produkty renomovanych dodavatelov
(napr. firmu Gibco, USA).

Dalsim komponentom typického bunkového média na kultivaciu fudskych buniek je ii)
FBS (fetalne telacie sérum). Fetalne telacie sérum (fetal bovine serum alebo fetal calf
serum (oba terminy su ekvivalentné) je délezitou aditivnou sucastou bunkového

meédia. Je zdrojom mnohych rastovych faktorov asnahy o jeho nahradenie
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v kultivanych meédiach sa v praxe uplatriiuju len velmi pomaly a sporadicky. Existuju
vS8ak mnohé vedecké a eticko-moralne dévody, preCo nahradit pouZitie séra
v bunkovych médiach. Z vedeckého hfadiska ide hlavne o fakt, ze sérum nie je
chemicky definovana polozka bunkového média. Jeho pouZitie preto naraza na
problém reprodukovatelnosti vysledkov. Dalsim dévodom je riziko jeho pouzitia,
spojené s prenosom niektorych typov ochoreni (napr. pridnovych ochoreni). Etické
dovody su tiez velmi zavazné a vyplyvaju z povahy samotného procesu ziskavania
tefacieho séra. Telacie sérum sa totiz ziskava punkciou srdca (cardiac puncture)
z teliat, Cerstvo izolovanych zo zabitej kravy. Ro¢ne takto padne za obet viac nez
milion nenarodenych teliat. Punkcia srdca plodu sa vykonava ihlou s hrubym
priemerom bez anestézie a to az do kompletného vykrvenia plodu. Existuju vyskumy,
potvrdzujuce domnienku, Ze plod citi a vnima samotnu proceduru a je teda vystaveny
tyraniu. Niektoré pracoviska, v ktorych sa sérum ziskava tvrdia, ze odber realizuju az
pri zastave srdca plodu. To by v8ak podla vyskumov malo za nasledok ziskanie len
velmi malého mnozstva krvi alebo séra. Podla novych odporuceni by sa mal plod
(dostatoCne dlho po usmrteni matky) pred punkciou srdca a odberom krvi usmrtit
zbranou s tzv. viazanym projektilom. Tato metdéda umozriuje vykrvenie zvierata, ktoré
bolo predtym omracené a nie je pri vedomi, ale srdce mu eSte nejaky Cas pracuje.
V kazdom pripade v8ak dnes uz existuju syntetické, definované nahrazky tefacieho
séra a novinkou je aj tzv. platelet-derived serum. |Ide o extrakt z krvnych dostiCiek,
ktory sa ziskava lyzou dostiCiek opakovanym zmrazenim a rozmrazenim vzorky. Tento
extrakt sa osvedCil hlavne pri tvorbe klinicky pouzitefnych, terapeutickych buniek
(napr. mezenchymalnych buniek). DalSou moZnostou ako nahradit fetalne telacie
sérum je pouzitie ludského séra, ktoré je v pozadovanej kvalite a Cistote dostupné cez
viaceré biotechnologické spolo¢nosti. Uz spominané, syntetické, chemicky definované
alternativy fetalneho telacieho séra su tiezZ dostupné, ich zna¢nou nevyhodou je vSak
stale relativne vysoka cena. Maju v8ak velky vyznam pre pouZitie v klinicky
aplikovatefnych protokoloch, v ktorych je pouzitie dobre chemicky definovanych

komponentov nevyhnutné.

Délezitym komponentom bunkového média su antibiotika. Antibiotika v kultivacnom
médiu sluzia na zabranenie kontaminacie bunkovej kultury mikroorganizmami.
Pouzivaju sa v relativne nizkych koncentraciach, pretoze mézu byt toxické aj pre

samotné kultivované bunky. Antibiotika su nefyziologickou sucastou bunkovych médii
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a pri niektorych kultivaCnych protokoloch sa nepouzivaju. Prikladom méze byt
reprogramovanie ludskych koznych fibroblastov do pluripotentnych kmerovych buniek
transfekciou pomocou syntetickej RNA. Pri tzv. transfekcii RNA molekul (transfekcia je
neviralny prenos molekul alebo vektorov do bunky) sa mézu vacsie mnozstva antibiotik
dostat do vnutra bunky a pésobit’ toxicky, nasledkom ¢oho vzrastie pocet mftvych
buniek a celkovo sa znizi efektivita transfekcie. Je potrebné si uvedomit, Ze pritomnost’
antibiotik v kultivaénom médiu zabrarnuje kontaminacii kultury len do urcitej miery —
napr. pri nahodnom otvoreni platnicky mimo laminarny box je kontaminacia platnicky
velmi pravdepodobna (aj ked to do znacnej miery zavisi od Cistoty miestnosti) a je
lepSie takuto kulturu vyradit' resp. pouzit napriklad na extrakciu proteinov alebo
analyzu povrchovych CD markerov pomocou prietokovej cytometrie. Na zabranenie
kontaminacie bunkovych kultur kvasinkami a plesfami, ktoré su pritomné vo vzduchu,
sa pouzivaju tzv. antimykotika. Pri izolacii primarnych kultar sa ¢asto pouziva aj ich

kombinacia (najma v prvych fazach izolacie).

Priklad z praxe: Student potreboval malé mnozstvo sterilného média na alikvotovanie
rastovych faktorov. Otvoril preto novu flasu s bunkovym médiom a odobral z nej 5 mL
média. Otvorenie flaSe so steriinym médiom je spojené s rizikom jeho kontaminacie.
Na zabranenie kontaminacie v otvorenej flaSke média pridal Student k médiu roztok
antibiotik (1%). Frasu uzatvoril, na etiketu oznacil pridavok antibiotik spolu s datumom
a uskladnil ju v chladni¢ke. Po pridani FBS (séra) sa takéto médium nasledne pouzilo

na kultivaciu buniek.
2.6 Kultivaéné platnicky

Ludské bunky sa kultivuju v plastovych kultivaénych nadobach réznych rozmerov, ale
Standardne sa mozno stretnut’ s plastovymi Petriho miskami (priemer 10 cm), 6-
jamkovymi, 12-jamkovymi, 24-jamkovymi a 96-jamkovymi platniCkami, dalej
kultivacnymi flaSkami rézneho objemu, ktoré su vyrobené z priesvitného polystyrénu,
nezriedka oSetreného réznymi chemicko-fyzikalnymi metédami napr. elektrickou
plazmou. Takéto oSetrenie plastovej platniCky zvySuje schopnost buniek prilnat
k povrchu plastu. Specialnym pripadom su plastové platniéky s neadherentnym (gélmi
alebo polymérmi inaktivovanym) povrchom, ktoré sa pouzivaju na tzv. 3D kultivacie

buniek vo forme sféroidov.
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2.7 Kultivacia a expanzia primarnych buniek

Po uspesnej izolacii bunkovej suspenzie z tkaniva nastupuje ich kultivacia, spojena
s expanziou. Na zopakovanie - bunky sa kultivuju v bunkovych kultivacnych médiach,
ktoré su komeréne dostupné vo vefmi velkom mnozstve typov a modifikacii. Napriek
tomu si niektoré laboratoria pripravuju kultivatné média vo vlastnej rézii z dovodu
vysokej ceny komercnych médii (v roku 2022 sa cena bunkovych meédii pohybovala
od 20 eur/500 mL Standardného média (DMEM) az do 500-600 eur/L Specialneho
média). Zlozenie vacsiny pouzivanych meédii je zname, zlozenie niektorych
$pecialnych médii je naopak tajné a chranené medzinarodnymi patentmi. Standardné
bunkové meédium je izotonické, HEPES alebo bikarbonatovym pufrovacim systémom
pufrovany roztok obsahujuci iony (kofaktory enzymovych reakcii), vytvarajuce
optimalny osmoticky tlak, aminokyseliny (prekurzory resp. stavebné jednotky
bielkovin), vitaminy, zdroj energie (glukdzu), a napokon pH indikator (phenol red). pH
indikator umoznuje vizualnu kontrolu stavu meédia a aj kontaminacie (bakterialna
kontaminacia je sprevadzana niz§im pH média, ktoré po kontaminicii zmeni farbu na
ZItu). K médiu sa pred samotnou kultivaciou buniek pridava fetalne telacie sérum
(FBS), ktorého percentualne zastupenie sa pohybuje od 5% do 10% objemu média.
Fetalne telacie sérum (ako uz bolo spomenuté) je velmi déleZitou sucastou bunkovych
meédii na kultivaciu fudskych buniek, obsahuje mnozstvo rastovych faktorov,
stimulujucich rast buniek a pomaha udrziavat osmolaritu média, ale vzhfadom na jeho
vysoku cenu, rozdiely v jednotlivych Sarziach a nemoznosti urCit presné zlozenie, sa
dnes nahradzuje syntetickymi, presne definovanymi alternativami. Okrem toho,
producenti fetalneho telacieho séra deklaruju, Zze ide o vedlajsi a nie cieleny produkt
pri spracovani hovadzieho masa (ked sa na bitunku usmrti krava, ktora ma v sebe
plod, odoberie sa kanylaciou krv plodu za uCelom ziskania FBS). Velky finan¢ny
benefit, spojeny s predajom FBS a nutnost’ urcitej miery sterility pri odbere séra vSak
skor naznacuje, Ze vyroba FBS je cieleny proces, ktory je mozné za urcitych
podmienok povazovat' za eticky sporny a dviha sa proti nemu vina protestu zo strany
ochranarskych organizacii. Velkym problémom pre pouzitie FBS v kultivacii buniek je
riziko spojené s prionovymi ochoreniami. Vacsi dodavatelia preto svoje vyrobné Sarze
testuju aj na tieto infekné agensy. Niektori vyskumnici preto radSej pouzivaju na
kultivaciu ludskych buniek médium sobsahom [udského séra. Délezitym

komponentom bunkového média su uz spominané antibiotika. Typické je pouzitie
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zmesi penicilinu a streptomycinu (1%), niekedy sa do médii pridavaju aj fungicidne
latky (komerCne dostupna je zmes antibiotik a antimykotik of firmy Gibco, USA).
Niektoré média obsahuju aj stabilizovand formu glutaminu (esencialnej
aminokyseliny), komeréne znamu pod menom Glutamax. Pridavok réznych rastovych
faktorov (bFGF, LIF a pod.) je podmienené pouzitim Specalnych protokolov, vacsinu
[udskych buniek je vS8ak mozZné pestovat v médiu takéhoto zloZenia: DMEM/F12
Glutamax (500 ml), FBS (50 mL) a Penicilin/Streptomycin (1%).

2.8 Pasazovanie primarnej bunkovej kultury

Pasazovanie bunkovej kultury (Obr.8) je proces, pri ktorom sa bunky, prichytené na
dne kultivaénej nadoby enzymaticky od dna nadoby oddelia, nasledne centrifuguju,
stanovi sa ich pocCet a potom sa prenesu na Cerstvé kultivacné platne. Pasazovanie
buniek sa ma robit pri 70-80% konfluencii (konfluencia je percentualna miera
.Kolonizacie* platnicky bunkami). Nie je vhodné pasazovat bunky pri vySSej
konfluencii. Bunky v platnicke, ktora je 100% konfluentna sa ,odliepaju” len velmi
pomaly ato ma za nasledok zniZzenu viabilitu buniek (kvéli dihSiemu pdsobeniu
enzymu). Nadorové bunky, ktorym chyba schopnost tzv. kontaktnej inhibicie mézu
kultivaCnu platniCku kolonizovat aj vo viacerych, na sebe ulozenych vrstvach.
Pasazovanie takejto kultury moze trvat’ dihSie (aj viac ako 30 minut), pricom dojde

k poskodeniu velkého mnozstva buniek pouzitymi enzymami.

Na pasazovanie réznych typov buniek sa pouziva viacero typov enzymov. Jednym
Z najpouzivanejSich je enzym trypsin (Trypsin), pouzivany v réznych koncentraciach
a niekedy s pridavkom EDTA (kyseliny etyléndiamintetraoctovej). Je relativhe lacnym
pasazovacim enzymom. Jeho nevyhodou je, Ze pri jeho pésobeni na bunky niekedy
dochadza k odstraneniu senzitivnych  povrchovych markerov (CD znakov), ¢o
komplikuje jeho pouzitie napriklad pri protokoloch v prietokovej cytometrii. Dal$imi
enzymami su akutdza (Accutase), dispaza (Dispase) a kolagenaza (Collagenase).
Pouzivaju sa bud samostatne, v kombinacii alebo postupne (sekvencne) za sebou
(napriklad pri pasazovani 3D kultar, Obr.8C). Vyber vhodnych enzymov na
pasazovanie buniek zavisi od viacerych faktorov — i) citlivosti buniek voci jednotlivym
enzymom, ii) sily enzymovej reakcie (niektoré bunky potrebuju agresivnejSie enzymy)
a iii) kompatibility so zvolenym imunodetekénym pripadne inym protokolom. Napriklad

enzym akutaza (Accutase) sa pouziva pri pasazovani citlivych buniek (napr.
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indukovanych pluripotentnych kmernovych buniek). Niektoré pasazovacie enzymy
obsahuju aj pridavok enzymu DNazy, na Stiepenie lepivej molekuly DNA, uvolnenej
z poSkodenych buniek). Zaujimavy je spdsob regulacie, resp. zastavenia enzymovej
reakcie — trypsin je u€inne inhibovany bunkovym meédiom s obsahom 10% FBS
(fetélneho tefacieho séra) alebo samotnym sérom. Niektoré enzymy mozno zastavit
pridavkom PBS s obsahom EDTA (napriklad enzym dispazu). Niektori vyskumnici
enzymovu reakciu zastavuju (z réznych doévodov) len premyvanim - zmes enzymu
a buniek priamo centrifuguju a nasledne premytim pomocou PBS pufru odstrania
enzym v supernatante. Z praktickych skusenosti v8ak tento postup neodporuc¢ame
(enzymova reakcia totiz pokraCuje (prebieha) aj v centrifuge a tak pri centrifugacii
dojde k prediZzenej expozicii buniek enzymom na dobu niekolkych minat. To sa
nezriedka prejavi pritomnostou lepivej DNA (hlienovita konzistencia suspenzie
buniek), uvolnenej z enzymom poskodenych buniek. Pritomnost DNA spésobi
zlepenie velkej Casti buniek, ktoré sa pri naslednom filtranom kroku (v pripade
protokolov pri prietokovej cytometrii) zachytia na bunkovom filtri a déjde tak k znizeniu
vytazku buniek. Pokial je pouZitie inhibitora nemozné (napr. pri pouziti trypsinu na
pasazovanie kmenovych buniek sa neodporuca jeho zastavenie médiom s obsahom
FBS séra, ktoré mbze spbsobit neziaducu diferenciaciu pluripotentnych buniek),
odporuca sa pred centrifugaciou pridat k bunkam PBS (pH 7,4) alebo Cisté médium za

ucelom nariedenia enzymu pod jeho efektivhu pracovnu koncentraciu.
2.9 Pasazovanie 3D kultury

Pasazovanie buniek, rastucich v 3D kulture (Obr.8C) sa uplathuje vo viacerych
protokoloch napriklad v protokole in vitro diferenciacie indukovanych pluripotentnych
kmeriovych buniek alebo pri derivovani novych 3D nadorovych bunkovych linii.
Optimalizovany a ucinny protokol na derivaciu nadorovych buniek pomocou 3D
kultivacie je mozné najst v detailnej podobe na tejto adrese: https://doi
10.21769/BioProtoc.2874 (Strnadel et al., 2018 (Bioprotocol)). Protokol bol pévodne
vyvinuty v laboratoriach Kalifornskej univerzity v San Diegu (na Patologickom oddeleni
UCSD) a dalej optimalizovany v laboratoriach Martinského centra pre biomedicinu, na
Jesseniovej lekarskej fakulte. Viedol k uspesnej izolacii viacerych novych nadorovych
bunkovych modelov (linii). V tomto protokole sa bunky, rastuce v tzv. sféroidoch
(spheroids alebo tumorspheres) kultivuju ukotvené v gélovej proteinovej matrici - tzv.

Matrigeli (extracelularnej matrici (extracellular matrix), izolovanej z mysSieho
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sarkdbmového nadorového tkaniva). Pri ich pasazovani je potrebné najprv pouZit
enzym, schopny uvolnit sféroidy z gélovej matrice — napr. dispazu (Dispase). Celkovy
postup je mozné popisat takto: po jemnom odsati média, pritomného na povrchu
gelovej vrstvy (tak, aby nedo$lo k nasatiu gélu) sa gél, obsahujuci sféroidy prenesie
sterilnym skalpelom alebo nasatim pipetou s velkym priemerom do 50 mL plastove;j
skumavky. Prida sa roztok dispazy a skumavka sa prenesie do inkubatora, kde sa
necha prebiehat' enzymova reakcia. Skimavka sa pocas inkubacie niekofkokrat jemne
premieSa. Reakciu sa ukonci pridanim roztoku EDTA v Case, ked uz nie je pritomny
geél a sféroidy dosadnu na konické dno skumavky (Obr.8C). Po naslednom premyti
s PBS pufrom je mozné z takto izolovanych sféroidov ziskat jednobunkovu suspenziu
pomocou inkubacie sféroidov s enzymom akutazou (Accutase) pri 37°C. Reakcia sa
zastavuje opakovanym premytim suspenzie buniek s PBS (takto dbjde k nariedeniu
a celkovému vymytiu enzymu). Ziskana suspenzia buniek je pripravena na dalSie

pouzitie (pasazovanie, mrazenie, analyzu prietokovou cytometriou alebo ICC).
2.10 Urcenie poctu a koncentracie buniek v suspenzii

Mnoho in vitro protokolov si vyZaduje presné urCenie poctu a aj naslednej koncentracie
buniek v suspenzii. Na urCenie poctu a aj koncentracie buniek sa dnes vo vacsine
bunkovych laboratorii pouZivaju sofistikované automatické pristroje (pocCitace buniek
alebo cell counters, Obr.22J a Obr.36C). Manualne pocitanie buniek pomocou tzv.
Burkerovej komérky sa dnes pouziva uz len vefmi zriedkavo. Stale vSak ide
o najpresnejSiu (i ked €asovo najnarocnejsSiu) metddu urCenia poctu a koncentracie
buniek (je zaujimavé, Ze v protokoloch ju maju ako hlavnu metédu aj spolocnosti,
zaoberajuce sa bunkovymi terapiami). Burkerova komérka je Specialne podlozné
sklicko s dvoma pogitacimi pléskami, ktoré v komdrke s presnym objemom (a hibkou
0,1mm) obsahuju mikromrieZku s presne definovanymi rozmermi. MrieZku Burkerove;j
komorky tvori siet’” deviatich vacsich Stvorcov, ktoré su rozdelené do 16 menSich
Stvorcov. Do nich sa nanesie bunkova suspenzia a nasledne sa prekryju krycim
sklickom. Pod mikroskopom sa nasledne pocitaju bunky, nachadzajuce sa v priestore
Stvorcovej mriezky a tie, ktoré sa dotykaju napriklad lavej a hornej strany Stvorca (aby
sa zabranilo opakovanému pocitaniu buniek na rozhrani Stvorcov). Postupuje sa
vacsinou zhora nador a smerom zfava doprava. PocCet buniek v 1mL sa nasledne
vypocCita ako priemerna hodnota poctu buniek v Stvorci, vynasobena Cislom 10 000

(objem priestoru pod velkym Stvorcom (v Burkerovej komérke je ohraniCeny trojitou
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¢iarou) je 0,1mm?3, po vynasobeni ¢islom 10 000 dostaneme pocet buniek v 1 cm?3 (1
cm?® = 1mL). Ak sa suspenzia buniek pred pocitanim na komorke nariedila (napr. 5x,
to znamena v pomere 1:4 alebo 1 diel bunkovej suspenzie a 4 diely PBS pufru),
skutoCna hodnota poctu buniek je potom vynasobena faktorom riedenia (v nasom
priklade je to faktor 5). Riedenie buniek pred pocitanim na Burkerovej komdrke je
niekedy potrebné, kedZe pocCitat bunky vo velmi hustej suspenzii je velmi

komplikované a niekedy aj technicky nemozné.

Priklad z praxe: Student spogital bunky v Biirkerovej komérke a zistil, Ze koncentracia
buniek je velmi nizka. Na in vivo experiment potreboval bunky s koncentraciou 10x
vySSou. Nariedit bunky je jednoduché, staci pridat’ roztok PBS, ale ako ich zahustit
(zvysit ich koncentraciu) bez dalSej kultivacie? Odpoved je jednoducha, bunky staci
centrifugovat, pipetou jemne odsat roztok nad peletom a pridat 10x mensi objem, ako
bol pévodny. Takto je mozné zvySit koncentraciu buniek na pozZzadovanu hodnotu

koncentracie.

Priklad z praxe: Student pri merani koncentracie buniek pouzival automaticky pogitad
buniek (cell counter). Pri opakovanom merani zistil, Ze odchylky medzi jednotlivymi
meraniami su velmi velké pocet (viac ako 15%) a jednotlivé namerané hodnoty
koncentracie buniek mali klesajucu tendenciu). Ten isty problém nastal, ked pouzil
automaticky pocita¢ buniek od iného vyrobcu. Pri analyze pracovného postupu
Studenta sa zistil dévod tychto velkych rozdielov v jednotlivych meraniach. Pri analyze
bunkovej suspenzie s vy§Sou koncentraciou buniek boli medzi jednotlivymi meraniami
cca 3-minutové intervaly, po€as ktorych husta suspenzia buniek rychlo sedimentovala.
Pri odbere vzorky na analyzu na pocitaCi buniek Student suspenziu opatovne
nepremieSal (len odobral vzorku z hornej Casti suspenzie, ktora uz vplyvom
sedimentacie obsahovala menej buniek). Problém sa vyriesSil dbkladnym premieSanim
bunkovej suspenzie a naslednym rychlym (do 10-15 sekund) odberom vzorky do

analyzatora.

Pri pouziti automatickych analyzatorov buniek na stanovenie viability buniek (pomocou
farbenia mftvych buniek Trypanovou modrou (Trypan blue) u vacsiny vyrobcov nie je
potrebné pocitat’ s riediacim faktorom, spojenym s nariedenim vzorky 1:1 s roztokom
Trypanovej modrej. Softvér pristroja je totiz schopny farbivo v bunkach identifikovat

a spominany faktor riedenia uz zahrnut do vyslednej hodnoty koncentracie buniek.
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Poznamka: Pri praci s Trypanovou modrou je potrebna zvySena opatrnost, kedZe ide
o mimoriadne zdraviu $kodlivi zlG&eninu, s karcinogénnymi Gg&inkami. Spicky
a jednorazové plastové pocitacie komorky je treba po pouziti vyhodit do uzavretej
odpadovej nadoby (nenechavat Trypanovu modru volne sa odparovat z pouZitého

plastového materalu).
2.11 Urcéenie ¢asu zdvojenia (doubling time) v bunkovych kulturach

Délezitym parametrom, ktory charakterizuje bunky novovytvorenych bunkovych linii
alebo bunky po pdsobeni terapeutika je ¢as zdvojenia alebo ,doubling time®. Je to
Casovy interval, potrebny na zdvojnasobenie poctu buniek v danej bunkovej kulture.
Na vypocet tohto parametra sa pouziva vzorec: ¢as zdvojenia kultury = merany
Gasovy interval * In(2)/In(findalna koncentracia buniek/zaiato¢na koncentracia
buniek).

Pre ilustraciu uvadzame priklad: Pri stanoveni Casu zdvojenia novej nadorovej
bunkovej linie, izolovanej z duktalneho adenokarcindmu pankreasu sa urcCil poCet
buniek v Burkerovej komérke (9 500 buniek v jamke). Po 56 hodinach sa opatovne
stanovil poCet buniek (34 500) a obidve hodnoty sa vloZili do vzorca. Vysledok (cca
30 hodin) udava pocet hodin, potrebnych na zdvojenie bunkovej kultury v danych

podmienkach.
2.12 Stanovenie dynamiky rastu buniek v 3D kulture

Stanovenie dynamiky rastu buniek v 3D kulture méze byt obtiazne z dévodu
problematického ziskavania jednobunkovej suspenzie. Pésobenim enzymov totiz
dojde k vacsSiemu poskodeniu buniek (bunky na povrchu sféroidu su pdsobeniu
enzymu vystavené dlhSiu dobu, ako bunky vo vnutri sféroidu) atym k zniZeniu
realneho poctu buniek. Vhodnym rieSenim v takomto pripade mdze byt stanovenie
mnoZstva celkovych proteinov a priprava kalibracnej krivky s danou bunkovou liniou.
Nasledujuci priklad ilustruje praktické pouzitie tejto metddy. V 3D kulture boli
kultivované v jamkach nadorové sféroidy, ktoré sa vytvorili po vysadeni rovhakého
mnoZstva buniek (10 000 buniek na jamku). Na charakterizaciu rastu kultury bolo
potrebné zostrojit’ rastovu krivku. Priprava jednobunkovej suspenzie zo sféroidov
z tejto nadorovej kultury sa vSak vyznacovala velkou citlivostou buniek na pésobenie

enzymu, dbésledkom €oho bola vefka mortalita buniek a signifikantné znizenie poctu
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buniek v désledku poskodenia enzymom. Na rieSenie tohto problému sa pouzila
metdda stanovenia mnoZstva celkovych proteinov. Sféroidy sa nechali sedimentovat
na dne koénickej skumavky, médium sa odsalo, pridal sa PBS pufor a sféroidy sa opat
nechali sedimentovat. Nasledne sa jemne pipetou odsal premyvaci pufor a sféroidy
v sedimente sa lyzovali v ladovom RIPA lyzacnom pufri. Po lyzovani sféroidov na fade
a naslednej centrifugacii a odstraneni bunkovych fragmentov sa supernatant pouZil na
stanovenie koncentracie proteinov. KalibraCna Ciara sa pre zvolenu bunkovu liniu
pripravila lyzovanim rézneho mnozstva 2D buniek (10 000, 50 000, 100 000, 250 000,
500 000 a 1 000 000). Zo zostrojenej kalibraCnej Ciary sa v programe Microsoft Excel
metodou linearnej regresie urCila hodnota pocCtu buniek zo znamej hodnoty

koncentracie proteinov z lyzovanych 3D sféroidov.

UrCenie poCtu buniek je mozné aj cez spektrofotometrické meranie metabolickej
aktivity buniek. Metdéda alamarBlue eseje (AlamarBlue assay, ThermoFisher Scientific)
je zalozena na modrom nefluorescenénom indikatorovom cinidle, ktoré je netoxickeé
a volne prenika do buniek - resazurine (resazurin). Po preniknuti do bunky je resazurin
redukovany na intenzivne fluorescencny resorufin (resorufin). Mnozstvo Cerveného
fluorescenéného signalu, ktory kontinualne narasta v pritomnosti Zivych, metabolicky
aktivnych buniek je mozné odmerat fluorescenénym spektrofotometrom. PocCet buniek,
ktory prislucha hodnote odmeraného signalu sa nasledne urci z kalibracnej Ciary (tato
sa vytvori vysadenim rézneho poctu buniek a odmeranim fluorescenéného signalu,
ktory prislucha réznym mnozZstvam buniek). Samotna realizacia experimentu je
jednoducha — AlamarBlue cCinidlo sa prida k bunkam na 1-4 hodiny (pri 37°C) a po
inkubacii sa zmeria hodnota fluorescencie (je mozné meranie aj absorbancie).
AlamarBlue Ccinidlo je netoxické, preto umoznuje opakované a dlhodobé pouZitie

v experimentoch.
3 Mrazenie (kryoprezervacia) buniek

Archivacia bunkového biologického materialu sa realizuje kryoprezervaciou pri teplote
-196 °C v Specialnych izolovanych nadobach, tzv. Dewarovych nadobach (Obr.9A-D).
Pri teplote -196 °C je mozné uchovat bunky az niekolko desatroli (autor pracoval
s primarnymi bunkami, ktoré boli zamrazené 17 rokov bez zretelnej straty viability).
Kryoprezervacia buniek je Specialny proces, pri ktorom najprv dochadza k odstraneniu

vody z bunky (v praxi sa realizuje zmieSanim sedimentu (peletu) buniek s bunkovym
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médiom, obsahujucim 10% DMSO (dimetylsulfoxid) a naslednému poklesu teploty az
na -80°C, priCom pokles teploty by nemal byt vacsi ako 1°C/minutu. Toto sa da
dosiahnut pomocou Specialnych chladiacich zariadeni (pristrojov) alebo pouZitim
plastového mraziaceho zariadenia, komercne znameho pod nazvom Mr.Frosty. Tento
jednoduchy plastovy vyrobok kombinaciou pouzitého materialu urcitej hrubky
a obsahom izopropanolu zabezpeci optimalny pokles teploty zamrazovanej vzorky
(pokles o 1°C/minutu), ked je spolu so zamrazovanymi vzorkami umiestneny do
mrazniCky s teplotou -80°C. Takto predmrazené bunky sa nasledne (najlepSie na druhy
den) prenesu do Dewarovej nadoby a v Specialnych plastovych stojanoch (Obr.10B-
D) sa umiestnia do oblasti plynnej fazy tekutého dusika. Na kryoprezervaciu buniek sa
pouzivaju Specialne kryoskumavky (cryovials) s rozlicnym objemom (najcastejSie 1-
2mL), na ich oznaCovanie je nevyhnutné pouZit Specialne oznacovace, schopné
zaruCit’ Citatelnost oznacenia aj pri takychto extrémne nizkych teplotach. Vhodne
popisana kryoskumavka by mala obsahovat pomenovanie buniek resp. nazov
bunkovej line, datum zamrazenia, Cislo pasaze a pripadne dalSie informacie (napr.
informaciu o transdukcii virdlnym vektorom). Pri mrazeni buniek je z dévodu
zachovania ich viability vhodné mrazit’ bunky v ur€itej koncentracii. Napr. pri pouziti
kryoskumavky s obsahom 1mL by mnozZstvo zamrazenych buniek nemalo prekrocit
1x10°® buniek/skimavku. Viabilita buniek po rozmrazeni moéze byt niz8ia, ak
koncentracia zmrazenych buniek bola velmi nizka (radovo niekolko desiatok tisic
buniek v 1mL kryoprezervacného meédia). Hodnota viability buniek po rozmrazeni vSak
Casto suvisi s charakterom mrazenych buniek — niektoré bunky znasaju zamrazovanie
bez problémov aj za neoptimalnych podmienok (napr. nadorové bunky), iné typy
buniek (najmad kmenové bunky) vyZaduju nezriedka pritomnost podpornych
antistresovych faktorov (napr. ROCK inhibitora) a Specialne typy médii. Na zaklade
skusenosti autora je kultivaéné médium s pridavkom 10% DMSO mozné doporucit ako
najvhodnejSie kryoprezervacné médium. Velky pozor treba davat na pouzitie
komercnych kryoprezervacnych médii (hlavne tych, ktoré sa predavaju v tzv. ready-to-
go formate (bez potreby pridania dalSich zloziek). Tieto média nie su vZdy optimalnou
volbou a ak sa pre ne napokon predsa len rozhodneme, mali by sme si ich efektivitu

najprv overit na mensom mnozstve zamrazovanych vzoriek.
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Pritomnost’ FBS (séra) v kryoprezervacnom meédiu podla niektorych autorov pomaha
zachovat viabilitu zamrazenych buniek. Pri mrazeni kmefiovych buniek vSak nie je
mozné sérum pouZzit' (v dévodu neZiaducej diferenciacie buniek v pritomnosti séra).

