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Luciferazové
reportéry a jejich
vyuziti

Reportérové eseje jsou jednou z uc¢innych metod
pro méreni biologické odpovédi organismd. Pfipo-
jenim reportérové sekvence ke sledovanému genu
|ze snadno méfit miru exprese daného genu, pfi-
padné kvantifikovat a sledovat interakce proteinu

Firefly (Fluc)

kédovaného danym genem. Reportérovych gend je
celd fada, ale v souCasnosti nejpouzivangjsSimi jsou
jednoznacné fluorescencni proteiny, jako je GFP,
YFP nebo mCherry a luciferazové enzymy. Lucife-
razoveé reportéry maji oproti fluorescencnim nékolik
zasadnich vyhod. Jsou citlivéjsi, kvantitativni v Si-
rokém rozsahu koncentraci a diky absenci potreby
excita¢niho svétla maji jen minimalni pozadi. Nej-
Castéji pouzivanymi luciferazami jsou Renilla lucife-
raza (Rluc), tzv. firefly luciferaza izolovana ze svétlu-
Sek druhu Photinus pyralis (Fluc) a NanoLuc (Nluc),
coz je modifikovana luciferdza z morské krevety
Oplophorus gracilirostris.

Jednotlivé luciferazy se lisi zejména svoji velikosti, sta-
bilitou, spektrem emitovanych vinovych délek, jasem
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Obr. 1 Srovnadni viastnosti jednotlivych luciferdz. NanolLuc luciferdza je
nejmensi luciferdza s nejintenzivnéjsi luminiscenci a nejkratsi

emitovanou vinovou délkou.
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a typem zpracovavaného substratu (viz Obr. 1). Nluc
ma kromeé nejmensi velikosti vyhodu i v tom, ze po-
skytuje asi 100x intenzivnéjsi signal nez zbylé dveé lu-
ciferazy a je tedy vhodna i pro sledovani gent s nizkou
hladinou exprese. Vysoky jas navic umozniuje jeji
snadné pouziti jako donoru v NanoBRET esejich
v kombinaci s fluorescencnimi znackami.

Pri klasickych experimentech s vyuzitim overexprese
se prvneé vytvori reportérovy vektor, ktery je poté vpra-
ven do bunék pomoci stabilni nebo prechodné
transfekce a sleduje se odezva bunék po specifickém
treatmentu. Kvantifikace luciferazy se provadi pri-
davkem lyza¢niho pufru s obsahem detergentu a lu-
miniscencniho substratu. Diky vysokeé citlivosti lumi-
niscenc¢niho stanoveni lze detekovat uz asi 102° mol
luciferazy a stanoveni ma Siroky linearni rozsah. Pfi
pouziti luciferazového reportéru s IL-6 sekrecnim
signalem je luciferaza uvolfiovana z bunék a stano-
veni lze provést po odbéru vzorku média v separatni
mikrotitracni desti¢ce. Rluc a Nluc luciferazy Ize navic
pouzit i pro kinetické méreni v zivych bufkach, pro-
toze jejich substraty jsou schopny pronikat pres
membranu bunék.

VétSina reportérovych eseji vyuziva jeden nebo dva
reportérové geny. Pfi pouziti dvou reportérd je spolu
s experimentalnim vektorem kotransfekovan i kont-
rolni vektor. Ten je vétSinou fizen konstitutivnim pro-
motorem, je kontinualné exprimovan a slouzi k nor-
malizaci signalu na pocet bunék nebo na procento
ucinnosti transfekce. DalSi moznosti pouziti dvou
reportérd je pro eliminaci fale3né pozitivnich vysled-
kd pfi testovani latek na bunikach. Nékteré latky totiz
mohou pfimo interagovat s luciferazami a stabilizovat
je. Pouzitim koincidenc¢nich reportérovych vektor(,
které koduji dveé odlisné luciferazy — Fluc a Nluc, Ize
snadno posoudit, jestli testovana latka opravdu in-
dikuje expresi sledovaného genu nebo pouze stabi-
lizuje nékterou z luciferaz. Pokud po treatmentu de-
tekujeme narust signalu obou luciferaz, jedna se
o pozitivni vysledek. Pokud nardsta signal jen jedné
z luciferaz, jedna se o stabilizaci luciferazy danou lat-
kou (viz Obr. 2). Posledni moznosti vyuziti dvou
reportérud je sledovani dvou rdznych odpovédi bu-
nék v jednom vzorku. Pfi pouziti dvou reportért je
samozfejmé nutné pouzit rozdilné reportérové
geny, aby bylo mozné stanovit zvlast aktivity obou
reportérl. Nejc¢astéjsimi kombinacemi experimen-
talni-kontrolni reportér jsou Fluc-Rluc nebo Nluc-
Fluc.

Promega nabizi Siroky vybér hotovych vektort se vie-
mi zminénymi luciferdazami, pfic¢emz jsou dostupné
kombinace raznych forem enzymu (sekretovana,
destabilizovana, stabilni), promotord, markerd pro se-
lekci pomoci antibiotik a (ne)pfitomnosti mnoho-
cetného klonovaciho mista. Nejaktualnéjsi nabidka
vektorl je vzdy dostupnd na webu Promegy.
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Obr. 2 Schématické zobrazeni aktivity Nluc a Fluc
luciferdz po treatmentu tfemi domnélymi aktivatory.
Ndarust aktivity obou luciferdz indikuje skutecny
aktivacni uc¢inek dané Idtky. Pokud se ndrdst signdlu
obou luciferdz neshoduje a dochdzi k aktivaci pouze
jedné z nich, jednd se o nespecificky ucinek.



Tabulka 1 pGL4 firefly luciferdzoveé reportérové vektory

Sekvence pro

Vektor Reportérovy Mnohot':’etrjé degradaci Genovy promotor Selekeni
gen klonovaci misto proteinu marker
pGL4.10 luc2 Ano Ne Ne Ne
pGL41 luc2P Ano hPEST Ne Ne
pGL4.12 luc2CP Ano CLI-hPEST Ne Ne
pGL4.13 luc2 Ne Ne SV40 Ne
pGL4.14 luc2 Ano Ne Ne Hygro
pGL4.15 luc2P Ano hPEST Ne Hygro
pGL4.16 luc2CP Ano CLI1-hPEST Ne Hygro
pGL4.17 luc2 Ano Ne Ne Neo
pGL4.18 luc2P Ano hPEST Ne Neo
pGL4.19 luc2CP Ano CLI-hPEST Ne Neo
pGL4.20 luc2 Ano Ne Ne Puro
pGL4.21 luc2P Ano hPEST Ne Puro
pGL4.22 luc2CP Ano CLI-hPEST Ne Puro
pGL4.23 luc2 Ano Ne minP Ne
pGL4.24 luc2P Ano hPEST minP Ne
pGL4.25 luc2CP Ano CLI-hPEST minP Ne
pGL4.26 luc2 Ano Ne minP Hygro
pGL4.27 lucz2P Ano hPEST minP Hygro
pGL4.28 luc2CP Ano CLI-hPEST minP Hygro
pGL4.29 luc2P Ne hPEST minP + CRE Hygro
pGL4.30 lucz2pP Ne hPEST minP + NFAT RE Hygro
pGL4.31 luc2P Ne hPEST adenovirus major late + GAL4 UAS Hygro
pGL4.32 luc2P Ne hPEST minP + NF-kB RE Hygro
pGL4.33 luczpP Ne hPEST serum response element Hygro
pGL4.34 luc2P Ne hPEST SRF RE Hygro
pGL4.35 luc2P Ne hPEST GAL4 UAS Hygro
murine mammary tumor virus long

