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Povzetek naloge

V raziskovalni nalogi nas je zanimal prenos krajse enoverizne DNK Vv celico v prisotnosti pozitivno
nabitih proteinov. Kot osnovo smo vzeli oligonukleotid (ODN10104), oznacen s fluorescencnim
barvilom Cy3, in ga celoten eksperiment kombinirali z dvema pozitivno nabitima proteinoma, poli-L-
in poli-D-lizinom.

Proteina smo najprej loceno ustrezno oznadili s fluorescencnim barvilom Cy5. Nezreagirano barvilo
Cy5 smo iz meSanice odstranili s pomocjo gelske kromatografije. Koncentracijo izoliranih in
oCis¢enih oznacenih proteinov smo dolocili z metodo BCA. Za eksperimente in situ smo uporabili
celi¢ne kulture HEK293, HEK293T in celi¢no linijo monocitov MonoMac 6.

V nadaljevanju smo spremljali vnos obeh polilizinov z oligonukleotidom, oznac¢enim s Cy5 ali brez
njega, v celice HEK in celi¢no linijo monocitov MonoMac6. Pri tem smo uporabili mikroskopske
tehnike, pretoéno citometrijo in merjenje aktivacije Tollu podobnega receptorja 9 (TLR9) prirojene
imunosti. Kolokalizacijo polilizinov z oligonukleotidi in receptorjem TLR9 smo spremljali z
mikroskopom. Pri tem smo celi¢ne organele barvali s fluorescen¢nimi barvili ali s fuzijskimi proteini,
oznacenimi s fluorescirajo¢imi proteini. Potrdili smo kolokalizacijo polilizinov, oligonukleotida in
TLR9 v endosomih in lizosomih.

Aktivacijo TLR9 z oligonukleotidi smo preverjali s celicami HEK, ki smo jim vnesli plazmide, z
zapisi za TLR9 in reporterske proteine. Pokazali smo, da dodatek poli-D-lizina ligandu
oligonukleotidu mo¢no zniza aktivacijo TLR9, medtem ko ima poli-L-lizin le slabs$i inhibitorni u¢inek
na aktivacijo TLRO.

Hitrost vstopanja oligonukleotidov v celice HEK in monocite smo spremljali s preto¢no citometrijo.
Celicam HEK in monocitom smo dodali oznacena proteina poli-L- in poli-D-lizin brez
oligonukleotidov ali z oznac¢enimi oligonukleotidi in v ¢asovnih intervalih merili koli¢ino oznacenih
kemikalij v celicah. Pokazali smo, da polilizina v prisotnosti oligonukleotida vstopata hitreje v
monocite kot v celice HEK. Pokazali smo tudi, da oba proteina izboljsata vnos oligonukleotidov v
celico.

Dodatek pozitivno nabitih proteinov izbolj$a uéinkovitost vstopanja enoverizne DNK v celico.
Ugotovili smo tudi, da poli-L- in poli-D-lizin vsaj deloma zas¢itita oligonukleotida pred delovanjem
deoksiribonukleaz v endosomih, vendar zavirata vezavo oligonukleotida na TLR9, s ¢imer zmanj$ata
odziv celice.



N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

Research summary

In this research work, we were focusing mainly on the transport of single-stranded DNA into the cell
with the help of positively charged proteins. As a base for cellular transport, we took an
oligonucleotide (ODN10104) marked with Cy3 fluorescent dye and combined it throughout the entire
research with two positively charged proteins, poly-L (PLL) and poly-D-lysine (PDL).

First, we separately marked the two proteins with Cy5 fluorescent dye. Unreacted dye was removed
with the help of size exclusion chromatography. The concentration of eluted proteins was determined
with the BCA analysis method. For in situ experiments, HEK293, HEK293T and MonoMac 6 cell
cultures were used.

Afterwards we monitored the cell's (Macrophages and HEKS) intake of PLL and PDL with or without
Cy3 marked ODNSs. Here, we were using microscopy techniques, flow cytometry and measurement of
Toll-like receptor 9 (TLR9), active in innate immunity. Colocalization of PLL and PDL with ODN
and TLR9 receptor was monitored with a microscope. In this process, we dyed different cellular
organelles with fluorescent dyes or fusion proteins marked with fluorescent proteins. We confirmed
the colocalization of PLL, PDL, ODN and TLR9 in endosomes and lysosomes.

Activation of TLR9 with ODNs was checked in HEK cells, which were transfected with plasmids,
carrying the information for TLR9 and reporter proteins. We showed that the addition of PDL ligand
to ODN dramatically lowers the activation of TLR9, whereas PLL exhibits only a minor inhibitory
effect on activation of TLR9.

The intake speed of ODNSs into HEK cells and macrophages was monitored via flow cytometry. The
cells were added the PLLs and PDLs with or without ODNs and measurements of marking chemicals
in the cells were taken in designated time intervals. We showed that PLLs and PDLs with ODNs enter
into the macrophages faster than into the HEK cells. We also concluded that PLLs and PDLs improve
ODN internalization.

The addition of positively charged proteins improves the efficiency of single-stranded DNA
internalization. We also concluded, that PDL and PLL at least partially provide protection from
deoxyribonuclease activity in endosomes, however they also inhibit the binding on TLR9 receptor,
consequently decreasing the cell's response.



N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

Kazalo vsebine
POVZETEK NAIOYE . ceeenneereeeeriieeeernnnereeeesssessssssnseeeesssssessssssnseesssssssssssssssssesssssssssssansssssssssssssssnnnnes 3
RESEAICN SUMMIAIY ..euviiiiiiireiiiiineeiiiintessissseesssssssesssssssnessssssssessssssnsssssssssesssssssessssssssssssssssanss 4
I A F= L0 =T 0 [ - PR 10
2 1 0] 4 - 10
2.1 Pozitivno nabita proteina poli-L- in poli-D-lizin se veZeta na krajSe segmente enoveriZne
deoksiribonukleinske kisline (oligonukleotide ODN) ......ueeeriivueeiiiinereiiisineeninnnneensssnneesssnnne 10
2.2 Proteina poli-L- in poli-D-lizin izbolj$ata prenos oligonukleotidov v celico............ccceuu.e. 10
2.3V celici je polilizin brez ODN ali z njimi v endosomih in lizosomih, Ki vsebujejo receptor
TR ettt s ieesrree s see e s s s s sanesssssanesssssanaesssssnnessssssnnesssssnneesssssnsesesessnsesssssnnsesesssnnanasns 11
2.4 Razgradnja poli-L-lizina v endosomih je klju¢na za spros¢anje ODN in aktivacijo
[CTotcT o] (o] o T W I I 3 RSP PRRPR 11
2.5 Poli-D-lizin inhibira aktivacijo receptorja TLRO ...cccccceviivieeiiiisnerinnisneesnsnneesssssseesssssnnes 11
3 TeoretiCni del.....ccceueueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieereeeseee s resresesssssessseessnssssssssssssasasnnssssssssssnnns 12
3.1 Prirojena imunost in vlioga pri ocbrambi pred patogeni ...eeeeeeeeeeccecsseeeeeeeeseccecsssnneeeeesseseenns 12
I = L Tor=Y o] o] o RN I 0 OO RPPTPON 12
3.3 Ligandi receptorja TLRO ...cii i creereeeetieccccrenreeeeesescessssnneeeesssssessssssnsesssssssssssssnssssssssssssnns 13
3.4 Lokalizacija receptorja TLR9 in vNOS IgandOV .....cccccevveereereeniccssssenneeeessscsesssnseeeesssssennns 13
B IR = 00 [0 To] 1 0.2 U 14
BTGB |74 T N 17
3.7 Fluorescenca in uporaba fluorescenénih barvil..........cccoiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 17
3.8 U¢inek dusenja fluorescence (angl. quenching effect) ....cccevvcereeeiiiiicriicnnneeniniicssssnenneeeennns 18
3.8.1 Forsterjev prenos resonancne energije (angl. Forster Resonance Energy Transfer — FRET)
...................................................................................................................................................... 18
3.8.2 Mehansko oz. kontaktno dusenje flUOTESCENCE .......c.eevveeruieriiriiiiiieieeeeeeee e 19
R I O 11631 T30 11 N 19
3.9.1 Cloveske embrionalne ledvi¢ne celice 293 (angl. Human Embryonic 293 cells — HEK293
(o1 | ) IR U SRPURURRRSRI 19
3.9.2 MONOCItE MONOMACH ........c.eieiiiiiiieiitetete ettt 19
4 TeoretiCne 0SNOVE MELOd .......cceveeeeeniiiiiiiiiiiiennniiiiiiiiiiieeesmmsiiimiiiiessssssmiemssesssssssssss 21
4.1 Proteinska analiza BCA ......civiiiiiiiiniitiniitinie et ssssesessesssesssssesssssessssnees 21
4.2 TraNSTEKCIAuureeeeiiieerrranrnreieiiiiessissnnreesessiessssssnsenessssssssssssnnseesssssssssssanseasssssssssssnnssssssssssssns 21
4.3 Gelska Kromatografija....eeeeeeeeecsrescneeeeiiiessssscneneeesissssssssnnnessssssesssssnnssessssssssssssnssssssssssssses 22
4.4 Fluorescenctna SPeKtroskopija.....ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinessessnsssssssseseesssessssenen 23
R I (o]} =T = VA (T 24
4.5.1 MEITEV @KEIVACITE ...vveveeieeeieie sttt ettt ettt st e e sse e e e s teesaensessaensesneenseneas 25
4.5.2 AKEVACITTE TLRO ...oeiiiiiiciee ettt sttt ettt ae s teesaentesseensesneenneneas 26
4.6 Pretofna CitOmMetrija ......coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin s essse s s s ssssssssssssssesens 26
S5 PraktiCni del.....ccoiiiieeeeeiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiinieesssiiiiiiiessssssssiiiiieesssssssssssssssssssssssns 28
5.1 Delo z gensko spremenjenimi organizmi in varnostni POStOPKi .....ceeeveevueerisisneessssinnennnens 28
5.2 Delo s celi¢nimi Kuurami ........coovviiiiiiiiiiiiiiiinnnnsssssssessnssssssssssssssssssssssens 28
5.3 Priprava oznacenih poliliZinov..........cccovviiiieeriiiiiiiiiiinietiiicnrr e 29
5.4 Zasledovanje endocitoze Z MIKroSKOPOM ......ceeiiiiiiiiiiinisnnnneniiiniisessiensssisssssssssssssssses 31
5.5 Transfekcija TLR9 in preverjanje aktivacije z merjenjem lUMINESCENCE ....ccvvuurrrerrrrrinnee 31
5.6 Zasledovanje endocitoze s pretocnim citOmMetrom ..........cccceeeiiiicisisennreeeiiiiiisnninneeeeiinnnn, 33
5.7 Uporabljene snovi, pripomocki in celi¢ne Kulture ..........cccoevvueeiiiiieeiniiiineeiniineecnninieeennens 35
LGB =4 | | 7 38
6.1 Oznacevanje poli-D- (PDL) in poli-L-lizina (PLL) z barvilom Cy5 ......ccccceeieivvnenneiiiininne 38
6.1.1 Oznacevanje PLL in PDL ter locevanje oznacenih proteinov z gelsko kromatografijo...... 40