V takychto pripadoch je mozné pouzZit médium bez séra (na archivaciu pocas
niekolkych mesiacov) alebo  pridat do

kryoprezervacného meédia 10% KOSR (Knock out

serum replacement, €o je vlastne chemicky o
definovany substituent séra, ktory vSak neindukuje oi;/t?:i%i?’
diferenciaciu kmefiovych buniek, a zaroven udrzuje nﬁlrkrgrr;osltyl
viabilitu zamrazenych buniek).

Priklad z praxe: V laboratériu boli pasazované
primarne  bunky, izolované z biopsie koze
(fibroblasty) a koldnie indukovanych pluripotentnych kmenovych buniek. Z kolonii iPS
buniek bola pripravena jednobunkova suspenzia pomocou enzymu acutazy
(Accutase). Na mrazenie tychto dvoch typov buniek sa pripravili dve osobitné mraziace
bunkové média: i) DMEM/F12 Glutamax s obsahom 1% P/S, 10% FBS a 10% DMSO
(pre fibroblasty) a ii) mMTESR 1 médium (obsahujuce 1% roztok antibiotik) s pridavkom

10% KOSR (knock out serum replacement) a 10% DMSO.

Kryoprezervaéné médium sa pripravilo nasledujucim spésobom: Do 15 ml plastovych
skumaviek sa napipetovalo kultivatné médium a nasledne DMSO. Médium sa
sterilnou pipetou niekofkokrat zamieSalo. Nasledne sa médium pridalo k bunkam
(peletu), zmes sa opat jemne premieSala a preniesla do vopred oznacenych
kryoskumaviek. Poznamka: KryoskumavKky sa nikdy neplnia aZz po okraj (v takom
pripade mézu kryoskumavky prasknut pri mrazeni alebo dokonca explodovat’ pri
rozmrazovani). Kryoskumavky sa preniesli do zariadenia na mrazenie (Mr.Frosty),
ktoré bolo ekvilibrované na teplotu okolia (laboratoria). Nasledne sa zariadenie
prenieslo do mrazni¢ky (-80°C). Na druhy den sa vzorky vybrali a premiestnili
v $pecialnych stojanoch do Dewarovej nadoby s tekutym dusikom. Nakladnou, ale
niekedy nevyhnutnou alternativou (v pripade mrazenia velmi citlivych buniek) je
automatické mrazenie pomocou Specialnych pristrojov. Tieto dokaZzu zamrazit’ vzorku
na -80°C alebo priamo na -196°C (zariadenia vyzadujuce zdroj tekutého dusika)
preciznou kontrolou znizovanej teploty ato bez ovplyvnenia kvality vzorky tzv.

latentnym teplom, ktoré sa uvolnuje pri zmene skupenstva zmrazovanej zmesi.
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4 Kontaminacia v bunkovom laboratoériu a jej rieSenie

Kontaminacia bunkovej kultury mikroorganizmami je neziaducim javom v laboratoriu
bunkovych kultur. Jej pri€inou mdze byt externa kontaminovana vzorka, bunky alebo
kontaminované tkanivo. Kontaminacia mdze vzniknut aj v désledku chyby alebo
poruSenia zasad aseptickej prace. RieSenie situacie spojenej s kontaminaciou
v bunkovom laboratériu spocCiva v niekolkych krokoch. Prvym je likvidacia
kontaminovanych platni€iek pomocou 10% roztoku chlérnanu sodného (napr. Savo),
sterilizacia bunkovych inkubatorov, filtracia médii baktériologickymi filtrami alebo
(odporu€any variant) likvidacia pouZzitych médii. Délezita je aj vymena filtrov
v automatickych pipetoroch, na privodnej hadicke medzi CO2 bombou a inkubatorom.
Nasledne je nutné dokladné vycistenie vnutorného priestoru laminarnych boxov 70%
etanolom a UV sterilizacia takto vyCistenych priestorov. Odporuca sa aj kontrola HEPA
filtrovacieho systému (tuto Cast treba zverit servisnému technikovi firmy, ktora
laminarny box dodala). Niekedy moéze byt zdrojom kontaminacie aj klimatizacia, ktora
by z tychto dévodov mala byt pravidelne Cistena a filtre menené. Pri praci v bunkovom
laboratoriu sa aj z tychto dévodov neodporu¢a mat’ klimatizaciu zapnutu. Zaujimavym
zdrojom kontaminacie v bunkovom laboratoriu su laboratérne plaste. Na ilustraciu
uvedme pripad experimentatorky, ktora dopoludnia kultivovala rezistentné kmene
baktérii a poobede pracovala v laboratériu bunkovych kultur — v tom istom plasti.
Vysledok filozofie ,druhy laboratérny plast nie je nutny“ nie je tazké si predstavit.
Kvalitné laboratéria pri praci s bunkami pouZivaju obleCenie podobné obleceniu
pracovnikov kovidovych odberovych jednotiek. Vo vacsine pripadov to vSak nie je
nutné a na bezné experimentalne ucely sa na pracu s bunkami pouZzivaju laboratérne
plaste, ktoré su v pravidelnych intervaloch Cistené (prané) a v ktorych pracovnici

neprichadzaju do kontaktu s mikrobiologickymi kulturami.

Aj pri dodrziavani zasad sterilnej prace a udrziavani Cistoty v kultivacnej miestnosti sa
obCas vyskytne kontaminacia bunkovej kultury, a to najma pri izolacii primarnych
bunkovych kultur. Pokial ide len o ojedinelu kontaminaciu jednej platni¢ky (napr.
v désledku nahodného pootvorenia pri manipulacii alebo spracovani vzorky, ktora bola
kontaminovana) a nie o celkovu (systémovu) kontaminaciu vSetkych platniCiek
a kultivacnych nadob ako désledok kontaminacie zasobného média), rieSenie spociva
v opatrnom odstraneni kontaminovanej platni¢ky a vycisteni inkubatora papierovou
utierkou, namocenou v 70% etanole. Pokial je mozZné na nejaky €as presunut ostatné,
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nekontaminované kultury do nahradného inkubatora, je dobré inkubator, v ktorom sa
kontaminacia vyskytla sterilizovat spustenim automatického sterilizacného programu
(cyklu) alebo aspon dékladnym vycistenim 70% etanolom (pozor, po Cisteni etanolom

sa bunky mo6zu navratit do inkubatora az po dékladnom odpareni a vyvetrani etanolu).

NajcastejSiou formou kontaminacie bunkovych kultur je bakterialna kontaminacia,
ktora sa prejavuje znacnym zakalenim CcCireho bunkového média, jeho ZItym
zafarbenim a aj sprievodnym, typickym zapachom kultury. Bakterialnu kontaminaciu

v tomto Stadiu nie je vacsinou mozné eliminovat a kulturu je nutné zlikvidovat.

Poznamka: Snaha o niekofkonasobné premytie platnicky s kontaminovanymi bunkami
s naslednym pridavkom média s vySSou koncentraciou antibiotik zva¢sa neprinesie
Ziadny vysledok. Menej zavaznu bakterialnu kontaminaciu, ktora sa pod mikroskopom
prejavuje ako pritomnost’ malych, Ciernych pohybujucich sa teliesok (baktérii) je eSte
mozné eliminovat (napr. zmenou kombinacie antibiotik alebo zvySenim ich
koncentracie), ale najlepSim rieSenim (pokial nejde o mimoriadne vzacne primarne

bunky izolované napriklad z raritnych foriem nadorov) je takuto kulturu zlikvidovat.

Kontaminacia kvasinkami tiez predstavuje v urcitych ro€nych obdobiach velky problém
a nie je mozné ju uCinne v ramci kontaminovanej kultury zlikvidovat. Kontaminacia
plesnami (vlaknitymi hubami, Obr.10) je naopak relativne lahko eliminovatelna, ako

ukazuje nasledujuci priklad z laboratdria:

Priklad: Pri izolacii primarnych koznych fibroblastov z koznej biopsie z ucha
experimentalneho prasiatka sa kozna biopsia sterilizovala rychlym ponorenim tkaniva
do 70% etanolu a naslednym premytim sterilnym roztokom PBS. Tkanivo sa nasledne
prenieslo do kultivacnych platniCiek s bunkovym médiom. Na piaty den bola zistena
pritomnost vlaknitych Struktur na dvoch miestach kultivaénej platnicky. Pod
mikroskopom sa potvrdila kontaminacia pleshami. KedZe realizacia odberu novej
koznej biopsie by bola €asovo aj personalne narocna, pokusili sme sa o zachranu
kultury nasledujucim spdsobom: pinzetou sa biopsia preniesla do Petriho misky
a opatovne sa sterilizovala kratkym ponorenim do 70% etanolu. Biopsia sa nasledne
preplachla steriinym roztokom PBS a vloZila do novej kultivaénej misky s obsahom
média, do ktorého bola pridana zmes antibiotik a antimykotik (Anti-Anti, Gibco, USA).
KedZe v povodnej, kontaminovanej platniCke sa uz nachadzali primarne fibroblasty,

odvodené z koznej biopsie (a zaroven existovalo riziko, Ze pri opatovnej sterilizacii
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kozZnej biopsie etanolom dosSlo k nezvratnému poskodeniu tkaniva), rozhodli sme sa
0 zachranu aj povodnej kultury. Pod mikroskopom sa pomocou sklenenej kapilary,
napojenej na vakuovu odsavacku jemne odsali vSetky vlaknité Struktury a médium sa
nasledne tiez odsalo. PlatniCka sa dvakrat preplachla a znovu naplnila bunkovym
médiom s dvojnasobnou (oproti koncentracii odporu¢anej vyrobcom) koncentraciou
zmesi antibiotik a antimykotik (Anti-Anti, Gibco, USA). Na druhy den sa pozoroval
opatovny, ale znacne reduvany vyskyt vlaknitych Struktar (Obr.10A,B), preto sa
procedura znova zopakovala, tentokrat dvakrat v ramci jedného dna. Po 5 dioch uz
bola kultura bez viditelnej kontaminacie a po 10 drfioch sa koncentracia antibiotik
a antimykotik zredukovala na koncentraciu odporu¢anu vyrobcom. Takto zachranena
primarna bunkova linia sa stala prekurzorom pre velmi zaujimavu pluripotentnu

bunkovu liniu (Strnadel et al., 2018, (Science Translational Medicine)).

V oblasti bunkového inzZinierstva existuje velmi zavazna forma skrytej a pomaly sa
manifestujucej infekcie vnutrobunkovymi baktériami alebo tzv. mykoplazmami
(Mycoplasma). Ide o velmi jednoduché malé baktérie, ktoré nemaju bunkovu stenu.
Niektoré su pévodcami fudskych ochoreni a ochoreni zvierat. Z hladiska vyznamu vo
vyskume ide o parazity, ktoré mdézu znacne komplikovat’ experimenty, zalozené na
pouziti bunkovych kultur. Naj¢astejSiou mykoplazmou, s ktorou sa mozno pri
kontaminaciach bunkovych kultur stretnut je Mycoplasma orale, pritomna v ustach
Cloveka. Pri praci s bunkovymi kulturami je preto velmi délezité nosit jednorazové
rusko alebo respirator. Kontaminacia touto mykoplazmou sa totiz vizualne nijako
neprejavuje a experimentator si vacsinou nieco vSimne az v Case, ked nastane
inhibicia rastu kultivovanych buniek (v désledku kompeticie o aminokyselinu arginin).
Kontaminaciu buniek mykoplazmou sa da zistit pomocou metédy PCR (velmi dobrym
produktom je Universal mycoplasma detection PCR kit od spolo¢nosti ATCC, ktora je
jednou z najvacsSich biobank pre bunkové linie na svete) alebo po nafarbeni kultur
pomocou fluorescencnej latky na vizualizaciu jadier (DAPI). Pod mikroskopom je
kontaminacia mykoplazmou viditelna ako pritomnost malych bodovych Struktur v okoli
jadra a v cytoplazme. Aj ked uz su komeréne dostupné antibiotika, schopné eliminovat
mykoplazmy a takto zachranit kontaminované bunky, mozno tento postup odporucat
len pre velmi raritné a vzacne primarne bunkové kultury. Inak je nutné kultary (aj
zamrazené alikvoty) zlikvidovat (10% roztokom SAVA), dekontaminovat' pipetovacie

zariadenia (autoklavovanim), zlikvidovat' vSetky otvorené média a aditiva a nahradit
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ich novymi. Inkubator je nutné sterilizovat’ parnym alebo chemickym cyklom, laminarny
box umyt 70% alkoholom a sterilizovat pravidelne UV Ziarenim. Do rutinnej
laboratornej praxe je potrebné zaviest pouzivanie plastovych SpicCiek s filtrom
(prevencia infekcie pri pipetovani). Velmi dobrou, ale ¢asto podcenovanou radou je
nezdiefanie  bunkovych  médii, aditiv

a alikvotov rastovych faktorov (v SpiCkovych Je na Vas vidiet,
mila kolegyna,
Ze ste velmi

svetovych vyskumnych laboratériach je to e vaSTIVS BTG

\
nemyslitelné). SlUcastou naozaj kvalitného |
|

laboratoria, v ktorom sa pracuje

s bunkovymi  kultirami  je  pravidelné __ x—’

testovanie médii alebo kultivovanych buniek
PCR metddou na pritomnost mykoplazmy.
Je totiz dokazané, Ze takmer 50-60% vSetkych bunkovych kultur je kontaminovanych
mykoplazmou. Spoliehat sa na to, Ze to nemusi ovplyvnit nase experimenty je znakom
znaéného amaterizmu. Uplnou pohromou sa méze stat prijatie buniek, darovanych
inym laboratériom bez otestovania alikvotu na pritomnost mykoplazmy. Zavedenie
pravidelného testovania je pritom jednoduchym a finanéne nie velmi naroCnym
spésobom, ako wuchranit nielen bunky, ale ivzajomné dobré vztahy medzi

spolupracovnikmi.

Kontaminacia buniek virusmi patri do Specialnej kategdrie kontaminacii, ktoré sa vsak
mo&zu objavit' v bunkovej kulture. Vacsinou nie je dobre rozoznatefna (ak sa vylucia
vSetky ostatné typy kontaminacii, je mozné ju skér predpokladat) a ani nie je mozné ju
vCas odhalit' (pokial sa nejedna o Specialny typ patogéna, asociovaného so Specifickou
bunkovou liniou). Lie¢ba takejto kultury nie je va¢sinou mozna a kulturu je potrebné

zlikvidovat.

Priklad z praxe: Pri derivovani novych bunkovych modelov z ludskych pankreatickych
duktalnych adenokarcindmov bola chirurgickym oddelenim americkej nemocnice
(Thornton Hospital, San Diego, USA) poskytnuta vzorka nadoru z pacienta, ktory trpel
infekEnym ochorenim (hepatitidou C). Na tuto skutoCnost boli vedecki pracovnici
prijimajuci vzorku upozorneni chirurgami. Na zaklade tejto informacie nebola vzorka
spracovana do podoby bunkovej linie, pretoze existovalo realne riziko infekcie pre

pracovnikov a aj bunkové kultury v inkubatore.
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4.1 Kontaminacia bunkovych kultur inymi typmi buniek

Medzi velmi zavazné formy kontaminacie bunkovych kultur patria kontaminacie inymi
typmi ludskych alebo zivoc€iSnych buniek. Kontaminacia inymi typmi ludskych buniek
vznika v désledku hrubych chyb v procese kultivacie — napr. pri zlom oznaceni
alikvotov pri mrazeni buniek, ich pasazovani a dokonca aj pri vymene média. Niektori
pracovnici v snahe usSetrit financ¢né prostriedky pri vymene média pouZzivaju tu istu
pipetu na vymenu média v dvoch réznych typoch bunkovych linii. Argument typu ,ved
som sa len dotkol steny platni¢ky“ nie je namieste a hlavne pri suspenznych kulturach
hrozi riziko prenosu Casti buniek na pipete pri vymene média. Kontaminovat' inymi
typmi buniek sa méze nielen dalSia platnicka, ale i zasobny roztok bunkového média.
Treba si uvedomit, Ze mnohé (najma nadorové bunky) su schopné prezit niekolko dni
aj v bunkovom médiu v chladnicke a to dokonca aj bez pritomnosti séra. (Pri jednom
FACS experimente sa autor stretol s viabilnymi nadorovymi bunkami po 18 (!) dioch
uskladnenia buniek v chladniCke ato dokonca len vroztoku PBS s EDTA a2%
sérom). Podfa nedavnych studii je problém kontaminacie inymi bunkami velmi Casty
a na mnohych vyskumnych pracoviskach personal zrejme ani netusi, ze pracuje
s inymi typmi buniek. Dévodom je opat’ chybajuci systém pravidelnej kontroly identity
buniek. Nasledky su pritom vefmi zavazné a okrem plytvania ¢asom a grantovymi
prostriedkami nezriedka dbjde aj k strate déveryhodnosti alebo kreditu pracoviska.
Podla doporu€eni bunkového repozitorového centra ATCC v USA by sa identita
buniek mala kontrolovat pri i) prijati buniek z inych laboratdrii, ii) po kazdych cca 10
pasazach, iii) pri zakladani biobankového depozitu alebo zakazdym, ked existuje
akakofvek pochybnost (napr. vyskyt metastaz po injikovani zvierat bunkovou liniou,
ktora nie je metastaticka, alebo pri abnormalitach vo fenotype buniek (pévodne
epitelialne bunky sa ,zmenili“ avykazuju skér mezenchymalny charakter)). Na
testovanie identity buniek je dnes mozné pouZit' viaceré sluzby, ponukané napriklad
spomenutou spolo¢nostou ATCC. V ramci tzv. STR analyzy (STR — short tandem
repeat, alebo PCR analyzy tandemovych DNA sekvencii v urCitych oblastiach génov
(tzv. core loci oblasti) spolocnost ATCC nielenze analyzuje 17 najviac polymorfnych
markerov fudského gendmu (plus gén amelogenin), ale vysledky porovnava aj
s najvacsou svetovou STR databazou. Toto umozni odhalit’ aj zdroj kontaminujucich
buniek, niekedy aj pocCet kontaminovanych kultar. Priklad takejto analyzy, ktora

odhalila kontaminaciu vzorky inou liniou je na Obr.11. Samotna priprava vzorky na
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takuto analyzu trva velmi kratko a vlastne spociva iba v priprave jednobunkovej
suspenzie s definovanym poctom buniek. Tato suspenzia sa v urCitom, presne
definovanom objeme kvapne na Specialny papierovy nosi¢ (spolu s predplatenou
kuriérnou sluzbou je su€astou kitu), necha sa v sterilnych podmienkach (v laminarnom
boxe) vyschnut a po zabaleni do Specialneho ochranného obalu so silikagélom
(pohlcovacom vihkosti) sa poSle priamo do centraly spolo¢nosti ATCC. Po cca 5 dioch
spolo¢nost’ prostrednictvom e-mailu poSle pracovisku vysledky STR analyzy. Tymto
spésobom sa da testovat' aj originalita novovytvorenej bunkovej linie (pri vytvarani
novych bunkovych linii méze tiez déjst ku kontaminacii napr. komercne dostupnou

liniou).

Poznamka: Zaujimavostou je rézna kombinacia tzv. core loci segmentov, ktoré
pouzivaju rézne spoloCnosti resp. krajiny na STR analyzy. Napriklad v Nemecku su
core loci reprezentované FGA, THO1, SE33, VWA, D3S1358, D8S1179, D18S51,
D21S11 a Amelogeninom. Interpol pouZziva sadu tychto core loci: FGA, THO1, VWA,
D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11 (Amelogeninom je volitefny a SE33 chyba,
zdroj: https://strbase.nist.gov/coreSTRs.htm.)

Kontaminacia ludskych bunkovych linii bunkami réznych ZivociSnych druhov je Casta
napriklad v experimentoch v oblasti regenerativnej mediciny. Prave v tejto oblasti
dochadza vo vyskume k pouzitiu mySich embryonalnych fibroblastov - tzv. MEF
(mouse embryonic fibroblasts), ktoré maju vyZivovaciu funkciu a sekreénymi
produktami pomahaju udrzat nediferencovany stav skumanych kmefiovych buniek
(Obr.3E-G). Vyrobcovia v snahe predist kontaminacii kultury bunkami ponukaju tieto
bunky vo forme neproliferujucich (gama Ziarenim inaktivovanych (oZiarenych) alebo
Specialnym cytostatikom oSetrenych) buniek. Takto oSetrené bunky sa z kultury po
niekolkych pasazach vytratia anie su nadalej v kulture detekovatelné. Mnoho
pracovisk si vSak MEF bunky pripravuje v ramci vlastnych experimentov, pricom vSak
nie vzdy dbjde k dékladnej mitotickej inaktivacii pomocou zvolenych protokolov. To ma
za nasledok pritomnost kontaminujucich, kontinualne sa deliacich mySich fibroblastov
v kultare ludskych kmeriovych buniek. Na zistenie pritomnosti kontaminujucich buniek,
pochadzajucich z inych Zivo€isnych druhov sa pouzivaju metddy karyotypovej analyzy
(rozdielne druhy maju rozdielne pocty chromozémov), PCR metédami a tzv.
izoenzymovou analyzou. |zoenzymova analyza je zaloZzena na pritomnosti viacerych

foriem enzymu (katalyzujuceho rovnaku reakciu) v réznych zivoCiSnych druhoch.

35



Pomocou tejto financne nenarocnej metddy je mozné zmeny v primarnej Strukture
izoenzymov detekovat ako zmeny  vich mobilite v elektrickom poli (pri
elektroforetickej separacii). Podobne ako v pripade STR analyzy je mozné aj
izoenzymovu analyzu realizovat formou objednanej sluzby vo viacerych

spolo¢nostiach.
5 Manipulacia hladiny génovej expresie v bunkach

Pri hladani biologickej funkcie génov resp. proteinov, ktoré su kédované tymito génmi
sa pouZzivaju viaceré metddy génového inzinierstva, realizované v in vitro ako aj v in
vivo podmienkach. Tieto metddy su zalozené na dvoch zakladnych principoch Studia
- i) na znizeni expresie a ii) na zvySeni expresie génu s naslednym efektom na urovni
kédovaného proteinu. Tzv. rescue experimenty su zaloZzené na opatovnom obnoveni
alebo  zvySeni  hladiny predtym inaktivovaného (alebo  mutovaného)

genu a popisom efektu takéhoto experimentu (Morita et al., 2012).

ZvySenie expresie génu a s tym spojené zvySenie koncentracie efektorového proteinu
v bunke je mozZné dosiahnut’ viacerymi sposobmi - i) transfekciou pomocou plazmidu
(Obr.3, Obr.13 a Obr.16) aii) transdukciou pomocou viralneho vektora (Obr.14
a Obr.15), ktory obsahuje Ziadanu génovu sekvenciu. Vyber metddy je zavisly od
samotnej povahy experimentu — napriklad pri in vivo testovani bunkovej linie je zvacsa
potrebny transdukény pristup prenosu geénu, pri ktorom déjde k zabudovaniu
prenasanej sekvencie do gendmu bunky. Nadexpresia génov pomocou transfekcie
plazmidu je vhodna skér pre kratkodobé in vitro experimenty, kedZe mitotickou
aktivitou buniek dbéjde k ,nariedeniu® vektora a strate efektu doCasne zvySenej

expresie (transient expression).

Pri zniZovani génovej expresie sa pouzivaju metddy zaloZzené na objave tzv.
interferujucej RNA (RNAI). Velky prakticky vyznam vo vyskumnych laboratériach maju
dva zakladné typy molekul - siRNA a shRNA. V prvom pripade siRNA interferencie
ide o pouzZitie chemicky syntetizovanej dvojvlaknovej molekuly, v pripade shRNA
(Obr.17) je to tzv. short hairpin RNA, ktorej syntéza prebieha v jadre po preneseni
shRNA-kédujucim DNA vektorom do bunky (Rao et al., 2009). siRNA a shRNA pre
konkrétne gény je mozné ziskat’ napr. vo firme Sigma-Aldrich alebo Thermo Fisher

Scientific.
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Pri siRNA alebo shRNA experimentoch je potrebné pouZzitie negativnych kontrol. Vefmi
Castou negativnou kontrolou, ktora zachovava aj stechiometriu inhibicnej reakcie je
tzv. scrambled RNA. Je tvorena molekulou RNA s rovnakym zloZenim, ale nie poradim
sekvencie nukleotidov, takze neinhibuje Ziadnu znamu mRNA. Zaroven vSak

umozruje detekovat nepredvidatelné tzv. off-target efekty molekul takychto RNA.

Priklad z praxe: Pri Studiu funkcie proteinu PEAK-1 (atypickej kinazy) v indukovanych
pluripotentnych kmenovych bunkach sa pouZila komerCne dostupna kontrolna
(scrambled) RNA. Pri porovnavani hladiny proteinov (Yamanakovych transkripénych
faktorov) medzi kontrolnymi bunkami a bunkami transdukovanymi s shPEAK-1 sa
zistilo, ze ,kontrolna® RNA velmi signifikantne zniZzovala hladinu dvoch zo Styroch
tychto proteinov. ISlo teda o off-target efekt. Vzhladom na velké mnoZstvo
experimentov, spojenych s pouzitim Yamanaka faktorov v ramci celého sveta iSlo teda
o velmi zavazny fakt. NasSe pracovisko kontaktovalo vyrobcu a distributora dodavane;j
shRNA a upozornilo ich na zistené skutoCnosti (zastupcovia technickej podpory firmy
prislubili skoré rieSenie daného problému). Na tento fenomén boli upozorneni aj ostatni

pracovnici univerzity.
5.1 Transdukcia génov do bunky pomocou viralnych vektorov

Transdukcia je proces prenosu génu resp. genov do bunky pomocou viralneho vektora
(virusu). Vyuziva prirodzené schopnosti virusov prenasat geneticku informaciu pri
infekcii bunky. Niektoré viralne vektory (retrovirusy) su schopné infikovat' len deliace
sa (mitotické) bunky, niektoré (lentivirusy) aj nedeliace sa bunky (Bouard et al., 2009;
Sohn et al., 2017). Na zaklade schopnosti integrovat (zabudovat) prenasanu
geneticku informaciu do gendmu hostitelskej bunky delime viralne vektory na i)
integrujuce a ii) neintegrujuce vektory. Medzi integrujuce vektory patria lentiviralne
a retroviralne virusy, medzi neintegrujuce patria napr. Sendai virus a adenovirusy
(Athanasopoulos et al., 2017). Viralna transdukcia sa vyznacuje vysokou efektivitou,
jej nevyhodou vSak ostava pomerne vysoka cena vektorov, problémy spojené so
vznikom inzerénej mutacie a rizikovost prace s tymito vektormi. Po transdukcii
integrujucimi vektormi totiz Casto dochadza k vzniku klonov buniek, ktoré sa vyznacuju
nekontrolovatefnym delenim. Viralne vektory na transdukciu buniek je mozné si
vyrobit, ale vyhodnejSie je zakupenie uz pripravenych virusov (vo forme mrazeného

alikvotu, s uvedenim tzv. titra virusu (titer virusu je uvedenie najmenSieho riedenia
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virusu, ktoré je eSte schopné infikovat bunky alebo pocet plakov (plaques) v kulture
infikovanych buniek). PoCet molekul niektorych proteinov na povrchu virusu je niekedy
znamy, €o sa da vyuzit na kvantifikaciu virusov pomocou ELISA metédy alebo
prietokovou cytometriou (prikladom je viralny kapsidovy protein p24, pritomny na
povrchu lentivirusov v poc¢te 2000 molekul/virus, o umoznuje kvantitativne stanovenie
ELISA metddou). Niekedy sa preto mozno stretnut’ aj s komeréne dostupnymi virusmi,
ktoré maju uvedeny podet viriénovych &astic v danom objeme pufru. Dal$ou &iselnou
hodnotou, s ktorou je mozné sa stretnut' pri virusoch je hodnota MOI (Multiplicity of
Infection). Tato hodnota predstavuje pomer poctu viribnov a buniek v definovanom
objeme. Zaroven je vyjadrenim percentualneho zastupenia buniek, transdukovanych
aspon jednou viralnou Casticou. Napriklad pri hodnote MOI = 2,0 je percentualna
zastupenie buniek, transdukovovnych aspon jednym virionom = 86,5%, pri MOI = 8 je
to uz takmer 100% (Zhang et al., 2004).

Priklad z praxe: Pri Studiu schopnosti ludskych iPSc-derivovanych neuralnych
prekurzorov diferencovat do neurénov sa mitoticky aktivnhe neuralne prekurzory
transdukovali reportérovym lentiviralnym vektorom (virusom), oznaénym ako SYN1-
GFP lentivirus (Obr.15). Tento dokaze pod kontrolou ludského synapsinového
promoétora (SYN7) exprimovat zeleny fluorescenény protein (GFP). V praxi to
znamena, Ze pokial bunky diferencuju do neurénov, prejavi sa to pritomnostou (alebo
expresiou) zeleného fluorescencného proteinu a signalu. Tento signal je potom mozné
zaznamenat fluorescenénym mikroskopom alebo kvantitativne hodnotit' prietokovou

cytometriou.