pGL4.36 luc2P Ne hPEST R P—— Hygro
pGL4.37 luczpP Ne hPEST minP + antioxidant RE Hygro
pGL4.38 luczP Ne hPEST minP + p53 RE Hygro
pGL4.39 luc2P Ne hPEST minP + ATF6 RE Hygro
pGL4.40 luczpP Ne hPEST minP + metal RE Hygro
pGL4.41 lucz2P Ne hPEST minP + heat shock RE Hygro
pGL4.42 luc2P Ne hPEST minP + hypoxia RE Hygro
pGL4.43 luc2P Ne hPEST minP + xenobiotic RE Hygro
pGL4.44 lucz2P Ne hPEST minP + AP1 RE Hygro
pGL4.45 luczP Ne hPEST minP + interferon stimulated RE Hygro
pGL4.47 luc2P Ne hPEST minP + Sis-inducible element RE Hygro
0GL4 48 luc2P Ne hPEST minP + SMADS/SMQEEM binding element Hygro
pGL4.49 luczP Ne hPEST minP + TCF-LEF RE Hygro
pGL4.50 luc2 Ne Ne CMV Hygro
pGL4.51 luc2 Ne Ne CMV Neo
pGL4.52 lucz2pP Ne hPEST minP + STAT5 RE Hygro
pGL4.53 luc2 Ne Ne phosphoglycerate kinase (PCK) Ne
pGL4.54 luc2 Ne Ne thymidine kinase (TK) Ne

4 East Port Life Science HBH



Tabulka 2 pGlL4 Renilla a pNL Nanoluc luciferdzoveé reportérove vektory

Mnohocetné

. . . Sekvence pro . Selekéni
Vektor Reportérovy gen klonovaci . . Genovy promotor
B degradaci proteinu marker
misto
pGL4.70 hRIuc Ano Ne Ne Ne
pGL4.71 hRIucP Ano hPEST Ne Ne
pGL4.72 hRIucCP Ano CLI1-hPEST Ne Ne
pGL4.73 hRIuc Ne Ne SV40 Ne
pGL4.74 hRIuc Ne Ne HSV-TK Ne
pGL4.75 hRIuc Ne Ne CMV Ne
pGL4.76 hRIluc Ano Ne Ne Hygro
pGL4.77 hRIucP Ano hPEST Ne Hygro
pGL4.78 hRIlucCP Ano Ne Ne Hygro
pGL4.79 hRIuc Ano Ne Ne Neo
pGL4.80 hRIucP Ano hPEST Ne Neo
pGL4.81 hRIucCP Ano CLI-hPEST Ne Neo
pGL4.82 hRIuc Ano Ne Ne Puro
pGL4.83 hRIucP Ano hPEST Ne Puro
pGL4.84 hRlucCP Ano CLI-hPEST Ne Puro
pNLII[NIuc] Nluc Ano Ne Ne Ne
PNL11.CMV[NIluc/
Nluc Ne Ne CMV Ne
CMV]
pNLI1.2[NlucP] NlucP Ano hPEST Ne Ne
pNLI1.3[secNluc] secNluc Ano Ne Ne Ne
pNL1.3.CMV
secNluc Ne Ne CMV Ne
[secNluc/CMV]
PNL2.1[Nluc/Hygro] Nluc Ano Ne Ne Hygro
PNL2.2[NlucP/
NlucP Ano hPEST Ne Hygro
Hygro]
pNL2.3[secNluc/
secNluc Ano Ne Ne Hygro
Hygro]
PNL3.1[Nluc/minP] Nluc Ano No minP Ne
pNL3.2.CMV NlucP Ne hPEST CMV Ne
PNL3.2.NF-kB-RE
[NlucP/NF-kB-RE/ NlucP Ne hPEST minP Hygro
Hygro]
PNL3.2[NlucP/minP] NlucP Ano hPEST minP Ne
pNL3.3[secNluc/ )
. secNluc Ano Ne minP Ne
minP]
pNLCol[luc2-P2A- Ano pro NlucP,
luc2, NlucP Ano Ne Hygro
NlucP/Hyg] Ne pro luc2
pNLCol2[luc2-P2A- Ano pro NlucP, .
. luc2, NlucP Ano minP Hygro
Nluc/minP/Hyg] Ne pro luc2
pNLCol3[luc2-P2A- Ano pro NlucP,
luc2, NlucP Ne CMV Hygro
NlucP/CMV/Hyg] Ne pro luc2
pNLCol4[luc2-P2A- Ano pro NlucP,
luc2, NlucP Ne PCK Hygro
NlucP/PGK/Hyg] Ne pro luc2
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Technologie HiBiT a NanoBIT -
moderni nastroje pro analyzu
proteinu

Technologie HIiBIT vyvinuta firmou Promega je za-
lozend na NanolLuc luciferaze a pfinasi novy pfistup
pro sledovani exprese proteinld. Tato technologie
vyuziva NanolLuc luciferazu, ktera byla pomoci pro-

teinového inzenyrstvi zredukovana na co nejmensi

velikost a rozdélena na dvé samostatné pod-
jednotky, velkou LgBIT (159 aminokyselin) a malou
HiBIT (11 aminokyselin). Obé podjednotky maji vy-
sokou vzajemnou vazebnou afinitu a po jejich
spontanni rekombinaci dochazi k obnoveni lucife-
razové aktivity. Detekce pak probiha jednokrokoveée
prfidanim LgBIT podjednotky a luciferazového sub-

Navrhnéte si a objednejte guide RNA,
Cas9 a HiBIiT donorovou DNA

@ = ':IIII.:IIII.IIII:'

g:',g‘e e Vytvorte ribonukleoproteinovy

komplex a vpravte ho do bunék.
Inkubujte 24-48 hodin.

Protein je

exprimovan

Vv bunce
Pridejte Nano-Glo®
HiBIiT detekéni reagent

a inkubujte 2-10 minut.

Zmérte
luminiscenci

Obr. 3 HIBIT technologie poskytuje velmi jednoduchou
a efektivni metodu pro detekci proteind.

stratu. V pfipadé vnitrobunécnych proteind se bun-
ky bud'lyzuji nebo kotransfekuji vektorem kédujicim
LgBIT. Sekretované a membranové proteiny Ize de-
tekovat pfidanim LgBIiT do média a v pfipadé
nutnosti prvotni separace a izolace proteinu na gelu
Ize sledovany protein detekovat po prenosu na
membranu a pridani LgBIT a furimazinu. HiBiT zna-
ceni Ize pouzit pro klasickou detekci exprese po
vpraveni do plazmidu nebo ho lze pouzit jako
endogenni znacku po vpraveni jeho sekvence do
pfisludného mista genomu pomoci CRISPR/Cas9.
Diky své malé velikosti ma znacka jen minimalni vliv
na funkci sledovaného proteinu a Ize tak sledovat
expresi témeér za fyziologickych podminek. Vyuziti
HiBIT se ale neomezuje jen na expresni studie ale Ize
snim sledovat i jiné biologické déje (viz obr. 5). Skrz
pokles luminiscenéniho signalu Ize sledovat degra-
daci nebo autofagii daného proteinu, detekci v mé-
diu miazeme pozorovat zda je dany protein uvol-
novan z bunék ven, pfi vsunuti LgBIT podjednotky
do virové ¢astice mdzeme vidét pronikani viru do
bunék nebo sledujeme internalizaci a cyklovani
membranovych receptord.