N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

6.1.2 Dolocanje prisotnosti barvila v frakcijah po eluciji iz gelske kromatografije..................... 40
6.1.3 Dolocanje koncentracije ProteiNOV .........ceereereereereeriteerieesieesee st st et e e e e sreesmeesaeeeneens 40
6.1.4 Fluorescencne lastnosti barvila Cy5 po vezavi na polilizin...........cceceeveeieeneeniensiennieeniene 41
6.1.5 Ucinek razgradnje proteina na intenziteto fluorescence — ucinek dusenja fluorescence..... 42
6.1.6 Ocena izgub pri procesu oznacevanja PLL in PDL.........cccooiinieiininieneeeeeeecneene 42
6.2 PoloZaj polilizinov in oligonukleotidov v celici .........ccoovuerrririiiiiisisenreeeiiiiiiiineneeenininnns 43
6.2.1 VStOP POHZINOV V CEIICO.....ueiiiiiietesteteeeee ettt 43
6.2.2 Sledenje end0oSOMSKE @KEIVNOSTE ......ccververieieieieieeieeest et 43
6.2.3 Kolokalizacija ODN in POHTZINOV ........cceviiieiiiririnieresereieeeee e 44
6.2.4 Prisotnost PDL/PLL v celi¢nih strukturah............ccccoeveiiiiicieiiie e 44
6.3 Aktivacija TLR9 in razporejanje TLRO S PDL/PLL w..ciivivveeiiiisereiiiineeensineenssneeesesnees 45
6.3.1 Prostorska porazdelitev receptorja TLRO in pOlHZING.......cccovevieiririnininereicieieeeene 47
6.4 Hitrost vstopanja polilizina in ODN v celice HEK293T in makrofage MonoMacé............ 52
6.4.1 Dolocitev Meritvenega ODIMOCTA . ...cuervireerrerririerie ettt st s s eee e 52
6.4.2 ODN v prisotnosti proteinov PDL in PLL stimulira celicno Smrt.........ccccceeveveeerveercreeennnen. 53
6.4.3 Primerjalno merjenje endocitoze pri HEK293T in makrofagih..........cccccoovvevevieieiienennee, 54
7 ANALIZA FEZUITALOV ..eeiviueeeiiieeiiittiniiteieeeneesr e as e s s ane e 58
7.1 Pozitivno nabita proteina poli-L- in poli-D-lizin se veZeta na krajSe segmente enoveriZne
deoksiribonukleinske Kisline (oligonukleotide ODN) ....cccccvvveereeriericccssrneeeeesssesesssnneeeessssseenns 58
7.2 Proteina poli-L- in poli-D-lizin izbolj$ata prenos oligonukleotidov v celico...........ccceeuuuees 58
7.3V celici je polilizin brez ODN ali z ODN v endosomih in lizosomih, ki vsebujejo receptor
LI 58
7.4 Razgradnja poli-L-lizina v endosomih je klju¢na za spros¢anje ODN in aktivacijo
[ETolcT o] (o] o T W I I 3 R UPURR 59
7.5 Poli-D-lizin izbolj$a vstopanje ODN v celice in inhibira aktivacijo receptorja TLR9....... 59
7.6 Komentar o celi¢ni toksiénosti poli-L/D-1iZINa .....ccovvevveiiiiiiiniiniineenininsneninneeessssseessnns 59
8 Razprava: Problematika barvno slepih in s tem povezana predstavitev rezultatov
ZNANSEVENEUA U8 uuuereeeiiiiiiiiiirnreeeeeietiiiierssnneeeeeseessesssssnnseeessssssssssssnnnssansssssssssssnnnnnasenes 60
8.1 BarVNa SIEPOTA ceeeieeeenrrreiiiiieessinnereeresieessssenteeeeesssssssssnnnseessssssssssnnseensssssssssssnnnasessssssssns 60
8.2 Problemi pri priKazu reZUIatoV.......cceeiieerrnricneeeeeiisiessssnnseesessiesssssnssesessssssssssnsssssssssssssns 60
8.2.1 SploSni Problem PEICEPCIIE .eeveerrreriirririierieereertesresrreesteeseeseesssessesseesseesseessessseessesssenns 60
8.2.2 RdecCe-zelena in MOAra BS .........c.coiiiriiiiieieieeeeeseses ettt 60
8.3 Predlogi Za reSiteV teZaV......cciviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinienenesnesnesssssesesssssesssssssssssssssssssssssssens 61
8.3.1 Uporaba vzorcev za prikaz grafov in SHK.........ccooieieiiiieececeeeeceee e 61
8.3.2 Uporaba nadomestNiN DAV ..ottt st 62
8.3.3 Uporaba novih barvnih KOMBINACH] .......cceeeveiuieiiiiceeiectecec et 62
8.3.4 Spremenjen nacin govorne predstavitve rezultatov .........ccceevveevinircenenensneece 63
L 221 | T 63
O AT T I L =T =N LU - 64
OIS T T o= T | - 64
01 T T 64
L1 PrilOgE ceueeueeeeeeiiiiiiiiinssnneeeneissiiessssnnssesssssssssssssnsssssssssssssssssnssasssssssssssssnnssassssssssssssnnnns 66
0 o 0] (0] ] N 66
11.1.1 Protokol I: Red¢€enje gojis¢ celic HEK in precepljanje v 8-well Skatlice.........ccccevvreenens 66
11.1.2 Protokol II: Priprava oznacenih poliliZinOv..........cceeererienienienieieieeineneseseseeeeeeeeeeee 68
11.1.3 Protokol I11: Kromatografija obarvanih proteinov in merjenje absorbance ...................... 69
11.1.4 Protokol IV: Umeritvena krivulja za proteine in merjenje absorbance ...........c.ccecoeeueneee. 70
11.1.5 Protokol V: Merjenje TIUOIESCENCE........cccuveiveceeciecte ettt et 71
11.1.6 Protokol V1. Proteazna cepitev poli-D/L-lizinov s proteinazo K..........ccocevvevenerieinennnn. 72
11.1.7 Protokol VI1: MiKrOSKOPITANJE ....ccveeverieeeeeiecieeterieeeeste sttt st ae s 74



N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

11.1.8 Protokol VIII: Lipofektaminska transfekcija TLRO ........cccvvvvevieiiiciereceeeceeeee e 76
11.1.9 Protokol IX: Aktivacija transfekciranih celic in merjenje luminescence ..........ccccoeeueneee. 78
11.1.10 Protokol X: Cepljenje celi¢nih kultur na mikrotitrske plosc¢e (24-well).........cceeevvneeneee. 80
11.1.11 Protokol XI: Zasledovanje endocitoze proteinov in ODN s preto¢nim citometrom ....... 81
11.1.12 Protokol XII: Lipofektaminska transfekcija 8-well mikroskopirnih plos¢...................... 83