Bunky sa v spominanom experimente transdukovali optimalizovanym protokolom,
ktory sa ukazal efektivnejsi, ako Standardne pouzivané postupy. V tomto protokole sa
(na rozdiel od spominanych Standardnych protokolov, pri ktorych sa transdukcia
realizuje jednoduchym pridanim roztoku s obsahom virusov do kultivatného média na
dobu 12 az 24 hodin) sa najprv trypsinizaciou kultury pripravila jednobunkova
suspenzia, ktora sa nasledne 2x premyla centrifugaciou (300 x g, 3 min., lab.teplota)
so steriinym roztokom PBS. Nasledne sa odsal supernatant a pridal sa PBS pufor
s obsahom latky, zvySujucej efektivitu transdukcie (fransduction enhancer, komercne
dostupny napr. pod menom SureEntry (Qiagen, Germany) alebo Viral Entry
Transduction Enhancer (ABM, USA). Bunky sa opatovne scentrifugovali a supernatant

sa odsal, pricom sa nad peletom buniek ponechalo cca 200 yL roztoku PBS
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s SureEntry alebo Viral Entry reagentom. Pelet sa pipetou (1mL) jemne
rozsuspendoval a k suspenzii sa pridal roztok virusu. Kedze citlivost’ réznych typov
buniek na transdukciu je r6zna, pripravili sa tri suspenzie buniek. K jednej sa pridalo
10 pL virusu, k druhej 30 uL virusu a k tretej 50 uL virusu (hodnota titru pre tento virus
bola 1 x 107 IFU/mL). Skimavky so zmesou buniek a virusu sa jemne uzavreli tak,
aby bola mozna vymena plynov (pouzitim 15 mL Falconovej skumavky, pricom sa
vrchnak skumavky neuzavrel uplne) a preniesli na 1 hodinu do bunkového inkubatora
(37°C, 100% vlhkost, 5% CO2). Po hodinovej inkubacii sa bunky s virusom
centrifugovali po dobu 5 minut (300 x g, RT), supernatant sa jemne odsal a vylial do
odpadovej flaSe sobsahom 10% chlornanu sodného (napr.SAVO) a pelet
s dostato€nym mnozstvom bunkového média preniesol do kultivaénych platni€iek. Pri
tazsie transdukovatelnych bunkach (niektoré kmeriové a nadorové bunky) je mozné
tento krok vynechat a po hodinovej inkubacii roztok buniek a virusu priamo zaliat
bunkovym médiom a preniest’ do kultivacnej Petriho misky alebo 6-jamkovej pripadne
24-jamkovej kultivacnej platni¢ky na dalSiu, 24 hodinovu inkubaciu. Po 24 hodinach po
transdukcii sa vymenilo bunkové meédium a pridalo sa tzv. diferenciatné médium
(médium, stimulujuce diferenciaciu do neurénov, astrocytov a glialnych buniek). Po
cca 14 dnoch bolo mozné pozorovat prvé bunky (neurony), ktoré exprimovali GFP
(Obr.15).

Experimenty s lentiviralnymi, retroviralnymi a inymi virusovymi vektormi prebiehaju
v tzv. BSL-2 podmienkach, v laminarnom boxe so vzduchom, cirkulujucim v systéme
HEPA filtrov (Obr.35A). Pipety, SpiCky a plastové nadoby, ktoré prisli do styku
s virusom musia byt dezinfikované 10% roztokom chlérnanu sodného, pripadne
autoklavované v Specialnych plastovych vreciach (biohazard bags). Vrecia, ur¢ené na
autoklavovanie takéhoto odpadu maju na sebe Specialny systém indikacie toho, Ze boli
autoklavované (napr. zmenou farby indikacného miesta na povrchu alebo objavenim

sa napisu po sterilizacii).

Poznamka: Aj ked su komerCne dostupné virusy z bezpeénostnych ddbvodov
metdodami génového inZinierstva pripravené tak, aby sa nereplikovali, treba si
uvedomit, Ze Ziadny virus nemozno povazovat za uplne bezpecny. Pri praci
s lentiviralnymi, retroviralnymi a inymi viralnymi vektormi musi mat’ experimentator
obleCeny (najlepsSie jednorazovy) laboratérny plast, mat na rukach Specialne plastové

ochranné rukavy (daju sa nahradit aj igelitovymi vreckami pozdiZenho tvaru), na ogiach

39



ochranné okuliare alebo ochranny §tit na tvar a na ustach respirator. V laboratoriu, kde
sa pracuje s virusovymi vektormi musi byt dostupna o€na sprcha (existuju aj jej
prenosné a opakovane naplnitelné verzie, v ktorych sa voda na oplachnutie o€i
udrziava pod ur€itym tlakom v Specialnej tlakovej nadobe. Jej vyhodou je, Ze si ju
uzivatel mdze podla potreby umiestnit kdekolvek v ramci laboratéria, pretozZe nie je

viazana na zdroj vody).

Priklad z praxe: Je paradoxom, Ze ani pri dodrziavani vSetkych zasad bezpec€nosti sa
pracovnik niekedy nevyhne extrémne rarithnym, ale realnym situaciam. Autor bol
priamym svedkom expozicie Cloveka lentivirdlnym vektorom — po transdukénom
experimente chcel Student inaktivovat zvySky virusu v pipete nasatim roztoku
chlérnanu sodného zo zasobnej kadicky. Koniec pipety pri tomto kroku jemne zavadil
o kraj kadinky, pricom doslo k vymrsSteniu kvapky roztoku s virusom mimo priestor
laminarneho boxu. Aj ked to znie neuveritelne, letiaca kvapka si nasla cestu ponad
ochranny $tit a dokonca okuliare Studenta a zasiahla ho do oka. Okamzite bola pouZzita
oCna sprcha na vyplachnutie o€i. Nastastie sa situacia skoncila iba niekolko hodin
trvajucim pocitom podrazdenia v oku.

Podobny pripad nastal na rovhakom pracovisku pri injikovani mozgu (resp. striata)
vysoko koncentrovanym roztokom virusu, ktory koédoval mutovany fudsky gén (tento
experiment bol realizovany s ciefom vytvorenia chronického modelu Huntingtonove;j
choroby na potkanoch). Pracovnik (zahraniény Student mediciny) si pri manipulacii
s injektorom nevSimol extrémne tenku ihlu a doslova si ju ,zarazil® do chrbta ruky.
V ihle bol pritomny roztok koncentrovaného virusu. Mierne krvacajuca rana sa vymyla

vacsim mnozstvom vody a postihnuty podstupil preventivnu lieCbu antivirotikami.

V laminarnom boxe triedy BSL-2 (Obr.36A) musi byt pri praci s virusmi k dispozicii
nadobka (osvedcili sa prazdne plastové ffaSe od médii, napr. tzv. Gibco flasa, (Obr.7)
s Cerstvo pripravenym 10% roztokom chlérnanu sodného (je vhodné nepouZivat
roztok starsi ako 1 defi, pretoze straca ucinnost). V tomto roztoku sa likviduju prazdne
skumavky od virusu, Spicky pouzité na alikvotovanie alebo mieSanie roztoku s virusom
a mikroskumavky. Sérologické pipety sobjemom 5-25 mL sterilizujeme
niekolkonasobnym nasatim a vytlaCenim dezinfe€ného roztoku a umiestnenim takto
vysterilizovanej pipety spat do pévodného plastového obalu. Samozrejmostou
v laminarnom boxe by mal byt rozprasovac¢ s obsahom 70% alebo 80% etanolu. Pokiafl

je v laminarnom boxe pritomna vakuova odsavacka, tak by jej zasobna ffasa mala tiez
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obsahovat' chlérnan sodny avstup vakua do flaSe by mal byt vedeny cez

bezpecnostny filter (Millipore).

Niektoré viralne vektory obsahuju v sebe gén rezistencie voci antibiotikdm (napr.
puromycinu). Tento gén umoznuje cca 48-72 hodin po transdukcii tzv. selekciu klonov
buniek, ktoré boli transdukované. V pritomnosti puromycinu (alebo iného antibiotika)
vacsSina buniek, ktoré neboli transdukované (a teda neobsahuju viralny plazmid
s génom pre rezistenciu) zahynie. Takto je mozné po niekolkych dnoch ziskat' Cistu
populaciu transdukovanych buniek. Nasledne je mozné overit ucinnost trandukcie
pomocou PCR metddy, imunocytochemicky alebo pomocou Western blot metddy.
Rovnako tak v pripade pouzitia viralneho vektora na zvySenie hladiny proteinu
v bunkach (over-expression) alebo prenos a expresiu shRNA (short hairpin) RNA,
v désledku pdsobenia ktorej dojde k poklesu hladiny vybraného proteinu, je mozné
tento pokles analyzovat na urovni proteinu pomocou imunocytochémie alebo Western
blotu. Kontrolnou vzorkou v oboch pripadoch su bunky, transdukované ,prazdnym®
viralnym vektorom. V pripade shRNA kddujucich virusov je kontrolou virus, kodujuci
shRNA (tzv. scrambled sequence), ktora nespdsobi silencing ziadneho znameho génu
v bunke. Editori kvalitnych vedeckych Casopisov zvacSa vyZaduju od autorov Studii

overenie shRNA efektu dvoma nezavislymi shRNA vektormi.

Viralnu transdukciu je mozné vyuzit aj pri tzv. imortalizacii buniek. Imortalizaciou sa
rozumie navodenie stavu, pri ktorom uz nedochadza k aplikacii tzv. Hayflickovho limitu.
Ten postuluje, Ze kazda bunky ma schopnost iba obmedzeného poctu replikacii
a neskoér dbjde do stavu tzv. senescencie. Transdukciou Specifickych génov (napr.
viralnych génov inaktivujucich nadorové supesorové geny, génu kodujuceho enzym

hTERT, SV40 Tag a pod.) do gendmu bunky je mozné docielit’ ,nesmrtefnost” buniek
podobne ako je tomu v pripade nadorovych buniek. Imortalizacia ma zmysel a vyznam
najma v pripadoch tazko kultivovatelnych alebo izolovatefnych buniek, ktoré maiju
esencialnu ulohu pri vybranych experimentoch. V kazdom pripade vsSak ide
o nefyziologicky stav bunky a pokial je to mozné (napr. nahradou inym modelovym

systémom), je lepSie sa takymto bunkam v experimentoch vyhnut.
5.2 Transfekcia génov do bunky

Transfer génov, kdédujucich proteiny alebo transfer interferujucich RNA molekul je

mozny aj bez pouzitia viralnych vektorov abez nutnosti pracovat v BSL-2
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podmienkach. Prenos génovych fragmentov, RNA molekul alebo plazmidov bez
viralneho vektora sa nazyva transfekcia. Efekt takéhoto transferu (bez integracie do
genodmu hostitelskej bunky) je sice kratkodoby (aj ked vo vynimo¢nych pripadoch
mdze nastat’ aj integracia do gendému), ale pre mnohé typy experimentov postacujuci
a financne znaéne menej narocny oproti experimentom s viralnymi vektormi. Pri
transfekcii sa pomocou Specialnych lipidovych molekul vytvaraju tukové kvap&cky
alebo tzv. micely, ktoré do seba naviazu prenasané molekuly a ktoré po splynuti
s bunkovou membranou tieto gény prenesu do bunky. Existuje viacero typov
transfekcie, ktoré delime na zaklade transferu génov pomocou fyzikalnych,
chemickych alebo inych faktorov. NajCastejSie pouzivané formy transfekcie su i)
transfekcia pomocou lipozomalnych €astic, ii) transfekcia pomocou elektrického pofa
(elektroporacia) a iii) transfekcia pomocou nanocastic s naviazanymi molekulami,

ktoré ,bombardovanim® bunky tieto molekuly prenesu do bunky.
6 Pouzitie chemickych inhibitorov pri inaktivacii proteinov

Pouzitie chemickych inhibitorov na znefunkénenie vybranych proteinov v bunkach
(Cabral-Pacheco et al., 2020) alebo na inhibiciu protein-proteinovej interakcie (Ran et
al., 2018) je Coraz CastejSie pouzivany postup Studia ulohy proteinov v signalnych
drahach. Dnes su komer¢ne dostupné mnohé inhibitory proteinov a firmy dokonca
ponukaju aj vyrobu inhibitorov na mieru. Ako priklad je mozné uviest ROCK inhibitor
(inhibiciou Rho kinazy zlu€eninou Y-27632 dochadza k inhibicii ROCK signalnej
drahy), ktory sa v oblasti bunkovych kultur v regenerativnej medicine pouziva na
prevenciu zvySenej mortality buniek, ktora suvisi s disociaciou iPSc kolonii na
samostatné bunky (single cells), napriklad pri kryoprezervacii buniek (tento fenomén
je znamy pod nazvom anoikis a da sa volne popisat ako typ bunkovej smrti pri

bunkach, ktoré su citlivé na stratu kontaktu, €i ukotvenia k extracelularnej matrici).
7 Sterilizacia
7.1 Sterilizacia roztokov a pracovnych pomécok

V laboratériu  bunkovych kultur je potrebné pracovat so sterilnymi roztokmi,
pracovnymi nastrojmi a skumavkami. Akékolvek pouzitie nesterilného nastroja alebo
skumavky méze viest ku kontaminacii a naslednému znehodnoteniu kultivovanych

buniek. Laboratérny plast, pouzivany pri praci s bunkami musi byt sterilny alebo asponi
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sterilizovatelny v klasickych parnych sterilizatoroch. Nakup steriiného materialu je
elegantnym rieSenim, ale treba si uvedomit, Ze po otvoreni obalu material sterilné
vlastnosti straca. V niektorych laboratériach sa sterilné skumavky (napr. tzv.
~Eppendorfky”) po otvoreni obalu v laminarnom boxe rozdelia do viacerych sterilnych
obalov, z ktorych sa nasledne jednorazovo pouZiju. Iné laboratéria po otvoreni sterilny
material (napr. skumavky) uskladiuju priamo v laminarnom boxe, aby doSlo
k zachovaniu sterility. Druht moznost vSak nemozno velmi odporucat z viacerych
dbévodov — sterilny material, uskladneny v laminarnom boxe jednak zabera miesto,
brani UV sterilizacii celého priestoru a u€inkom UV Ziarenia mdze dojst k jeho
degradacii a strate niektorych jeho vlastnosti. Preto je najlepSie sterilny material
rozdelit’ do viacerych sterilnych plastovych nadob alebo kontajnerov a zretefne oznacit
a takto oznaceny material nasledne uskladnovat mimo priestor laminarneho boxu. Pri
pouzivani materialu viacerymi pracovnikmi je dobrou praxou Vv pravidelnych

intervaloch material v plastovom kontajneri opatovne re-sterilizovat.

V laboratoriu sa pouzivaju S$pecidlne parné sterilizatory, v ktorych dochadza
k sterilizacii materialu pri teplotach 121-134°C, v prostredi nasytenej pary (Obr.36E).
Sterilizacia nasytenou parou ucinne eliminuje vSetky mikroorganizmy spolu so
spérami. Sterilizovat je mozné aj roztoky (na ich sterilizaciu su uréené osobitné
programy), pri ich sterilizacii viak flase nenapifiame aZ po okraj a uzavery zatvarame
tak, aby bol umozneny unik pary (inak méze dojst k roztrhnutiu flaSe a vyliatiu obsahu
do priestoru sterilizatora). Uzavery flia§ uzatvorime na doraz az po ukoncéeni cyklu.
Plastovy material alebo nastroje sterilizujeme v Specialnych sterilizacnych vreckach,
ktoré sa otvaraju az pri pouZziti sterilného nastroja (obsahuju aj indikator sterilizacie,

ktory zmeni farbu po sterilizacnom cykle).
7.2 Sterilizacia roztokov biologicky aktivhych latok

Niektorée biologicky aktivne latky su dodavané vo forme nesterilnych roztokov. Roztoky
s obsahom takychto biologicky aktivhych latok (rastovych faktorov, vitaminov,
cytokinov ainych proteinov) nie je mozné sterilizovat v parnom sterilizatore (pri
vysokej teplote dbjde k denaturacii proteinovych molekul aich inaktivacii alebo
k zniCeniu neproteinovych zloZiek). Pre pracu s bunkovymi kulturami je vSak nutné
takéto roztoky sterilizovat a to za pomoci Specialnych jednorazovych sterilizacnych

filtrov (0,45um a 0,22pm) dodavanych najma firmou Millipore. Filtre mozno pouZit' aj
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na sterilizaciu bunkového média. Treba si ale uvedomit, Ze tieto typy filtrov nie su

schopné eliminovat mykoplazmu zo sterilizovanych (filtrovanych) roztokov!
8 Alikvotovanie roztokov protilatok a citlivych rastovych faktorov

Alikvotovanie je rozdelenie zasobného roztoku do mensSich objemov najma za ucelom
zabranenia opakovaného rozmrazenia a zmrazenia citlivych, biologicky aktivnych
molekul (napriklad protilatok a rastovych faktorov). Opakované rozmrazovanie
a zmrazovanie takychto molekul totiz méze viest k strate ich biologickej aktvity
(rastove faktory) alebo detekénej uc€innosti (protilatky). Alikvotovanie rastovych
faktorov je doblezité aj z dévodu prevencie prenosu kontaminacie medzi jednotlivymi
pracovnikmi bunkového laboratéria. Alikvot rastového faktora by mal byt v idealnom
pripade pouzitelny jednorazovo (napr. na 50 mL média) alebo pouzity len jednym
pracovnikom. Vacsina vyrobcov na sprievodnom produktovom dokumente (datasheet)
udava odporucané limitné (najmensSie) koncentracie rastovych faktorov na ich
alikvotovanie a nasledné uskladnenie. Stabilita vacsSiny biologicky aktivnych
proteinovych molekul totiz klesa s klesajucou koncentraciou, v ktorej boli zamrazené.
Preto sa odporu¢a mrazit rastové faktory vo vy38Sej koncentracii (radovo stovky
mikrogramov) a v pritomnosti stabilizacného proteinu (napr. BSA, bovine serum
albumin). Citlivé rastové faktory sa zvacSa mrazia pri -20°C alebo pri -80°C,
v objemoch min. 10pL (menSie alikvoty sa mézu rozmrazit' uz pri niekolkosekundove;j
manipulacii s krabickou mimo mraziace zariadenie, resp. pri dlhSie otvorenych dverach
mraznicky). Délezita je aj forma manipulacie s alikvotmi, ktoré maju byt v mraznicke
dobre oznacené a rychlo pristupné, aby pri ,archeologickom vyskume®“ mrazni¢ky, pri
zle oznaCenych krabickach a alikvotoch nedochadzalo kich opakovanému

rozmrazovaniu.

Protilatky na imunodetekéné analyzy sa uskladnuju podla odporuc¢ani jednotlivych
vyrobcov. Napriklad protildtky na  prietokovu cytometriu  (konjugované
s fluorescenénymi molekulami) sa uskladnuju pri 4 °C v chladnic¢ke, chranené pred
svetlom. Primarne (nekonjugované) protilatky na Western blotovu analyzu sa mézu
uskladnit aj pri -20 °C. Niektori vyrobcovia ponukaju protilatky vo formate roztoku
s glycerolom, ktory zabrani zmrazeniu protilatky pri-20 ‘C (protilatka je vdaka glycerolu
permanentne v tekutom stave, okamzite pripravena na pouzitie). Takto pripravené

protilatky sa nealikvotuju na menSie objemy, ale priamo pouZivaju z originalneho
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obalu. Sekundarne protilatky, konjugované s fluorescenénou farbickou a urCené na
imunofluorescenénu detekciu sa mézu po dodani do laboratéria uskladnit pri -20 °C
(ak boli dodané zmrazené na suchom lade), ale po prvom rozmrazeni sa uz va¢sinou
uskladnuju pri 4 “C. Aj pri nich plati, Ze je potrebné ich chranit pred priamym sine€nym

svetlom a uchovavat ich v tmavych krabickach.

Pokial protilatka obsahuje konzervacnu latku (napr. azid sodny), je mozné ju
alikvotovat’ na laboratérnom stole. Pokial konzervacnu latku neobsahuje, je lepSie

alikvoty pripravovat' v sterilnych podmienkach laminarneho boxu (Obr.36A).

Aj ked je to vefmi nepravdepodobné, roztoky obsahujuce toxicky azid sodny sa nesmu
vylievat do umyvadiel s kovovymi armaturami, pretoze teoreticky hrozi akumulacia
vybusnych foriem zlu€enin tejto latky s kovovymi ¢astami vodovodného potrubia. Pre
zaujimavost - azid sodny sa pouZziva aj ako aktivna latka v bezpecnostnych systémoch
auta — pri naraze auta Specialna kapsula s azidom sodnym exploduje a v tisicine

sekundy nafukne airbag na volante vodica.
9 Metddy in vitro charakterizacie buniek

9.1 Karyotypova analyza (uréenie karyotypu)

Karyotypova analyza (Obr.19) sluzi na urCenie pocCtu chromozomov v jadre
a pripadnych  chromozémovych aberacii v kultivovanych  bunkach. Vyskyt
chromozomovych aberacii v bunkovych kulturach nie je totiz zriedkavy (Obr.19)
a karyotypova analyza by mala byt su€astou Standardného a rutinného protokolu na
overenie kvality buniek najma v pripadoch terapeuticky pouzitelnych buniek. Vyskyt
aberacii v bunkovej kulture, ktory prekro€i urcité povolené hodnoty frekvencie moze

byt impulzom k vyradeniu bunkovej kultury z experimentu.

Samotny protokol karyotypovej analyzy - aj ked nie je experimentalne zloZity — si
vyZaduje zna¢né mnozstvo expertizy a skusenosti. Moderné pristrojové a softvérové
vybavenie laboratorii, v ktorych sa rutinne realizuje karyotypova analyza (su nimi napr.
Ustavy lekarskej genetiky) je tiez velmi finanéne naro&né. Pre vyskumné laboratéria je
preto jednoduchSie po dohode vyuzit sluzby pracovisk, zaoberajuce sa danou

metodikou (tzv. outsourcing).
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9.2 Imunofluorescenéna analyza expresie proteinov

Expresia povrchovych alebo intracelularnych (vnutrobunkovych) proteinov sa
zvyC€ajne stanovuje pomocou imunocytochémie alebo prietokovej cytometrie. Vyber
metodiky je =zavisly na dostupnosti potrebnej technoldégie na pracovisku.
Imunocytochemicka detekcia je technologicky aaj finanChne menej narocna
a umoznuje detekovat protein v navaznosti s jeho anatomickou lokalizaciou v bunke.
Prietokova cytometria naproti tomu umoziuje rychle a kvantitativne stanovenie

expresie proteinov v bunkach, pripravenych vo forme suspenzie.
9.3 Imunocytochémia

Imunocytochemické stanovenie expresie proteinov v bunkach (Obr.20) sa vacsinou
realizuje na fixovanych bunkach, aj ked existuju vynimky (napr. znacenie Zivych buniek
v kultare (nie v suspenzii) pomocou protilatok na povrchové CD markery). Medzi
najpeznejSie fixativa patri etanol, metanol, acetdon a paraformaldehyd (PFA).
Pravdepdobne najCastejsie pouzivanym fixativom je paraformaldehyd v oblasti
koncentracie 4-10%. Paraformaldehyd umoZzZnuje Setrnu fixaciu bez poskodenia
buniek, pokial sa dodrzi odporucany €as fixacie (5-10 minut). Kultivované bunky sa
(po odsati kultivaéného meédia) pred fixaciou oplachnu steriinym roztokom PBS
(pH=7,4) a fixuju napriklad pomocou 4% PFA po dobu 10 minut. Bunky sa nasledne
oplachnu roztokom PBS a prida sa blokacny roztok. Blokany roztok obsahuje sérum
zrovnakého ZzivoCiSneho druhu, z akého pochadza sekundarna, fluorescencne
znacena protilatka. Sérové proteiny blokaéného roztoku sa naviazu na povrchové
receptory buniek, zodpovedné za neSpecificki vazbu protilatok pri imunodetekénom
stanoveni (déjde k tzv. nasyteniu neSpecifickych receptorov). Samotna blokacia trva
45-60 minut, pri laboratornej teplote. Po blokacii sa roztok odsaje a prida sa zmes
blokacného roztoku s primarnou protilatkou. Riedenie primarnej protilatky je vacsinou
doporucené vyrobcom aje mozné ho najst v sprievodnom dokumente (datasheet).
Napriek tomu je takmer vZzdy nevyhnutna urcita optimalizacia koncentracie protilatky
na zvoleny modelovy systém (bunky). Prili§ vysoka a neoptimalna koncentracia
primarnej protilatky sa prejavi vysokym neSpecifickym signalom a zlou kvalitou

imunoznacenia.

Inkubacia s primarnou protilatkou najcastejSie prebieha pri teplote 4°C (v chladnicke)

a cez noc, ale je mozna aj rychlejSia, hodinova inkubacia pri laboratérnej teplote (tato
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je vSak menej optimalna z dévodu vysSieho nedpecifického signalu). Po inkubacii sa
roztok primarnej protilatky trikrat premyje pomocou PBS (7,4%) s obsahom 0,3%
Triton-X100 detergentu (medzi kazdym premytim na roztok nechava cca 5-10 minut
posobit’ (,soaking time“) a nasledne sa prida roztok sekundarnej protilatky (zriedenej
v blokacnom roztoku s obsahom 0,3% Triton-X100 detergentu). Sekundarna protilatka
rozpoznava primarnu protilatku ako antigén. Ak je napriklad primarnou protilatkou
protilatka Mouse anti Oct-4 (IgG1 izotyp), sekundarna protilatka bude napr. Rabbit anti
Mouse IgG Alexa Fluor 488. Sekunarna protilatka je znaCena v tomto pripade s Alexa
Fluor 488 fluorescencnou farbiCkou, ktora ma tzv. excitathné maximum v oblasti
vinovych diZok okolo 490 nm atzv. emisné maximum v okoli 525 nm. Inkubacia
sekundarnej protilatky prebieha pri laboratérnej teplote po dobu 1 hodiny, ale je mozné
ju nahradit inkubaciou ,cez noc® pri teplote 4°C (v chladni¢ke). Po inkubacii sa roztok
sekundarnej protilatky opat' trikrat premyje s PBS (pH=7,4) s obsahom 0,3% Triton-
X100 detergentu (premyvaci roztok sa nechava p6sobit’ cca 5-10 minut). Nasledne sa
prida roztok PBS alebo destilovanej vody s obsahom DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol,
finalna koncentracia cca 1ug/mL) a necha sa inkubovat' 10-30 minut pri laboratérnej
teplote. DAPI sa naviaze na DNA (na oblasti bohaté na AaT), ¢im dochadza
k vizualizacii jadra bunky touto fluorescencnou zlu€eninou. Toto znacenie zaroven
umoznuje anatomické potvrdenie expresie jadrovych proteinov (DAPI znacenie bude
ko-lokalizované so signalom jadrového proteinu, Obr.20). Po odsati roztoku s
obsahom DAPI a pridani malého mnoZstva destilovanej vody alebo PBS je mozné
bunky ihned vizualizovat pomocou fluorescenéného mikroskopu alebo sa bunky mézu
konzervovat pomocou tzv. montovacieho média (mounting media). Toto médium sa
po odsati tekutiny z buniek aplikuje v jednej kvapke a bunky sa opatrne prekryju krycim

sklickom. Takto oSetreny preparat je stabilny niekolko tyZdhov az mesiacov.

Kvalita zaberov alebo obrazkov, ziskanych pomocou fluorescenéného mikroskopu je
priamo umerna kvalite protilatok, ich optimalnej koncentracii, blokacii neSpecifickych
Fc receptorov a v neposlednom rade vyberu materialu, na ktorom bunky fixujeme
a oznaCujeme. V praxi mbézu nastat dva pripady — bunky su pestované na
Standardnych plastovych kultivacnych platni¢kach (6-jamkové, 12-jamkove, 24 a 48-
jamkové alebo 96-jamkoveé) a na tychto jamkach prebieha aj cytochemické znacenie.
Plast (priehfadny polystyrén) je vefmi dobrym podkladovym materialom pre rast

buniek, na druhej strane vSak nema optimalne optické vlastnosti. Ovela lepSim
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materialom z hladiska fluorescenéného zobrazovania je sklo. Problémom ale zostava
fakt, Ze vacsina typov buniek na skle nerastie dobre alebo vébec a povrch skla je nutné
pred kultivaciou buniek pokryt roztokom réznych proteinov napr. Zelatiny, lamininu
alebo Matrigelu - zmesi extracelularnych matrixovych proteinov, vyrobenej z mySacich
nadorov (sarkdbmov). Snimky, ziskané z preparatu buniek pestovanych na sklenenom
povrchu su radovo kvalitnejSie oproti snimkam z imunocytochémie buniek, rastucich
na plastovom povrchu. Komeréne dostupné mikroskopické sklicka maju znamu
hodnotu hrubky a podla tohto udaju je mozné nastavit (korigovat) aj objektiv na
mikroskope pomocou tzv. korekéného prstenca (correction collar) tak, aby vysledny
obrazok bol v €o najlepSej kvalite - to znamena aby pomer medzi intenzitou
Specifického signalu a pozadia (tzv. background) bol €¢o najvacsi. Aj ked je urcita
finalna uprava vysledného obrazku mozna a akceptovana, je vzdy lepSie vsadit na
kvalitny experiment nez na kvalitny graficky softvér. NajcastejSiou predpublikacnou
upravou obrazkov pri menej kvalitnych fotografiach je zniZenie intenzity pozadia
(background). Pozor, tato operacia musi byt ale spojena so znizenim intenzity
pozitivneho signalu! Uprava obrazkov, pri ktorej ddjde k zvySeniu intenzity
Specifického signalu a zaroven k zniZeniu intenzity pozadia nie je dovolena a editori
vedeckych ¢asopisoch na to autorov upozornuju uz na webovych strankach ¢asopisov

v Casti nazvanej zvyC€ajne ako Instructions for authors alebo Submission quidelines.