Na principu rozdélené NanolLuc luciferazy je za-
lozend i NanoBiT technologie firmy Promega.
V tomto pfipadé je Nluc luciferaza opét rozdélena
na velkou LgBIT a malou SmBIT podjednotku, ktera
ma oproti HiBiT, velmi nizkou vazebnou afinitu.
K obnoveni luciferazové aktivity dochazi pouze pfi
priblizeni obou podjednotek na velmi kratkou vzda-
lenost. Systém je tak idealni pro studium protei-
novych interakci. Pfi redlném experimentu se do
bunky kontransfekuji dva vektory, pficemz kazdy
z nich kéduje jeden z paru interagujicich proteind
fuzovany s LgBIiT nebo SmBIT podjednotkou. Na-
sledné se ke kultivovanym bunkam prida lucife-
razovy substrat furimazin, ktery prochazi do bunék
a v pfipadé proteinové interakce dojde k pfiblizeni
obou podjednotek Nluc, obnoveni jeji aktivity a roz-
sviceni jamky. Diky vysokému jasu NanolLuc lucife-
razy lze pouzit vektory se slabym promotorem a sle-
dovat interakce pfi velmi nizké Urovni exprese pro-
teind, ktera se blizi pfirozenému stavu.

Katalogové ¢cislo Nazev

N2011, N2012, N2013 Nano-Glo® Live Cell Assay System

N2410 Nano-Glo® HiBIT Blotting System
N2420, N2421, Nano-Glo® HiBIT Extracellular
N2422 Detection System

N2681 LgBIT Expression Vector

N3030, N3040, Nano-Glo® HiBIT Lytic Detection
N3050 System

East Port Life Science HBH



Furimazine

Svétlo D ‘ + ‘ D Optimalizace

156 ak 13 ak
NanoLuc® . .
luciferaza ' '
v v
Stabilita Afinita
Samovolna
K, =700 pM > + komplementace
HiBIT ma vysokou afinitu
LgBiT HiBIT k LgBIT podjednotce
159 ak 1 ak
17,7 kDa 1,3 kDa
) Zprostredkovana
K_=190 pM ‘ + komplementace
° SMBIT Mma nizkou afinitu
LgBiT SmBIT k LgBIT podjednotce
159 ak 1 ak
17,7 kDa 1,3 kDa

Obr. 4 Zakladni princip HiBIT a NanoBIT technologii, jeZ jsou zaloZzené na NanolLuc luciferdze. Obé technologie
vyuZivaji NanolLuc rozdélenou na velkou (LgBiT) a malou podjednotku (HiBiT/SmBIT). HiBiT ma velkou afinitu k LgBiT
a rekombinuje samovolné. Je tak vhodny pro kvantifikaci vybranych proteind. SmBIT md nizkou afinitu k LgBIT

a rekombinuje pouze po priblizeni na velmi krdtkou vzddlenost v disledky proteinové interakce fuznich proteind.
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Obr. 5 Priklady aplikaci HiBIT znacky v proteinové biologii
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Reportérové eseje
pro kvantifikaci
luciferaz

Promega

O luciferazach bylo mnoho re¢eno v Uvodnim ¢lanku,
ve kterém byl zminén i princip kvantifikace. Aktivita
luciferazy se bézné stanovuje pridavkem reagentu
obsahujiciho lyza¢ni pufr a luminiscencni substrat
pro danou luciferdzu. Promega vyvinula nékolik typu
tzv. ,glow-type" eseji generujicich bioluminiscencni
signal s dlouhou dobu dosvitu. Vyhodou oproti
klasickym ,flash* esejim je, Ze pro stanoveni neni nut-
ny reader s injektory a experimenty lze provadét
i v ,high-throughput" formatu, jelikoz nedochazi ke
zkresleni vysledk( vlivem poklesu signalu.

Prvni luciferdzovou eseji je Nano-Glo® Luciferase
Assay System, kterd jako jedind slouzi ke stanoveni
aktivity NanoLuc® luciferazy. Jedna se o nejcitlivéjsi
esej, ktera je asi 100x citlivéjsi nez Renilla a firefly eseje
a ma Siroky dynamicky rozsah, ve kterém je signal
linedrni pfes cca 6 fadu. Zaroven je vysoce stabilni
a generuje signal s dlouhym poloCasem poklesu
signalu asi 120 minut. Substratem je v tomto pfipadé
furimazin. Ten je schopen pronikat pfes membranu
bunék a je tedy mozné provadét i kineticka stanoveni
s zivymi bunikami pomoci Nano-Glo® Live Cell Assay
System.

Systému kompatibilnich s klasickou ,svétluskovou*
firefly luciferdzou je hned nékolik a lisi se zejména
intenzitou a stabilitou signalu. Nejstarsi a nejcitlivejsi
firefly eseji je Luciferase Assay System. Jedna se
o ,flash* esgj s intenzivnim signalem, ale velmi krat-
kym poloc¢asem poklesu signalu (10-15 min.), ktera je
urc¢ena pro meéreni v luminometrech s injektory.
Druhou nejcitlivéjsi eseji je Bright-Glo™ Luciferase
Assay System, ktera ma oproti ostatnim firefly lucife-
razovym ,glow" esejim nejvyssi citlivost a zaroven
kratSi dobu dosvitu, kdy signal klesne na polovinu asi
po 30 minutach. Hojné vyuzivanou zlatou stredni

Luminiscence [RLU]

Sx108 T — NanoGlo® (> 2 h)
5x107
Luciferase Assay Q
Reagent 10-15 min.)
100x jasnéjsi
1x107
5106
Steady-Glo™ (~ 5 h)
1x106 \
Cas

Obr. 6 Srovnani intenzity a stability signdlu
jednotlivych luciferazovych eseji od firmy Promega

cestou je ONE-Glo™ Luciferase Assay System, ktery
je o néco méné citlivéjsi nez Bright-Glo, ale polocas
poklesu signalu je vyssi — vice nez 45 minut. Tento
systém je zalozen na modifikovaném substratu, diky
némuz vykazuje vy3si odolnost vucéi slozkam kul-
tivaéniho media a je tak stabilnéjsi. Lze jej proto
dlouhodobé uchovavat i pfi 4 °C, diky ¢emuz je snad-
no adaptovatelny na high-throughput aplikace. Nej-
stabilngjsim systémem je pak Steady-Glo™ Lucife-
rase Assay System. Pokles signalu na polovinu je
v tomto pfipadé patrny az po 5 hodinach. Steady-Glo
tedy poskytuje reprodukovatelné vysledky po dobu
nékolika hodin vymeénou za slabsi signal.

Pro pfipady sou¢asného pouziti dvou reportért nabizi
Promega i dualni luciferazové eseje. Béhem stanoveni
se ke vzorku prida nejprve cCinidlo pro stanoveni
prvniho reportéru a zmeéfi se hodnota signalu.
V druhém kroku se pak pfida druhé Cinidlo, které
zastavi prvni reportér a zaroven obsahuje pufr
a substrat pro druhou luciferazu. Jak uz bylo uvedeno
drive, nejCastéjsimi kombinacemi luciferaz jsou dvo-
jice Fluc-Rluc a Nluc-Fluc. V pfipadé soucasného
pouziti Fluc a Rluc je moznost detekce pomoci ,flash*
nebo ,glow" eseje. ,Flash* esej Dual-Luciferase
Reporter Assay System ma intenzivnisignal ale velmi
kratkou dobu dosvitu a vyzaduje reader vybaveny
injektory. ,Glow" esej Dual-Glo Luciferase Assay Sys-
tem ma pak o trochu slabsi signal, ale mnohem delsi
dobu dosvitu a je tak vhodna pro méreni vice vzorkl
i na readerech bez injektoru. V pfipadé kombinace
Nluc-Fluc je dostupna jen ,glow" esej Nano-Glo Dual-
Luciferase Reporter Assay System, kter3 je diky vy-
sokému jasu Nluc velmi citliva a zaroven pohodina
na provedeni (pouze dva pipetovaci kroky). Pro pre-
hlednost jsou vSechny dostupné eseje od Promegy
vCetné zakladnich parametrd shrnuté v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Prehled reportérovych eseji pro stanoveni jedné a kombinace dvou luciferaz