Kazalo slik

Slika 1: Vezava ODN S POIHZINI ..ccuvceiiiiceieieseeeseeeee ettt sttt sre e 10
Slika 2: INternalizaCija ODN .........cocooerieieieieeeiee ettt sb e sb e bt sne s n e enea 10
Slika 3: Zas¢ita ODN Pred DNAZAMI ..cccveeiiieeriieeiiieesieeenieesieesseeesieessieeesieeessaeesssseesssesssseessssessssseesns 11
Slika 4: Receptor TLR9 z vezavnimi mesti Za DNK .........cccoiiieieiiieeeseeee sttt 11
Slika 5: Zgradba receptorfa TLR .....oo ettt 12
Slika 6: Model vezave DNK na dimerni receptor TLRO.........ccoveieviiieececee e 13
Slika 7: Graficni prikaz vseh opisanih tipov endoCitoZe .........cocuerieeiiiiiieiniinieeeeeeeeee e 14
Slika 8: Slika elektronskega mikroskopa periferije CeliCe ..........ovviririrenieieiereseeeeeeeee 15
Slika 9: Prikaz endocitiCnih transportnih POti........cecveeiueereeiieiienieeseesee e 16
Slika 10: StrUKtUra POLi-L-liZINA ....cc.eeeeiiceieeceeec ettt sttt e re e sbn e 17
Slika 11: Jablonski diagram — preprosta predstavitev principa delovanja fluorescence ....................... 17
Slika 12: Struktura barvil CY3 N CY5 ...c.uiieieiieeceeeee ettt sttt e re e sre e s 18
SHKA 13: FRET ..ottt ettt b ettt et ettt e st eb e e b e s be st e s et et eneeneeneens 18
Slika 14: StatiCno KVENCANJE .....cecverreeierieeieeiiesieetesie sttt sttt ettt et bbb esee b sae et e sbeeanenees 19
Slika 15: Celi¢na kultura HEK293T, Ki je bila izpostavljena poli-L-lizinu...........ccccovevveverveveneenenne. 19
Slika 16: MaKIOTag MIST...ccoueeieiiiiiieeieeitiee ettt sttt ettt st st sttt e e b e sbeesbeesaeesneeenneens 20
Slika 17: BiKiNKONINSKa KISIING.........ccerieieriieieiesteeie ettt nees 21
Slika 18: Poenostavljen prikaz lipofektaminske transfekCije.......ccoovveevineccieiiciececeeece e, 21
Slika 19: Lipofektaminski reagent za transfekCijo .......ooiieeviiiicceieceeececee e 22
Slika 20: Princip delovanja gelske permeabilne kromatografije.........cccoveeverieceeninieceseeeeeeen 22
Slika 21: Sodoben aparat za gelsko Kromatografijo.........ccceecevieieiiiiecececee e 23
Slika 22: Shema delovanja flUOTOMELIa .......cc.ecveeieciicieeceeee ettt sre e 24
Slika 23: SOA0DEN FIUOTOMETET .......ceeieiieiirieeterterte ettt ettt ettt 24
Slika 24: LUCITEIazZNa FEAKCIA.....cveiveeeeiticeieie sttt ettt ettt et e s te et e st e e be s te et e sbe e s e stessaebesreensenes 25
Slika 25: Priprava raztopin za meritev aktivacije TLRO .......ccccovecevireererecee e 25
Slika 26: Princip delovanja pretofnega CItOMELIA .......ccveerveereeriieriieerieereeseestesseeseesseesseesseessesnsessseens 27
Slika 27: Sodoben pretocni citometer na Kemijskem institutu v Ljubljani..........ccccovvvvenineenineneenne. 27
Slika 28: Shematski prikaz nastanka gensko spremenjene rastline s pomo¢jo kulture Agrobacterium 28
Slika 29: GOjJitVeNa POSOUA T75.....iciieiiieeieiereeie sttt sie sttt et et e s teestesbesseetesseensessesseensesseensenns 28
Slika 30: Uporaba multikanalnih PIPeL.........coviueeiiiecce ettt st 29
Slika 31: Prikaz tehtanja na analizni teNtNICH .........cccoeeeiieieicee e 29
Slika 32: Shematski prikaz merjenja absorbance frakcij obarvanih proteinov .........c..cceeeveveveennenne. 30
Slika 33: Fluorometer LS55 na Kemijskem inStitutu v Ljubljani ........ccccoveceeveneecenencnineeeneeeene, 30
Slika 34: Spektrofotometer SynnergyMX proizvajalca BioTeC........cccveveveeieniieienieceeieceeeee e 31
Slika 35: Fluorescen¢ni laserski mikroskop Leica TCS SP5 na Kemijskem inStitutu v Ljubljani ....... 31
Slika 36: Genetski laboratorij na Kemijskem institutu v Ljubljani........cccceccevvreecenincnnecscneneene, 32
Slika 37: Lipofektaminski reagent proizvajalca INVItrogen .........ccoceveecieeeeienieeereseee e 32
Slika 38: Mikroskopirna $katlica pod mMiKroSKOPOIM .....ccceiveiiiiriiiriiiinie et eee e seeens 33


file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463947
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463949
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463950
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463951
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463952
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463953
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463954
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463955
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463956
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463957
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463958
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463959
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463962
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463963
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463964
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463972
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463973
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463974
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463975
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463976
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463977
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463978
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463979
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463980
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463981
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463982

N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

Slika 39: Shematska razporeditev reagentov pri zasledovanju endoCitoze ..........ccccvvveeveeveneesieseeennnn, 34
Slika 40: Pretocni citomer CYFIOW SPace.......cvevveririeriiiirienieiesese ettt s 34
Slika 41: Prikaz celotnega postopka oznacevanja PLL in PDL ter ¢iS¢enja oznacenih proteinov........ 39
Slika 42: Porazdelitev polilizina v celici j& tOCKOVNA ....cc.eeriiriiriiiiiieierieec e 43
Slika 43: Prikaz turkizno obarvanih endosomov v notranjosti CeliC..........coevveeeininenenencniciceeeene 44
Slika 44: Polilizin in ODN sta pogosto Vv istih veziklih znotraj CeliC.........ccceovevervirineninineeieeeeee 44
Slika 45: Polilizin po endositotski poti prehaja Vv liZOSOME .......cccevvevveecienieeierieceereseee e 45
Slika 46: Receptor TLR9 je v istih razdelkih Kot POlliZin............ccooeiinineniiiicceeeeee 47
Slika 47: Zgodnji endosomi vsebujejo receptor TLRO in POHHZIN c..c..covevveiiiiieininecceceeee 48
Slika 48: TLR9 in PLL sta tudi v FYVE-pozitivnih endoSomih..........ccccoeveveviiieneieeeseeeeeeee 48
Slika 49: Lokalizacija receptorja TLR9, PLL in ODN v LC3-pozitivnih lizosomih je redka .............. 49
Slika 50: Receptor TLRO je v istih obmocjih kot poli-D-HZiN. .......cccccevererieiiiiniiineeceeeeee 49
Slika 51: Zgodnji endosomi vsebujejo receptor TLR9 in poli-D-lizin.........cccocvevveveiiecenieececee, 50
Slika 52: TLR9 in PDL sta tudi v FYVE-pozitivnih endoSomin .........cccoevieiieininininnccceeeene 50
Slika 53: Lokalizacija receptorja TLR9, PDL in ODN v LC3-pozitivni lizosomih je pogostejsa........ 51
Slika 54: Toc¢kovni graf stranskega in direktnega sipanja celic po dodatku pufra PBS.............cccc.c..... 53
Slika 55: ODN v kombinaciji s PDL in PLL stimulira celi€no SMrt..........ccccevereerenenieenenieenenenseenne 54
Slika 56: Internalizacija kombinacije polilizina in ODN pri celicah HEK293T .........cccoveveiieiienennene 55
Slika 57: Internalizacija ODN in polilizonov, oznacenih s fluorescen¢nimi barvili, pri monocitih
Vo] a0 = Tod TSROSO 56
Slika 58: Celice z dodanim PLL (Cy5) (magenta) in ODN (Cian) ........ccoeeeevievieeeenienteeceseeeesie e 58
N I 5] VT 4 b 1) 11 SRS 59
Slika 60: Tipicen fluorescencni MIKTOZTAT.........ccervirieiirieiereeee e e 61
Slika 61: Razli¢no zaznavanje obarvanosti tipi¢nega fluorescen¢nega mikrografa pri razlicno barvno
SIEPIN POSAMEZNTKIN ...ttt sttt ebe s 61
Slika 62: Primer dobrega in slabega grafa...........cccooveeeiiiieeceeecee e 62
Slika 63: Primer mikrografa, obarvanega Z Magento .........ccecereeeeerirreesieneeeerieseesieseeeeesiesseesaeseeenee e 62
Slika 64: Preglednica primerov barv, Ki jih barvno slepi lahko zaznajo.........ccccecevvvveceneneencceeene, 62