Priklad z laboratornej praxe: Reprogramovanim koznych fibroblastov do indukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek sa ziskali kolonie s typickou morfologiou. Tieto
kolonie sa fixovali pomocou 4% PFA, blokovali pomocou 2% kozieho séra v PBS
s 0,3% Triton X-100 detergentom a inkubovali s primarnou protilatkou, detekujucou
Nanog (pluripotentny faktor). Bola pouzita protilatka: Mouse anti human Oct-4 (IgG1
isotype). Ako sekundarna protilatka sa pouzila Goat anti mouse IgG Alexa Fluor 488
conjugated antibody. Na vizualizaciu jadier sa pouzilo DAPI. Na zobrazovanie sa
pouzil fluorescencny mikroskop Olympus IX-73 s naiStalovanym softvérom Cell Sense.
Uprava obrazkov (spojenie fluorescenénych kanalov, alebo tzv. Merge channels) bola
realizovana pomocou volne dostupného sofvéru s nazvom Imaged. Na vyslednych
obrazkoch je vidno zeleny fluorescenény signal, lokalizovany v oblasti jadra (podfa
signalu z DAPI), ¢im sa potvrdzuje jadrova lokalizacia tohto markeru pluripotencie
(Obr.20, Oct-4, $tvrty stipec).

48



9.4 Pouzitie programu ImageJ pri spracovani vysledkov z fluorescenéného

mikroskopu

Program Imaged je vhodny aj na spracovanie obrazkov z fluorescenného
mikroskopu. Aj ked uz samotny softvér, ktorym sa ovlada mikroskop zva¢sa umoznuje
viaceré analyzy a spojenie obrazkov z viacerych fluorescenénych kanalov, praktické
skusenosti hovoria v prospech lahko a kedykofvek dostupného softvéru vo vlastnom
pocita€i. Nasledujuci priklad ilustruje pouZitie ImagedJ softvéru na spojenie troch
obrazkov, nahranych vtroch rbéznych fluorescenénych kanaloch, do jedného

kompozitného obrazku v procese nazvanom ,channels merging*.

Priklad: Pri imunofluorescenénej analyze expresie transkripénych faktorov, pouzitych
pri reprogramovani koznych fibroblastov do indukovanych pluripotentnych kmerovych
buniek sa detekoval Oct-4 faktor pomocou protilatky, oznaenej pomocou PE.
Cytoskelet bunky bol detekovany pomocou faloidinu (Phaloidin), konjugovaného
s FITC, bunkové jadra sa detekovali pomocou DAPI fluorescencnej sondy. Obrazky
sa ulozili vo formate tif. Obrazky sa otvorili individualne cez File a Open alebo naraz
potiahnutim obrazka cez pracovnu liStu programu Imaged. Obrazky sa konvertovali
cez funkciu Image, Type a 8-bit. Nasledne sa cez funkciu Image, Color a Merge
channels spojili do jedného obrazka. Vo funkcii Merge channels sa otvori tabulka,
v ktorej je mozné navolit Ziadanu farbu pre jednotlivé subory. Pred stlacenim tlacidla
OK musi byt vyznacené okienko s funkciou Create composite. Kontrast je mozné
upravit cez funkciu Image a Adjust, priCom dovolena je len taka uprava, pri ktorej
suCasne dochadza k zvySeniu signalu zaroven so zvySenim signalu pozadia alebo
k znizeniu pozadia (neSpecifického signalu) so sucasnym zniZzenim pozitivheho
signalu (detekovaného proteinu).

Poznamka: Ako uz bolo spomenuté vysSie vtexte, upravy obrazkov, ktorych
vysledkom je zniZenie pozadia (neSpecifického signalu) so suasnym zvySenim
intenzity detekovaného signalu nie su dovolené a moézu sa kvalifikovat ako nedovolena
manipulacia obrazkov. Viaceré publikacné spolocnosti disponuju technolégiou, ktora
je schopna takuto manipulaciu odhalit alebo vyZzaduju od autorov neprocesované
(tzv.“surové” (raw) data).

Kompozitovy obrazok, pozostavajuci z dvoch, troch alebo viacerych jednotlivych

kanalov je mozné nasledne ulozit cez funkciu File a Save as.
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9.4.1 Priprava kompozitovych obrazkov v publika¢nej kvalite

Prezentacia vysledkov vo forme obrazkov a grafov v procese publikacie vedeckej
prace vyzaduje aspon Ciasto¢né znalosti prace s grafickymi softvérmi. Tieto zaroven
sluzia aj na pripravu schématickych a ilustrativnych schém. Naj¢astejSie pouzivanymi
softvérmi v tejto oblasti su PhotoShop, Adobe llustrator a Corel Draw. Na Internete je
mozné najst’ aj bezplatné programové baliky, ktoré dokazu vacsinou v plnej miere
nahradit komercne dostupné produkty. Kompozitové obrazky (obrazky, zlozené
z viacerych obrazkov, grafov a schém) je v8ak mozné pripravit aj pomocou lahko
dostupnych programov ako Power Point a dokonca Microsoft Paint. Vyhodou
programu Microsoft Paint je jeho dostupnost vSade tam, kde je nainstalovany operacny
systém Windows. Nevyhodou je, Ze program si ,nepamata“ textové pole, vloZzené do
obrazku a pri jeho pripadnej zmene je nutné text nanovo vloZit do obrazka. Priklad
kompozitového obrazku, vytvoreného v programe Paint je na Obr.3. Kompozitny
obrazok v publikacnej kvalite je teda mozné vytvorit aj v programe, dostupnom
v kazdom osobnom pocitaci. Pred odoslanim publikacie, ktorej suCastou su aj
obrazky, do recenzného konania je nutné pripravit obrazky s dostatocnym minimalnym
rozliSenim. Hodnotu rozliSenia udava hodnota tzv. DPI (dots per inch) alebo pocet
bodov na palec (palec - dizkova miera, cca 2,54 cm). Tato hodnota udava pocet
zobrazitelnych alebo (na tladiarni) vytlagitelnych bodov na jednotku dizky (1 palec
alebo 2,54 cm). Cim je hodnota DPI vy$Sia, tym je rozlienie vacsie. Vadsina
vedeckych Casopisov vyzaduje pri tzv. submission (nahravani publikacie do
publikatného systému) hodnotu rozliSenia prilozenych obrazkov min. 300 resp. 400
(vynimocne aj viac) DPI. Konvertovat obrazok s niz§im DPI do vySSieho DPI je mozné
viacerymi spbsobmi. Velmi uzito€na je tato webova adresa
(https://convert.town/image-dpi), pomocou ktorej dokaze uzivatel v priebehu sekund
konvertovat akykolvek obrazkovy subor z pocitata do obrazku so zvolenou hodnotou
DPI.

Priklad z praxe: Obrazok, vytvoreny v programe Microsoft Paint mal hodnotu DPI = 96
(hodnotu DPI obrazka je mozné zistit' kliknutim pravého tlacidla mySi na obrazok,
potom vybranim mozZnosti Vlastnosti a nasledne Podrobnosti). Vedecky Casopis
vyzadoval obrazok s minimalnym DPI = 300. Na konvertovanie sa pouzil uz spominany
on-line nastroj, dostupny na adrese https:/convert.town/image-dpi. Po otvoreni

stranky sa najprv zvolila hodnota DPI (Seda lista) a kliknutim na zelenu ikonku Choose
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Image sa nahral (uploadoval) zvoleny subor, ktory sa nasledne automaticky
konvertoval na zvolenu hodnotu DPI. Takyto obrazok bol pripraveny na odoslanie do
Casopisu. Malé upozornenie z praxe - pokial sa konvertovany obrazok nasledne este
upravuje v Microsoft Paint programe (doplnenie textu apod.), je nutné jeho opatovné

konvertovanie do vy3$Sej hodnoty DPI.
9.5 Prietokova cytometria povrchovych markerov (CD znakov)

Prietokova cytometria (flow cytometry) je metdda kvantitativneho stanovenia expresie
povrchovych alebo vnutrobunkovych proteinov pomocu imunofluorescenéne
znacenych protilatok. Prietokovy cytometer sa sklada z niekolkych hlavnych Casti —
fluidiky (hydraulického systému), optiky (filtrov a optickych vlakien), detektorov
a elektronického systému. Na rozdiel od imunocytochémie sa pri prietokovej cytometrii
pracuje so suspenznymi vzorkami buniek. Po nasati suspenzie buniek cytometrom sa
suspenzia privadza prietokovym systémom v procese tzv. hydrodynamickej fokusacie
(v tomto procese sa pomocou tzv. hnacej tekutiny (sheath fluid) bunky presuvaju az
k detekCnej komore, v ktorej sa zaznamenava fluorescencny signal a aj tzv. rozptylové
parametre SSC a FSC (SSC — Side scatter (rozptyl svetla v pravom uhle 90° od zdroja,
tymto parametrom je mozné stanovit granularitu buniek) a FSC — forward scatter
(rozptyl svetla v priamom smere, koreluje s velkostou buniek). Zdrojom excitaéného
svetla je laser (u fluorescenénych mikroskopov je zdrojom ortutova fluorescencna
lampa alebo didéda). Systém detektorov zaznamenava signal prechadzajuci cez
fotonasobiCe (zosilhovaCe alebo tzv. photomultiplier tubes (PMTs)) a nasledne je
signal spracovany do podoby elektronického signalu. Tento signal sa nasledne
konvertuje do podoby tzv. dot plotu (v 2D alebo 3D grafe, Obr. 21 A,E) alebo do formy
tzv. histogramu (Obr.21 B-D). Prietokova cytometria je Sirokospektralna metdda, je nou
mozné merat pocet buniek, ich viabilitu, proliferaciu, expresiu povrchovych aj
vnutrobunkovych markerov (proteinov alebo transkripénych faktorov), da sa pomocou
nej stanovit faza bunkového cyklu a Specialne druhy prietokovych cytometrov resp.
sorterov (napr. FACS ARIA od firmy BD Biosciences) dokazu bunky aj sortovat
(izolovat’ na zaklade jedného alebo viacerych parametrov). Protokol pripravy bunkovej
suspenzie ajej nasledné oznacenie fluorescencnymi protilatkami je relativne
jednoduchy. Existuje mnoho variantov takychto protokolov. Najjednoduchs$iou verziou
takého protokolu je znacCenie buniek jednou protilatkou, ktora je priamo znacena

fluorescenénou molekulou (napr. FITC (Fluorescein isothiocyanate), PE
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(Phycoerythrin) alebo APC (Allophycocyanin). Fluorescencné molekuly sa oznacuju aj
ako fluorochrémy alebo fluoroféry, v praxi vSak najbeznejSie oznaCenie predstavuje

Jfarbicka“ alebo ,fluorescenéna znacka“.

Priklad z laboratornej praxe: Suspenzia buniek, pripravena z kolonii indukovanych
pluripotentych kmenovych buniek pomocou akutazy (accutase) bola premyta pomocou
PBS, prefiltrovana cez bunkovy filter (40um cell mesh) a stanovila sa koncentracia
buniek. Bunky sa nasledne centrifugovali a supernatant sa odsal. K peletu so znamym
poctom buniek sa pridal FACS pufor (tento pufor obsahuje PBS (bez Ca/Mg?*,
pH=7,4), 0,5 mM EDTA (kyselinu etyléndiamintetraoctovu) a 1% mySacie sérum
(kedZe primarna, priamo fluorescencne znacena protilatka je mysSia protilatka) tak, aby
vysledna koncentracia buniek bola 1x108 buniek v 100 pL pufru (experimentalna
zostava - jeden milion buniek v 100 mikrolitroch pufru sa v prietokovej cytometrii
oznaCuje ako ,test” avyrobcovia fluorescentne znacenych protilatok udavaju
v manualoch (alebo datasheetoch) mnoZstvo protilatky na jeden test, zriedkavejSie
udavaju hodnotu celkovej koncentracie protilatky pri znaCeni). Bunky sa pipetou
preniesli do Specialnej 5 mL cytometrickej skumavky a nechali na fade vo FACS pufri
inkubovat' 30 minut (blokovanie neSpecifickych povrchovych Fc receptorov pred
znacCenim bunkiek primarnou protilatkou). Nasledne sa priamo do suspenzie buniek
pridala primarna, priamo znaCena protilatka proti povrchovému markeru ludskych
pluripotentnych kmenovych buniek (Mouse monoclonal anti human SSEA-4 Antibody,
PE conjugated). Suspenzia buniek sa nechala s primarnou protilatkou inkubovat’ jednu
hodinu na lfade, bez pristupu svetla (v tme). Po inkubacii sa k suspenzii pridali 4 mL
PBS s 0,5 mM EDTA a roztok sa centrifugoval (3 min., 300xg, 13 °C). Supernatant sa
opatrne zlial alebo odpipetoval (pozor, niekedy nie je bunkovy pelet viditefny)
a opatovne sa pridalo 500 yL FACS pufru. Bunky sa pred samotnym meranim jemne

rozsuspendovali pipetou.

Castym pripadom je znadenie suspenzie buniek pomocou dvoch a viacerych
fluorescenéne znacCenych protilatok. Typickym prikladom je kombinacia protilatok
konjugovanych s FITC, PE a APC. Priprava experimentu s dvoma, troma ¢i viacerymi
protilatkami vyZaduje vacsie mnoZzstvo buniek pri prvom experimente. Je tomu tak
zdbévodu, ze pouzitie viacerych typov protilatok s réznymi konjugovanymi
fluorescenénymi molekulami v jednom experimente naraza na problém prieniku (tzv.

spill-over, crosstalk alebo spectral overlap) flurescenéného signalu do inych kanalov
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resp. detektorov. Dévodom je Sirka spektier jednotlivych fluorescenénych molekul
a vzajomny prienik niektorych spektier. V praxi to znamena, Ze pred prvym
experimentom takéhoto typu musime urobit’ tzv. kompenzaciu (substrakciu prieniku
signalu). V realnom experimente sa kompenzacia realizuje nahravanim neoznacenych
buniek (kontrola), buniek oznaCenych prvou fluorescenne znacenou protilatkou,
buniek oznacenych druhou fluorescencne znacenou protilatkou a buniek oznacenych
tretou fluorescencne znacenou protilatkou (pre experiment s troma fluorescenénymi
farbiCkami). NovSie systémy prietokovych cytometrov po nahrani spomenutych
kompenzaCnych vzoriek dokazu automaticky vykonat prislusnu substrakciu

a kompenzaciu, o umoznuje takmer okamzité merania dalSich vzoriek.

NeSpecificka fluorescencia buniek, ktoré neboli oznaCené protilatkami sa nazyva
autofluorescencia. Rd6zne typy buniek sa vyznacuju roznym stupfiom autoflurescencie.
Kazda bunka ma urCitu hodnotu autofluorescencie atato je detekovatelna na
prietokovom cytometri. Co spdsobuje autofluorescenciu? Podla niektorych autorov je
spésobena pritomnostou  zluCenin ako NADPH, niektorymi proteinmi (napr.
kolagénom), aminokyselinami a dokonca aj niektorymi bunkovymi organelami
(mitochondrie alebo lyzozémy). Autofluorescencia v u€itom kanali méze byt pri
niektorych typoch buniek taka intenzivna, ze pouzitie prislusného fluorescenéného
kanalu je vefmi problematické pre protilatku, konjugovanu s fluorochrémom s emisiou
v rovnakej oblasti fluorescencie. Velmi vysoku mieru autofluorescencie maju napr.
nadorové bunky, cerstvo izolované z tkaniva nadoru. Autofluorescencia ma vplyv aj
na tzv. gating, alebo proces vytvorenia hranice resp. mnoziny alebo cut-off hladiny
fluorescencie pre neznacenu kontrolu. Bunky izolované z viacerych vzoriek rovnakého
typu ludskych nadorov mézu vykazovat réznu mieru autoflurescencie, ¢o ma za
nasledok posun hranice medzi negativnou a pozitivhou vzorkou. Mnohokrat je vSak
nutné vykonat' individualny gating pre kazdu vzorku samostatne, pretoze urCenie
hranice negativity v jednej vzorke nemusi korelovat s hranicou negativneho

(autofluorescencného) signalu druhej vzorky.

V prietokovej cytometri sa pouziva viacero typov negativnych kontrol. Prvou
a najpouzivanejSou kontrolou je vzorka neoznacCena protilatkou, konjugovanou
s fluorescencnou molekulou. Tato kontrola umoznuje stanovit' hranice negativity na
zaklade autoflurescencie buniek. Nie je vSak uplne idealnou kontrolou. Tej sa skor

priblizuje tzv. izotypova kontrola (isotype control). V tejto kontrole sa testované bunky
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oznacia protilatkou, ktora ma rovnaky izotyp (rovnaky typ molekuly, napr. IgG: pre
lgG1) a konjugovanu fluorescenénu molekulu ako primarna protilatka, pouzita
v experimente. V idealnom pripade je pouZita aj v rovnakej koncentracii, ako primarna
protilatka. lzotypova protilatka je protilatka, pripravena napr. proti rastlinnym
antigénom (alebo antigénom, ktoré sa nevyskytuju v skumanych bunkach). PouzZitie
takejto protilatky umoznuje ur€it mieru nespecifickej vazby primarnej protilatky (napr.
na uz spominané Fc receptory) a vhodne tomu prisposobit’ stratégiu cut-off hranice.
Existuje este iny typ negativnej kontroly pre prietokovu cytometriu, najma v pripade
viacfarebnej (multicolor) cytometrie alebo stanovenia. Ide otzv. FMO kontrolu
(Fluorescence Minus One control), ktora spoCiva vtom, Ze sa vdanom
fluorescenénom kanali odmeria aj vzorka, ktora je znaCena protilatkami s ostatnymi
fluorescenénymi molekulami. Pokial je zaznamenany signal, ide o spominany spill-

over alebo crosstalk do testovaného kanala.

Artefakt spojeny s faloSnou pozitivitou je niekedy zapri€ineny absorpciou alebo
adsorpciou neviazanej resp. uvolnenej fluorescencnej molekuly. Pri velmi citlivych
meraniach sa preto nevyluCuje a testuje aj tento jav. K identickému alikvotu buniek sa
prida okrem primarnej protilatky, konjugovanej s fluorescen¢nou molekulou aj
identicka, neznacena protilatka. Ak z dévodu kompeticie protilatok o antigén napriek
tomu neddjde k poklesu signalu oproti kontrole, obsahujucej len primarnu protilatku,
konjugovanu s fluorescenéne znacenou molekulou, narast signalu je nutné
interpretovat’ ako neSpecificku vazbu volnej alebo uvolnenej fluorescencnej molekuly

na povrch alebo cely objem bunky.
9.6 Prietokova cytometria intracelularnych antigénov

Prietokova cytometria sa da pouzit aj na urCenie miery expresie intracelularnych
(vnutrobunkovych) antigénov pomocou Specifickych protilatok, konjugovanych
s fluorescencnou molekulou. Intracelularne znacenie je mozné po predchadzajucej
Setrnej fixacii buniek s 0,01-0,02% paraformaldehydom (doba fixacie - 10 minut)
a perforacii fixovanej membrany detergentmi, ktoré umoznuju vstup protilatky do
bunky. Na detekciu cytoplazmatickych proteinov je vhodny detergent saponin, Tween-
20 alebo digitonin. Naopak, na detekciu nuklearnych (jadrovych) proteinov je nutné
pouzitie agresivnejich detergentov (napr. NP-40 alebo Triton X100, v koncentracii 0,2-
1%).
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Priklad z praxe: Na detekciu a kvantifikaciu expresie proteinu Oct-4 po transfekcii
primarnych  koznych buniek syntetickym polycistronickym RNA vektorom
a reprogramovani buniek do indukovanych pluripotentnych buniek sa reprogramované
bunky manualne izolovali (zoSkrabnutim kolonii pod mikroskopom),  fixovali
a permeabilizovali pomocou komeréne dostupnej sady chemikalii. Ako kontrolné
bunky sa pouZili netransfekované primarne bunky (fibroblasty). Vysledky prezentované
vo forme histogramov ukazali v pripade indukovanych pluripotentnych buniek posun
signalu v danom fluorescenénom kanali oproti netransfekovanym bunkam. Pocet
buniek s pozitivnym fluorescenénym signalom sa nasledne kvantifikoval v programe
FACS Diva.

9.7 Detekcia programovanej smrti (apoptézy)

Pravdepodobne najCastejSie pouzivanou metédou na stanovenie schopnosti
kandidatnej chemickej zluCeniny indukovat v bunkach (napr. nadorovych)
programovanu smrt (apoptozu) je tzv. annexinova esej (Annexin V assay). Tato rychla,
jednoducha a zaroven relativne lacna metdda je zaloZzena na poznatku, Ze skoré
stadia programovanej smrti su asociované s tzv. externalizaciou (objavenim sa na
povrchu) fosfolipidu fosfatidylserinu, za normalnych okolnosti pritomného na vnutornej
strane bunkovej membrany. Pokial sa k bunkam v skorom $tadiu apoptézy prida
fluorescenéne znacCeny (konjugovany s fluorescenénou zlu€eninou) annexin, dbjde
k jeho naviazaniu na fosfatidylserinové zvySky a k oznaCeniu buniek. Takéto bunky je
potom mozné analyzovat na prietokovom cytometri. Ked sa bunky vramci
annexinovej eseje oznacia aj fluorescenénymi sondami na detekciu mftvych buniek
(napr. PI (propidium iodide) alebo 7-AAD (7-aminoactinomycin D), ide o tzv. DNA
interkalacné sondy), je mozné v ramci jedného experimentu kvantifikovat mnozstvo
buniek v skorych aj neskorych Stadiach apoptézy spolu s poctom  mftvych
(nekrotickych) a aj zivych buniek. Apoptické bunky v skorom $tadiu apoptozy vykazuju
pozitivitu vo fluorescenénom kanali, prisluchajucom pre Annexin. Neskoré Stadia
apoptdézy vykazuju signal v Annexinovom kanali a aj v Pl alebo 7-AAD kanali. Mftve
(nekrotické bunky) maju signal len v Pl alebo 7-AAD kanali, naopak — Zivé bunky su

negativne aj v Annexinovom kanali a aj Pl alebo 7-AAD kanali (Obr.21E)

Pri realizacii experimentu, zalozenom na vyuziti Annexinovej eseje sa pre skumany

typ buniek do experimentu pridava aj pozitivna kontrola, ktorou je vzorka buniek,
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inkubovana s kamptotecinom (inhibitor enzymu topoizomerazy, izolovanej z kory
Cinskeho stromu Camptotheca acuminata). Finalna koncentracia kamptotecinu sa
pohybuje od 3-7uM aje potrebné ju pre dany typ testovanych buniek otestovat

z dévodu rozliénej miery senzitivity.

Samotna realizacia annexinovej eseje je pritom vefmi jednoducha. Pripravia sa
rozlicné riedenia a inkubacné €asy skumanej testovanej latky na vhodnej bunkovej
linii. Bunky sa nasledne trypsinizuju a pripravi sa jednobunkova suspenzia. Protokol
znacenia je tvoreny inkubaciou s fluorescencne znacenym Annexinom a naslednymi
premyvacimi krokmi a moéze sa mierne liSit v zavislosti od dodavatefa Annexinového
kitu. Pri samotnej analyze na prietokovom cytometri sa v ramci tzv. gating stratégie
(vymedzenia mnoziny skumanych buniek) zahriuju vSetky bunky (na rozdiel od
klasickych fenotypizaCnych experimentov, v ktorych sa mftve bunky a bunkoveé

fragmenty (cell debris) vynechavaju z analyzy - Obr.21A).
9.8 Multiplexova analyza protilatkovymi Cipmi

Multiplexova analyza (stanovenie viacerych analytov v ramci jedného experimentu)
zaloZena na pouziti tzv. protilatkovych Cipov (antibody array chips) je ekonomickou
a uzivatelsky nenarocnou metddou charakterizacie bunkovych antigénov. Jeden Cip
resp. membrana obsahuje miesta (spoty) s naviazanymi primarnymi protilatkymi proti
rbznemu mnozstvu proteinov (ich pocCet sa pohybuje v desiatkach). Membrana
obsahuje aj spoty pozitivnej a negativnej kontroly, ktoré predstavuju vnutornu kontrolu
spravne realizovaného experimentu. Realizacia experimentu pomocou antibody array
proteinovych Cipov je jednoducha a zvladnu ju aj menej skuseni pracovnici. Tato
metdda technicky predstavuje kombinaciu ELISA metody a Western blotu (s ELISOU
ma spolocny sendviCovy systém detekcie a imobilizacie antigénu, s Western blotom
ju spaja podobny chemiluminiscenény alebo fluorescencny detekény systém). Metoda
prakticky nevyZaduje pritomnost’ sofistikovanych pristrojov v laboratériu, snad len
s vynimkou CCD kamery na digitalnu detekciu svetelného signalu. Vzdy je vS8ak mozné
pouzit manualnu detekciu signalu pomocou svetlocitliveho filmu (podobne ako pri
Western blote) a nasledné pouzitie skeneru na prevedenie vysledkov do digitalnej
podoby). Moznost detekcie a naslednej semikvantitativnej (chemiluminiscenéné Kity)
alebo kvantitativnej analyzy (pri pouziti fluorescencnych kitov) viacerych parametrov

naraz je vyhodna najma v pripade, ked je dostupnost alebo mnoZstvo vzorky
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limitované (napr. pri analyze transkripénych faktorov v minoritnej populacii nadorovych
kmeriovych buniek, izolovanych z fudského nadorového tkaniva). Zo skusenosti je
mozné metdédu odporucit najma na detekciu proteinovych produktov po transfekcii
alebo transdukcii génov, napr. pri reprogramovani ludskych fibroblastov do
indukovanych pluripotentnych kmenovych buniek (Strnadel et al., 2020). V takomto
pripade nahradi jeden Cip niekolko desiatok Western blotovych analyz. Menej vhodna
(aj ked formalne odporucana aj vyrobcom) je tato metdda na detekciu antigénov
v plazme alebo sére. Koncentracia vacsiny analytov je totiz v krvnom sére alebo
plazme pritomna v koncentracii v oblasti nano az pikogramov na 1mL séra alebo
plazmy. Aj ked je tato oblast’ koncentracie eSte v ramci detekéného limitu proteinovych
Cipov, pritomnost’ efektu proteinovej matrice (protein matrix effect) vacsinou vedie iba
k nevyraznym detekovanym signalom. Vynimkou su séra a plazmy alebo bunkové
lyzaty zo zvierat, ktoré boli inokulované nadorovymi bunkami. V takychto pripadoch
ddjde k navySeniu koncentracie niektorych latok, produkovanych nadorovymi bunkami
a ich vyraznej manifestacii na proteinovom cCipe. V oblasti bunkového inzinierstva a
pripravy novych bunkovych kultur je metdéda proteinovych Cipov vyznamna, pretoze
umoznuje charakterizaciu expresného profilu transkripénych faktorov novej bunkovej
linie (Zahumenska et al., 2022; Strnadel et al., 2020).

9.9 ELISA

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) je metdda, umozfiujuca kvantitativne
stanovenie koncentracie analytu pomocou systému protilatok. Pri tzv. sendvicovej
ELISA metdde (ktora patri k najpouzivanejSim ELISA metdédam vébec) sa pouziva
systém dvoch alebo troch protilatok, z ktorych jedna (capture antibody) je
adsorbovana na povrch priehladnej 96-jamkovej polystyrénovej platnicky (rozvoj
ELISA metddy nastal vdaka objavu vysokej neSpecifickej adsorpénej vlastnosti
polystyrénu voci bielkovinovym molekulam). V ¢om spociva princip ELISA metody? Po
nasyteni povrchu platnicky roztokom primarnej protilatky a blokovani nepokrytych
miest blokacnym roztokom sa aplikuje analyzovana tekutina (méze fou byt sérum,
plazma, tkanivovy mok, mo¢, bunkovy lyzat, bunkové médium a podobne) a tato sa
necha inkubovat (inkubaény Cas je rézne dlhy a mdzZe prebiehat pri laboratornej
teplote, v chladni¢ke alebo pri 37°C v inkubatore. Po naslednom opakovanom premyti
sa aplikuje roztok sekundarnej protilatky, ktora je bud priamo alebo nepriamo

konjugovana s HRP (horse radish peroxidase) enzymom. Pri nepriamej konjugacii je
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sekundarna (detekéna) protilatka konjugovana s biotinom atento sa nasledne
v dalsom inkubacnom kroku naviaze na streptavidin-HRP komplex. Po premyti
a pridani chromogénneho (alebo fluorescenéného) substratu déjde vplyvom enzymu
peroxidazy k rozstiepeniu molekuly chromogénneho Cinidla a zaroven k zmene farby
roztoku. Intenzita zafarbenia roztoku je priamo uUmerna mnozstvu naviazanej
sekundarnej protilatky ateda aj analytu. Po niekolkych minutach sa vyvijanie
farebného zafarbenia roztoku zastavi vhodnym zastavovacim roztokom (stop
solution), ktorym méze byt napr. roztok kyseliny sirovej. Nasledne sa intenzita
zafarbenia roztoku zmeria spektrofotometricky pri danej vinovej dizke (napr. 405 nm
alebo 450 nm). Z nameranych hodnét absorbancie pre zname hodnoty koncentracii
Standardov kalibracnej krivky sa vytvori krivka, pomocou ktorej sa odcitaju pre zname
hodnoty absorbancie jednotlivé koncentracie analytu v testovanych vzorkach. Vacsina
ELISA metdéd vyuziva oblast linearnej zavislosti absorbancie od koncentracie
a Ziadanu hodnotu koncentracie vzorky je tak mozné ziskat cez rovnicu linearnej
regresie (r? koeficient by mal byt vacési ako 0,95 — mensia alebo velmi mala hodnota
hovori o slabej linearnej zavislosti, Co méze byt spésobené nedodrzanim metodickych
postupov v ELISA protokole). Tzv. polynomialna regresna analyza je dalSou analyzou
pouzivanou v ELISA protokoloch na predikovanie zavislej premennej a na urCenie
polynomialneho vztahu medzi zavislou a nezavislou premennou. V praxi to znamena,
Ze takato analyza lepSie popisuju krivku s tvarom saturaénej krivky, ktora je typicka pre
vacsi rozsah meranych koncentracii pri ELISA metdde. ELISA je jedna z najcitlivejSich
imunodetekénych metdd, umoznuje totiz kvantifikaciu analytov az na urovni 100-200
pg/mL (1 pikogram = 1072 gramu). Existuje velké mnoZstvo komer¢ne dostupnych
ELISA kitov, ktoré obsahuju v8etky potrebné komponenty (Standardy, roztoky a pufre)
a platnicku, uz pokryta primarnou protilatkou (v pripade tzv. sendviCovej ELISA
metody). Velkou vyhodou pri ELISA metdde je moznost automatického premyvania
jamiek platnicky robotickou premyvackou v pripade, Ze je dostupna (lepSia

reprodukovatelnost, rychlejSia realizacia, mensSie odchylky merania a podobne).