od firmy Promega

. Reportérovy Glo/ . . . Polocas Intenzita Kat.
Nazev produktu Format eseje  Lum. Substrat L L ..
gen Flash signalu signalu Cislo
Reportérové eseje (lyticka endpoint méreni)
Nano-Glo Luciferase NanoLuc: 3 . .
Glo Homogenni Furimazine >2h 6+ N1110
Assay System Nluc, secNluc
Luciferase Assay Firefly: Vyzaduje bun. . .
Flash | Hmyzi luciferin 5-10 min 5+ E1483
System luc, luc+, luc2 lyzat
Bright-Glo Luciferase Firefly: 3 . .
Glo Homogenni Hmyzi luciferin 30 min 4+ E2610
Assay System luc, luc+, luc2
ONE-Glo Luciferase Firefly: 3 . )
Glo Homogenni  5'-fluoroluciferin = 45 min 3+ EG110
Assay System luc, luc+, luc2
ONE-Glo EX Luciferase Firefly: i .
Glo Homogenni  5'-fluoroluciferin >2h 2+ E8110
Assay System luc, luc+, luc2
Steady-Glo Luciferase  Firefly: i .
Glo Homogenni Hmyzi luciferin >5h 1+ E2510
Assay System luc, luc+, luc2
Renilla Luciferase Renilla: Vyzaduje bun. . .
Flash ) Coelenterazine 5-10 min 4+ E2810
Assay System Rluc, hRIuc lyzat
Renilla-Glo Luciferase  Renilla: 3 ) )
Glo Homogenni  Coelenterazine-h > 60 min 2+ E2710
Assay System Rluc, hRIuc
Dualni reportérové eseje (lyticka endpoint méreni)
Nano-Glo Dual ) .
) NanoLuc / i Furimazine/ Nluc: 2h
Luciferase Reporter . Glo Homogenni . 6+/3+ N1610
Firefly Hmyzi luciferin Fluc: 2 h
Assay System
Dual-Luciferase . . Vyzaduje bun. Hmyzi luciferin/ Flux: 8 min
Firefly /Renilla  Flash 2 00 Y rin/ \ 4+/4r  EI910
Reporter Assay System lyzat Coelenterazine Rluc 8 min
Dual-Glo Luciferase . A ~ Hmyazi luciferin/  Fluc: 2h
Firefly / Renilla Glo Homogenni ) 2+/2+ E2920
Assay System Coelenterazine Rluc:2 h
Eseje pro zivé bunky (kineticka i jednobodova méreni)
Nano-Glo Live Cell NanoLuc: Stadi pfidat . .
Glo Furimazine 2h 6+ N20T
Assay System NanoBIT reagent
Vivo-Glo Luciferin, In Firefly: Staci pridat D Ina sul
. ! v Nedef. actprica rase.na.su nedef. nedef. P1041
Vivo Grade luc, luc+, luc2 reagent D-luciferinu
Luciferin-EF Endotoxin- Firefly: Staci pridat
. 4 Nedef. P Luciferin nedef. nedef. E6551
Free Luciferin Na luc, luc+, luc2 reagent
ViviRen Live Cell Renilla: Staci pridat Modifikovany .
Flash . 8-15 min 4+ E6491
Substrate Rluc, hRluc reagent coelenterazine
EnduRen Live Cell Renilla: Stadi pfidat Modifikovany
Glo . >24h 2+ E648]1
Substrate Rluc, hRluc reagent coelenterazine
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Transfekce
a CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 technologie pfinesla bez jakychkoliv
pochyb revoluci v genovém inzenyrstvi. Poskytuje
nescetné moznosti editace genomu a diky Sirokému
spektru aplikaci a relativni jednoduchosti se eta-
blovala v laboratofich po celém svéte. Tato techno-
logie je zalozend na programovatelné guide RNA
(gRNA), ktera smeérfuje Cas9 nukleazu na konkrétni
misto vgenomové DNA. Ta je nasledné vdaném misté
rozstépena plsobenim Cas9 a za pomoci pfirozenych
opravnych mechanismu bunky dojde ke specifické
Uprave genomu. Klicovym krokem pfi pracis CRISPR
je transfekce a dopraveni gRNA a Cas9 enzymu do
cytoplazmy nebo jadra bunék. Tento krok muze byt
v zavislosti na konkrétni aplikaci a typu bunék vétsi
Ci mensi vyzvou, a proto bylo vyvinuto nékolik za-
kladnich metod, jak nukleové kyseliny do bunék
dostat pfi souCasném zachovani jejich viability. Tyto
metody se daji rozdélit na tfi zakladni skupiny —viralni,
chemické a fyzikalni. Uhlavnimi neprateli pfi transfek-
ci jsou obranné mechanismy bunék, které rychle
Stépi cizorodou DNA a RNA. V pfipadé, ze transfekeni
metoda prenasi externi nukleovou kyselinu pouze do
cytoplazmy (napft. lipofekce, elektroporace), zavisi
uspéch transfekce na tom, jestli probéhne v kratkém
casovém intervalu mitdza. Pouze tehdy totiz dochazi
k rozvolnéni jaderné membrany a exogenni DNA ma
moznost vstoupit do jadra. V opacném pfipadé do-
chazi k rychlé degradaci DNA a nelspésné transfekci.
Tento problém je nejvyrazngjsi u primarnich bunék,
které se déli velmi pomalu nebo vibec (neurony).
Pokud je metoda schopna dorucit DNA pfimo do
jadra (nukleofekce, viradlni vektory, mikroinjekce), mi-
tdza pro Uspéch neni nutna a lze transfekovat i po-
malu se délici a nedélici bunky. V dalsich odstavcich
si blize popiseme jednotlivé metody spolu s jejich vy-
hodami a nevyhodami.

Viralni vektory dorucuji DNA a RNA do bunék pomoci
procesu tzv. transdukce. Tento proces zahrnuje nej-
prve zabaleni nukleové kyseliny do viradlnich ¢astic, ty
jsou pak namnozeny pomoci vybranych bunécnych
linii (napf. HEK293T), izolovany a pfidany k bunkam,
které chceme transfekovat. Viralni vektory jsou velmi
efektivni, jsou schopny dorucit DNA pfimo do jadra
a Ize je pouzit pro mnoho typu bunék. Jejich hlavni
nevyhodou je ale Casové narocna a pracna priprava
viralnich ¢astic, navic nékteré viry vyzaduji dodatecné
bezpeclnostni opatrfeni v laboratofi. Nejcastéji pouzi-
vanymi typy vird jsou lentiviry, adenoviry, adeno-aso-
ciované viry (AAV) a herpes viry. AAV jsou nejCastgji
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pouzivané pro editaci genomu pomoci CRISPR, pro-
toze jsou relativné bezpecné, jejich DNA se z vétsiny
neintegruje do genomu bunék a nehrozi tak nahodné
porusdeni funkce zivotné dllezitych gend. Nevyhodou
je, ze horni limit velikosti transfekované DNA je asi
4,5 kb, coz mUze byt limitni pro nékteré aplikace.