Kazalo tabel

TADRIA 11 PUTTH .ttt b ettt et e b s bbbt ettt eneeneens 35
Tabela 2: GOJISCNE MESANICE ......eecvirrireerriiieereete ettt st s se e sr e e s e e e nesre e e 35
Tabela 3: Druge KEMIKAIIE .....cc.veverieieeciee sttt st te s e b sre e e 35
Tabela 7: CeliCNe KUITUIE .....veevuieriiirieniisieeieeseesieestte st stestessteesteesaeesaeesasesabessbeesbaesseesseessnesnsesnsesnsenns 37
Tabela 8: Absorbanca pri 280 nm in 650 nm frakcij proteina po gelski kromatografiji ....................... 40
Tabela 9: Podatki za Umeritven KriVULJO ........c.eecveiieieiecee ettt 41
Tabela 10: Koncentracije proteinov v frakcijah po gelski kromatografiji ...........ccoovvvevevenceeniieennne, 41
Tabela 11: Izracun izkoristka ¢is€enja polilizinov, konjugiranih z barvilom Cy5.......cccccoovveecireennene. 43
Tabela 12: Rezultati luminiscenénih meritev za celice HEK293 .........cocvvviiiiiiiiniiencenennecccieeiens 45
Tabela 13: Rezultati luminiscenénih meritev za celice HEK293T ......ccccovevivviiiiiniieneinennienieeieeniens 46
Tabela 14: Barvila, uporabljena pri mikroskopiji TLR9-transfekciranih celicah ...........ccccoccoeieenen. 47
Tabela 15: Prikaz razli¢ne obarvanosti napisov pri razli¢no barvno slepih posameznikih................... 61
Tabela 16: Primeri vida barvno slepih rdece-zelene barvne KOmbinacije.........cocevvvvevevesveneseennne, 63
Tabela 17: Primeri vida barvno slepih cian-magentne barvne KOmbinacije .........cccovvevevencenencenenne. 63


file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382463984
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382464002
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382464003

N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

Kazalo grafov

Graf 1: Umeritvena KIVUIJA .......cc.oovirieieieieees ettt 41
Graf 2: Emisijska spektera s Cy5 oznacenih polilizinov pri vzbujanju s svetlobo valovne dolzine 646

10 1S 42
Graf 3: Spreminjanje fluorescence PDL/PLL v odvisnosti od ¢asa ob aktivni proteinazi K ................ 42
Graf 4: Prisotnost PDL popolnoma inhibira aktivacijo TLRO .......ccccccevereiieieininirereeeeeeeene 46
Graf 5: Prisotnost PDL popolnoma inhibira aktivacijo TLRO .......ccccoevireriiininnevencceeeeeeene 46
Graf 6: Delez pozitivnih celic v odvisnosti od ¢asa inkubacije celic z ODN in/ali polilizini............... 57
Graf 7: Delez pozitivinih celic 18 ODN .......coiiiiriieiiiieeeeee e e 57
Graf 8: Graf hitrosti internalizacije pri monocitih MONOMACE ............coeveieiieirinineneceeeeee 58
Graf 9: Prikaz grafa jakosti aktivacije pri celicni liniji HEK293 ..o 59


file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382464362
file:///E:/4Vpliv%20pozitivno%20nabitih%20proteinov%20na%20internalizacijo%20eksogene%20DNA%20-%20KONČNI%20POPRAVKI2.docx%23_Toc382464363

N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

1 Namen dela

Tema raziskovalne naloge je ugotoviti, ali pozitivno nabiti proteini izboljSajo prenos enoveriznih
oligonukleotidov (ODN) v celico. ODN predstavlja ligand receptorja TLR9, ki bi ob uspe$nem
prehodu v celico aktiviral receptor TLR9 in izboljsal imunski odziv celice.

Rezultate bi torej lahko uporabili tudi z drugimi oblikami zdravljenja, ki za svoje uc¢inkovito delovanje
potrebujejo aktivacijo receptorja TLR9. Ta v celici sprozi specificen odziv.

2 Hipoteze

Na podlagi znanja o enoverizni DNK, pozitivno nabitih proteinih in endocitozi smo si v sklopu
raziskovalne naloge postavili naslednje hipoteze:

1. Pozitivno nabita proteina poli-L- in poli-D-lizin se veZeta na kraj$e segmente
enoveriZne deoksiribonukleinske kisline (oligonukleotide ODN)

Ker sta poli-L-lizin (PLL) in poli-D-lizin (PDL) pozitivno nabita proteina, sklepamo, da se bo
negativno nabita enoverizna DNK vezala na protein preko ionskih vezi (slika 1).

H = O

o, TTT, -
f\\\.'-"_\.\“ RSPt
“ﬂl.'\.'

Slika 1: Vezava ODN s polilizini. Razlika v naboju pozitivnih proteinov in negativne DNK omogo¢i vezavo. (Avtor: J.
Gojznikar)

2. Proteina poli-L- in poli-D-lizin izbolj$ata prenos oligonukleotidov v celico

Predvidevamo, da PLL ali PDL pospesita prenos oligonukleotidov v celico (slika 2), s tem ko tvorita
proteinsko-nukleinski kompleks, ki nevtralizira negativni naboj oligonukleotidov.

R supi. AN - P

Slika 2: Internalizacija ODN. Predvidevamo, da PLL in PDL pospeSita prenos DNK v celico, torej je je v istem ¢asu
veé, kot bi je bilo brez proteinov. Endosomi so zaradi preglednosti prikazani samo shematsko. (Avtor: J. Gojznikar)
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3.V celici je polilizin brez ODN ali z njimi v endosomih in lizosomih, ki vsebujejo
receptor TLR9

Ker proteina vstopata v celice z endocitozo, lahko sklepamo, da sta polilizina brez ODN ali z njimi v
endosomih in lizomosomih, ki vsebujejo receptor TLR9.

Domnevamo tudi, da tvorba kompleksa med oligonukleotidom in PLL/PDL za$¢iti oligonukleotid
pred razgradnjo z encimi deoksiribonukleazami, ki so naravno prisotni v endosomih (slika 3).

. 83
e . @ ¢
Y - L OOOS
B ¢ & v
! N

Slika 3: Zas¢ita ODN pred DNazami. Hipoteti¢no PLL in
PDL (vsaj deloma) zas¢itita ODN pred delovanjem
DNaznih encimov v endosomih. (Avtor: J. Gojznikar)

4. Razgradnja poli-L-lizina v endosomih je klju¢na za spro$¢anje ODN in aktivacijo
receptorja TLR9

Sklepamo, da kljub vezavi PLL na ODN ta Se vedno lahko sprozi odziv receptorja TLR9 (slika 4).
Menimo, da se PLL v poznih endosomih razgradi v prisotnosti proteaz in sprosti ODN, ki se nemoteno
veze na receptor TLR9. Proteaze PDL ne razgrajujejo, tako ODN ostane vezan na PDL. V tem
primeru PDL prepreci sprosc¢anje ODN in prepreci aktivacijo receptorja TLRO.

TLR9

Slika 4: Receptor TLR9 z vezavnimi mesti za DNK (Povzeto po: http://www.klinikum.uni-
heidelberg.de/lmmunostimulation.102349.0.html.)

5. Poli-D-lizin inhibira aktivacijo receptorja TLR9

Glede na strukturo PDL sklepamo, da bo zaradi svoje nerazgradljivosti v lizosomih in endosomih
inhibiral aktivacijo receptorja TLR9.
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3 Teoreti¢ni del

3.1 Prirojena imunost in vloga pri obrambi pred patogeni

Prirojena imunost oz. nespecifi¢ni imunski sistem predstavlja prvi obrambni odziv organizmov na
patogene in je, kot ze ime pove, nespecificna. To pomeni, da se celice tega sistema odzovejo na ve¢ino
tujkov v telesu, vendar pa niso sposobne tvorbe dolgoro¢ne imunosti organizma proti dolo¢enemu
tujku (ne prihaja do tvorbe spominskih celic). (Povzeto po: Alberts B., Johnson A., Lewis J. et al.
12008/ Molecular Biology of the Cell. New York: Garland Publishing, Inc., Print.) Ta sistem se
osredotoca na hitrost telesnega odziva na patogen. Nespecificni imunski sistem ima ve¢ vlog v telesni
obrambi, in sicer:

e usmerja imunske celice na mesto okuzbe s pomoc¢jo kemiénih faktorjev;

e aktivira komplementarni sistem, ki spodbuja delovanje protiteles in imunskih celic za
prepoznavanje antigenov in njihovo unicenje;

e prepoznava tuje snovi v organih in tkivih ter jih odstranjuje s pomocjo belih krvnick;

e aktivira pridobljeni imunski sistem;

e omejuje Sirjenje okuzbe.