Pri kvantifikacii proteinovych analytov (napr. cytokinov) v réznych biologickych
vzorkach sa mbze experimentator stretnut’ s velmi zaujimavym, hoci nepriaznivym
javom, pri ktorom je absorbancia vzorky paradoxne menS$ia ako nulova hodnota
koncentracie kalibracnej Ciary. Ako je mozné, Ze vzorka s nenulovou koncentraciou

analytu ukaze hodnotu absorancie menSiu, ako Standardna vzorka s nulovou
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koncentraciou? Zdanlivo paradoxny jav ma svoje vysvetlenie v uz spomenutom tzv.
efekte matrice vzorky (matrix effect) (Stavnsbjerg et al., 2022). Niektoré biologické
vzorky maju sklon ku gélovateniu resp. vytvaraniu gélovej konzistencie. Gélova
konzistencia vzorky spbsobi, Zze analyt je vo vzorke ,nepohyblivy® a ani u€inkom
trepania ,nenajde” cestu k primarnej protilatke. Pri vySSom nariedeni takejto vzorky je
mozné pozorovat (opat na prvy pohlad paradoxny) narast hodnoty signalu
(absorbancie) az do urcitej, hraninej hodnoty, pri ktorej dbjde k poklesu signalu
z dévodu dosiahnutia podlimitnej koncentracie. Efekt matrice vzorky je teda mozné
Ciasto€ne eliminovat vyS$8im ako odporu¢anym riedenim vzoriek vzorkovym pufrom (je
suCastou ELISA kitov) alebo zvySenim hodnoty rpm (revolutions per minute) pri
trepani 96-jamkovej platnicky pri inkubacii so vzorkou na orbitalnej trepacke. Pri ELISA
metodach je lepSie vyhnut sa pouzivaniu vzoriek, ktoré su lipemické a hemolyzované
(pri hemolyze sa do vzorky uvolfiuju endogénne peroxidazy, ktoré mézu interferovat
s ELISA stanovenim (vysledkom su netypické, az enormne vysoké hodnoty

absorbancie).

Existuje eSte jeden zaujimavy artefakt, s ktorym sa Clovek mdZze stretnut’ pri ELISA
metdde — namerané absorbancie okrajovych jamiek na obvode 96-jamkovej platnicky
su spravidla vySSie ako v ostatnych jamkach. Tento jav sa vysvetfuje odliSnym
koeficientom prestupu tepla v okrajovych jamkach oproti jamkam vo vnutri platnicky.
Pri velmi citlivych analyzach (napr. pri detekcii cytokinov) preto niektori odbornici

odporucaju tieto jamky jednoducho vynechat.
9.10 Western blotova analyza expresie proteinov

Western blot (alebo aj SDS-PAGE) je velmi rozSirena metdda detekcie
a semikvantitativnej analyzy expresie proteinov pomocou vertikalnej elektroforeticke;j
separacie proteinov v akrylamidovom géli (Obr.25), spojenej s prenosom
separovanych proteinov na nitrocelulézovu pripadne PVDF (polyvinylidene fluoride)
membranu (Obr.26) a naslednou detekciou proteinov pomocou protilatok. Pri separacii
proteinov rozliénej velkosti vyuZziva princip tzv. ,molekularneho sita“. Pri detekcii sa
pouziva systém primarnej a sekundarnej, enzymom peroxidazou (HRP, horse-raddish
peroxidase) znaCenej sekundarnej protilatky (existuju aj systémy s fluorescencne

znacenou sekunadrnou protilatkou, analyza signalu v takychto pripadoch zabezpecuje
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fluorescenény skener). Pri SDS-PAGE metdde sa skumana vzorka prevedie do formy

lyzatu.
9.11 Priprava lyzatu z buniek

Pre mnohé typy experimentov sa kultivované a oSetrené alebo neoSetrené bunky
musia dalej spracovavat vo forme proteinového lyzatu. Lyzat je mozné pripravit
chemickymi alebo fyzikalnymi metodami. Chemické metddy vyuzivaju Specialne
lyzacné pufre (napr. RIPA pufor), ktoré obsahuju r6zne typy detergentov (napr. SDS,
Triton X-100, Tween-20). Fyzikalne metddy vyuzivaju napriklad cyklus opakovaného
zmrazenia a rozmrazenie vzorky alebo rezonanc¢né vlastnosti ultrazvuku. Vacsinou je
priprava bunkového lyzatu kombinaciou tychto faktorov. Pri priprave bunkového lyzatu
je délezité vzorku spracovavat’ na lade a vzdy v pritomnosti inhibitorov proteaz (napr.
Complete inhibotor coctail, Roche), aby nedoslo k degradacii skumanych proteinov. Aj
sonikacia (lyza buniek u€inkom ultrazvuku) by mala za idealnych podmienok prebiehat
v podchladenom vodnom roztoku (najma ak trva dihsie ako 1-2 minaty). Specialnou
formou pripravy proteinovych lyzatov je priprava lyzatu z rezov, nakrajannych na
mikrotome (Obr.23A-/). Tato forma pripravy sa vyuziva napr. v experimentoch, pri
ktorych sa skuma mikroprostredie (microenviroment) tkaniva, napriklad nadorového
loziska. Moznost’ korelacie vysledkov z imunohistochémie s vysledkami Western-
blotovej alebo inej imunodetekénej analyzy v ramci tkaniva je v takychto pripadoch

velmi délezita.

Poslednym krokom pri samotnej priprave bunkovych lyzatov je centrifugacia vzorky
(hodnoty az 15 000xg — 20 000xg). V ramci tejto procedury sa pevné bunkoveé
elementy (Casti buniek) oddelia od samotného lyzatu a lyzat (supernantant, roztok nad
peletom) sa vyciri (napr. pri priprave bunkového lyzatu z melanému sa pévodne Cierny
roztok premeni na Ciry roztok proteinového lyzatu (Obr.23CH,l). Tento lyzat sa
nasledne pouzije v experimente alebo rozdeli do Cistych (najlepSie sterilnych)

skumaviek a zamrazi na -80°C.

Aka je stabilita takto pripraveného lyzatu? Lyzat je pri teplote -80°C stabilny niekolko
mesiacov, ale uz po roku su evidentné zmeny v mnozstve detekovanych proteinov.
Pokial povaha experimentov vyZaduje dlhodoby zber biologického materialu, je lepSie
bunky zamrazovat vo forme peletu (t.j. po trypsinizacii sa bunky premyju s PBS (pH =

7,4) pufrom, ten sa nasledne odsaje a zamrazi sa len samotny bunkovy pelet). Na
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zaklade praktickych skusenosti su takéto vzorky zvacsa ovefa stabilnejSie. Z takto
zamrazenych vzoriek sa nasledne lyzaty pripravia spolo¢ne, zo vSetkych vzoriek

naraz.
9.12 Priprava vzoriek na Western blot

Pre porovnanie hladiny expresie proteinov v réznych vzorkach je délezité, aby bolo
porovnavané rovnaké mnozstvo kazdej nanesenej vzorky. V praxi to znamena, zZe
v kazdej jamke akrylamidového gélu sa bude nachadzat rovnaké mnozstvo buniek
(lyzovanych lyzacnym pufrom) alebo rovnaké mnozstvo celkovych proteinov, zistené
niektorou zo Standardnych metdd zistovania koncetracie proteinov (Bradfordova

metoda alebo metdda BCA Protein assay).

Priklad z praxe: Pri lyzovani kompaktnych kolonii ludskych indukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek, ktoré boli zoSkrabané z povrchu platnicky sa
nemohol urcit poc€et jednotlivych buniek, preto sa pristupilo k ur€eniu mnoZzstva resp.
koncentracie proteinov. Bunky sa lyzovali v komeréne dostupnom RIPA pufri
(obsahuje 30mM HEPES, pH 7,4, 1% Nonidet P40, 0,5% sodium deoxycholat, 150mM
NaCl, 0, 1% sodium dodecyl sulfat, 1mM NaV04, 50mM NaF, 1TmM PMSF, 5mM EDTA,
10% pepstatin A, 10 ug/ml aprotinin a 10 ug/ml leupeptin) na lade a po centrifugacii
sa v supernatante, zbavenom zvyskov bunkovych membran urcila koncentracia
proteinov na spektrofotometri pomocou BCA metody (Pierce, USA, Obr.23). Zistilo sa,
Ze vzorka €.1 obsahuje 2x vacsie mnozstvo proteinov nez vzorka €.2 (resp. bola 2x
koncentrovanejSia, obsahovala 2 ug proteinu v jednom mikrolitri (2ug/uL). Celkoveé
objem vzorky, ktory bolo mozné naniest na jednu jamku v géli bol 50 yL. Celkové
mnoZzstvo proteinov, nanesenych na jednu jamku mal byt podla odporu€ani vyrobcu
max. 30 pg (30ug/well). KedZe sa detekovany protein (Oct-4) na zaklade
imunofluorescencénej analyzy javil ako abundantny, do celkovej vzorkovej zmesi, ktora
sa mala naniest do jamky sa teda pridal objem vzorky, ktory obsahoval 20 ug
celkového proteinu (to znamena, Ze pre vzorku ¢€.1 zmes urCena na nanesenie do gélu
obsahovala 10uL vzorky ¢€.1, 10uL vzorkoveho pufru (6x SDS sample buffer) a 30 uL
lyzacného pufru). Zmes pre vzorku ¢€.2 obsahovala 20uL vzorky €.2 (s koncentraciou
1ug/pL), 10uL vzorkoveého pufru (6x SDS sample buffer) a zvySok sa doplnil s 20 uL

lyzacného pufru (celkovy objem bol (pre obe vzorky jednotlivo) 50 pL. Vzorky sa pred
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nanasanim na geél povarili 5 minut pri 95°C (na vodnom kupeli alebo suchom

termobloku s nastavitelnou teplotou).

Po separacii proteinov v polyakryamidovom géli v elektroforetickej aparature
nasleduje ich transfer z gélu na nitrocelulézovi membranu alebo PVDF (polyvinylidene
difluoride) membranu. Tento prenos sa principialne realizuje dvoma spdésobmi —
»,mokrym“ transferom (tzv. wet blot transfer) alebo polosuchym transferom (semi-dry
blotting, Obr.26). Druhy spdsob si v poslednom €ase ziskal mimoriadnu oblubu kvéli
rychlosti, efektivite a malej spotrebe blotovacich roztokov (pufrov). Postup pripravy na
blotovanie je principialne velmi podobny. Hruby blotovaci filtraCny papier sa necha
dokladne nasiaknut’ pufrom na dobu cca 5 minut. Nasledne sa prenesie na spodnu
Cast' aparatury, kde sa nachadza andda (+ elektroda). Bublinky, ktoré dokazu ucinne
zabranit' transferu proteinov z gélu na membranu (vytvoria sa kruhovité biele miesta
v Casti membrany, kde maju byt proteiny) sa odstrania malym rolerom alebo aspon
Pasterovou pipetou. Pri praci je nutné mat rukavice. Nitrocelulbzova membrana
s rovnakou velkostou ako filtrany papier sa necha inkubovat v transferovom pufri na
dobu 5 minut a poloZi sa na filtrany papier na aparature. Nasledne sa na membranu
opatrne polozi akrylamidovy gél (po 5 minutach tzv. ekvilibracie v transferovom pufri).
Na gél sa polozi filtraCny papier a vzniknuty ,sendvi¢“ sa priklopi vrchnym vekom
aparatury (tvori ho katdda). Na pripojenom zdroji napatia sa nastavia hodnoty prudu
podfa plochy membrany (max. v8ak 5 mA na cm? membrany) a ¢as (spravidla 25-30
minut je postacujuca doba, nevyhnutna na uspesny transfer proteinov na membranu).
Poznamka: Je vyhodné pouzit aparaturu s moznostou chladenia alebo samotny
transfer realizovat s aparaturou, umiestnenou v chladni¢ke, kedZe pri blotovani
dochadza k zahrievaniu aparatury, ¢o méze ovplyvnit kvalitu preblotovanych

proteinov.
9.13 Detekcia chemiluminiscenéného signalu

Chemiluminiscen¢ny signal je mozné detekovat a zaznamenat’ pomocou chladenej
CCD kamery alebo starSim spdsobom za pomoci expozicie svetlocitliveho filmu.
Pouzitie CCD kamery je znacne rozSirené a oblubené a dnes sa len zriedkavo mozno
stretnut’ s tradiCnym spdsobom, ktory vyuZival svetlocitivy material. Je vSak
zaujimave, ze tradiCny spdsob pomocou expozicie na svetlocitlivy material je stale

citlivejSi sposob detekcie, o mbéze mat vyznam pre detekciu vefmi slabych signalov.
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Expozicia svetlocitlivého materialu sa realizuje v tmavej komore, osvetlenej len slabym
Cervenym svetlom (Obr.27). Svetlocitlivy film sa nastriha na potrebnu velkost, pravy
okraj sa oznaci zastrihnutim a pripravia sa filmy, exponované rézne dlhymi ¢asovymi
intervalmi (prilozenim na membranu, umiestnenu v Specialnej kazete). Podla intenzity
signalu tieto Casové intervaly mézu byt 1-60 sekund, niekedy aj viac. Po expozicii sa
film umiestni do nadobky s vyvojkou na 5 minut. Potom sa premiestni do nadoby
s destilovanou vodou na cca 2 minuty. Nasledne sa film prenesie pinzetou do nadoby
s ustafovaCom na dobu 5 minut. Po 5 minutach sa film vyberie, vloZi do nadoby
s destilovanou vodou na oplachnutie a nasledne sa necha vysusit' na stojane. Skenuju
sa len dokladne vysuSené filmy, predCasna manipulacia méze na filmoch zanechat

zretelné odtlacky.
10 Denzitometricka analyza

Vysledkom analyzy expresie proteinov pomocou protilatkovych €ipov (antibody array)
alebo Western blotovej analyzy je (v pripade pouzitia fotocitlivych filmov a manualne;j
detekcie signalu) exponovany fotograficky material. Fotocitlivé filmy su exponované
chemiluminiscenénym svetelnym signalom, ktory vznika enzymatickym Stiepenim
chemiluminiscenéného substratu. NajcastejSie pouzivanym enzymom je peroxidaza,
konjugovana so sekundarnou protilatkou. Exponovany fotocitlivy film je mozné po
vysuseni oskenovat pomocou kancelarskeho skeneru. Nasledna denzitometricka
analyza umoznuje semikvantitativhe porovnanie expresie na zaklade velkosti Skvin
exponovanych miest (v pripade fluorescentnej detekcie signalu fluorescenénym
skenerom je mozné aj kvantitativnhe porovnanie). Vychadza sa pritom z predpokladu,
Ze velkost tmavej Skvrny na fotocitlivom filme je priamo umerna mnozstvu svetelného
signalu a tym aj mnoZstvu naviazanej detekénej protilatky. Tato priama umera plati len
v uritom rozsahu anie je mozné ju vyuzit napriklad pri velmi abundantnych
proteinoch (v takychto pripadoch vacésinou doéjde k nasyteniu signalu resp.
k prekroCeniu detekcnej kapacity fotocitliveho materialu, nasledkom ¢oho sa velkost
Skvrny od ur€itého momentu uz nezvacSuje (na fotocitivom materiali je mozné
v takychto pripadoch pozorovat bielu Skvrnu, doslova ,vypalenu® silnym svetelnym
signalom). Preto je délezité pri manualnej detekcii svetelného signalu fotocitlivym
materialom zvolit rézne dlhé asy expozicie filmu (v praxi sa tieto ¢asy pohybuju od 5
sekund do niekolkych minut (5,10, 15 minut). V Specialnych pripadoch (v pripade
nizSej expresie proteinov) sa pouziva aj 24 hodinova expozicia pri znizenej teplote
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(fotocitlivy material je exponovany v Specialnych kovovych kazetach, ktoré zabranuju

neziaducej expozicii dennym svetlom).

Denzitometricku analyzu je mozné realizovat pomocou komercne dostupnych
programovych balikov. Ich zakupenie kedysi predstavovalo relativne velku investiciu,
dnes je v8ak mozné ich vyuZivat podstatne lacnejSie, a to vo forme predplatenych
ro¢nych licencii. Na internete je vS8ak mozné najst' aj mnozstvo tzv. freeware produktov
(pri ich inStalacii si vSak treba dokladne overit’ stranku, z ktorej sa inStaluju). Niektoré
softvérové baliky su produktom vyskumnych institucii — napr. uz spominany softwér
Imaged je vysledkom spoluprace s NIH (National Institute of Health) a Univerzity vo
Wisconsine (USA). ImagedJ softvér je systém nezatazujuci program, ktorého inStalacia
je velmi jednoducha (napr. z webovej lokality: https://imagej.nih.gov/ij/download.html).
Pri inStalacii si uzivatel najskor zvoli typ operacného sytému a program méze ihned
pouzivat. Imaged obsahuje mnozstvo funkcii, pokryvajucich takmer vSetky potreby
bezného uzivatela. Nasledujuci modelovy priklad (Obr.37) ilustruje pouzitie programu
Imaged pri denzitometrickej analyze signalu z Western blotovej analyzy expresie
proteinov. Vstupnym materialom na analyzu je obrazok (sken) fotografického filmu, na
ktorom su viditelné tzv. bandy alebo Skvrny, vytvorené pri expozicii nitrocelulézovej
membrany s naviazanou sekundarnou protilatkou, konjugovanou s peroxidazou
(podrobnosti je mozné najst v kapitole Western blotova analyza expresie proteinov).
V modelovom (imaginarnom) experimente boli pouZzité bunky, ktoré boli inkubované
s roznymi koncentraciami Specifického inhibitora detekovaného proteinu. Kontrolnu
vzorku predstavovali bunky, ktoré neboli inkubované s inhibitorom. Oskenovany
obrazok sa konvertoval do jpeg formatu (toto je mozné aj pomocou velmi
jednoduchého programu Paint) a otvoril v programe ImagedJ (cez funkciu listy File
a Open alebo jednoduchym posunutim ikonky obrazku na listu programu ImagelJ).
Nasledne sa obrazok konvertoval na 8-bitovy (cez listy Image, Type a 8-bit) a
invertoval cez funkciu listy Edit a Invert. Samotna analyza sa realizovala vyberom
vhodnej ohrani€ujucej mnoziny (Selection). Pri dot blotovych signaloch (kruhovych) je
vhodné zvolit' Oval selection, v nasom pripade (kvoli tvaru Skvin) je vhodnejSie zvolit
Rectangular selection. Pohybom kurzora ohrani¢ime prvu Skvrnu (band) a zvolime
funkciu Analyze a nasledne Measure. Objavi sa tabulka, ktoru je mozné nasledne
konvertovat do programu Microsoft Excel (pozor, niekedy je po konvertovani do

Excelu (cez File a Save as) nutné nahradit bodky desatinnou €iarkou). Pred analyzou
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dalSej Skvrny presunieme kurzor mysSi do stredu ohraniCujucej mnoziny a posunieme
mySou na poziciu dalSej Skvrny (tymto spésobom ostane veli€ina Area v tabulke
konsStantna). PokraCujeme rovnakym spdsobom aj pri ostatnych Skvrnach. Nasledne
tabulku ulozime vo formate .x/s (cez File a Save as) a otvorime v programe Microsoft
Excel. Zvolime graficky vystup a vysledky ulozime (Obr.37). Vysledky mézeme
prezentovat vo forme ,fold change®, pri ktorej si zvolime hodnoty jednej vzorky ako
referencnu hodnotu. Ostatné vzorky podelime hodnotou zvolenej vzorky (kontrolna
vzorka tak nadobudne hodnotu = 1) a vzorky prezentujeme v grafe (na y-psilonovej osi

bude nasledne uvedené ,fold change® alebo ,relative ratio*).
11 In vivo charakterizacia buniek

11.1 Experimenty s pouzitim laboratérnych zvierat

Pouzitie zvierat vo vyskume je stale velmi ddlezitou su€astou niektorych experimentov
najma v onkologickom vyskume, ale aj v ostatnych odvetviach biomediciny. Na
Slovensku je organom schvalujucim experimenty na zvieratach Statna veterinarna
a potravinova sprava. Planované experimenty na zvieratach musia byt pripravené
podla tzv. zasady 3R (replacement, reduction a refinement). Tieto zasady,
predstavené W.M.S Russellom and R.L Burchom uz vroku 1959 predstavuju
v podstate navod na etické pouzitie zvierat v laboratornom vyskume. Planované
experimenty na zvieratach musia byt schvalené aj etickou komisiou institucie, v ktorej
sa experimenty maju vykonavat. V ramci zasadnutia etickej komisie rieSitel' projektu

predstavi svoj projekt a odpovie na pripadné otazky zo strany ¢lenov komisie.

Niektoré in vivo experimenty nie je stale mozné nahradit alternativnymi in vitro
metodami. Napriklad experimenty, pri ktorych sa skuma vplyv alebo interakcia
imunitného systému s nadorovymi bunkami, inokulovanymi do organizmu pokusného
zvierata stale nie je uplne mozné nahradit’ in vitro alternativami. Aj tzv. bioreaktorové
vlastnosti Zzivého organizmu nie je mozné vzdy efektivne nahradit modelovanim tychto
podmienok in vitro, pretoze nie su zname vSetky parametre a interagujuce zlozky,

ktoré su sucastou zivého organizmu.

Prikladom moéze byt pripad zpraxe: Pri resekcii neuroendokrinného nadoru
z pankreasu pacienta sa nador histologicky spracoval na patologii. Nevyuzita Cast

tkaniva sa preniesla do laboratoria, v ktorom sa jedna Cast tkaniva spracovala
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enzymaticky na jednobunkovu suspenziu a vysadila do kultivaénej misky s médiom za
ucelom generovania novej bunkovej linie. Druha €ast’ tkaniva sa v celkovej anestézii
transplantovala do podkozia imunodeficientnej mysi. Po cca 6 tyzdrnoch kultivacie
buniek in vitro bolo zistené, Zze nedoslo k efektivnej izolacii nadorovej bunkovej linie
a v kultivacii sa objavili len prezZivajuce stromatické bunky. In vivo experiment bol
naopak uspesny — nador, transplantovany do podkozia atymickej mysi zvacsil svoj
objem takmer dvojnasobne. Na dalSie experimenty sa preto vyuzila metéda in vivo
pasazovania nadorového tkaniva (séria po sebe nasledujucich transplantacii

nadorového tkaniva).
11.2 Transplantacia buniek do imunodeficientnych mysi

Existuje niekolko druhov transplantacii v zavislosti od pdévodu transplantovanych
buniek. Pri transplantacii buniek, ktoré boli izolované z toho istého zvierata, ide o tzv.
autolognu transplantaciu (prikladom mdéze byt transplantacia iPSc-derivovanych
neuralnych prekurzorov do organizmu toho istého jedinca, z ktorého boli izolované
primarne bunky na ich reprogramovanie do iPSc). Pri transplantacii buniek z jedného
jedinca do jedinca toho istého druhu (napriklad pri transplantacii nadorovej bunkove;j
linie, odvodenej z nadoru potkana do potkanov) hovorime o alogénnej transplantacii
alebo skratene o alotransplantacii. O xenotransplantacii hovorime v pripade, ked su
transplantované bunky odvodené ziného ZivoCiSneho druhu (prikladom moéze byt
transplantacia ludskych nadorovych buniek do organizmu laboratérnej mysSi (Obr.29)
alebo transplantacia ludskych nadorovych alebo prekurzorovych buniek do kuracieho
embrya (Obr.31 - Obr.34) alebo do skorého vyvojového Stadia experimentalnej rybky
(Danio rerio) (Obr.35). Pri alogénnej transplantacii a xenotransplantacii je nutné
zabranit imunitnej rejekcii transplantatu (niekedy nazyvaného aj ,graft‘) pouzitim
imunosupresiv (latok, potlacajucich imunitnd odpoved) alebo pouZitim tzv.
imunodeficientnych laboratérnych zvierat (zvierat, v ktorych je v désledku spontannej
alebo génovym inZinierstvom indukovanej mutacie potlatena imunitna odpoved,
prikladom je mys linie Crl:NU(NCr)-Foxn1nu (Obr.29). Praca s imunodeficientnymi
Zivo€isnymi modelmi je financne naro¢na v désledku nevyhnutnosti pouZitia sterilnych
klietok, sterilnej podstielky a sterilnej vody a krmiva. Klietky na pouZitie takychto zvierat
sa musia sterilizovat a musia byt vybavené filtrom, ktory zabrafiuje prieniku
mikroorganizmov zo vzduchu, ale nebrani vymene plynov. Podstielka (najcastejSie

piliny) sa tiez musi sterilizovat alebo zakupit uz sterilizovana gama ziarenim.
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Specialne sterilné krmivo je tiez mozné zakupit, sterilna voda sa pripravuje &erstva,
niekolko hodin pred pouzitim. Manipulacia s imunodeficientnymi zvieratami
(najCastejSie nimi su atymické mySi a potkany) prebieha v steriinom prostredi
laminarneho boxu (laminar hood) po predchadzajucom vy isteni (sterilizacii boxu) UV
Ziarenim (aspofi 20 minut) alebo po dezinfekcii povrchu laminarneho boxu 70%
roztokom etanolu alebo izopropanolu. Pri manipulacii s imunodeficientnymi zvieratami
musi mat’ pracovnik obleCeny Cisty laboratorny plast (pripadne jednorazovy oblek) a
na rukach gumenné rukavice, ktoré sa pred manipulaciou so zvieratom povrchovo

sterilizuju 70% etanolom.

Bunky sa transplantuju najma vo forme suspenzie v steriinom PBS (pH 7,4) vo vopred
uréenej koncentracii a objeme. Pred samotnou transplantaciou sa urci viabilita buniek
(pomer mnozstva Zivych buniek ku celkovému poctu buniek), ur€i sa ich pocet a zvoli
sa vhodna koncentracia na transplantaciu. Koncentracia buniek na transplantaciu
zavisi od povahy samotného experimentu, napriklad pri indukovani nadorov v mySiach
sa aplikuje mnozstvo buniek v rozmedzi 100 000 — 1 000 000 buniek na 100-300uL
pufru. Mnozstvo transplantovanych buniek zavisi aj od charakteru buniek aich
schopnosti rast po injekénej aplikacii do zivého organizmu zvierata. Niekedy sa na
zlepSenie tzv. engraftmentu (schopnosti vytvorit' transplantat) bunky zmieSaju s PBS
s pridavkom Specialneho extraktu (zmesi extracelularnych proteinov, izolovanych
z mySacich sarkdmov). Tento v texte uz niekolkokrat spominany extrakt, tiez znamy
pod obchodnym nazvom Matrigel, vytvara transplantovanym bunkam prostredie,
v ktorom dojde k efektivnejSej tvorbe transplantatu a jeho pridavok je vhodny najma
pre problematicky transplantovatelné bunky. Samotna koncentracia Matrigelu
v suspenzii buniek sa liSi medzi jednotlivymi protokolmi, ale beZne pouZivané
koncentracie sa pohybuju od 5-50%. Pri praci s Matrigelom je vSak nutné pracovat na
lade, resp. s podchladenymi roztokmi, pretoze Matrigel pri teplote nad 10°C meni svoje
skupenstvo z kvapalného na tuhé (gélovatie). Aj pipety a Spicky, ktorymi sa Matrigel
pipetuje je nutné podchladit (viozenim do sterilnej 50 mL plastovej skumavky
a umiestnenim na 15-30 minut do chladniCky alebo mraznicky), alebo aspon pred
pouzitim preplachnut’ sterilnym fadovym roztokom PBS. Injekéné striekacky a ihly,
ktorymi sa zmes buniek transplantuje je tiez nutné vychladit' (autorovi sa osvedcilo
umiestnenie striekacky s ihlou do fadového roztoku PBS na 3-5 minut). Pri samotnej

transplantacii sa pracuje rychlo, aby sa minimalizoval stres zvierata a zabranilo sa
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ohrevu zmesi buniek, PBS a Matrigelu nad teplotu, pri ktorej dochadza k zmene
skupenstva Matrigelu (v takom pripade dojde k upchatiu injekénej striekaCky so
suspenzou buniek). Samotna teplota injikovanej zmesi CiastoCne znecitlivuje miesto

aplikacie, takze zviera zvacsa vpich ihly ani nespozoruje (nezaregistruje).

Priklad z laboratéria: Pri testovani pluripotencie novovytvorenych indukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek sa pouziva metdéda tzv. indukcie teratomu
(teratoma assay), ktora spocCiva v xenotransplantacii ludskych iPSc buniek do
podkozia imunodeficientnych mysi (tzv. nude mysi). Ak su reprogramované bunky
skutoCne pluripotentné, tak po transplantacii do nude mysi po niekolkych tyZdnoch
vytvoria teratbom — nador, pozostavajuci z buniek resp. tkaniv vSetkych troch
zarodocnych vrstiev (endoderm, mezoderm a ektoderm). VV uvedenom pripade iSlo
o kozné fibroblasty, reprogramované do indukovanych pluripotentnych kmerovych
buniek syntetickym, polycistronickym RNA vektorom. Vychladenou pipetou sa 1x10°
buniek zmieSalo s 200uL steriiného PBS, obsahujuceho 30% Matrigelu. Zmes sa
vychladenou injekénou striekackou aplikovala bilateralne (na dvoch miestach) do
podkozia atymickej mysi. Po aplikacii sa mysi nechali prezivat 6 az 9 tyzdnov. Teratom
bol vizualne detekovatelny po cca 4-5 tyzdhoch. MySi sa nasledne usmrtili
(eutanazovali) cervikalnou dislokaciou (spésob rychleho a humanneho usmrtenia
najma mensich zvierat preruSenim miechy - hlava zvierata sa fixuje jednou rukou
a druhou sa potiahnutim za chvost prerusi miecha v oblasti krku), tkanivo teratobmu sa
vypreparovalo chirurgickym skapelom a nechalo fixovat v 50mL skumavke s obsahom
10% paraformaldehydu na dobu 24 hodin. Po fixacii sa tkanivo histologicky spracovalo

a zafarbilo eozinom a hematoxylinom (Strnadel et al., 2020).
11.3 Testovanie metastatickej schopnosti buniek v embryach

Kuracie embrya su velmi vdaénym modelovym systémom pre niektoré in vivo
aplikacie, spojené s xenograftovanim fluorescencne oznacenych [ludskych
nadorovych buniek. Pokial sa pouziju nadorové bunky, ktoré maju schopnost
metastazovat do mozgu (tzv. brain-tropic cells), je mozné pomocou tejto metddy
Studovat’ vplyv knock-outovaného génu alebo naopak - zvySenej expresie génu na
schopnost metastazovania buniek. Metdéda je finanCne vefmi efektivhou in vivo

metoddou, umozriujucou Studium na velfkom subore vtacich resp. kuracich embryi.
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Priklad z praxe: Pomocou in vivo metdédy na kuracich embryach sa Studoval vplyv
transkripEného faktora Twist na schopnost ludskych nadorovych buniek, izolovanych
z karcinomu prsnika (bunky s oznacenim MDA-BR-231), kolonizovat mozgové
tkanivo. Kvoli vizualizacii nadorovych buniek pod konfokalnym fluorescencnym
mikroskopom sa nadorové bunky transdukovali viralnym vektorom tak, aby stabilne

exprimovali zeleny fluorescenény protein (GFP, kapitola 11.4).