Mezi chemické metody patfi zejména lipofekce, ktera
vyuziva kationtové lipidy tvofici komplex se zaporné
nabitymi nukleovymi kyselinami. DNA nebo RNA se
pfi lipofekci uzavie do lipozomd, které pak fuzuji s cy-
toplazmatickou membranou a vyliji svdj obsah do cy-
toplazmy. Hlavni vyhody lipofekce jsou jednodu-
chost, nizka cena, nizka toxicita pro bunky a moznost
pouziti i pro high-throughput experimenty. Na dru-
hou stranu ma tato metoda o néco nizsi ucinnost, pfi
lipofekci se DNA nedostava prfimo do jadra bunék
a je tak zavisla na jejich déleni. Mezi stalice na poli
lipofekce patfi jednoznacné transfekcni cinidla
Fugene 6, Fugene HD a Viafect od firmy Promega,
o Cemz svédcivysoky pocet publikaci, ve kterych byla
pouzita. VSechna tfi Cinidla nabizi Siroké moznosti
pouziti, vysokou Uc¢innost a nizkou toxicitu pro bunky.
Fugene 6 je nejstarsi formulaci a poskytuje robustni
vysledky pfi transfekci bézné pouzivanych bunécnych
linii. Fugene HD je novegjsi formulacia je vhodny i pro
naro¢nejsi bunky jako jsou rozlicné rakovinné linie,
kmenové bunky nebo hmyzi bunky a je pouzitelny
i pro produkci virl a proteinC. Viafect je pak nej-
novejsim cCinidlem, které diky vylepsenému slozeni
poskytuje srovnatelné nebo lepsi vysledky nez Fu-
gene s jesté nizsi toxicitou pro bunky. Protokol pfi
transfekci vdemi tfemi Cinidly je velmi jednoduchy.
Staci smichat transfekovanou DNA s Cinidlem a po
kratké inkubaci pridat pfimo k bunkam v rdstovém
médiu. Srovnani jednotlivych reagentl pro bézné
pouzivané bunécné linie je uvedeno v Tabulce 4. Pro
bé&zné pouzivané bunécné linie jsou na strankach
Promegy navic dostupné optimalizované protokoly,
které vam znacné zjednodusi zavedeni metody do
vasi laboratore. Vzdy je samoziejmé potieba hlidat
i dalsi parametry transfekce jako je kvalita vstupni
DNA, Cislo pasaze a konfluence vasich bunék.

Katalogové cislo Nazev

E4981, E4982 ViaFect™ Transfection Reagent

E2311, E2312 FUGENE® HD Transfection

Reagent

E2691, E2692 FUGENE® 6 Transfection Reagent

Fyzikalni metody vytvafi docasné poéry v bunécné, pfi-
padné i jaderné membrang, skrz které se do bunék
dostava transfekovana DNA. Do fyzikalnich metod je
zahrnuta mikroinjekci, elektroporace a nukleofekce.
Mikroinjekce je specialni metodou, pfi které se pod
mikroskopem vstfikne velmi tenkou kapilarou gene-
ticky material do cytoplazmy nebo jadra bunék. Vy-
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o Fugene 6
Bunécna 9

Fugene HD

Viafect Lipofectamine 2K

Linie e
Exprese Viabilita Exprese

A549 ++ ++

C2Ci12

Viabilita

Viabilita Viabilita

Exprese

Exprese

CHO ++

Cos7

H9C2

HCTT6

HEK293 {HF s

HelLa

HepG2

HT-29

Huh?7

Jurkat

K562

LNCaP

MCF7

NIH 3T3

PC-12

PC-3
RAW 264.7
U20s

>80 % maximalni RLU

++ ++

50%-80% maximalni RLU

Legenda
>80 % viabilnich bunék

++

50%-80% viabilnich bunék

Tabulka 4 Srovndni transfek&nich ¢inidel firmy Promega a konkurence. U¢innost transfekce byla posuzovdna pomoci
exprese transfekovaného firefly luciferdzovéeho reportéru. Nejlepsi podminky transfekce (nejvyssi RLU) bylo vybrdano pro
kazdé cinidlo. Pro kaZdou bunécnou linii byl vysledek s nejvyssim RLU pocitan jako 100% a vysledky ostatnich cinidel
byly vztaZeny k této hodnoté. Transfekce s ucinnosti mensi nez 50 % nejsou v tabulce uvedeny.

uziva se zejména pro tvorbu transgennich organismu,
kdy se geneticky materidl vstfikne do jadra oplo-
zenych oocytl. Casté&ji pouzivanou metodou je elek-
troporace, pri které se bunky suspenduji ve vodivém
pufru a vlozenim kratkych, vysokonapétovych pulzd
dojde k tvorbé porl v cytoplazmatické membrané.
Elektricky potencidl na membrané pak zpUsobuje, ze
nabité molekuly (nukleové kyseliny) pfechazi skrz poéry
do cytoplazmy. Elektroporace je metoda rychla
ajednoducha s pomeérné vysokou ucinnosti. Vyzaduje
ale specialni zafizeni (elektroporator) a optimalizaci
pulzd pro kazdou bunéc¢nou linii. Vzhledem k tomu,
ze dochazi k poruseni cytoplazmatické membrany,
mohou mit transfekované bunky kvuli nedokonalé

opravé membrany vyrazné nizsi viabilitu ve srovnani

2021

s chemickymi a virdInimi metodami. Zvlastnim typem
elektroporace je nukleofekce firmy Lonza. Ta probiha
ve specidlnim pfistroji Nucleofector a vyuziva také
elektrickych pulzd. Diky jejich optimalizaci a optima-
lizovanému slozeni pufru pro kazdy typ bunék ale
vstupuje transfekovana DNA pfimo do jadra bunék.
Diky tomu neni tento typ transfekce zavisly na mitdze,
je vhodny i pro nedélici se bunky a pfi pouziti kon-
vencni 24-jamkové kultivacni desky s ponornymi elek-
trodami Ize transfekovat i bunky adherentni (napf.
neurony). Optimalizované podminky maji za vysledek
takeé to, ze je nukleofekce Setrnéjsi a bunky vykazuji
po transfekci vyssi viabilitu nez po klasické elektropo-
raci. V zavislosti na poctu a objemu vzorkd lze trans-
fekce Skalovat pro vétsi pocty i objemy vzorku.
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4D Nucleofector™
System Lonza

4D Nucleofector System od firmy Lonza je unikatni
technologie zalozend na elektroporaci, ktera je scho-
pna dorucit transfekovanou DNA pfimo do jadra bu-
nék s vysokou uUcinnosti a za zachovani viability bu-
nék. To vse je zajisténo unikatni kombinaci pfistroje
Nucleofector, specifickych kitd pro jednotlivé typy
bunék a detailnich optimalizovanych protokold. Diky
tomu dokaze Nucleofector Ucinné transfekovat i ob-
tizné transfekovatelné linie, primarni a kmenové
nebo adherentni bunky. Otevira tak nové moznosti
ve vyzkumu chorob, genové terapie, imunoterapie
nebo produkci a pouziti kmenovych bunék. Samotny
pfistroj se sklada z fidici jednotky 4D-Nucleofector™
Core Unit, ke které se pak pfipojuji jednotky pro
jednotlivé formaty transfekce. X Unit je urcena pro
transfekci suspenznich bunék v kyvetach a 16-jam-
kovych stripech, Y Unit pro transfekci adherentnich
bunék v 24-jamkovém formatu, 96-well Shuttle™

»

Device pro transfekci v 96-jamkovych destickach
a LV Unit pro velkoobjemové transfekce az 10°
bunék.