Celice, ki sodelujejo v nespecificnem imunskem odzivu, so levkociti, med katere spadajo makrofagi,
mastociti, dendritiéne celice in celice ubijalke.

3.2 Receptorji TLR

Tollu podobni receptorji (angl. Toll-like receptors) oziroma TLR je skupina membranskih proteinov s
klju¢no vlogo v prirojenem imunskem sistemu. Delujejo kot receptorji za molekule mikrobnega izvora
in ob njihovi vezavi na TLR ti sprozijo imunski odziv. Najpogosteje so torej izrazeni v makrofagih in
dendriti¢nih celicah, ki skrbijo za zaznavo antigenov v organizmu. Gre za nespecifi¢ne receptorje, ki
prepoznavajo molekule, na splosno prisotne v velikem Stevilu patogenov, a vendar s prepoznavnimi
lastnostmi, s ¢imer se locijo od gostiteljevih molekul.

Danes poznamo 13 sesalskih TLR, od katerih jih 10 najdemo tudi pri ¢loveku. Natanéneje gre za
glikoproteine s stirimi znac¢ilnimi domenami: ektodomena oz. z levcini bogata regija (angl. leucin-rich
region — LRR), domena, ki je v zunajceli¢nem prostoru in lumnu veziklov, transmembranska regija, i
zaseda membranski del, in citosolna domena oz. domena TIR, ki sega v notranjost celice (slika 5). Za
vezavo ligandov skrbi ektodomena, prenos signala za sprozitev imunskega odziva pa sprozi citosolna
domena.

Zunajcelicni prostor/
Lumen veziklov

__ +<— N-terminalna regija
EKTODOMENA

(LRR domena)

C-terminalna regija

Transmembranska B QQOOQQ OOQQOOOQOQIOOOQQQOO

regila L_ 000000 B 000000000000000000
CITOSOLNA \/ )

DOMENA - Citosol

(TIR domena) L

Slika 5: Zgradba receptorja TLR. Ektodomena v obliki podkve §trli v
zunajceli¢ni prostor in veZe antigene. Signal se prenese preko
transmembranske regije v citosolno domeno, ki je pomembna za
nadaljnjo signalizacijo.
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Pri povrsinskih TLR je ektodomena v zunajceli¢énem prostoru, pri endosomalnih/znotrajceli¢nih TLR
pa je ta v notranjosti endosomov. Ker bomo s TLR preverjali stopnjo in u¢inkovitost endocitoze, se
bomo v svoji raziskavi osredotocili na endosomske TLR. Mednje pristevamo TLR3, TLR7, TLRS in
TLRY, ki zaznavajo vecinoma nukleinske kisline patogenov po vstopu v celico. Dvoverizno RNA
aktivira TLR3, enoverizno RNA TLR7 in TLR8, TLR9 pa prepoznava enoverizno nemetilirano DNK.
Pri tej zaznavi lahko pride tudi do napak, kadar receptorji namesto eksogenih veZejo sebi lastno,
endogeno DNK kot posledico avtoimunskih bolezni.

Nasa raziskava se osredoto¢a na endocitozo eksogene DNK, torej bomo koli¢ino ODN, ki ni prisla v
stik z DNazami, dolo¢ili z aktivacijo receptorjev TLR9. Zaznava TLR9 poteka v dimerni obliki, kjer
sta za vezavo ODN pomembni dve vezavni mesti na C- in N-terminalu (slika 6). Ta model vezave je
trenutno edini veljavni, vendar znanstveniki menijo, da je napacen.

Wom 4
Solde .
3 TP K ‘@ gt
TED sl
e
A LA
Ay

C - terminalno A%

vezavno mesto  y tq,{\ N - terminalno
& e vezavno mesto
Slika 6: Model vezave DNK na dimerni receptor TLR9

Veliko pomembnih faktorjev za uspe$no vezavo liganda na TLR9 je odvisnih tudi od same ODN. Za
humani TLR9 so pokazali prepoznavanje enoverizne DNK s citozin-fosfat-gvanozin motivi (CpG),
Stevilo katerih naj bi bilo priblizno od dva do $tiri v razmiku dveh nukleinskih baz (po moznosti
timinov). Optimalno zaporedje nukleinskih baz je GTCGTT, kjer se nemetilirana DNK veze
neposredno na TLR9, metiliran citozin znotraj prikazanega motiva pa lahko povzro¢a zmanjSanje
interakcije ODN s TLR9. Do vezave pride v kislem pH (v obmo¢ju 5.0-6.5), ta pogoj pa je izpolnjen
Sele v poznih endosomih ali lizosomih. Dvoverizna DNK pri TLR9 v primerjavi z enoverizno sproza
le Sibko interakcijo.

3.3 Ligandi receptorja TLR9

Za aktivacijo receptorja TLR9 smo uporabljali ODN. ODN oz. oligodeoksinukleotidi so enoverizne
sinteti¢no pridobljene molekule DNK. Po navadi se oznacujejo tudi kot CpG ODN, saj vsebujejo
ponavljajoce se motive iz citozin deoksinukleotida (C), temu sledi gvanin deoksinukleotid (G), oba pa
sta medsebojno povezana z fosfodiestrsko vezjo (p). Ce so ti motivi CpG v molekuli ODN prosti oz.
nemetilirani, jih lahko uporabljamo kot imunostimulante, kar smo izkoristili tudi v svoji raziskovalni
nalogi.

3.4 Lokalizacija receptorja TLR9 in vnos ligandov

Receptor TLR9 v celici upravlja vlogo receptorja virusne in bakterijske DNK, torej mora biti v celici
na taksni lokaciji, da bo imel dostop do molekul DNK patogenov in hkrati ne bo prepoznaval lastnih
DNK. Receptor TLR9 je zato lokaliziran vec¢inoma v intraceli¢nih predelkih, povezanih z vstopom
novih snovi v celico, kot so endosomi, in predelkih, preko katerih poteka celi¢ni transport, kot na
primer endoplazemski retikulum. ODN v celico vstopijo z endocitozo, torej uvihovanjem celi¢ne
membrane, kar je opisano v naslednjem poglavju. Posledi¢no so tudi ODN v endosomih, kjer lahko
zaradi opisanih motivov CpG sprozijo imunski 0dziv, s tem jih lahko zaznamo in dokazemo v celici.
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3.5 Endocitoza

Neposreden prenos v celi¢no notranjost preko plazmaleme (sestavljene iz fosfolipidnega dvosloja) je
mozen samo pri majhnih polarnih ali nepolarnih molekulah, kamor ioni niso vsteti. Makromolekule, ki
so velikokrat polarne in torej ne morejo prehajati preko hidrofobne cone plazmaleme, celice
internalizirajo s pomocjo energijsko odvisnega procesa uvihovanja celicne membrane okoli
makromolekul,  imenovanim  endocitoza. = (Povzeto  po:  Wikipedia —  Endocytosis:
http://en.wikipedia.org/wiki/Endocytosis. Dostop: 25. 10. 2013.) Razli¢ni tipi internalizacije (zacetne
faze endocitoze) se med seboj razlikujejo glede na vrsto materiala, ki vstopa v celico.

Poznamo tri osnovne tipe endocitoze (slika 7):

1. Fagocitoza — proces, pri katerem poteka internalizacija trdih delcev, v premeru vecjih od 0.75 pm.
Mednje spadajo mikroorganizmi, prasni delci, pri poskodbah nastali celi¢ni ostanki in tudi apoptoticne
celice, v katerih fagocitoza poteka ve¢inoma pri dendriti¢nih celicah. Je edini tip endocitoze, pri kateri
se plazmalema izviha in tvori psevdopodije, nastali vezikli pa se imenujejo fagosomi.

2. Pinocitoza — proces, pri katerem poteka internalizacija tekocin. Zacne se z izrazitim uvihanjem
membrane do tvorbe manjSega Zepka, ki se zakljuci in odcepi v notranjost celice, pri emer se zajame
vecja koliCina zunajceli¢ne tekocine z velikim Stevilom molekul. Polnjenje pinocitosomskega vezikla
je nespecific¢no.

3. Receptorsko posredovana endocitoza — proces, pri katerem poteCe internalizacija specifi¢nih
molekul. Ta lahko poteka na mestih celicne membrane, na kateri je poveCana koncentracija
citosolnega proteina klatrina, imenovanih tudi klatrinske jamice. V njih so skoncentrirane receptorske
molekule, ki so usmerjene v izvenceli¢ni prostor. Ko se nanje veze zadostna koli¢ina specifi¢nih
ligandov (transferin, rastni hormoni, protitelesa itd.), potece klatrinsko posredovana endocitoza,
nastane pa s klatrinom prekrit vezikel.