Pred zacCatim experimentu sa zakupili Cerstvé, fertilizované kuracie vajcia (tieto je
mozné ziskat z volnych farmovych chovov). Na Skrupinu sa oznacil datum znasky
a vajcia sa preniesli do inkubatora (37°C), v ktorom bola zabezpecena 100% vihkost.
Inkubator obsahoval zariadenie, ktoré automaticky a periodicky menilo polohu vajec
rotaciou (otac¢anim). Vajicka sa v inkubatore nechali inkubovat’ strnast’' dni. Pomocou
silného svetelného zdroja sa nasledne identifikovali vajicka, obsahujuce mitve zarodky
(tieto sa javili ako homogénne, zlto sfarbené — Obr.31F), ktoré sa vyradili. Pri zivych
embryach (po presvieteni silnym zdrojom svetla, napr. bodovym operacnym svietidlom
alebo silnou LED baterkou) je viditelny zivy zarodok (Obr.371E), ktory sa mdze
pohybovat (reagovat na osvetlenie)) sa identifikovalo miesto v oblasti ,pupocnej
Snury“ (tzv. CAM krvnej cievy, prechadzajucej z povrchu Skrupiny vajicka do jeho
vnutra az k samotnému zarodku) a pomocou frézky s kamennym kotucom (je mozné
ju zakupit' v ,hobby“ predajni) sa vyfrézovalo Stvorcové okno o velkosti priblizne 0,5cm
x 0,5cm Obr.311,J). Pozor - frézovanie Skrupiny je nutné vykonat velmi opatrne
a s Castymi prestavkami, pretoze pokial sa pri frézovani objavi kvapka krvi, embryo
zvacsa neprezije. Odfrézovana Cast’ sa jemne odstranila pinzetou tak, aby nedoslo
k prepichnutiu membrany pod Skrupinou ostrou ¢astou odfrézovanej Skrupiny
(Obr.31). Membrana sa jemne navlhcila vatovou ty€inkou, namoc¢enou do mineralneho
oleja (Obr.32N), aby sa vizualizovala hlavna, tzv. CAM cieva. Do cievy sa pomaly
pomocou inzulinovej striekaCky aplikovala suspenzia buniek (cca 100 000 buniek v
100uL PBS pufru, Obr.320-S). Po aplikacii buniek sa vyfrézované okno prelepilo
(Obr.32U,V) kuskom kancelarskej lepiacej pasky (bez prelepenia zvacsa dbjde ku
kontaminacii povrchu membrany plesfiami) a vajcia sa preniesli do inkubatora. Po
niekolkych (1, 2, 3 alebo 7) dnoch (kedZe liahnutie kurciat nastava na 21. den od
znasky, je potrebné vajcia spracovat najneskorsie do 7 dni od injikovania buniek) sa
odstranila ochranna lepiaca paska z odfrézovanej Casti Skrupiny a injekcnou

strieckaCkou sa aplikovalo 200pL roztoku lektinu, znaceného fluorescenénym
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rodaminom (rhodamine-lectin, koncentracia = 0,7mg/mL), ktory sluZil na vizualizaciu
krvnych ciev v mozgu kuracieho zarodku. Po cca 10 minutach sa vajce opatrne rozbilo
naklepnutim o okraj sklenenej nadoby (Obr.33) a zarodok kurCata sa usmrtil
prestrinnutim krénej chrbtice. Z hlavy sa jemne (po nastrihnuti koZe a chrupkovitej
lebky) preparoval mozog a preniesol na podlozné mikroskopovacie sklicko. Sklicko sa
nasledne prenieslo po mikroskop a bunky sa vizualizovali pomocou konfokalneho
mikroskopu (Obr.33). Priklad vizualizacie fluorescenéne znacenych [udskych

nadorovych buniek na pozadi rodaminom farbenych mozgovych ciev je na Obr.34.
11.4 Tropicka rybka ako transplantaény model

Hoci je praktické pouzitie malej rybky — zebri¢ky (Danio rerio) viazané na pritomnost
chovnych zariadeni, Specialnych akvarii a filtracnych systémov, v mnohych svetovych
laboratoriach je mozné sa s tymto modelom stretnut a preto ho pre zaujimavost
uvadzame. Dévodom je nizka cena tohto zivo€iSneho modelu, nenarocnost, rychlost
rozmnozovania, dostupnost’ rdoznych typov transgénnych foriem a hlavne opticka
priehfadnost’ tejto rybky, ktora umoziuje in vivo zobrazovanie (in vivo imaging)
transplantovanych buniek. Transgénna rybka, exprimujuca GFP protein (zeleny
fluorescencny protein (green fluorescent protein), izolovany z morskej meduzy
Aequorea victoria) pod fli1T prométorom (marker endotelidlnych buniek)
v endotelialnych bunkach je vhodna napriklad na Studium metastatickej schopnosti
ludskych nadorovych buniek (Stoletov and Strnadel et al., 2013). Anestézovana rybka
v skorom vyvojovom S§tadiu, imobilizovana v agarézovom géli umozZnuje
niekolkohodinovu mikroskopicku analyzu pohybu fluorescenéne znacenych ludskych
nadorovych buniek. Priklad pouzitia tohto modelu pri Stadiu nadorovych
a nenadorovych buniek, modifikovanych metédami génového inzinierstva je uvedeny
v tychto citovanych pracach (Stoletov and Strnadel et al., 2013; Strnadel et al., 2018).

VEasné vyvojove Stadia tejto rybky je mozné pouzit aj na xenograftovanie ludskych
nadorovych (Obr.35) alebo kmenovych buniek a v urCitom ¢asovom intervale (pred
maturaciou (dozrievanim) imunitnych buniek) aj bez pouzitia toxickej imunosupresie.
Prikladom je Ciasto¢ne chimericky model, zamerany na Studium prezivania neuralnych
prekurzorovych buniek (Strnadel et al., 2018). Pre zaujimavost - v priebehu projektu
povodne autori planovali do v€asného rybieho embrya implantovat [udskeé

pluripotentné kmeriové bunky. Uvedomili si ale, Ze v tomto pripade by iSlo o vytvorenie
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pravej chiméry. Eticku otazku tohto experimentu preto konzultovali s Etickou komisiou
Kalifornskej univerzity v San Diegu. Aj ked boli zavery komisie nejednoznacné,
napokon sa autori rozhodli na transplantaciu pouzit bunky, ktoré boli
preddiferencované do neuralnych prekurzorov a nehrozil teda vznik — aj ked velmi
doCasny - chiméry s gendomom ,morskej panny“ (mermaid chimera). Na porovnanie,
ked podobny experiment (ale s pouzitim opicich buniek) v roku 2021 urobil v Cine
Spanielsko-americky tim (aby sa vyhol legalnym problémom), vyvolalo to zna¢nu vinu

nevole a vypukla doslova burka etickych debat (Benites et al., 2021).
11.5 Eutanazia laboratérnych zvierat

UkoncCenie experimentu, v ktorom sa pouzili laboratorne zvierata ma byt cielenym
a predikovanym procesom. Nahle umrtie pokusného zvierata nie je Ziaducim javom,
aj ked sa mu v niektorych typoch experimentov neda uplne zabranit. UkoncCenie
pokusu je za idealnych podmienok planovanym procesom, ktory zabranuje utrpeniu
zvierat. Humanne usmrtenie zvierat v pokuse sa nazyva eutanazia aje vzdy
realizovana preskolenym pracovnikom. Existuje viacero spbsobov eutanazie
pokusnych zvierat a vyber najvhodnejSiej metody je niekedy zavisly od charakteru
samotného experimentu. Napriklad jednu =z najCastejSie pouzivanych metdd
(predavkovanie anestetikami) nie je vzdy mozné pouZit, napriklad v pripadoch,
v ktorych je predikovana interakcia anestetika alebo jeho mozny vplyv na skumany
parameter. DalSie najéastejSie formy eutanazie s cervikalna dislokacia (prerusenie

miechy v oblasti krku) a eutanazia pomocou CO:x.
12 Modelovanie Huntingtonovej choroby pomocou iPSc technolégie

Na priklade nasledujuceho projektu (projekt je modelovou kombinaciou dvoch realnych
projektov) si ukaZzeme praktické vyuZitie vysSie spomenutych in vitro a in vivo technik.
Kvéli komplexnosti celej technolégie a aj terminoldgie budu na zaciatku opat
zopakované niektoré informacie a historické skutoCnosti, ktoré uz boli uvedené

v predchadzajucom texte.

Indukovana pluripotencia patri medzi tzv. state-of-the-art metody ziskavania
pluripotentnych kmenovych buniek. Fakt, ze somaticka (telova), finalne diferencovana
bunka obsahuje vSetky potrebné genetické komponenty ostatnych buniek organizmu

a je mozné ju reprogramovat’ do Stadia pluripotencie dokazal v experimente so Zabimi
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embryami uz sir J.B Gurdon vroku 1962 (Gurdon, 1962). V tomto experimente
odstranil jadro neoplodneného vajicka Zaby a nahradil ho jadrom izolovanym z bunky
traviaceho traktu Zubrienky. Experiment vyvratil domnienku, Ze finalne diferencovanu
somaticku bunku nie je mozné vratit spat do Stadia pluripotencie a Ze osud takejto
bunky je uz dany jej fenotypom. Okrem toho, tento experiment potvrdil existenciu tzv.
epigenetickych regulacnych mechanizmov. Cytoplazma bunky, ktora bola prijemcom
bunkového jadra dokazala jadro ,reprogramovat” do Stadia pluripotentnej bunky,

schopnej dalSieho vyvoja vo forme rozli€nych typov buniek organizmu.

Skuto¢nu revoluciu pre oblast regenerativnej mediciny a in vitro modelovania chordb
vSak sposobili uz spominané experimenty Dr.Shinya Yamanaku. Tento mlady
japonsky lekar so svojim timom velmi zaujimavym spdsobom (sériovou selekciou
kandidatnych génov) dokazal, ze na reprogramovanie somatickej bunky staci sada
Styroch transkripénych faktorov (Oct3/4, Sox2, c-Myc, and Kif4), na jeho pocCest’ dnes
nazvanych ako Yamanaka faktory. Na prenos génov kodujucich tieto Styri faktory
pouzil retroviralny vektor (retrovirus), ktorym infikoval (transdukoval) somatické bunky
koze mysSi. Po transdukcii tieto bunky vytvorili bunky, rastiuce v tzv. koloniach
a exprimujuce znaky embryonalnych kmenovych buniek. Po transplantacii takychto
buniek do organizmu atymickych mySi doSlo k vytvoreniu nadorov (teratomov),
pozostavajucich z buniek troch zarodocnych vrstiev (ektodermu, endodermu
a mezodermu), ¢im sa potvrdil pluripotentny charakter pévodne diferencovanych
buniek. Pluripotencia indukovanych pluripotentnych kmerfiovych buniek bola potvrdena
aj inymi experimentmi — napr. uz spominanymi protokolmi in vitro diferenciacie do
rozlicnych druhov buniek organizmu alebo vytvorenim chiméry (chimera assay, pre
zaujimavost’ - v gréckej mytologii je chiméra netvor, ktorého telo tvori kombinacia

viacerych zvierat).

Poznamka: V ramci protokolu, znamom aj ako tetraploid complementation assay
ucinkom elektrického prudu na dvojbunkové embryo mysi (so sadou chromozémov
2N) déjde k vytvoreniu jednobunkového embrya (so 4N sadou chromozémov), ktoré
normalne pokraCuje vo vyvine. Ak sa do takéhoto embrya v Stadiu blastocysty
sklenenou mikrokapilarou injikuju pluripotentné bunky, déjde k vytvoreniu
kompletného organizmu. KedZe tetraploidné bunky takéhoto embya su schopné
vytvorit zvacsa len extraembryonalne tkaniva (napr. placentu), vysledny organizmus

chimérickej mysi je tvoreny bunkami, odvodenymi z reprogramovanych buniek. To
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znamena, ze pokial k vytvoreniu chiméry doslo, potvrdzuje to pluripotentny charakter
injikovanych reprogramovanych buniek. Tato technologia sa pouziva aj pri priprave

tzv. transgénnych zivoc€isnych modelov.

Vyznam objavu indukovanej pluripotencie je enormny (v roku 2012, necelych 6 rokov
po objave bola za tento objav udelena Nobelova cena (rozdelili sa o fiu Dr.Shinya
Yamanaka spolu so sirom J.B Gurdonom) ato nielen pre oblast regenerativnej
mediciny, ale aj pre in vitro modelovanie choréb, pri ktorych je pristup k Studovanym
bunkam velmi komplikovany alebo nemozny. V oblasti regenerativnej mediciny je
obrovskym prinosom technoldgie reprogramovania buniek moznost pripravy
imunologicky autolégnych terapeutickych buniek. Co to znamena v oblasti terapie?
Znamena to, Ze pomocou tejto technoldgie vieme pripravit terapeutické bunky pre
pacienta priamo z jeho koznych buniek. Ak je pacientovo ochorenie spbésobené
mutaciou, pritomnou v kazdej (a teda aj koznej) bunke, v buducnosti bude mozné tieto
mutacie odstranit a nahradit mutovanu Cast génu opravenou Castou. Uz dnes su
k dispozicii technologické moznosti takejto opravy (napr. Crisper-Cas9 technoldgia),
pre ich pouZzitie v klinickych aplikaciach je vSak potrebné dokladne otestovat ich
efektivitu a bezpecnost. Moznost' transplantovat’ pacientovi jeho vlastné bunky je
velmi prinosna zuz uvedenych, imunologickych dévodov — pri autolognej
transplantacii nie je nutna imunosupresivna lieCba, ktora predstavuje znacnu zataz pre
pacienta (imunosupresivna lieCba je okrem toho spojena s narastom incidencie

nadorov u takychto pacientov), nehovoriac o financnej zatazi s fiou spojene;j.

Vin vitro modelovani choréb predstavila technolégia reprogramovania buniek
moznosti, ktoré az doposial neboli technicky uskutoénitelné. Podme si to prakticky

ilustrovat’ na konkrétnom priklade z laboratéria.

V projekte, zameranom na skumanie elektrofyziologickych vlastnosti striatalnych
neurénov pri pacientoch s Huntingtonovou chorobou (neurodegenerativne,
autozomalne dominantné ochorenie, spésobené zvySenou frekvenciou CAG oblasti
v DNA molekule a vyskytom mutovaného proteinu — huntingtinu) sa pouzivali neurény,
izolované z vytvoreného transgénneho potkanieho modelu. Po objave indukovanej
pluripotencie vznikla poziadavka na vytvorenie striatalnych neurénov, odvodenych

z ludskych pacientov.
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Prvym krokom bola priprava informovaného suhlasu (Priloha ¢.1), ktory sa nasledne
poslal na schvalenie prislusnou Etickou komisiou. VyS$etrujuci lekar (neurolég)
predstavil pacientom moznost’ participovat’ na vyskumnom projekte formou darovania
malej, cca 2 mm koznej biopsie. Pacienti boli oboznameni o moznosti zmenit svoje
rozhodnutie a zo Studie kedykolvek odist’ a zaroven boli ubezpeceni, ze ich vzorka
bude pseudoanonymizovana (pristup ku klinickym datam bude mat len oSetrujuci
lekar, samotni vyskumnici budu pracovat’ so vzorkou pod koédovym oznacenim). Po
dohode s kolegami z Chirurgickej kliniky sa pacient dostavil na odber koZnej biopsie.
Ta mu bola odobrana a nasledne ulozena v skumavke, obsahujucej bunkové médium
DMEM/F12 Glutamax (Gibco, USA), 10% FBS (Sigma-Aldrich, USA) a kombinaciu 1%
antibiotik a antimykotik (Antibiotic/Antimycotic, Gibco, USA, zmes obsahuje penicilin,
streptomycin a amfotericin B). Kozna biopsia sa na lade preniesla do bunkového
laboratéria, v ktorom sa nasledne spracovala v laminarnom boxe triedy BSL-2. Kedze
biopsia bola relativne malej velkosti, pri jej sterilizacii ponorenim do 50% etanolu sa
postupovalo opatrne arychlo (1-2 sekundy v etanole a nasledne niekolkonasobny
oplach steriinym PBS pufrom). Biopsia sa potom sterilnou pipetou jemne nasala na
koniec Spi¢ky a preniesla do 6-jamkovej kultivacnej platnicky. Nasledne sa prevrstvila
malym mnozstvom bunkového média tak, aby neplavala, ale ostala na dne jamky
(pokial vzorka koze plava, neddjde k migracii fibroblastov z explantatovej vzorky.

V takomto pripade sa vzorka moéze ,zatazit“ steriinym krycim mikroskopickym
sklickom. Pri vaéSich vzorkach je preto mozné po preneseni vzorky pipetou na
platnicku nechat tkanivo jemne ,prischnut® k platnicke (cca 5 minut) a potom opatrne

zaliat’ jamku kultivanym médiom).

Po niekolkych dnoch boli viditefné proliferujuce bunky, obklopujuce koznu biopsiu.
Médium sa vymienalo opatrnym odsatim starého média a pridanim nového média po
kvapkach. V Case, ked konfluencia (percentualna miera kolonizacie platnicky
bunkami) dosiahla cca 80%, sa bunky preniesli na nové platnicky pomocou
trypsinizacie. Jedna platnicka sa po trypsinizacii preniesla na tri nové platniCky
podobnej velkosti (pomer pasazovania bol teda 1:3). Cast buniek sa kvoli archivécii

zamrazila v tekutom dusiku.

Reprogramovanie buniek na indukované pluripotentné kmenové bunky sa uskutoc€nilo
v siedmej pasazi fibroblastov, pri cca 70% konfluencii buniek. ESte pred samotnym

reprogramovanim buniek sa uskuto€nil test citlivosti buniek na selekéné antibiotikum
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(puromycin) v tzv. Killing curve teste. Gén, kodujuci rezistenciu na puromycin je totiz
suCastou reprogramovacieho vektora. Na jamky 6-jamkovej platnicky sa vysadilo
rovnaké mnozstvo buniek (cca 100 000) atieto bunky sa dalej kultivovali. Pri
konfluencii cca 90% sa kbunkam pridal puromycin vréznych celkovych
koncentraciach (1pg/mL, 0,75 pg/mL, 0,5 pyg/mL, 0,25 pg/mL atd.). Ako optimalna
koncentracia puromycinu bola (na zaklade doporucenia vyrobcom) vybrana polovi¢na
hodnota koncentacie, ktora po 4 dnoch spbsobila usmrtenie cca 50% buniek v jamke
(to znamena, Ze v naSom pripade bola evidentna 50% umrtnost buniek v jamke,
v ktorej bola koncentracia puromycinu 1 pg/mL, nami hladana koncentracia je jej

polovica, Cize 0,5 pg/mL).

Tesne pred transfekciou sa bunky inkubovali v médiu (DMEM, high glucose),
obsahujucom 200 ng/mL B18R proteinu. Tento protein u€inne inhibuje interferénovu
odpoved - reakciu bunky na pritomnost cudzorodej RNA molekuly
(reprogramovacieho vektora). Samotna transfekcia RNA vektora, kodujuceho

reprogramovacie faktory (Glis1, Oct-4, Sox-2 a KIf-4) prebiehala nasledovne:

Najprv sa pripravila transfekéna zmes, ktora pozostavala z tychto komponentov: 250
ML Opti-MEM média (Life technologies, USA), 4 uL Ribojuice™ mRNA Boost Reagent,
4 uL Riboduice™ mRNA Transfection Reagent (oba produkty su suc¢astou kitu EMD
Millipore RiboJuiceTM mRNA Transfection kit (TR1013), 0,5 yL VEE-OKS-iG RNA
(Tug/ul) a0,5 yL B18R RNA (1ug/ul) (posledné dve polozky su sucastou kitu
Simplikon od firmy Merck). Celkovy objem transfekcnej zmesi bol 259 yL. Zmes sa
nechala na laboratérnej teplote stat’ cca 3-5 minut a nasledne sa opatrne prikvapkala

do jamky 6-jamkovej platni¢ky. Objem média v platni¢ke bol 2,5 mL.

Transfekcia prebiehala po dobu 2-4 hodin v bunkovom inkubatore. Po cca dvoch
hodinach sa bunky skontrolovali pod mikroskopom. V pripade, Ze bola zaznamenana
vysoka mortalita buniek, transfekcia sa ukoncila uz po 2 hodinach odsatim transfekcne;j
zmesi a pridanim kultivatného média, ktoré obsahovalo DMEM (high glucose)
médium, 10% FBS, 100X Glutamax (Gibco, USA) a B18R protein (vo finalnej

koncentracii = 200 ng/mL).

Bunky sa nasledne kultivovali v tomto médiu az dovtedy, kym nedosiahli konfluenciu
priblizne 80-90%. Pri dosiahnuti tejto hodnoty sa pristupilo k selekcii buniek

puromycinom. Bunky, u ktorych bola transfekcia (prenos RNA vektora) uspesna, su

75



proti u¢inkom puromycinu rezistentné. Pridavok puromycinu teda spdsobi uhyn
netransfekovanych buniek atym aj navySenie percentualneho zastupenia
transfekovanych (reprogramovanych) buniek. Kmédiu sa vtomto kroku pridal
puromycin tak, aby jeho vysledna koncentracia bola experimentalne zistena

koncentracia - 0,5 pg/mL.

Pocas nasledujucich dni sa bunky a ich reakcia na pritomnost selekéného antibiotika
pozorovala. Pokial bola zaznamenana umrtnost buniek pod 20%, ucinnost” selekcie
sa zvysSila pridanim vacsej koncentracie puromycinu (napr. 0,75 ug/mL). Pokial sa
umrtnost’ buniek pohybovala na urovni 30-60%, koncentracia puromycinu sa
ponechala na urovni 0,5 pg/mL. Pokial umrtnost’ buniek dosiahla 80-90%, puromycin

sa z meédia odstranil (vymenou média) a v selekcii sa nepokracovalo.

Bunky sa nasledne kultivovali az do dosiahnutia 70-90% konfluencie, pri ktorej sa mohli
pasazovat. Bunky sa pasazovali pomocou enzymu (trypsin) a premyli sterilnym
roztokom PBS. Pri tzv. feeder-free alebo xeno-free variante kultivacie sa bunky
zmieSali s komercne dostupnym médiom na kultivaciu indukovanych pluripotentnych
kmenovych buniek (MTESR, StemCell Technologies) a nasledne vysadili na plastové
kultivacné platnicky, ktoré boli pokryté tenkou vrstvickou Matrigelu (hESC-approved
Matrigel, Corning). Reprogramované bunky je mozné vysadit aj na platnicky, ktoré su
pokryté vrstvou Zzelatiny a porastené mysSacimi embryonalnymi fibroblastami (MEF
feeder cells), ktoré su schopné sekréciou urcCitych faktorov (napr. LIF) udrzat
pluripotentny charakter reprogramovanych buniek. Platnicky sa pripravili minimalne
v predstihu dvoch dni pred planovanym pasazovanim pluripotentnych buniek. Pred
samotnym pasazovanim sa meédium, v ktorom sa MEF bunky pasazovali odsalo,
bunky sa opatrne premyli PBS pufrom a nasledne sa aplikovalo kultivaéné médium
S reprogramovanymi bunkami. Médium obsahovalo DMEM/F12 Glutamax, 1% P/S,
10% KOSR (knock out serum replacement), 1% NEAA (non essential amino acids),
merkaptoetanol a 20 ng/mL bFGF. Vymena média sa realizovala kazdy den, pricom
bolo nutné zachovat opatrnost pri odsavani a pridavani média tak, aby nedoS$lo

k odlupnutiu vrstvy MEF buniek z povrchu platnicky.

Viditelné kolonie pluripotentnych buniek sa zacali objavovat po cc 7-10 dhoch po
pasazi (podobny priklad je na Obr.3E,F). Kolonie sa nechali dorast do velkosti

viditefnej vofnym okom (cca niekolko mm). Pri manualnom pasazovani koldnii sa
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postupovalo nasledovnym spdsobom. Najprv sa pod invertovanym svetelnym
mikroskopom nasli oblasti s koléniami, ktoré nevykazovali znaky diferenciacie (Obr.30,
tieto koldnie su viditelné ako hnedasté oblasti, obsahujuce niekedy aj mechurikovité
3D objekty) a miesto ich vyskytu na platniCcke sa na mikroskope zospodu oznacilo
pomocou Cierneho oznaCovacCa. V laminarnom boxe sa miesta s oznacCenymi
koloniami manualne zoSkrabali (sklenenou kapilarou, sterilnou Spickou a podobne)
a nasledne sa médium s obsahom zoSkrabanych kolonii odsalo a plavajuce kolonie
nechali usadit’ (sedimentovat). Z takto usadenych kolonii sa opatrne odsalo médium
a pridalo sa nové médium a bunky sa vysadili na neprilhavé (ultra-low attachment)
platnicky. V tychto platnickach bolo mozné po niekolkych drioch pozorovat vznik tzv.
embryonalnych teliesok (embryoid bodies). V platnickach sa embryonalne telieska
kultivovali po dobu 9 dni, potom sa médium osahujuce telieska odsalo a tieto sa
nechali volne sedimentovat. Po sedimentacii teliesok sa supernatant odsal, pridalo sa
nové kultivacné médium a embryonalne telieska sa vysadili na platnicky, pokryté
ornitinom a lamininom. Po niekolkych dnoch boli v okoli prisadnutych embryonalnych
teliesok viditelné malé epitelialne bunky s tzv. rozetovym (rosette) fenotypom (rozeta
je kolac¢ zvlastneho, akoby hviezdicového tvaru, podla ktorého sa pomenoval fenotyp
resp. usporiadanie malych neuralnych prekurzorov v okoli embryonalneho telieska).
Neuralne prekurzory sa nechali expandovat a nasledne sa pasazovali a dalej

expandovali.

Samotna diferencidcia do neurénov prebiehala v komerCne dostupnom
diferenciatnom médiu (tato moznost je financne vyhodnejSia, ako priprava vlastného
diferenciacného média). Média na diferenciaciu neuralnych prekurzorov do neurénov
ponuka mnoho firiem, napr. firma Stem cell Technologies z Kanady. Vysledkom
diferenciacie boli funkéné neurdny, ktorych aktivita sa potvrdila metédou patch clamp
(tdto metdda meria akéné potencialy neurdnov, na Slovensku je zavedena napr. na

Neurobiologickom ustave SAV v KoSiciach).
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13 Etické a pravne sucasti prace s bunkovymi kulturami

13.1 Informovany suhlas pacienta s experimentalnou studiou

Akykolvek experiment, ktory zahffia pouzitie pacientov, ludskych vzoriek alebo
laboratornych zvierat musi byt predloZeny a schvaleny tzv. etickou komisiou (Priloha
1). Bez suhlasu etickej komisie nie je mozné experimenty realizovat. To isté plati
o modifikacii pdvodného vyskumného zameru resp. protokolu. Kazda takato zmena
musi byt opatovne posudena prislusnou (napr. fakultnou) etickou komisiou. Realizacia
experimentov, ktoré neboli posudené a odsuhlasené takouto komisiou méze vyustit az

do trestopravneho konania.

Vytvorenie informovaného suhlasu nie je velmi zloZité, napriek tomu ma svoje
Specifika a niekedy je to znacne dynamicky proces. V kazdom pripade je dobré jeho
priprave venovat dostatoCne dlhy Cas a zvazit vSetky okolnosti, ktoré mézu v rieSeni
projektu nastat. Velkou pomocou je rada skusenejSich kolegov, pripadne clenov
prisluSnej etickej komisie. Niekedy sa vSak nie je mozné uplne vyhnut opatovnému
predlozeniu informovaného suhlasu etickej komisii z inych resp. dalSich objektivnych

dévodov.

Priklad z laboratoria: V projekte pripravy indukovanych pluripotentnych kmerovych
buniek z koZznych excizii pacientov s amyotrofickou lateralnou sklerézou (ALS) sa
pripravil novy bunkovy model (bunkova linia), ktora bola nasledne plne
charakterizovana a manuskript pripraveny na zaslanie do recenzného konania
v zahrani¢nom ¢asopise s IF’. Pri nahravani manuskriptu do tzv. submission systému
boli autori vyzvani k predloZeniu képie prekladu informovaného suhlasu, podpisaného
samotnym pacientom, a obsahujuceho polozku, Ze pacient suhlasi, Ze pluripotentné
kmeriové bunky s jeho genomom budu transplantované do organizmu laboratérneho
zvierata. KedZe originalny informovany suhlas takuto klauzulu neobsahoval, autori sa
rozhodli publikovat' vinom vedeckom cCasopise. Nasledne vSak pripravili upraveny
informovany suhlas a predlozili ho na schvalenie prislusnou etickou komisiou, aby uz

ni¢ nebranilo publikovat buduce Studie v pévodne vybranom vedeckom Casopise.