— Vynikajici transfekeni u¢innost az 90 % pro
plazmidovou DNA a 99 % pro oligonukleotidy
v kombinaci s vysokou funk&nosti

— Schopnost kotransfekce nebo transfekce
vétsdich plazmidd - vhodné i pro velké proteiny

— Moznost transfekce v kyvetach, 16-jamkovych
stripech nebo ve vétSich objemech (2-3 ml)

— Moznost snadného rozsireni pfistroje = vysoka
flexibilita

— Umoznuje transfekci CRISPR/Cas9 a sledovani
cilenych genomovych editaci

— Jednoducha obsluha s vice nez 650
specifickymi protokoly, které garantuji
Uspésnou transfekci uz pfi prvnich
experimentech

— Nevyzaduje vySSi Urovné biologické bezpecnosti

Obr. 7 Srovnadni jednotlivych

Pocet ) L
bunék D jednotek pristroje
I // Nucleofector podle poctu
J" - vzork( a objemu.
Vysoky % \( '
4D-Nucleofector™ LV Unit
Stredni
o 4D-Nucleofector™ 96-well Shuttle™ ™
Nizky System Add-on HT Nucleofector™ System
Nizky Stfedni Vysoky Poceto
vzorku
12 East Port Life Science HBH



Jaké jsou aplikace
kinetickych
fluorescencnich
eseji?

Alternativou k bioluminiscenénim reportérovym ese-
jim zminénych v predchozich &lancich je vyuziti
geneticky kédovanych fluorescenénich proteind nebo
syntetickych fluorescencnich znacek, které poskytuji
cenné informace o expresi sledovanych proteinC
nebo molekulovych interakcich. Mikroskopicka videa
a fotografie z experiment s Zivymi burikami poskyt-

nou zcela odlisny pohled na vase experimenty. Fluo-
rescencni zobrazovani zivych bunék se stava stale
cenngjdim i v oblastech jako je vyvoj |ékd, tkdnové
inzenyrstvi, imunologie, imunoterapie a vyzkum ra-
koviny. Z fluorescencnich barviv a jejich podrobné
kinetické vizualizace mohou védci tézit v rGznych
aplikacich, jako je sledovani zivotaschopnosti bunék,
stanoveni U¢innosti transfekce, ko-kultivace a dalsi
analyza buné&énych procesu.

Pro podobné experimenty se bézné pouzivaji drahé
konfokalni mikroskopy (skenovaci nebo s rotujicim
diskem) vybavené kultivacni komorou, které umoz-
nuji sledovat bunky dlouhodobé a s vysokym roz-
liSenim. Pfi rutinnich experimentech ale neni vzdy
vysoké rozliseni potfeba a stejné tak neni potreba
blokovat Casto velmi vytizeny konfokalni mikroskop.
Alternativou je pouziti kompaktnich fluorescenénich
mikroskopu, které Ize umistit pfimo do inkubatoru
a experimenty pozorovat na dalku pfimo z tepla vasi
kancelare nebo domova. O téchto mikroskopech se
dozvite vice v nasledujicim clanku.

Aplikace Oblast vyzkumu

Sledovani imunitni

Vyvoj léciv

Tkanové inzenyrstvi

odpovédi

Vyzkum rakoviny

Bunéc¢na viabilita

Zkoumani vlivu 1€kl na
zivotaschopnost
bunék

Zkoumani
zivotaschopnosti (3D)
bunééného modelu

Studovani vlivu infekci
na zivotaschopnost
imunitnich bunék

Testovani miry preziti
rakovinnych bunék

v zavislosti na
koncentraci |éCiva

Transfekce

Zkoumani ucinku 1ékU
na specifické geny

Rozlidovani raznych
druht bunék

v konstruktech

v oblasti tkanového
inzenyrstvi

Sledovani vlivu
urcitych genl na
imunitni odpoved'
organismu

Zkoumani vliv urcitych
genu na vyvoj rakoviny

Ko-kultivace

Testovani zmirfAujicich
/inhibi¢nich a&inkd
€kl na jiné bunky

Sledovani vyvoje
krevnich cév
v konstruktu

Zkoumani reakci mezi
imunitnimi

a epitelovymi burfikami
béhem infekce

Studovani vlivu
imunitnich bunék na
Zivotaschopnost
rakovinnych bunék

Buné&éné procesy /
interakce

Studovani
morfologickych zmeén
vyvolanych lé¢ivem

Sledovani bunécné
migrace do
biomateriald

Studovani
imunologickych
Spoustécu

Zkoumani
abnormalniho
bunééného cyklu

Markery oxida¢niho
stresu

Zkoumani ucinkd 1éku,
ktery je ovlivnén
gradienty prostredi

Sledovani ddsledkl
naruseni hladin kysliku
nebo Zivin

Monitorovani aktivace
imunitni odpovédi
oxida¢nim stresem

Studovani
patofyziologického
prostredi lidskych
nadorovych tkani

Nanocastice

Sledovani lokalizace
transportu léciv

Zlepseni bunécné
specificity
biomateriald

Studovani pouziti
nanocastic jako
medidtord zanétu

Zkoumani cilené Iécby
rakovinnych bunék
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CytoSMART Lux3 FL
CytoSMART Technologies

Jak uz jsme uvedli vyse, ne vzdy je potreba pfi Ca-
sosbérnych experimentech s fluorescenc¢né znaceny-
mi bunkami znat jejich detailni strukturu. Fluo-
rescenc¢ni mikroskop CytoSMART Lux3 FL je cenové
dostupny kompaktni mikroskop pro sledovani dyna-
mickych bunéénych procesd, ktery disponuje
brightfield mdédem a dvéma fluorescenénimi kanaly.
Umistuje se pfimo do inkubatoru, kde udrzuje bunky
v kontrolovaném prostredi a neni tak nutné dokupo-
vat nakladné kultivacni komory. Mikroskop disponuje
10x objektivem s moznosti 20x digitalniho zoomu
a obraz je sbiran 6,4 MPx monochromatickou CMOS
kamerou. Ke sledovani fluorescence jsou uréené dva
fluorescencni kanaly pro zelenou a cervenou fluo-
rescenci. Kanal pro zelenou fluorescenci ma pas
excitaénich vinovych délek 452/45 nm a emisnich
512/23 nm. Kanal pro ¢ervenou ma pak excitaéni pas
561/14 nm a emisni 630/90 nm. Pro experimenty Ize
tedy pouzit jakakoliv fluorescencni barviva, ktera od-

Obr. 8 Fluorescencni mikroskop Cytosmart Lux3 FL
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povidaji ttmto vinovym délkam. CytoSMART Lux3 FL
umoziuje monitorovani bunék v rdznych kultivaénich
nadobach, at uz se jedna o T-kultivacni lahvicky (T-25
az T-250), destiCky (6-384 jamkové desticky), mik-
rofluidni Cipy, Petriho misky nebo mikroskopicka
sklicka. Jedinou limitaci je vyska kultivacni nadoby,
kterd se musi vejit pod rameno osvétlujici vzorek.

Dalsi devizou tohoto mikroskopu je neomezené clou-
dové ulozisté. Pofizené snimky jsou automaticky na-
hravany na cloud, kde Ize skrz vas ucet sledovat ex-
perimenty na dalku napf. na vasem mobilnim telefo-
nu nebo pocitaci. Na cloudu jsou navic dostupné na-
stroje a algoritmy pro analyzu obrazu, zpracovani
videi a export dat v rGznych formatech. Pro pouziti
mikroskopu je samoziejmé potreba pocitac nebo
notebook se systémem Windows 10, s portem USB3
a aktivnim pfipojenim k internetu. Je mozné si zakou-
pit balicek s pocitatem, pfipadné mUzete vyuzit svdj
vlastni pocitac.