Endocytosis
Phagocytosis Pinacytosis Receptor-mediated
endocytosis -
= * solid particle ] * -
. - * B m
- *

Y
. * . Recent
Pseudopodium Coated pit eceptor
@ Coat protein
Phagosome Vesicle

(food vacuole)

Coated vesicle
Slika 7: Grafi¢ni prikaz vseh opisanih tipov endocitoze (Povzeto po:
http://wpcontent.answcdn.com/wikipedia/commons/thumb/1/1a/Endocytosis types.svg/400px-
Endocytosis types.svg.png.)
Po koncani prvi fazi endocitoza preide v endociti¢cno membransko transportno pot od plazmaleme do
lizosomov, kjer poteée kon¢na degradacija, ali pa nazaj do plazmaleme, kjer potece reciklacija. Mozna
je tudi pot do Golgijevega aparata in naprej do lizosomov ali spet ponovna reciklacija v golgiju.
Glavni sestavni deli te transportne poti so endosomi, ki sluzijo kot pomembni sortirni organeli za
vecino internaliziranih molekul. Delijo se na tri osnovne faze (slika 8) glede na cas, ki je potreben, da
jih vezikli s povrsine dosezejo, in seveda glede na prepoznavanje specificnih oznacevalcev.

1. Zgodnji endosomi — gre za dinamicni preplet mikrotubul s premerom okoli 50 nm in veziklov
s premerom do 1 um. Najdemo jih vecinoma v periferiji celic in sluzijo kot prva postaja
endociti¢ne transportne poti. Notranjost zgodnjih endosomov je rahlo kislega pH, kar
pomembno vpliva na disociacijo ligandov od njihovih receptorjev v klatrinsko posredovani
endocitozi.
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Pozni endosomi — ti sprejemajo internaliziran material na poti do lizosomov od zgodnjih
endosomov, fagosomov in veziklov iz trans Golgijeve biosintezne poti. Imajo kisli pH (okoli
5.5) in so vecinoma sferi¢ne oblike, brez prisotnih mikrotubul. Vsebujejo veliko Stevilo
zgoscenih veziklov iz celicnega lumna, kar jih s pomocjo elektronskega mikroskopa naredi
lahko prepoznavne. Igrajo pomembno funkcijo v zadnjem sortirnem koraku, pred vstopom v
lizosome.

Reciklirni endosomi — v vecjem $tevilu so skoncentrirani pri mikrotubulnem organizacijskem
centru in so sestavljeni po vecini iz mreze tubulov. Dolo¢en internaliziran material se lahko
reciklira direktno preko zgodnjih endosomov nazaj v plazmalemo, a vecino reciklirnih
prenosov opravijo reciklirni endosomi.
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Slika 8: Slika elektronskega mikroskopa periferije celice. Vidni
so vsi trije tipi endosomov - zgodnji endosomi (E), pozni
endosomi oz. tudi MVB (M) in lizosomi (L). Zgodnji endosomi so
prepoznavni po ve¢jem Stevilu veziklov, povezanih v mreZo nizke
gostote, medtem ko pri poznih vidimo skoncentrirane vezikle v
sferi. Pri lizosomih veziklov ni na spregled, saj v njih pride do
degradacije. (Povzeto po:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/85/HelL.a cell
endocytic pathway labeled for EGFR and transferrin.ipg.)
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Zgodnji endosomi v endociti¢ni transportni poti (Slika 9) dozorijo v pozne endosome na ve¢ nacinov.
Kislost njihove notranjosti se pove¢a zaradi delovanja membranske ¢rpalke V-ATPaze, ki v procesu
zorenja poveca koncentracijski gradient vodikovih protonov v notranjosti endosomov. Vecina tubul se
v prehajanju reciklira, zato jih v poznih endosomih ni. Postopno se med zorenjem zaradi
homotipi¢nega zdruzevanja v veéje vezikle poveca tudi velikost endosomov. Med zdruzevanjem se
sortirajo tudi molekule, ki so za degradacijo oznacene z vezanim ubikvitinom, v manjse vezikle, ki
nastanejo z brstenjem endosomske membrane v endosomalni lumen — nastanejo luminalni vezikli.
Zaradi teh imajo pozni endosomi videz vsebnosti ve¢jega Stevila veziklov, po ¢emer so tudi dobili ime
multivezikularna telesa (angl. multivesicular bodies — MVB). Reciklirni materiali (receptoriji,
uporabljeni za potek Klatrinsko posredovane endocitoze) se izlo¢ijo s pomocjo brstenja veziklov iz
endosomov, kar poteka med procesom zorenja zgodnjih endosomov. Po koncu zorenja v poznih
endosomih pride do zamenjave membranskih proteinov iz druzine RAB (RAB5A z RAB7A), s ¢imer
postanejo prepoznavni za lizosome in se z njimi tudi zdruzijo. (Povzeto po: Wikipedia — Endocytosis:
http://en.wikipedia.org/wiki/Endocytosis. Dostop: 25. 10. 2013.) V procesu zdruzevanja nastane hibrid
lizosoma, ki ima manjSo gostoto lumna kot kon¢ni lizosom. Da pride do koncne oblike, se s hibridom
zdruzi vecje Stevilo dozorelih poznih endosomov. To je prva izmed osnovnih bioloskih transportnih
poti, ki vkljuéuje endosome.

. £ Endocytic Pathway
S ~  Clathrin
tle n
) m  Transferrin
AP2 N\ : B
= Endocytic Y Tfreceptor
@; vesicle
= © Epidermal growth factor
¥ EGF receptor
Early Y P
endosome @ Lysosomal hydrolase
Uis ) Retromer
Y Mannose-6-phosphate
receptor
Maturation
{RABs RABT)
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Fusion / O Cis-Golgi
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Lysosome Reformation  hyiyrig

Slika 9: Prikaz endociti¢nih transportnih poti. Z rdeco so oznaceni zgodnji endosomi, ki v
procesu zorenja menjajo membranske proteine RAB, iz RAB5A v RAB7A, do nastanka
poznih endosomov (rumeni). Sledi zlitje z lizosomom (vijoli¢no), kar vodi do formacije
lizosom/pozni endosom hibrida (zeleno). Po konéni doseZeni gostoti hibrida sledi reformacija
do prvotnega lizosomskega stanja. Aktivni transport poteka tudi med obema tipoma
endosomov in Golgijevim aparatom (modro). Preko zgodnjih endosomov in golgija poteka
reciklaza omenjenih receptorjev. (Povzeto po:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5a/Endocytic pathway of animal cells s
howing EGF receptors, transferrin_receptors and mannose-6-phosphate receptors.jpg.)
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3.6 Polilizini

Polilizini so majhni naravni polimerni derivati esencialne aminokisline lizina. Glede na prostorsko
orientiranost monomernih lizinov lo¢imo poli-D- (izhaja iz D-lizina) in poli-L-lizin (izhaja iz L-lizina)
(slika 10). Za raziskavo smo uporabili te proteine, ker v vodnih raztopinah pridobijo pozitivni naboj na
hidrofilni aminoskupini. Posledi¢no lahko inducirani naboj uporabimo za vezavo na negativno nabito
enoverizno molekulo DNK, s ¢imer kompleks navzven elektrostatsko nevtraliziramo in v teoriji
olajsamo internalizacijo z endocitozo ter zas¢itimo DNK pred vplivi DNaz.
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Slika 10: Struktura poli-L-lizina. Na koncu posameznega repa je vidna hidrofilna
aminoskupina, ki v vodni raztopini ali v prisotnosti kislin pridobi pozitiven naboj,
lastnost, uporabljeno \4 nasi raziskavi. (Povzeto po: .
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/articles/biofiles/biofiles-
volume-31/figure3.qgif.)

Polilizini so sestavljeni iz priblizno 25-30 monomernih lizinov, kjer nastopa tako imenovana
e-peptidna vez. Pri normalni peptidni vezi se ta tvori preko o-karboksilne verige z aminoskupino,
medtem ko se pri polilizinu vez vzpostavi preko e-aminoskupine na karboksilno skupino, posledi¢no
sta kisikov in vodikov atom usmerjena navzgor.

Poli-L-lizin se pojavlja v naravi pri fermentaciji bakterij rodu Streptomyces. Uporablja se kot naravni
konzervans v hrani, saj so raziskave potrdile antimikrobni u¢inek poli-L-lizina na glive, bakterije (po
Gramu tako pozitivne kot negativne) in kvasovke. Poli-D-lizin je sinteti¢no pridobljena variacija in se
naravno ne pojavlja.