‘IF (alebo Impact Factor) je prostriedok hodnotenia kvality vedeckého ¢asopisu. Jeho
hodnota v danom roku sa vypocitava podla nasledujuceho vzorca: IF (2021) = pocet

citacii v roku 2021 pre ¢lanky, publikované v roku 2020 a 2021 deleny poctom
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citovatelnych publikacii za rok 2020 a 2019. Meria frekvenciu citovanosti ¢asopisu
v danom roku. Aj ked' sa nazory na IF ako indikator kvality Casopisu réznia (napr. su
zname raritné, extrémne zvySenia IF vinak priemerne impaktovanych Casopisoch
(https.//www.nature.com/articles/466179b) a problémom ostava organizované, cielené
citovanie v ramci tzv. predatorskych €asopisov), vo vSeobecnosti je povazovany za
jeden z najlepSich doteraz vyvinutych indikatorov. Informacie o IF daného €asopisu
poskytuje spolo¢nost’ Clarivate Analytics (Thomson Reuters) cez stranku ISI Journal
Citation Reports. Informacie o IF, uverejnené na webovych strankach menej znamych
resp. neznamych ¢asopisov je potrebné vzdy overit resp. na publikovanie uprednostnit

overené vedecké Casopisy.
13.2 Etické problémy v regenerativnej medicine

Priprava terapeutickej bunkovej linie, ktora ma byt nasledne transplantovana do
pacienta je zna¢ne komplexny a komplikovany proces. Aj ked technologicky je takato
priprava uz zvladnuta a prebieha v Specialnych, tzv. GMP (Good Manufacturing
Practice) laboratoriach, v pripade niektorych terapii, ktoré su zaloZzené na pouZiti
embryonalnych, ¢€i fetalnych buniek (alebo aj tkaniv) trvalym problémom ostava nasa
neschopnost predikovat vznik mutacii, ktoré moézu viest az k vytvoreniu nadoru
v mieste transplantacie. Okrem toho, transplantacia buniek, odvodenych
z pluripotentnych kmenovych buniek v sebe nesie urcité riziko vzniku nadoru
(teratdbmu), zlozeného ztroch zarodoCnych vrstiev (ektodermu, endodermu
a mezodermu). Ztychto ainych dbvodov (hlavne etickych) je vyskum takychto
terapeuticky aplikovatelnych buniek velmi problematicky. V roku 2011 sa spolo¢nost
GERON (znama prvymi klinickymi testami s pouzitim embryonalnych kmenovych
buniek) vyjadrila, Ze konci s klinickymi testami a zastavuje svoj vyskumny program

terapeuticky vyuZzitelnych kmenovych buniek (Scott et al., 2014).

Diferenciacny potencial pluripotentnych kmenovych buniek je vS8ak mozné vyuZit' aj
bez pouzitia eticky problematickych embryonalnych kmenovych buniek, ktoré sa
ziskavaju z nepouzitych embryi, pripravenych v ramci in vitro fertilizacie. Tieto bunky
sa totiZ daju v plnej miere nahradit' uz skér spomenutymi indukovanymi pluripotentnymi
kmeriovymi bunkami. Objav Dr. Shinya Yamanaku ukazal, Ze ak existuje vola, vo vede

vzdy existuje aj cesta alebo alternativa v prospech pacienta.
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S akymi etickymi otazkami sa vSak mézu stretnut’ Studenti v ramci projektu diplomovej
alebo doktorskej (PhD) prace? Par prikladov z praxe a spdsob, akym sa nasledujuce

situacie vyriesili su uvedené v nasledujucom texte:

Priklad cislo 1: Pacient (darca) koZnej biopsie, z ktorej sa derivovali indukované
pluripotentné kmenové bunky sa pri prezentacii projektu dozvedel, Ze bunky,
odvodené z jeho koZe budu su€astou experimentov, v ktorych sa budu transplantovat
do miechy prasata. Pacient sa z religiéznych dévodov (bol moslimom) rozhodol svoju
uCast na projekte ukonCit (takato moznost musi byt zakotvena v kazdom
informovanom suhlase). KedzZe iSlo o mimoriadne zaujimavu bunkovu liniu
s unikatnym mutaénym genetickym pozadim, poprosili sme pacienta o zvazenie
a uistili ho o tom, Ze na in vivo testovanie jeho buniek budu pouzité len mysi. Pacient

suhlasil a Studia mohla pokracovat.

Priklad ¢islo 2: Pri darovani rezidualneho nadorového tkaniva (tkanivo, nevyuzité
patolégom pri priprave vzorky na histologicku evaluaciu ochorenia) sme sa (najma
v pripade mladSich pacientov) pri podpise informovaného suhlasu stretli s pripadmi,
v ktorych takito pacienti vyjadrili svoju lutost nad faktom, ze bunkové linie derivované
z takychto nadorov budu testované in vivo, na malom mnozstve laboratérnych mysi
(za uCelom overenia schopnosti derivovanych bunkovych linii vytvorit nador,

ekvivalentny s pévodnym ludskym nadorom).

Vyjadrena lutost’ nad pouzitim laboratérnych zvierat je velakrat iba désledok neuplnej
informovanosti pacienta a jeho skreslenych informaciach o tom, aka je skutocna
realita. V. mnohych pripadoch vSak ide o skutocné presvedCenie a sucast Zivotnej
filozofie, su€astou ktorej su zvierata vnimané ako ,spoluputnici“ a nie ako nizSie formy
Zivota, ktoré ma clovek pravo kedykolvek vyuZit vo svoj prospech. Vedecky tim sa
(opat aj vzhladom na unikatnost’ darovanej vzorky) rozhodol uistit pacientov, Ze v ich
pripade na testovanie bunkovej linie nebudu pouZité Ziadne zvierata a potrebné
histologické testy budu realizované na nadoroch, kultivovanych in vitro vo forme 3D
nadorovych sféroidov pomocou optimalizovanych protokolov. Da sa povedat, Ze na
prvy pohfad - z vedeckej stranky - absurdna poziadavka napokon viedla k optimalizacii
3D kultivaCnych protokolov tak, aby sa celkovo znizil po€et pouZitych laboratérnych

zvierat aj v buducnosti.
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Priklad ¢.3: V praxi je mozné stretnut sa aj s pacientmi, ktori zasadne odmietaju
poskytnut’ svoju biologicku vzorku na vyskum. lde najma o pripady nevylieCitelne
chorych pacientov, ktori uz stratili akukolvek nadej na vylieCenie. V takychto pripadoch
je potrebné pristupovat vefmi citlivo a je velkym umenim lekara presvedcit pacienta
o tom, aké je ddlezité bojovat (aj formou podpory vedeckého vyskumu) s chorobou az

do konca.

V niektorych pripadoch je dévodom pacientovho odmietnutia aj strach z invazivneho
zakroku (takym mozno nazvat' aj odber malej koznej vzorky). Ti isti pacienti vSak bez
problémov darovali vzorku krvi. RieSenie danej situacie spocCivalo v uprave
reprogramovacich protokolov tak, aby sa reprogramovanymi bunkami stali T a B
lymfocyty, NK bunky, monocyty a dendritické bunky. Zhodou okolnosti sa rovnaky
protokol nasledne pouzil v projekte, v ktorom hlavnu ulohu hrali detski pacienti (u

ktorych je poziadavka kozZnej biopsie na vedecké ucely nemozna a neeticka).
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14 Struktara a vybavenie bunkového laboratéria

Typické minimalistické vybavenie bunkového laboratéria je mozné popisat
pritomnostou niektorych zakladnych pristrojov. Takym je napriklad laminarny box
(faminar hood), ktorého HEPA filtrovaci systém a cirkulacia zabezpecuje sterilné
prostredie, nevyhnutné na pracu s bunkovymi kulturami (Obr.36A). Laminarny box
triedy BSL-2 (biosafety level — 2) okrem toho pracuje v rezime negativneho tlaku
vzduchu (nasava vzduch z miestnosti a vedie ho cez systém HEPA filtrov), ¢im
zaroven chrani pracovnika pred expoziciou réznymi formami biologickych hrozieb
(virusy, baktérie). Laminarny box obsahuje lahko Cistitefnu nerezovu plochu a jeho
sucastou je zvacsa automaticky pipetor. Krabi¢ky so Spickami, odpadové nadoby a iné
polozky nevyhnutné pre pracu sa skladuju lahko pristupné, ale mimo priestor
laminarneho boxu (najlepsie v skrinkach, kde su chranené pred prachom. Krabicky je
mozné proti nahodnému otvoreniu zabezpe it kuskom lepiacej pasky). Skladovanie
krabi€iek mimo priestor laminarneho boxu je doporuCené z dévodu efektivnej
sterilizacie UV Ziarenim pomocou zabudovanej UV Ziarivky (pohlad na laminarne boxy,
zaplnené krabickami so SpiCkami, pipetami a pomocnym materialom nesvedci o velkej
profesionalite pouzivatelov a sterilite pracovného prostredia). Laminarny box méze
obsahovat’ odpadovu sklenenu flasu, napojenu na zdroj vakua, priCom vstupna
hadicka odsavania je chranena pred kontaminaciou vakuového systému
vymenitelnymi filtrami. Odpadova flaSa musi byt lahko vyberatelna (rychle odpojenie

z pripojenych hadiciek) z dévodu jej vyprazdnenia a vycistenia.

Dalsim esencialnym pristrojom, potrebnym na pracu v bunkovom laboratériu je
bunkovy inkubator (cell incubator, Obr.36F). Tento pristroj, ktorého meno je odvodené
od latinského slova Incubus (desivy démon) v skutoCnosti mimikuje podmienky
v zivom organizme (teplotu, koncentraciu Oz2a CO2 a 100% vlhkost), €¢im zabezpecuje
rast buniek v in vitro podmienkach. Pristroj je napojeny na tlakovu CO. bombu
s obsahom plynu medicinskej (nie technickej) kvality, pricom hadicka privodu plynu
do inkubatora je opat zabezpecena (chranena) filtrom. Vo vnutri ma pristroj nadobku
s vodou, ktorej odparovanie zabezpecCuje podmienku 100% vlhkosti. Vodu v tejto
nadobke je potrebné dopinat sterilizovanou destilovanou vodou a je dobré, pokial
nadobka zaroven obsahuje samosterilizacnu ,lodi¢ku® (dostupnu komercne) alebo
aspon kusok medeného materialu (ten po Case zoxiduje za vzniku zelenej vrstvy, ktora
sterilizuje vodu v nadobke).
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Vnutorny priestor inkubatora je vyrobeny z nerezovej ocele alebo samosterilizujuceho
medeného plechu. Vacsina pracovnikov preferuje nerezovy priestor, kedZze medené
prevedenie inkubatora po Case ziska zvlastnu drsnu, zelenu patinu (tzv. medenku),
ktora pri vyberani platniCiek dokonca vydava neprijemny ,Skripavy“ zvuk. Je to vSak
prave tato patina, ktora chrani inkubator pred kontaminaciou pri ¢astom otvarani dveri.
Niektori vyrobcovia vsadili na kompromis a predstavili inkubator, vyrobeny zo zmesi
medi a nerezu. Takyto inkubator si Ciastone uchovava vlastnosti medeného

inkubatora, ale s estetickymi vlastnostami nerezového inkubatora.

Vacsina kvalitnych bunkovych inkubatorov je vybavena samosterilizaCnym parnym
pripadne chemickym (pomocou H202) cyklom. Tento cyklus je dobré v pravidelnych
intervaloch (alebo v pripade kontaminacie) aktivovat. Pokial to povaha experimentov
nedovoluje (napr. pri dlhodobych alebo pomaly rastucich kulturach), je potrebné
inkubator obcas vy istit aspon 70% roztokom etanolu (pri Cisteni je potrebné vybrat
vSetky kultivaéné nadoby a aj policky, vymenit vodu aj vo vaniCke a vanicku predtym
vycistit). Inkubator je citlivym a esencialnym zariadenim, preto sa odporuca jeho
napojenie na elektricku siet cez tzv. UPC batériovy zdroj, ktory v pripade vypadku
prudu dokaze pristroj ochranit a pripadne udrzat’ bunky v optimalnych podmienkach

do doby skoncenia vypadku.

Dalsim zo zakladnych pristrojov, potrebnym na pracu v bunkovom laboratériu je
centrifuiga (Obr.36D), najlepSie s moznostou chladenia asréznymi typmi
vymenitelnych rotorov (tie umoZznuju centrifugovat bunky v réznych typoch skumaviek
a zaroven centrifugaciu proteinovych lyzatov pri vysokych hodnotach pretazenia

(nasobkoch gravitaéného zrychlenia).

Dalsim pristrojom, potrebnym pre pracu v bunkovom laboratériu je invertovany opticky
mikroskop (Obr.36B) s objektivami so zvacSenim 4x, 10x, 20x a 40x. Mikroskop
umoznuje pozorovanie buniek, sledovanie priebehu trypsinizacie buniek pri
pasazovani aak je napojeny na digitdlnu kameru ariadiaci pocita¢, tak aj
fotodokumentaciu buniek v rozlicnych Stadiach. Pracovna plocha mikroskopu musi
umoznit upevnenie a nasledné pozorovanie aspon zakladnych typov kultivacnych
nadob (napr. 10 cm Petriho misky, 6-jamkovej, 12-jamkovej alebo 24-jamkovej
platnicky, mensSich kultivaénych fliaS (culture flasks) a 96-jamkovej mikrotitracnej

platnicky. Velkou vyhodou je, ak je mikroskop vybaveny filtrami a objektivmi na
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pozorovanie buniek v tzv. fazovom kontraste (phase contrast, takto pozorovana bunka

sa javi ako 3D objekt v Ciernobielej farbe, Obr.3C-F).

Dewarova nadoba (Obr.9A) je zariadenie, umozfiujuce dlhodobé uskladnenie
mrazenych alikvotov buniek v parach tekutého dusika pri teplote az -196 °C. Ide
v podstate o akusi sofistikovanu ,termosku®, ktorej hruba izolacia a dizajn vnutorného
plasta umoZzZnuje bez potreby elektrickej energie dlhodobo uskladriovat alikvoty
buniek. Jedinou podmienkou je pravidelné dopifianie hladiny tekutého dusika
v nadobe. Jedno bunkové laboratérium by malo disponovat minimalne dvoma
Dewarovymi nadobami (Obr.9A) — jedna (s uzSim hrdlom), sa pouziva na transport
a uskladnenie zasoby tekutého dusika, druha nadoba (s hrdlom s va¢sim priemerom
a so stojanmi) sluzi na samotnu archivaciu buniek (tato nadoba je staticka, neprenasa
sa a je umiestnena v uzamknutej miestnosti s dobrym vetranim). Pokial' nie je mozné
Dewarovu nadobu uskladnit’ v dobre vetranej miestnosti, je nutné na vstupné dvere
pripevnit oznam o nevyhnutnosti vyvetrania miestnosti otvorenim dveri na dobu
niekolkych minut pred vstupom do miestnosti (Obr.9E,F). Kapacita Dewarovej nadoby
je zavisla na jej objeme, ale prakticky je mozné v Standardnych Dewarovych nadobach
uskladnit stovky az tisice 1mL kryoskumaviek. Pri vybere Dewarovej nadoby sa
riadime jej kapacitou a dennym odparom dusika. Hladina tekutého dusika sa
v Dewarovej nadobe kontroluje pomocou dlhého plastového meradla (po jeho vloZeni
do nadoby a naslednom vybrati dojde ku kondenzovaniu vzdusnej vihkosti v mieste
kontaktu s tekutym dusikom, €¢o umoznuje optické odcCitanie vysky hladiny dusika
v nadobe). Plnenie Dewarovej nadoby sa realizuje pumpami (ruénymi alebo
elektrickymi), alebo jednoduchym preliatim zinej nadoby (pri tomto postupe je
nevyhnutna velka opatrnost). Pri praci s tekutym dusikom je potrebné si chranit’ oci
okuliarmi a ruky hrubymi rukavicami, urcenymi na tento ucel. Miestnosti obsahujuce
Dewarovu nadobu musia byt oznacené upozornenim na pritomnost potencialne

nebezpecného (dusivého) plynu (Obr.9E,F).
15 Bezpecnost’ pri praci v laboratériu bunkovych kultur

Realizacia experimentov v bunkovom laboratoriu je spojena s expoziciou pracovnikov
s niektorymi chemickymi latkami a biologickymi faktormi, ktoré mézu predstavovat
zdravotné riziko roznej zavaznosti. Aj ked v porovnani s chemickymi laboratoriami je

miera expozicie nebezpeénymi latkami podstatne nizSia, rizika spojené s dalSou
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formou nebezpelenstva biologickej povahy (tzv. biohazardu) nemozno vdbec
podcenovat. V laboratériu bunkovych kultur a pri charakterizacii buniek pomocou in
vitro metdod sa Student mdze stretnut s fyzikalnymi, chemickymi a biologickymi
faktormi, ktoré maju potencial ohrozit' zdravie pri kazdodennej praci. Medzi fyzikalne
faktory patri napr. expozicia UV Ziarenim pri sterilizacii miestnosti alebo priestoru
laminarneho boxu. Niektori vyrobcovia garantuju nepriepustnost uzavretého ¢elného
skla pri UV sterilizaci laminarneho boxu, nie vzdy je v8ak rozumné sa na to spoliehat.
Dévodom je, Ze v mnohych pripadoch celné sklo uUplne netesni (po uzatvoreni
laminarneho boxu) a Cast Ziarenia tak mdze prenikat’ do priestoru miestnosti. Je preto
nutné sterilizovat’ laminarne boxy iba v nepritomnosti personalu v miestnosti. To isté
plati aj pre sterilizaciu miestnosti stropnymi UV Ziariémi — pri ich nahodnom zapnuti sa
pocCas silného denného svetla niekedy ani nedaju vstupujucim personalom vizualne
zaregistrovat, ¢o méze viest k expozicii koze a hlavne o€i nebezpecnym UV Ziarenim
s velmi neprijemnymi nasledkami. RieSenim je inStalacia programovatelnej zasuvky,
ktora aktivuje UV sterilizaciu miestnosti iba v neskorych noénych alebo velmi skorych
rannych hodinach, ked je miestnost prazdna. Dal$im rieSenim je kryty UV sterilizator,
ktory je vybaveny ventilatorom, nasavajucim sterilizovany vzduch z miestnosti do
krytom chranenej Casti, v ktorej prebieha samotna sterilizacia. V kazdom pripade je
nutné o pritomnosti UV zariadenia v miestnosti informovat varovnym napisom na
dverach a UV zariadenie resp. jeho €asovy spina¢ ob¢as skontrolovat’ (stali sa pripady,
ked pri vypadku prudu doslo k posunu naprogramovanych hodin automatického

ZiariCa a ten sa zapinal v Case, ked uz boli v miestnosti pritomni pracovnici).

Dalsie fyzikalne riziko prestavuju elektrické aparatury (elektroforézy), v ktorych je
pritomna nebezpecna kombinacia — silne vodiva kvapalina (pufor) a elektrédy pod
napatim. Aj ked su tieto aparatury dizajnované ako maximalne bezpecné, nie je uplne
mozné vylucit riziko zasahu elektrickym pradom (najma v pripade poskodenych alebo
svojpomocne opravenych aparatur). Riziko elektrického Soku hrozi aj pri praci
s prietokovymi cytometrami alebo sortermi (platnicky, ktoré vychyluju sortovaci lu¢
kvapaliny su pod napatim niekofkych tisicov voltov. Podla svedectva operatorov, ktori

sa v ,nevhodnej“ chvili platniCiek dotkli ide skuto¢ne o ,spomienku na cely Zivot".

Expozicia laserovym Ziarenim hrozi opat najma operatorom prietokovych cytometrov.
Cytometre su dizajnované tak, aby doslo k samocinnému vypnutiu zdroja laserového

Ziarenia pri otvoreni krytu pristroja, ale opat su zname pripady, ked doslo
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k zablokovaniu poistky a naslednej expozicii operatéra (v jednom pripade dokonca
k expozicii servisného pracovnika, ktory nasledkom expozicie UV laserom doCasne
stratil zrak). Je preto délezité, aby takéto pristroje boli pouzZivané iba presSkolenym

personalom a v sulade s odporu¢anim vyrobcu.

Expozicia fluorescenCnym ziarenim mdéze nastat pri praci s fluorescenénym
mikroskopom alebo konfokalnym mikroskopom. Pri manipulacii so sklickom je preto
dolezité prerusit zdroj Ziarenia na to ur€enou clonou (shutter), pretoZe je mozny odraz
Ziarenia kovovymi naramkami hodiniek alebo prsterimi. Najma v pripade fluorescencie

v UV oblasti Ziarenia mdze ist o nebezpelnu expoziciu.

Prietokovy cytometer mdze byt zdrojom aj tzv. infrazvuku (mechanického vinenia
v oblasti 16-20 Hz). Infrazvuk nie je fudské ucho schopné zachytit, jeho negativny
vplyv na ludsky organizmus vSak uz bol dokazany v pripade inych zdrojov (napr.
v okoli veternych elektrarni). KedZe niektoré (hlavne sortovacie) experimenty mozu
trvat az niekolfko hodin, ide pravdepodobne o nezanedbatefnu expoziciu tymto

fyzikalnym faktorom.

Fyzikalne nebezpelenstvo predstavuje aj mozna expozicia koze alebo oci tekutym
dusikom s velmi nizkou teplotou (-196°C). Je zaujimavé, Ze pokial ide o expoziciu

nechranenej koze, vrstva potu dokaze okamzite pri kontakte s dusikom vytvorit
ochrannu vrstvu a Clovek takmer nezaregistruje ucinky takéhoto popalenia. Pokiafl
vSak dojde k expozicii tekutym dusikom na tenkej vrstve oble€enia, toto obleCenie
dokaze zvysit expoziny Cas a uCinok tekutého dusika za sucasného vzniku

bolestivych popalenin.

Expozicia nebezpeénymi chemickymi latkami v laboratériu bunkovych kultur tiez nie je
zanedbatelna a je reprezentovana najma nasledujucimi toxickymi a karcinogénnymi

zludeninami:

Trypan Blue (trypanova modra, farbiCka pouzivana pri ur€ovani viability buniek),
paraformaldehyd (fixativum, pouzivané pri imunocytochémii), metanol (sucast
blotovacich pufrov pri western blote), etidium bromid (interkalaéné Ccinidlo pri UV
vizualizacii DNA fragmentov na agarézovom géli), akrylamid (najmd monomérna

forma, pri priprave polyakrylamidovych gélov), merkaptoetanol (sucast niektorych
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vzorkovych pufrov pri western blote) a fenol (su€ast roztokov na extrakciu RNA). Pri

praci s tymito chemikaliami je vZdy nutna zvySena opatrnost.
15.1 Stupne biologickej bezpe€nosti v bunkovom laboratériu

Biologicka bezpecnost infekEnych mikroorganizmov a virusov je vyjadrena zaradenim
do tzv. stupnov biologickej bezpecCnosti (biosafety levels, BSL). Existuju Styri hlavné
kategorie alebo BSL stupne (BSL-1, BSL-2, BSL-3 a BSL-4). BSL-1 je najnizSim
stupiom atakto oznaCeny pracovny priestor méze byt tvoreny otvorenym
laboratornym stolom, na ktorom sa pracuje napr. s baktériou Escherichia coli. Stupfiom
BSL-1 su oznacené mikroorganizmy a virusy, ktoré u zdravého jedinca nespdsobuiju
ochorenie. BSL-2 stupnom oznacujeme patogény, ktoré dokazu preniknut réznymi
cestami do ludského organizmu a sp6sobit’ ochorenie. Prikladom patogénov v tejto
kategodrii je baktéria tetanu a virus hepatitidy. Pracovisko oznacené triedou BSL-2 uz
musi spifiat minimalne technické poZiadavky na pristrojové vybavenie (napr.
laminarny box triedy BSL-2). Triedou BSL-3 oznaCujeme nebezpecné infekéné
organizmy (napr. baktérie antraxu), na pracovisku BSL-3 triedy musi byt pracovny
priestor filtrovany systémom HEPA filtrov (HEPA — High Efficiency Particulate Air
filters) a musi byt zabezpecena aj ochrana pracovnikov Specialnymi respiratormi. Do
najvyssej triedy (BSL-4) patria extrémne nebezpecné infekéné mikroorganizmy
a virusy — napr. virus Eboly alebo Herpes B virus. Pracovisko s certifikaciou BSL-4
musi byt hermeticky uzavreté, aby nedoslo k uniku patogénov, pracovnici musia
pouzivat Specialne pretlakované obleCenie a po skonCeni prace musia prejst cez
dekontaminaénu sprchu. Prikladom takéhoto pracoviska je Centrum pre kontrolu
a prevenciu choréb v Atlante (USA) alebo Statny virologicky a biotechnologicky

vyskumny ustav v KolCove (Ruska federacia).

Pre oblast bunkovych kultur a bunkového inzinierstva maju najvacsi vyznam
pracoviska BSL-1 a najma BSL-2, v ktorych je pritomny laminarny box triedy BSL-2.
Sucastou BSL-2 laboratéria by mala byt aj o€na a celotelova sprcha. Material, ktory
priSiel do styku s biologicky potencialne nebezpecnymi patogénmi sa musi pred
opustenim laboratéria dekontaminovat (sterilizovat) v parnom autoklave alebo
pomocou chemickych roztokov. Samozrejmostou by mali byt pravidelné Skolenia
(bezpe€nost, nakladanie s odpadmi, zmeny v legislative) pracovnikov v tychto

laboratdriach.
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16 Zaver

Vyskum v oblasti bunkovych kultur a bunkového inzinierstva je fascinujucou cestou
k poznaniu bunkovej biolégie a patoldgie fudskych ochoreni. Svojou komplexnostou
a mnozstvom pouzivanych metdd umoznuje Studentom ziskat praktické skusenosti
takmer vo vSetkych, v laboratoriach pouzivanych experimentalnych technikach. Kedze
tuto Cast vyskumu zatial nie je mozné uplne automatizovat, zohrava v nej fudsky faktor
(alebo ,human touch®), nadSenie a motivacia velmi velku rolu. NadSeni mladi fudia
so silnou motivaciou su v tejto oblasti najvacSou zarukou objavov, kompatibilnych so

svetovou vedou.
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18 Obrazova priloha

Priloha ¢.1 Priklad informovaného suhlasu a informacie pre pacienta

INFORMACIA PRE PACIENTA
Véazena pani/ Vazeny pan

Dakujeme Vam za Va$e rozhodnutie prispiet k biomedicinskemu vyskumu formou
darovania biologickej vzorky. KedZe biologické vzorky su nevyhnutnym predpokladom

dalSieho vedeckého vyskumu, vefmi si Vase rozhodnutie vazime.

Projekt pod nazvom ,Vytvorenie novych bunkovych linii 3D technolégiou
a reprogramovanim buniek aich charakterizacia na urovni in vitro a in vivo*je zamerany
na vytvorenie novych diferencovanych, nediferencovanych a pluripotentnych bunkovych
modelov fudskych ochoreni metédami indukovanej pluripotencie a 3D kultivacie, sich
naslednym pouzitim pri vyvoji novych terapeutickych pripravkov a lie€iv u nas, i v zahranici.
V pripade uspednej izolacie sa novovyvinuté bunkové modely stanu suéastou biobankového
depozitara Jesseniovej lekarskej fakulty v Martine azaroven sa ponuknu domacim
a zahraniénym spolupracujucim vedeckym pracoviskam, svetovym biobankovym centram

(napr. ATCC) a charitativnym organizaciam, ktoré pracuju v tejto oblasti vyskumu.

Svojim suhlasom s u€ast'ou na projekte formou darovania biologickej vzorky, ktorou méze
byt i) mo¢ alebo ii) krv (do 10mL), (iii) sliny pripadne (iv) ster z ustnej dutiny, (v) mala
vzorky vlasov, (vi) vypadnuty alebo extrahovany zub, vzorka (vii) patologického tkaniva,
alebo (len v ojedinelych pripadoch a len v pripade dospelych pacientov) mala (viii) biopsia
koze (cca 3-5mm), moZete vyznamne prispiet’ k vyskum réznych ochoreni. Odber koznej
vzorky v pripade potreby u dospelych pacientov zrealizuje chirug vystiknutim malého
mnozstva koZného tkaniva (vzorka o rozmeroch 3-5mm v priemere). Pri alebo po odbere
koZnej biopsie nie je predpoklad vzniku vaésich komplikacii, méze sa vynimo¢ne vyskytnuat
mierne krvacanie alebo bolest miernej az strednej intenzity, vo velmi zriedkavych pripadoch
infekciu v mieste rany. Pri darovani patologickej vzorky tkaniva Vas chceme ubezpeéit, Ze
pouzitie takejto vzorky nijakym spésobom neohrozi samotny proces diagnostiky a lieCebného
procesu Vasho ochorenia a pristup k danému typu vzorky bude vZdy zavisiet na rozhodnuti
patologa.

Vase osobné udaje budu pouzité v sulade so zakonom ¢&. 428/2002 Z.z. NR SR ,0
ochrane osobnych udajov“. Pristup k anonymizovanym informaciam spojenych

s diagnostikou Vasho ochorenia bude vyhradne cez Vasho Setrujuceho lekara.
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Za Vasu ochotu a pomoc Vam dakujem v mene celého rieSitefského kolektivu. Je pre
nas ctou, Ze ste sa rozhodli bojovat’ s Vadou chorobou aj tymto spdsobom a zaroven prispiet
k vedeckému poznaniu patolégie ochoreni. Zaroven pripominame, Ze mate pravo svoju u¢ast

na Studii kedykolvek ukongit na zaklade Vasho rozhodnutia.
Martinské centrum pre biomedicinu, JLF UK v Martine

Zodpovedny riesitel

INFORMOVANY SUHLAS

Podpisany/a/(mMeno @ PrIEZVISKO) .............uuuuuuuuuueuuiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees

DYLOM V (@AIES@) ...

som bol/a podrobne informovany/a o zameraniach a cielom tejto Studie a suhlasim s u¢astou
viomto projekte snazvom ,Vyvoj novych bunkovych linii 3D technolégiou
a reprogramovanim buniek a ich charakterizacia na arovni in vitro a in vivo“, ktorého
cielom je vyvoj novych bunkovych modelov na vyskumné ucely. Projekt umozni vyvoj novych
bunkovych linii, ktoré sa dalej pouziju na testovanie novych liekov a prispeju aj k lepSiemu
pochopeniu molekularnej podstaty ochorenia. VSetkému som porozumel/a a suhlasim
s darovanim malého mnozstva biologickej vzorky — ktorou mdze byt podla situacie i) moé
alebo ii) krv (do 10mL), (iii) sliny pripadne (iv) ster z ustnej dutiny, (v) mala vzorky vlasov,
(vi) vypadnuty alebo extrahovany zub, vzorka (vii) patologického tkaniva, alebo (len
v ojedinelych pripadoch a len v pripade dospelych pacientov) mala (viii) biopsia koze (cca

3-5mm), mozete vyznamne prispiet’ k vyskumu réznych typov ochoreni.