Mikroskop je dostupny i v setu dvou nebo Ctyr pfi-
strojd: CytoSMART™ Lux3 FL - Duo Kit a Cyto-
SMART™ Lux3 FL Multi kit, coz je idealni konfigurace
pro simultanni méfeni nékolika vzorkd, napt. replikatd
a kontrol za stejnych startovacich podminek.

_\\
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Fluorescencni i jiné kinetické
testy v mikrodestickach
SpectraMax iD3 a iD5
MolDev

Jinym pohledem na Vas vzorek, nez je fluorescenéni
zobrazovani, mUze byt kvantitativni méfeni fluo-
rescence v mikrodestickach. Tuto aplikaci i mnoho
jinych pfindsi Fada nejnovéjsich mikrodestickovych
multimode reader( fady SpectraMax iD. Z hlediska
fluorescence se jedna o nejflexibilnéjsi readery na
trhu. Unikatni vlastnosti je mozZnost nastaveni foto-
nasobice (PMT) na automaticky mdéd. Diky tomu
umoznuji SpectraMax iD readery porovnavat hodnoty
relativnich fluorescencnich jednotek (RFU) mezi
jednotlivymi experimenty (destiCkami) a zaroven
pouziti AutoPMT zvysuje dynamicky rozsah. Jiz tak

>
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Obr. 9 SpectraMax iD3
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vysokou citlivost fluorescenéniho méreni jesté zvysuji
dva parametry pfistroje. Tim prvnim je schopnost iD
reader( nastavit optimalnivysku optiky nad vzorkem,
coz je dulezité nejen kvali variabilité ve vysce desticek
mezi vyrobci, ale i pro redukci ,cross-talku“ mezi
jednotlivymijamkami. Druhou vilastnosti zvysujici cit-
livost je fotonasobic, ktery je chlazeny na -5 °C. Zchla-
zenim fotonasobic¢e dochazi ke snizeni Sumu pozadi
a tim ke zvyseni citlivosti v celém spektru, zejména
v blizkém infracerveném pasmu. V pfipadg, ze je po-
tfeba najit idedlni excitacni a emisni vinovou délku
fluoroforu, je mozné pouzit nastroj Spectral Opti-
mization Wizard. Tato pomucka velice rychle najde
par vinovych délek, pfi kterych byla namérena maxi-
malni RFU.

Soucasti pfistroje muze byt také systém injektord pro
rychlou kinetiku. Injektory maji unikatni vlastnosti
»,add and mix“ a také ,reverse prime" diky kterému je
mrtvy objem nékolikanasobné& mensi nez u konku-
rencnich injektor(, a to mensi nez 10 yl.

Kromeé fluorescence lze méfit v modech absorbance
a luminiscence v pfipadé SpectraMax iD3. Spectra-
Max iD5 ma navic jesté schopnost méfit zpozdénou
fluorescenci (TRF) a fluorescenéni polarizaci.

15



Jak vybrat spravny
bunécny model

Bunky pouzivané v bunécnych esejich musi splnit
nékolik zakladnich podminek. Predevsim musivérné
modelovat systém, ktery je predmeétem vyzkumu.
Musi exprimovat pfislusné receptory a signalni mo-
lekuly a byt responsivni k testovanym signaldm.
R4zné typy bunék se mohou lisit v citlivosti na stres
nebo testované slouceniny, které jsou cytotoxické
nebo zpUsobuji apoptdzu. Stejné Cinidlo, které indu-
kuje apoptdzu v jedné bunécné linii, nemusi mit
zadny G&inek na jinou buné&&nou linii. Cinidlo, které
indukuje apoptdzu ve dvou rdznych bunécnych lini-
ich, mGze mit radikalné odlisny ¢asovy pribéh pdso-
beni.

Nejcastéji pouzivané jsou imortalizované bunky, napf.
fibroblasty nebo rakovinné linie. Tyto bunky se snad-
no péstuji a transfekuji, nicnéné mohou mit nesta-
bilni genom ¢i mutace v dllezitych signalnich protei-
nech zpusobujici nefyziologickou aktivaci prolifera-
tivni signalizace nebo nebo blokaci apoptotické
drahy. Alternativou k bunécnym liniim jsou primarni

Obr. 10 Specialni média Clonetics pro primadrni
bunky od spolecnosti Lonza
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bunky, napf. hepatocyty, endotelové bunky izolované
z pupecniku (HUVEC) nebo keratinocyty, které
mohou poskytovat presnéjsi obraz typické situace in
tovat. Nicméné i pro kultivaci a transfekci primarnich
bunék nabizime feSeni v podobé specialnich médii
a technologie nukleofekce od firmy Lonza.

Primarni a kmenové bunky +
média Lonza

Firma Lonza nabizi Sirokou nabidku primarnich bu-
nék a specializovanych médii pro zajisténi maximalni
spokojenosti vasich bunék. V nabidce jsou nasledu-
jict:

— Primarni bunky a média Clonetics™ - pres 150

lidskych a zZivocignych bunéénych typu

— Spickova kultivaéni média a rlstové faktory
optimalizované pro Sirokou skalu primarnich
bunék

— Kmenové bunky a média pro jejich rdst
a diferenciaci

Lot No.

Exp. Date

To suppon a vanety of ol types.
supplement with CC-4136

Store indark at +2to +8 C
For Research Use Only

East Port Life Science HBH



Obr. 11 Krevni a imunitni
bunky od spolecnosti Lonza

— Krevni a imunitni bunky (pestry fond darcd,
doporucena média pro kultivaci: X-VIVO™ —
Lonza. Typy tkani, z nichz jsou bunky ziskavané:
kostni dren, periferni krev (ziskana aferezi),
mobilizovana krev, plna krev, pupecnikova krev)

Séra Capricorn Scientific

— Klasickd média a pufry jako RPMI, DMEM aj. - %

=

i

Katalogové Nazev

@ capricorn 4

Cislo obr. 12 5
CC-3150 MEGM BulletKit (CC-3151 & CC-4136) Fetdini séra 3
Capricorn
CC-3170 BEGM BulletKit (CC-3171 & CC-4175)
CC-3162 EGM-2 BulletKit (CC-3156 & CC-4176)
CC-4127 REGM SingleQuot Kit Suppl&Growth Capricorn Scientific je inovativni némecka firma za-
Factors lozena v roce 2013 a jeji snahou je zvysit standard na
cc-25M NHDF-Ad-Der Fibroblasts FGM-2, poli bunechych kultur. Fltm,a vyrabia QOdav? p.roduk-
cryo amp ty pro kultivace, skladovani a separaci bunék jak pro
védecké, tak i pro vyrobni Ucely. Hlavni produktové
00192627B  Adult Keratinocyte Cell Culture Kit fady jsou lidska a zvifeci séra (hovézi, konské, kozi,
BELN12-730Q Insect-XPRESS w/ L-GIn1L praseci, mysi a kralici).

BE04-380Q  X-Vivo 10 w/ Gentamycin and PR, 1L

Katalogové Nazev

12-604F DMEM 4.5 g/L Glucose w/ L-GIn, 500 ml gislo

17-516F PBS-1X, w/o Ca++, Mg++ 500 ml FBS-HI-11B Fetal Bovine Serum Advanced, Collected
17-737E HEPES Buffer,IM in normal saline, 100 ml in South America, Heat Inactivated
17-512F DPBS-1X w/o Ca++, Mg++ 500 ml HUM-3B Human Serum, Type AB
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Jak citlivost
a crosstalk ovliviauji

vysledky
bioluminiscenéniho

meéreni

Siroka 8kala aplikaci ve farmakologii a molekularni
biologii vyzaduje citlivé kvantitativni testy. Napriklad
studium bunécnych signalnich drah pro vyvoj a po-
chopeni novych IéCiv vyzaduje testy, které jsou
schopné rozlisit malé zmény v transkripci, mole-
kularnich interakcich a zdravotnim stavu bunék. Stu-
dium transkripce muize zahrnovat charakterizaci pro-
motorl, enhancer a transkripénich faktord, iden-
tifikaci bodovych mutaci nebo deleci a méreni bu-
nécné odpovédi na stresory z vnéjsSiho prostredi.
Mérfeni toho, jak tyto faktory ovliviuji signalni drahy,
vyzaduje sledovani jemnych rozdild mezi experi-
mentalnimi a kontrolnimi vzorky.