3.7 Fluorescenca in uporaba fluorescen¢nih barvil

Fluorescenca je fizikalni pojav oddajanja svetlobe pod vplivom prejetja svetlobe ali drugega
elektromagnetnega valovanja. Pojav se razlozi podobno kot delovanje neonskih lu¢i — valencne
elektrone fluorescencnih snovi (fluoroforov) vzburimo s svetlobo eksitacijske oz. vzbujevalne valovne
dolzine. Ti zaradi absorpcije fotonov preskocijo v vi§jeenergijske orbitale in pri vra¢anju v standardno
stanje oddajo energijo v obliki svetlobe (slika 11). Ve¢inoma je valovna dolzina oddane svetlobe
daljsa in posledi¢no je energija niZja od absorbiranega valovanja.

Excited state

¥

Ground state

Slika 11: Jablonski diagram — preprosta predstavitev principa delovanja fluorescence. Modra pus¢ica prikazuje
absorpcijo energije fotona in posledi¢no doseg vzbujenega stanja. Rdeca pus¢ica je oddana energija v obliki svetlobe
ob vracanju ekscitiranega elektrona v osnovno stanje.

Ta fizikalni pojav se pogosto uporablja v naravoslovnih znanostih kot nedestruktiven nacin sledenja
ali analiziranja bioloskih molekul v zivih organizmih. (Povzeto po: Voet D., Voet J. G. /2011/
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Biochemistry. Fourth Edition. New York: John Wiley & Sons, Inc., Print.) Dolo¢ene molekule so ze
po naravi fluorofori, zato v njihovem primeru ta pojav imenujemo avtofluorescenca oz. intrinzi¢na
fluorescenca (npr. klorofil, NADH, triptofan in GFP /zeleni fluorescenéni protein/). Za oznaevanje
nefluorescen¢nih molekul pa se uporabljajo ekstrinzi¢ni fluorofori. Mednje pristevamo anorganska
fluorescenéna barvila, proteine in fluorescencne polprevodne nanodelce (angl. quantum dot).
Reaktivna fluorescenéna barvila lahko vsebujejo skupino, s katero jih lahko pritrdimo na proteine.
Mednje spadajo npr. amino-, karboksilna, tiolna in azidna skupina, mozna pa je tudi nespecificna
vezava (npr. glutaraldehid) ali nekovalentna vezava (npr. hidrofobnost/hidrofilnost itd.). V nasi
raziskavi sta bili najpomembne;jsi barvili Cy3 in Cy5 (slika 12).

Ti dve barvili sta med najbolj uporabljenimi cianinskimi barvili, ki jih obi¢ajno uporabljamo skupaj za
dvobarvno detekcijo. Valovna dolzina absorpcijskega maksimuma in valovna dolzina eksitatcijskega
maksimuma sta najpomembnejsa podatka za vsak fluorofor. Vzbujanje fluorofora je najucinkovitejse
pri valovni dolzini absorpcijskega maksimuma. Pomembna sta tudi ekstinkcijski koeficient in svetlost,
ki definira jakost oddane svetlobe fluorofora. Valovne dolZine vzbujanja in eksitacije za Cy3 so 550
nm/570 nm, za Cy5 pa znasajo 649 nm/670 nm. Razli¢ni mikroskopi in fluorescenéni spektromeri za
eksitacijo fluoroforov uporabljajo laserje z obi¢ajno emisijsko valovno dolzino 532 nm in 635 nm ter
filtre z obi¢ajnimi valovnimi dolzinami 550-600 nm in 655-695 nm. Podana obmodcja se ocitno
prekrivajo z navedenimi razmerji fluoroforov Cy3 in Cy5, zato oznaenih struktur s tema dvema
barviloma ni tezko lo¢iti.

Cy3

1 3 5
oy
NEZ 4 N
I_ \ /
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Slika 12: Struktura barvil Cy3 in Cy5. Razlika med barviloma je v dolZini verige med

obema obrofema, iz ¢esar tudi izhaja njuno ime. (Povzeto po:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/90/Cy3 Cy5 dyes.qif.)

3.8 U¢inek dusenja fluorescence (angl. quenching effect)

—— Kvencing efekt je fizikalno-kemijski pojav, pri katerem se intenziteta
UV excitation fluoresciranja doloCene substance ob prisotnosti tako imenovanih
kvencerjev (vecinoma kemijskih) zniza. Do kvencanja lahko pride na ve¢
razli¢nih nacinov, izmed katerih sta najpogostejsa dva.

3.8.1 Forsterjev prenos resonancne energije (angl. Forster Resonance
Energy Transfer — FRET)

@ 525 nm
Yellow emission

Pri FRET (slika 13) gre za mehanizem, ki opisuje kvencing efekt med

Protease dvema kromoforoma. Donorski kromofor je na zafetku v svojem
cleavage vzbujenem stanju in lahko posledi¢no prenese energijo na akceptorski
4140m kromofor preko neradioaktivnih dipol-dipol interakcij. Ce akceptorski

UV excitation

kromofor ni prisoten, bo donorski fluoresciral, v njegovi prisotnosti pa bo
akceptorski kromofor takoj absorbiral sproséene fotone, in fluorescenca
donorja bo zadusena. Zaradi energijskega prenosa bo zdaj fluoresciral
akceptor, kar je prikazano na sliki 13.

Slika 13: FRET. Ob povezavi dveh kromoforov (v tem primeru proteinskih)

se energija prenese na akceptor, ki fluorescira z druga¢no emisijsko valovno

dolzino, kakor ¢e donor nima vezanega akceptorja. (Povzeto po:
ﬂ.cyanemission http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/bc/Proteolytic cleavage 18
of a Dual-GFP fusion FRET-pair.png.)
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3.8.2 Mehansko 0z. kontaktno dusenje fluorescence

Mehansko dusenje (slika 14) se pojavi, ko molekule kromoforov tvorijo kompleks v osnovnem,
nevzbujenem stanju. Kompleks ima svoje lastnosti, kot na primer nefluorescen¢nost in unikaten
absorpcijski spekter. Zdruzevanje kromoforov v komplekse je velikokrat posledica hidrofobnosti, saj
se s formacijo kompleksa zniza sti¢na povrSina kromoforov z vodo. Ta princip statinega kvencanja
smo uporabili tudi v naSi raziskavi za preverjanje sposobnosti proteinaze K za razgradnjo
poli-L/D-lizinov. Nanje smo predhodno vezali kromofore v prebitku, ki si v neposredni blizini dusijo
fluorescencnost. Ob mozni razgradnji polilizinov bi se kromofori med seboj razmaknili in ponovno
pridobili fluorescencne lastnosti, kar bi bilo razvidno v porastu fluorescence.

Slika 14: Statiéno kvencanje. Na levi imamo Sf;f;?::]: 1 ’2/
viden protein z vezavo prebitka kromoforov, pri proteinazo K
katerih v blizini pride do kvencanja. Ob
proteinazni razgradnji se razdalja med njimi
poveda, kvenfing efekt se prekine in viden je

porast v fluorescenci. (Avtor: N. Kejzar)
3.9 Celi¢ne linije

3.9.1 Cloveske embrionalne ledvi¢ne celice 293 (angl. Human Embryonic 293 cells - HEK293
cells)

Celice HEK293 (slika 15) je imortalizirana celi¢na linija, pridobljena na Nizozemskem v zgodnjih
sedemdesetih letih s transformacijo normalnih ¢loveskih embrionalnih celic z modificirano DNK
adenovirusa 5. Celice so bile pridobljene iz zdravega fetusa po zakonitem splavu. Genetski insert je
obsegal priblizno 4.5 kilobaz in se je inkorporiral v ¢loveski kromosom 19. (Povzeto po: Wikipedia—
HEK 293 Cells: http://en.wikipedia.org/wiki/HEK 293 cells. Dostop: 29. 10. 2013.) Kljub pridobitvi
iz embrionalnih ledvi¢nih celic pa teh ne moremo uporabljati kot in vitro model ledvi¢nih celic, saj
lahko njihova celi¢na kultura vsebuje manjSe deleZe skoraj vseh celi¢nih tipov ¢loveskega telesa.

B AT R A NS 71 Na splosno celice HEK niso primerne kot modeli za
& A/ 3! Q8 185 ‘\ © . & Ccloveske celice (tudi tumorogene) zaradi eksperimentalne
ph AR AN e ~ .« transformacije. Kljub tej slabosti pa so popolnoma

Lo ‘L, ./ nezahtevne za gojenje in transfekcijo, zaradi Cesar so
i\ o 3 IV B . izredno koristen pripomocek pri poskusih, pri Katerih
g O B A .+ vedenje celice ni pomembno. Tako jih lahko primerjamo
P "1 . samo kot biologke epruvete, v katerih vodimo na¥ poskus
% o0& (npr. transfekciranje genov in analiza pridobljenih
, P\ proteinov). Pomembna lastnost teh celic pa je tudi njihova
{ ' /v U\ nezmornost izrazanja receptorjev TLR9, zato jih
oA o b L 1 uporabljajo za strukturne Studije le-teh.