Pri alebo po odbere koZnej vzorky nie je predpoklad vzniku va¢sich komplikacii, mdze sa velmi
zriedka vyskytnat mierne krvacanie alebo bolest miernej az strednej intenzity, vo velmi
zriedkavych pripadoch infekcia v mieste rany. V projekte pouZijeme Vami darované tkanivo
alebo nadbytoéné tkanivo zprocesu patologickej charakterizacie na zaklade
predchadzajuceho rozhodnutia patoléga. Chceme Vas ubezpedit, Ze pouzitie vzorky zvySného
tkaniva nijakym spdsobom neohrozi samotny proces diagnostiky a charakterizacie Vasho

ochorenia.

Suhlasim stym, aby sa v pripade uUspeSnej izolacie bunkovej kultury tato kultura

charakterizovala a testovala in vitro na pritomnost bunkovych patogénov (mykoplazmy,

93




baktérie, virusy) a in vivo (ha malom mnoZstve laboratérnych zvierat, v ramci schvaleného
projektu) a pouzila podfa uvazenia vedeckého timu a poskytla na vedecké ucely
spolupracujucim pracoviskam, svetovym bunkovym depozitovym centram (napr. ATCC,
hPSC™a pod.) a charitativnym organizaciam (napr. NETRF), ktoré pracuju v oblasti vyskumu
tychto typov ochoreni. Suhlasim s moznostou patentovania biologickych produktov,
odvodenych z darovanej vzorky. Suhlasim stym, Ze v pripade vzniku patentovatelného
produktu z darovanej vzorky budu vyhradnymi vlastnikmi patentovych prav c&lenovia
vyskumného timu, t. j. Ze darovanim vzorky Vam nevznikaju prava na potencialne

patentovatelny produkt.

Suhlasim s pouzitim mojich osobnych udajov v sulade so zakonom €. 428/2002 Z.z. NR SR ,,0
ochrane osobnych udajov* a pouzitim zistenych vysledkov tohto vyskumu na vedecké
a publikacné ucely na urovni vedeckej obce doma i v zahranici. Suhlasim s tym, aby som bol
v pripade potreby znova kontaktovany cez méjho oSetrujuceho lekara. Som si vedomaly,ze
svoju ucast na Studii mézem ukon it na zaklade vlastného rozhodnutia. VSetky mne nezname

pojmy mi boli vysvetlené a v primeranom rozsahu som im porozumel/a.

Martin, AR@ oo s
podpis ucastnika projektu

resp. zakonného zastupcu (v pripade detskych

pacientov)

Ugastnika projektu som informoval/a/ o U&eloch a cieloch

Martin, @ oo e

podpis vySetrujuceho lekara
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OBRAZOVA PRILOHA

Obr.1 Primarne bunky 2D kultury, izolované z koznej excizie (A) a tkaniva
nadoru (B). Mierka predstavuje 50 um. (C) autor
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Obr.2 Priklady 3D kultury. (A) suspenzna 3D kultura (sféroidy), tvorena
primarnymi nadorovymi bunkami z nadoru pankreasu, a (B) kolonie
buniek, izolované z duktalneho adenokarcindmu a rastuce vo viacerych
vrstvach na sebe. Okolo kolénie su viditelné aj stromalne bunky
z nadorového tkaniva. Mierka predstavuje 500 ym. (C) autor
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Obr.3 Jednotlivé Stadia (fazy) kultivacie indukovanych pluripotentnych kmefiovych buniek.
Kozna biopsia, kultivovana vo forme explantatu (A, B) predstavuje primarny zdroj buniek —
fibroblastov (C,D), nasledne reprogramovanych pomocou syntetického RNA vektora do iPSc
(indukovanych pluripotentnych kmernovych buniek). Reprogramované bunky tvoria typické
kolénie (E-G), ktoré po preneseni do Specialnych kultivaénych platnic€iek vytvoria tzv. 3D
embryoidné telieska (1,J). Tieto sa po CiastoCnej diferenciacii v 3D kulture a preneseni na
platnicky, pokryté ornitinom a lamininom stanu zdrojom tzv. neuralnych prekurzorov (J).
Derivované neuralne prekurzory je nasledne mozné diferencovat (K,L) do r6znych typov
buniek (napr. neurénov a astrocytov). (C) autor
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Obr.5 lzolacia primarnych buniek (fibroblastov) z experimentalnej rybky (Danio
rerio). Rybke sa v anestézii noZniCkami, pripadne skalpelom odobral kus plutvy
a pomocou explantatovej kultury sa tkanivo kultivovalo niekolko dni pri teplote 22°C.
Okolo tkaniva sa objavili pomaly proliferujuce kozné bunky, ktoré sa nasledne
expandovali a pouzili na dalSie experimenty. Mierka predstavuje 50 um. (C) autor
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Obr.6 lzolacia nuklearnych buniek z periférnej krvi pomocou
centrifugécie krvi v gradientovom roztoku (Ficoll-Paque). Cerstvo
odobrana krv (odber sa vykonava do skumavky pokrytej
antikoagulantom (EDTA)) sa zmieSa v pomere 1:1 s PBS pufrom
a opatrne napipetuje na povrch Ficoll-Paque roztoku. Po
centrifugacii déjde k separacii krvnych zloZiek (vrstva plazmy je
oznacena Zltou Sipkou, biela Sipka oznacuje difuzny prstenec
obsahujuci biele krvinky, Cervena Sipka oznacCuje sediment
tvoreny Cervenymi krvinkami a granulocytmi. Metdda separacie
buniek z krvi pacienta sa pouziva napriklad pri reprogramovani
bielych krviniek na indukované pluripotentné kmeriové bunky. (C)
autor
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Obr.7 Zakladné sucasti (komponenty) bezne pouzivaného kultivacného média i)
fetalne telacie sérum, ii) bunkové médium a iii) roztok antibiotik. Fetalne tefacie sérum
je finan¢ne najnarocnejSou sucastou bunkovych médii, uskladnuje sa pri teplote -20
°C v mrazniCke. Samotny roztok média, ktorého existuje mnozstvo variacii, sa
uskladriuje pri 4°C, roztok antibiotik (typicky je napr. 100x koncentrovany roztok) sa
zvycCajne alikvotuje na mensie objemy (napr. 5 ml) a tieZ uchovava v mraznicke. (C)
autor
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Obr.8 Trypsinizacia bunkovej kultury (A,B) a jej efekt na fenotyp buniek. Na obrazku
vlavo vidno bunky v réznych Stadiach trypsinizacie — okruhle, plavajuce bunky
predstavuju bunky, uvolnené trypsinom z povrchu platnicky. Reakciu je mozné
zastavit’ pridavkom média s obsahom séra, pripadne samotnym sérom. Obrazok (C)
zobrazuje schématicky postup pri izolacii jednobunkovej suspenzie zo sféroidov z 3D
nadorovej kultury. Podrobny postup je uvedeny v texte. Mierka predstavuje 50 um. (C)
autor, upravené podla Strnadel et al., 2018 (Bioprotocol).
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Obr.9 Depozit bunkovych linii, zamrazenych v tekutom dusiku v dvoch Dewarovych
nadobach (A). Nadoba, oznaCena zelenym kruhom na vrchnaku je prepravna
Dewarova nadoba, ktoru periodicky dopifia dodavatelska firma tekutym dusikom.
Tato nadoba ma uzsi priemer hrdla, ¢o znizuje denné straty dusika v désledku
odparovania. Bunky su zamrazené v Specialnych kryoskumavkach, ulozenych
v hlinikovych stojanoch v plastovom kryte (B). Tieto stojany su volne uloZené
v nerezovych nadobach s drétenym uchytom (C,D). Miestnost, v ktorej su Dewarove
nadoby ulozené by mala byt uzamykatelna a zretelne oznaCena vystrahou pred
popalenim tekutym dusikom a nebezpecenstvom udusenia. (C) autor
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Obr.10 Kontaminacia bunkovej kultury vlaknitymi hubami
(plesfiami). Pod svetelnym mikroskopom sa tento typ kontaminacie
prejavi ako pritomnost rychlo rastucich vlaknitychstruktuar.
Kontaminacia plesnami je relativne lahko rieSitelnou zalezitostou,
pokial sa zachyti v skorych Stadiach.Tento typ kontaminacie je
CastejSi v letnych mesiacoch vdaka pritomnosti spér plesni vo
vzduchu. Mierka predstavuje 1 mm. (C) autor
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bunkovej kultury, pravdepodobne
kontaminovanej inym typom buniek. Z dévodu ochrany identity pacienta su uvedené len
zakladné typy detekovanych aliel. Cervenymi Sipkami je zobrazeny vyskyt viacpo&etnych
alel. PriCinou méze byt prave kontaminacia inymi bunkami resp. inym typom buniek. (C)




Obr.12 Priklad pouzitia NanoFlare technoldgie pri detekcii pritomnosti mMRNA molekul
v bunkach pri zachovani ich viability (na zivych bunkach). Technoldgia je zaloZzena
na nanocCasticiac zlata, ktoré su pokryté tzv. antisense DNA usekmi a tzv.
reportérovou fluorescencnou sekvenciou (reporter flare sequence), hybridizovanou
na antisense DNA sekvencii. Po pridani do kultury buniek sa nanocCastice dostanu do
bunky av pripade, Zze sa v bunke nachadza mRNA (napr. pre Nanog, marker
pluripotencie kmenovych buniek), dbjde k hybridizacii mRNA s antisense DNA
usekom za sucasného uvolnenia flurescenCne oznacenej sekvencie, dovtedy
.lienenej‘. Pritomnost mRNA sa tak prejavi pritomnostou fluorescenéného signalu
v jednotlivych bunkach (alebo koldniach iPSc buniek), ¢o umoznuje naslednu
selekciu a manualne klonovanie buniek. Mierka predstavuje 50 um. (C) autor
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Obr.13 Primarne bunky 2D kultury, izolované z koznej excizie. Zobrazeny
je fenotyp buniek pred transfekciou (A) apo transfekcii buniek (B)
syntetickym RNA vektorom. Experiment je prikladom transfekcie, ktora

nespdsobila vyraznejSi stres a nasledny pokles poctu buniek v kulture.
Mierka predstavuje 20 um. (C) autor
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Obr.14 Transdukcia (viralny prenos DNA, kédujucej fluorescenény eGFP protein,
exprimovany pod synapsinovym (SYN) prométorom) do buniek fudskych
neuralnych prekurzorov. Na obrazku (A) je zobrazeny prekryv obrazkov zo
svetelného a fluorescenéného mikroskopu s cca 40% uspesSnostou transdukcie.
Ciastoéne diferencované bunky s typickym fenotypom mladych neurénov su
zobrazené na obrazku (B). Diferencované bunky, exprimujuce eGFP protein
a vizualizované pomocou fluorescencného mikroskopu su zobrazené v Casti (C).
Mierka predstavuje 50 um. (C) autor

108



Obr.15 Dalsi priklad Uspesne transdukovanych buniek
(neuralnych ludskych iPSc-derivovanych prekurzorov,
diferencovanych do mladych neurénov). Transdukciou doSlo
k vytvoreniu tzv. reportérovej linie. Diferencované bunky,
exprimujuce eGFP protein a vizualizované pomocou svetelného
(A) a fluorescencného (B). Mierka predstavuje 50 ym. (C) autor



Transfekcia plazmidu
mikroinjekciou do embrya
zebricky (3 dni po fertilizacii)

Obr.16 Priklad in vivo transfekcie plazmidu, kédujuceho GFP protein (zeleny
fluorescencny protein) do embrya laboratérnej rybky (zebriky), tri dni po fertilizacii.
Obrazok (A), (B) a (C) zobrazuje distribuciu transfekovanych buniek v organizme rybky.

(C) autor
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Obr.17 Transdukcia fudskych nadorovych buniek (779 linia, odvodena
z duktalneho adenokarcindbmu pankreasu) viralnymi vektormi, kodujucimi
shRNA sekvencie. Ciefom experimentu bolo knock-down resp. knock-out
(znizenie hladiny) atypickej kinazy PEAK-1 (A) a vplyv takto znizenej hladiny
proteinu na velkost nadoru (B), indukovaného v atymickych mysSiach
rovnakym poctom buniek, ako v pripade buniek, transdukovanych pomocou
kontrolnej shRNA (kontrolna shRNA je dizajnovana ako neinterferujuca RNA).
Na obrazku (B) je evidentny rozdiel vo velkosti nadorov, indukovanych
z shControl a shPEAK-1 transdukovanych buniek. (C) autor
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Obr.18 Transdukcia Yamanakovych transkripnych faktorov do nadorovych buniek,
izolovanych z duktalneho adenokarcinomu pankreasu. Transdukcia Yamanakovych
faktorov, prvykrat pouzitych pri reprogramovani fudskych somatickych buniek do
indukovanych pluripotentnych kmerovych buniek, sa pri prenose do nadorovej bunky
a naslednej transplantacii takychto buniek do podkozia atymickej mysi prejavila cca
12-nasobnym zvacsSenim nadoru oproti pévodnym, netransdukovanym bunkam.
Mozné vysvetlenie tohto javu spocCiva v hypotéze, Zze vplyvom transdukcie doslo
k reprogramovaniu Casti nadorovych buniek do nadorovych kmefiovych buniek.
Mierka predstavuje 1 mm. (C) autor
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Obr.19  Karyotyp neuralnych  prekurzorov, odvodenych zindukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek, ktoré vznikli reprogramovanim koznych
fibroblastov z pacienta s amyotrofickou lateralnou sklerézou. Karyotypova analyza
potvrdila tzv. recipro¢nu translokaciu medzi chromozémami €.2 a 14. Analyzou
pdébvodnych buniek, z ktorych bola tato bunkova linia pripravena (koznych
fibroblastov) sa zistilo, Ze translokacia vznikla pravdepodobne v priebehu in vitro
kultivacie (kozné fibroblasty tuto translokaciu neobsahovali). Zapis karyotypu takejto
linie je 46_XY t2;14. (C) autor a RNDr.Barbora Mitruskova (Oddelenie lekarskej
genetiky, Univerzitna nemocnica Martin).

113



Kl1f-4

Sox-2

Oct4

o .’
Obr.20 Imunocytochemicka detekcia transkripénych
reprogramovacich faktorov v fudskych indukovanych pluripotentnych
kmeriovych bunkach, rastucich v podobe kolonii na vrstve mysacich
embryonalnych fibroblastoch (MEFs), pomocou fluorescenéne
zna&enych protilatok. Prvy stipec zobrazuje kolénie indukovanych
pluripotentnych kmefiovych buniek v svetelnom mikroskope, (2) stipec
zobrazuje fluorescencny signal jednotlivych trasnkripénych faktorov
(MEFs bunky su negativne), (3) je vizualizacia bunkovych jadier
pomocou DAPI a stipec (4) zobrazuje prekrytie DAPI a pozitivneho
fluorescencného signalu z iPSc kolonii. Mierka predstavuje 500 um.
(C) autor
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Obr.21 Analyza buniek pomocou prietokovej cytometrie. Pri analyze operator (na zaklade skusenosti
a pravidiel) ur€i mnozinu analyzovanych buniek (tzv.gating), pricom vyluci oblast mftvych buniek
a bunkovych fragmentov (A). Pri samotnej analyzy vo fluorescenénom kanali sa ur€ia hranice pre
oblast’ pozitivnych buniek na zaklade autofluorescencie neznacenych buniek (B). Nasledna analyza
ur€i mieru a intenzitu pozitivnych buniek. (C) CD44+ bunky a ich odozva a (D) velmi vyrazna pozitivita
buniek pre CD9 povrchovy marker. Obrazky B,C a D vlavo su histogramy, napravo su vysledky
zobrazené vo forme tzv. dot plotov (dot plots). (E) zobrazuje analyzu apoptickych buniek (Annexin V
assay), zelenym kruhom je oznaceny kvadrant so Zivymi bunkami, €ierny kruh zobrazuje mftve bunky,
Zlty kruh skoré apoptické bunky a ¢erveny kruh bunky v neskorsich Stadiach apoptézy. (C) autor




@invitrogen-
MOLECULAR PROBES

|
|

&
>

3 ’%

e |

116

buniek pred pasazovanim

¥ alebo pri priprave

jednobunkovej suspenzie na
transplantaciu buniek  do
zvierata. Hustota buniek na
miske (tzv. konfluencia) sa
skontroluje pod svetelnym
mikroskopom (A), bunky sa po
odsati média oplachnu
sterilnym roztokom PBS pufru
a prida sa k nim roztok trypsinu
(B,C).Kultivacné nadoby sa
prenesu do inkubatora na 3-5
minut. Po trypsinizacii sa
reakcia zastavi pridavkom
kultivatného média s obsahom
10% FBS (aspon v pomere
1:1). Bunky, odlepené
z platnicky pésobenim enzymu
sa prenesu do plastovej
skumavky (D) a daju
centrifugovat (E). Usadené
bunky (pelet) sa nasledne
premyju roztokom PBS,
opatovne premyju s PBS a urci
sa ich koncentracia napr.
pouZzitim automatického
pocitaCa buniek. Ak sa bunky
pocCitaju  spolu s pridavkom
farbiCky (trypanova modra,
pomer vocCi bunkovej suspenzii
je 1:1), je mozné urcit ich
viabilitu (pomer zivych buniek
k celkovému poctu buniek).
Bunky sa po premyti a urCeni

poctu a koncentracie
uskladiuju na fade az do
pouzitia. Na in Vivo

N experimenty je vhodné

pouzivat iba bunky s viabilitou
vacsou ako 90%. (C) autor
a Mgr.Daniela Strnadelova
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Obr.23 Priprava lyzatu z nadorového tkaniva na analyzu pomocou Western blotu alebo
proteinovych Cipov, pomocou izolacie proteinov priamo z histologickych rezov. Tato metdda
umozniuje Studium mikroprostredia nadoru a korelaciu vysledkov z histologickej analyzy
a analyzy proteinov vySSie spomenutymi technikami. Analyzované su tkanivoveé rezy, iduce
sériovo priamo za sebou. (A,B) Pristroj na pripravu histologickych rezov (cryocut), (C,D)
zmrazené tkanivo, umiestnené na korkovej podlozke a obalené tzv. kryoprotektivnym médiom.
Pripravené rezy sa jemne Cistym Stetcom premiestnia do skumavky s ladovym lyzaénym
pufrom (F,G), ktory obsahuje zmes inhibitorov proteaz. Skumavky sa nasledne inkubuju na fade
a kazdych 5 minut vortexuju na trepacke (H). Ziskany lyzat (v tomto pripade ide o lyzat
z nadorového tkaniva — melanému) pred centrifugaciou (CH) a po centrifugacii (). (C) autor
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Obr.24 Stanovenie koncentracie proteinov v nadorovom alebo bunkovom lyzate
pomocou BCA assay metddy (Pierce, USA). Z centrifugovaného lyzatu tkaniva (A)
alebo buniek sa opatrne odpipetuje supernatant (roztok nad sedimentom) a k nemu
sa prida dvojzlozkové BCA cinidlo (B,C). V pripade vysokej koncentracie proteinov
v lyzate (intenzita sfarbenia roztoku je vysSSia, ako intenzita najviac koncentrovaného
roztoku Standardu v kalibraénej Ciare (D) je nutné lyzat pred analyzou nariedit. Po
inkubacii sa vo vzorkach (E) zmeria absorbancia (F) na spektrofotometri (pri vinove;j
dizke 570 nm) azregresnej rovnice (pripravenej pomocou znamych hodnét
absorbancii a k nim prisluchajucim hodnotam koncentracii) sa ur€i hodnota
koncentracie proteinov v jednotlivych vzorkach. (C) autor
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Obr.25 Elektroforeticka separacia proteinov na zaklade ich hmotnosti v polyakrylamidovom
géli (tzv. Western-blot metéda). Obrazok ilustruje pouzitie novopripraveného gélu,
umiestneného medzi dvoma sklenenymi platnic¢kami. Pri uvedenej modifikacii metody (v
suCasnosti su komeréne dostupné aj hotové gély) sa pred samotnym nanesenim vzoriek do
jamiek gélu jamky pomocou pasikov filtraného papiera zbavia zvySkov pufru (A) apo
napipetovani vzoriek (B) sa jamky prevrstvia pufrom. Vzduchové bublinky, ktoré mézu
interferovat’ s elektroforézou sa odstrania pomocou pufru, vytlateného z injek&nej striekacky
s vhodne tvarovanou ihlou (C). Po uzatvoreni aparatury (D) a jej zapojeni k zdroju napatia (E)
sa aparatura umiestni do chladni¢ky (F,G). Elektroforeticki separaciu monitorujeme podfa
pohybu modrej farbi¢ky (je su€astou vzorkového pufru), alebo pomocou farebne oznacenej
zmesi proteinov (H, CH) so znamou molekulovou hmotnostou (tzv. protein standard alebo
prestained protein ladder). (C) autor
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Obr.26 Transfer separovanych proteinov z polyakryamidového gélu na
nitrocelulézovu alebo PVDF membranu. Na obrazku je zobrazeny tzv. semi-dry
blotting, ktory umoziuje rychly (cca niekofko minut) transfer proteinov z gélu na
membranu v pritomnosti iba malého mnozZstva pufru. Samotny proces prebieha
v elektrickom poli, v Specialnom pristroji s doskovitymi kovovymi elektrédami (A),
membrana a polyakrylamidovy gél su umiestnené v tzv. sendviCovom usporiadani
medzi Specialnymi navihéenymi filtraCnymi papiermi, ktoré sa musia zbavit' bubliniek
pomocou plastovej pipety (B-D) alebo tzv. roleru. Metdda je vhodna najma pre transfer
mensich proteinov (menej ako 100 kDa). Po ukonceni transferu su proteiny pritomné
na membrane (E), na jej povrchu nasledne dojde k znaCeniu vybranych proteinov
pomocou Specifickych protilatok. (F) Aparatura pocas blotovania. (C) autor
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Obr.27 Priprava dvojzloZzkového chemiluminiscenéného substratu a detekcia signalu
pomocou  manuadlnej expozicie fotocitivého  filmu  vtmavej komore.
Chemiluminiscenc¢né Cinidlo sa tesne pred pouZitim pripravi zmieSanim dvoch zloZiek
(A,B). Membrana s naviazanymi proteinmi sa vyberie z premyvacieho pufru (C) a jej
povrch sa pokryje chemiluminiscenénym roztokom na 1-2 minuty.Nasledne sa
membrana jemne zbavi nadbytku roztoku priloZenim k povrchu filtracného papiera (D)
a umiestni sa medzi dve priehladné plastové folie (E), ktora sa pripevni do Specialnej
kovovej expozicnej kazety (F,G). Vyvojka, destilovana voda a ustalfovac sa pripravia
do nizkych plastovych nadob. Samotna expozicia fotocitlivého materalu sa realizuje
pri Specialnom ¢ervenom osvetleni tmavej komory. Exponovany material sa vyvola
umiestnenim do vyvojky na 3-4 minuty, oplachom v destilovanej vode (2-3 minuty)
a umiestnenim do ustalovacieho roztoku na 3-4 minuty. Po naslednom oplachu
v destilovanej vode sa film pred skenovanim necha vysusit. (C) autor
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Obr.29 Transplantacia nadorovych buniek novovytvorenej bunkovej linie, odvodenej
z ludského nadoru pankreasu, do podkozia jedincov atymickych mysi linie
Crl:NU(NCr)-Foxn1nu (A) za ucCelom overenia ich schopnosti vytvorit nador,
histologicky ekvivalentny s pévodnym nadorovym loziskom. Podkozna aplikacia
suspenzie buniek (cca 1x10° buniek v 200 ul PBS) viedla k vytvoreniu rychlo
rastucich nadorov cca 4-5 tyzdnov po aplikacii (B-D). Transplantacia buniek do
organizmu iného zivo€iSneho druhu sa nazyva xenotransplantacia aje beznou
technikou, pouzivanou v zakladnom onkologickom vyskume. Mierka predstavuje 1
mm. (C) autor
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Obr.30 Priklad nediferencovanej kolonie indukovanych pluripotentnych
kmenovych buniek a spontanne diferencovanej koldnie, nevhodnej na dalSie
experimenty. Pre in vivo testovanie pluripotencie indukovanych kmenovych
buniek pomocou tzv. teratoma assay (indukcia teratdmu xenotransplantaciou
kmenovych buniek do podkozia atymickych mySi) je nutné pouzit
nediferencované koldnie buniek, inak neddjde k vytvoreniu troch zarodo¢nych
vrstiev (three germ layers). Mierka predstavuje 50 ym. (C) autor
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Obr.31 Vyuzitie kuracich embryii na testovanie metastatickej aktivity nadorovych
buniek. Transplantované bunky sa az do transplantacie uchovavaju na [lade.
Fertilizované slepacie vajicka sa po 15 dnoch inkubaci skontroluju pod svetelnym
zdrojom (B-E), priCom sa vyradia kusy s mftvymi zarodkami (F). V oblasti, v ktorej sa
nachadza ,pupocna snura“ sa malym brasnym kotu€om pripravi otvor s rozmermi cca
1x1 cm (G-J), vyfrézovana Cast sa jemne odstrani Spachtlickou alebo pinzetou (K,L).
Pokial sa pri tejto procedure objavi malé krvacanie, je potrebné vajicko vyradit. (C)
autor a Mgr. Daniela Strnadelova
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Obr.32 Injekéna transplantacia GFP-tagovanych (znacenych) fudskych nadorovych
buniek do 15-dnového embrya kurCata. Po priprave otvoru frézovanim Skrupiny (M),
bez viditelnych stdp krvacania, sa blanka umiestnena pod Skrupinou potrie
mineralnym olejom, ¢im sa stane transparentna (N,O). Injekéne sa pomocou 1 mL
striekaCky aplikuje suspenzia buniek v smere prudenia krvi (detailny postup je
uvedenu v texte) a otvor sa prelepi lepiacou paskou (nezalepeny otvor je inak velmi
rychlo kolonizovany plesfiami) a injikované vajiCka sa presunu do inkubatora. Po 1-5
drioch sa embrya extrahuju a pouZiju na mikroskopovu analyzu metastazujucich
buniek. (C) autor a Mgr.Daniela Strnadelova
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Obr.33 Extrakcia mozgového tkaniva na vizualizaciu metastazujucich, fluorescencne
znacCenych [udskych nadorovych buniek v kuracom embryu pomocou konfokalneho
mikroskopu. Podrobny postup extrakcie je uvedeny v texte (strana 69). Extrahované
mozgoveé tkanivo sa umiestni na krycie sklicko a nasledne vizualizuje pomocou
konfokalneho mikroskopu. (C) autor a Mgr.Daniela Strnadelova
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Obr.34 In vivo testovanie metastatickej schopnosti fludskych nadorovych
buniek na modeli kuracieho embrya (A-D). Bunky, exprimujuce eGFP
boli injikované do embrya v 14.dni embryonalneho vyvoja (E). Po Siestich
drioch boli embrya injikované farbivom, viaziucim sa na steny ciev (A-D).
Tymto spdsobom sa vizualizovali krvné cievy, ktoré vytvorili kontrastné
pozadie pre fluorescencne znacené bunky (A-D). Na vizualizaciu
nadorovych buniek v mozgu embrya (F) sa pouzil konfokalny mikroskop.
(C) autor
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Obr.35 Priklad xenotransplantacie l'udskych nadorovych buniek
do embrya rybky v skorom S§tadiu vyvoja za ucCelom pripravy
malého  zivoCiSneho modelu na in vivo Studium
transplantovanych buniek. Na obrazku je uvedeny schématicky
popis dvoch spésobov transplantacie (A) a vysledok
intraembryonalnej  xenotransplantacie (B) fluorescencne
znacenych fudskych nadorovych buniek. (C) autor, upravené
podla Strnadel et al., 2018 (Journal of Molecular Neuroscience).
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Obr.36 Typické pristrojové vybavenie bunkového laboratéria. Laminarny box triedy
BSL-2 s tzv. hepa filtraCnym systémom (A) umoZznuje pracu s bunkami v aseptickych
podmienkach. Invertovany mikroskop (B) umozfiuje pozorovanie fenotypu buniek a ich
fotodokumentaciu, automaticky pristroj (C) sluzi na rychle urCenie poctu a viability
buniek, chladena centrifuga (D) umoznuje rychle peletovanie buniek, parny sterilizator
(E) sa pouziva na pripravu steriiného materialu a roztokov na pracu s bunkami.
Inkubator (F) mimikuje in vivo podmienky a vytvara optimalne prostredie pre bunky. Je
napojeny na tlakovu flasu (bombu) s obsahom oxidu uhli¢itého medicinskej kvality (H).
Regulacny ventil na ffasi obsahuje manometer (tlakomer), merajuci tlak vo ffasi (ZIta
Sipka) a vystupny tlak, smerujuci do inkubatora (zelena Sipka). Vystupny tlak je mozné
menit’ regulatorom (belasa Sipka). Modra Sipka ukazuje regulator prietoku do systému.
(C) autor
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Obr.37 Modelovy (umelo vytvoreny) priklad denzitometrickej analyzy vysledkov Western
blot experimentu. V priklade sa pouzili bunkové lyzaty z buniek, inkubovanych s réznou
koncentraciou Specifického inhibitora detekovaného proteinu (A). Denzitometricka
analyza intenzity Skvin potvrdila linearny charakter vplyvu Specifického inhibitora na
expresiu proteinu. Vysledky je mozné vyjadrit’ ako ,densitometric units“ alebo ,relative
units* resp. ,relative ratio* v pripade, Ze sa vysledky vztiahnu na zvolenu referenénu
vzroku. Obrazok (B) zobrazuje realnu analyzu proteinu Hsp-70 v lyzatoch nadoroch, (B)
obrazok zobrazuje tzv. loading control (kontrolu mnozstva nanesenej vzorky, ziskanej
pomocou stanovenia expresie GAPDH proteinu). (C) autor
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