Citlivost

Luminiscence, fluorescence a absorbance jsou tfi nej-
béznéjsi metody pouzivané v téchto testech. Obecné
jsou luminiscenéni testy citlivéjsi nez fluorescencni
testy a fluorescencni testy jsou citliveéjsi nez testy za-
lozené na méreni absorbance. Vyssi citlivost luminis-
cencnich méfenije dana predevsim nizsim pozadim.
Luminiscence totiz na rozdil od fluorescence a absor-
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bance nevyzaduje zadny druh excitacniho zareni.
V bunkach navic neni pfitomno nic, co by vydavalo
svétlo samo o sobé (samozfejmeé s vyjimkou luminis-
kujicich Zivocich(). Oproti tomu autofluorescence
proteiny, kofaktorG a dalsich bézné pfitomnych mo-
lekul je béznym jevem, ktery pfispiva k vysSimu po-
zadi fluorescencnich eseji.

Bez ohledu na metodu stanoveni vyzaduje detekce
slabych signald ¢i malych zmén citlivou analyzu. Na-
priklad pFi studiu enzymatické reakce nechcete pfri-
davat vysokou hladinu substratu nebo enzymu, abys-
te reakci zesilili na zjistitelnou droven, protoze to vy-
tvari umeély systém, ktery neodrazi fyziologické pod-
minky a plytva se drahocennymi reagenciemi. Misto
toho chcete, aby vas test byl dostatec¢né citlivy na to,
aby byl proveden v témér fyziologickych podminkach,
C¢imz ziskate biologicky relevantnéjsi udaje. Vysoka
citlivost luminiscence umoznuje kvantifikovat signa-
ly, které by méné citlivé metody nedokazaly odlisit od
pozadi. Co se ale stane, kdyz mate mikrodesticku se
vzorky s rtznou silou signalu? Jak si mdzete byt jisti,
ze detekovany signal z jedné jamky neni castecné
vysledkem silného signalu ze sousedni jamky? Tento
jev je definovan smysluplné neprelozitelnym slovem
,crosstalk”.

Crosstalk mezi jamkami

Crosstalk je minimalizovan neprdhlednosti desticek
a maskovanim nebo izolaci jedné jamky od druhé
pfistrojem v prabéhu ¢teni. Luminiscenéni méreni se
obvykle provadéji na neprihlednych bilych destic-
kach pro maximalnisilu luminiscencniho signalu. Bo-
huzel tyto bilé desticky nejsou zcela svétlu nepro-
pustné. Silny luminiscencni signal v jedné jamce
mUze ovlivnit naméreny signal v sousedni jamce se
slabym nebo zadnym signalem.

Obr. 13
Luminometry
GloMax — flexibilni
feseni pro kazdého
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Obr. 14
Crosstalk je
vedle citlivosti

a dynamického
rozsahu
detektoru
ddlezitym
parametrem pfi
vybéru
mikrodestickove

ho luminometru.

Hlavnim faktorem vyse crosstalku je to, jak dobre
luminometr izoluje signal pravé mérené jamky od
signalu prichazejiciho ze sousednich jamek. Netés-
nost mezi jamkou a meéficim zafrizenim umoznuje
vstup svétla do detektoru a tim ovlivnéni namérené
hodnoty. Chcete-li tento problém obejit, mdzete svdj
experiment navrhnout tak, aby mezi vzorky byly
prazdné jamky. To viak vyrazné snizuje pocet vzorku,
které muzete méfit v jedné mikrodesticce. Elegant-
né&jsim a efektivnéjsim fesenim je pouzit luminometr
s nizsim crosstalkem. Takové luminometry jsou vétsi-
nou vybavené aperturou, ktera zabranuje vstupu svéet-
la ze sousednich jamek k detektoru. Nicméné je vzdy
vhodné dobfe naplanovat i umisténivzorkd na destic-
ce, idedlné se drzet instrukci v technickych manua-
lech k esejim. Pokud bychom napf. negativni kont-
rolu napipetovali do jamky sousedici s pozitivni kont-
rolou, doslo by k velkému zkresleni dat u jakéhokoli
pfistroje.

Je snadné se zamég&rit na citlivost vaSeho testu a za-
pomenout, Ze vysledky testu jsou jen tak citlivé, jak
umozni citlivost pouzitého pristroje. Kombinace cit-
livosti pristroje a testu poskytuje skute¢nou Uroven
detekce vaseho experimentu. Mate-li pfistroj s odpo-
vidajici mirou citlivosti detekce, znamend to, ze
k uskute¢néni experimentld budete moci pouzit
meéneé vzorku, méné enzymu, ¢i méné substratu. Bu-
dete také schopni detekovat méné bunék, nizsi
urovneé transkripce a jemngjsi zmeény v molekularnich
interakcich za témér fyziologickych podminek.

Tabulka 5 Srovndni jednotlivych modeld pristroji fady GloMax

GloMax
luminometry
Promega

GloMax luminometry od firmy Promega jsou multi-
mode readery s nejcitlivéjsi detekci luminiscence na
trhu. Nizké hodnoty pozadi a celkova konstrukce
nasich pfistrojd znamena, ze vysledky detekované pro
kazdou jamku pfistroji GloMax® vam umoznuji pouzi-
vat luminiscencni eseje za témér fyziologickych pod-
minek. Vymeénné clonky pro rdzné typy desti¢ek za-
jistuji redukci cross-talku v sousedicich jamkach. PFi-
stroj ma schopnost automatického nastaveni gainu
pro kazdou jamku zvlast bez nutnosti zdlouhavého
ladéniidealni hodnoty pro celou desticku. Vysledkem
je optimalizovana citlivost pro cely rozsah mérenych
signall, coz zabranuje saturaci detektoru nebo vzniku
faledné negativnich vysledkd v pfipadé slabych signa-
1G. Readery GloMax jsou dostupné v raznych konfigu-
racich. Zakladni Navigator disponuje pouze detekci
luminiscence, modely Explorer a Discover pak i de-
tekci fluorescence a absorbance (viz Tabulka 5).

— Intuitivni ovladani pristroje prostfednictvim
pfipojeného tabletu

— 10-1000x vysSi citlivost a 0 2-3 fady Sirsi linearni
dynamicky rozsah nez u konkurencnich
pfistrojd, nizky crosstalk

— Sveételny signal detekovany prostfednictvim
fotonasobice s nizkou hladinou Sumu

— Automatické nastaveni gainu

— Otevreny systém s prednastavenymi protokoly
pro vsechny luciferazové eseje a bunécné eseje
Promegy

— Kompletni feseni GloMax® - pfristroje, reagencie
i podpora od jednoho dodavatele

GloMax® - model luminiscence fluorescence VIS UV-VIS BRET a FRET
absorbance absorbance
GloMax® Navigator (GM2000/2010) v
GloMax® Explorer (GM3510) v upgrade upgrade upgrade
GloMax® Explorer (GM3500) v v v upgrade upgrade
GloMax® Discover (GM3000) v v v v
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