L5 X8 (Vg ( Y svoji raziskavi smo uporabljali pomembno razliico te
) f LS .. . celicne linije, in sicer HEK293T, ki vsebujejo dodatni SV40

P

Sllka 15: Celicna Kultura HEK293T ki je bila veliki T-antigen. Ta omogoca amplifikacijo transfekciranih

izpostavljena poli-L-lizinu. Vidna je oblika plazmidov in podaljsa ¢as izrazanja Zelenih genov.
rasti, znafilna za celice HEK. (Foto: N.

Kejzar) . . . . . .
Poleg velike uporabe pri opisani vrsti eksperimentov pa se
celi¢ne linije HEK293 pogosto uporabljajo za proizvodnjo terapevtskih proteinov in virusov za genske

terapije, kot npr. proizvodnjo retrovirusov.

3.9.2 Monociti MonoMac6

Makrofagi (slika 16) so celice prirojenega imunskega odziva in spadajo med levkocite (natan¢neje
fagocite). Delujejo tako v nespecificni imunski obrambi organizma kot tudi v sprozitvi pridobljenega
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imunskega odziva in za njihovo aktivacijo uporabljajo fagocitozo antigenov, ki vstopijo v telo. V
citosolu makrofagov proteini razgradijo antigene na manjSe proteinske odseke, jih inkorporirajo v
svojo celiéno membrano in izpostavijo svoji okolici, da jih lahko zaznajo druge celice imunskega
sistema, ki potem sprozijo odziv. Makrofagi so torej iniciatorji imunskega odziva.

Celi¢na linija makrofagov MonoMac je bila ustvarjena iz periferalnih krvnih celic pacienta z
monoblastno levkemijo. Izolirana sta bila dva klona, MonoMac1 in MonoMac6, tega smo uporabljali
tudi mi. (Povzeto po: The Macrophage Community Website:
http://www.macrophages.com/references/establishment-human-cell-line-mono-mac-6-characteristics-
mature-monocytes. Dostop: 24. 12. 2013.)

Slika 16: Makrofag misi. Makrofag steguje svoje psevdopodije ("'roke'"), da zajame delec, ki bi lahko bil patogen.
(Povzeto po: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/15/Macrophage.jpg.)
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4 Teoreti¢ne osnove metod

4.1 Proteinska analiza BCA

V nasi raziskavi smo uporabljali proteinsko analizo Pierce™ BCA proizvajalca Thermo Scientific. Gre
za biokemic¢no analizno metodo za dolo¢anje koncne koncentracije proteina v raztopini z razponom
koncentracije 202000 pg/mL. Formulirana je na osnovi bikinkoninske kisline (angl. bicinchonic acid
— BCA) (slika 17). Gre za kombinacijo biuretske reakcije oz. reakcije, pri kateri proteini v alkalnem
mediju reducirajo bakrove ione Cu®* do ionov Cu'* in kolorimetri¢no detekcijo ionov Cu'* z
reagentom, ki vsebuje bikinkoninsko kislino. (Povzeto po: Voet D., Voet J. G. /2011/ Biochemistry.
Fourth Edition. New York: John Wiley & Sons, Inc., Print.) V reakciji pride do kelatiranja iona Cu'* z
dvema molekulama BCA, kar je razvidno iz formacije vijoli¢no obarvanega reakcijskega produkta. Ta
vodotopni kompleks ima zelo uporabno lastnost mo¢ne absorbance pri 562 nm valovne dolZine in je
skoraj v linearni odvisnosti od rasto¢e koncentracije proteina v omenjenem dosegu. (Povzeto po:
Wikipedia — Bicinconic Acid Assay: http://en.wikipedia.org/wiki/Bicinchoninic_acid_assay. Dostop:
15. 11. 2013.)

Slika 17: Bikinkoninska kislina (Povzeto po:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/e5/Structure of bicinchoninic_acid.png/800px-
Structure of bicinchoninic acid.png.)

Raziskave so pokazale, da so za tvorbo obarvanega kelathega kompleksa odgovorni
terciarna/kvartarna struktura proteinov, Stevilo peptidnih (amidnih) vezi in prisotnost Stirih specifi¢nih
aminokislin (cistein, cistin, triptofan, tirozin). Raziskave metode BCA z oligopeptidi so pokazale, da
koli¢ina tvorbe obarvanega kompleksa ni preprosta vsota vsebnosti funkcionalnih skupin, ki
povzrocajo obarvanost. Zato se pri dolo¢evanju to¢ne koncentracije proteinov uporabljajo standardi z
znanimi koncentracijami, kot je na primer goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumine —
BSA). Pred analizo pripravimo razli¢ne razredcitve standardov z znanimi koncentracijami skupaj z
razredCitvami Svojega vzorca neznane koncentracije in neznano koncentracijo izradunamo iz
umeritvene krivulje. Pri izbiri ustreznih standardov je najpriporocljivejsa izbira proteina s podobnimi
strukturnimi znacilnostmi kot preiskovani vzorec.

4.2 Transfekcija

S pojmom transfekcija oznacujemo postopek Ry

nacrtnega vnosa tujih nukleinskih kislin v celice Sovice peptie s @ 4\
doloGenega organizma. (Povzeto po: Alberts B.,

Johnson A., Lewis J. et al. /2008/ Molecular Biology
of the Cell. New York: Garland Publishing, Inc.,
Print.)

< Fusion

=

Pri svoji raziskavi smo uporabili lipofektaminsko
transfekcijo (slika 18), ki spada med kemic¢ne
lipofekcijske metode transfekcije. Lipofektamin oz.
tudi Lipofektamin 2000 je pogosto uporabljen Slika 18: Poenostavljen prikaz lipofektaminske transfekcije
transfekcijski reagent v molekularni in celigni ~ (POvZeto po: http:/isignagen.com/images/VIPsTech.ipg.)
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biologiji. Lipofektaminski reagent v vodnem okolju tvori liposome, ki zajamejo genski material.
Formirajo se kationski liposomi, ki nase privlacijo negativno nabito DNK.

invitrogen® Store at +4°C TR
$invitrog Exp Jan 2013
075 mL (1 mg/mbL)
Made in USA - Read SDS

Lipofectamine® 2000
Reagent
Cat no.11668-027 Lot n0.947027

Carlsbad, CA 92008 USA + 760 6037200 « For Research Only.

Slika 19: Lipofektaminski reagent za transfekcijo (Povzeto po:
https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/prodlmages/high/11668027%200.75ml.jpg.)

Lipofektamin (slika 19) ima nase vezan tudi nevtralni kolipid in zaradi interakcije tega kolipida s
celicno membrano je mozno izniCenje elektrostatskih odbojev negativno nabite plazmaleme in lazji
vstop v celico (saj je liposom pozitivno nabit). (Povzeto po: Promega Transfection Protocols and
Applications Guide: http://www.ff.ul.pt/~mjgama/transfection%20-%20PROMEGA.pdf. Dostop: 10.
10. 2013.)

4.3 Gelska kromatografija

Gelska permeabilna kromatografija je ena izmed metod, ki loCuje analite na podlagi velikosti. Kot
stacionarna faza gelske kromatografije se uporablja nosilec/polnilo, ki vsebuje pore to¢no dolocene
velikosti. Na podlagi velikosti analita, ki ga Zelimo loc¢iti od neéisto¢, izberemo vrsto nosilca z
doloceno velikostjo por. Mobilna faza kromatografije je eluent, v katerem mora biti analit dobro
topen. (Povzeto po: Alberts B., Johnson A., Lewis J. et al. /2008/ Molecular Biology of the Cell. New
York: Garland Publishing, Inc., Print.) Princip delovanja gelske kromatografije je izkoris¢anje razlike
v velikosti, pri kateri ve¢ji delci potujejo skozi gel hitreje kot manjsi, saj Se ujamejo v pore gela, torej
potujejo pocasneje (slika 20). Celoten proces se lahko izvaja v preprosti koloni, kjer elucijo omogoca
gravitacija, hitrejSi postopki pa vkljucujejo ¢rpalke in detektorje (slika 21). (Povzeto po: Gel Filtration
Chromatography: http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/life-science/proteomics-
and-protein/proteomics/chromatography _gel_filtration.pdf. Dostop: 27. 11. 2013.)
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Slika 21: Sodoben aparat za gelsko kromatografijo. S ¢rko A je oznacen prostor za vzorce, B oznacuje kolono, C
¢rpalko, D in E pa sta dva razli¢na detektorja koncentracije. (Povzeto po:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5e/GPC instrument.jpg.)

4.4 Fluorescenc¢na spektroskopija

Fluorescenco smo merili s fluorescenénim spektroskopom. Naprava odCitava jakost fluorescence
substance pri doloc¢eni valovni dolzini po vzbujanju z dolo¢enim spektrom svetlobe. Jakost oddane
svetlobe je premosorazmerna s koli¢ino substance v vzorcu. Fluorometrija se uporablja v kemiji,
biokemiji, medicini, molekularni biologiji itd.

Tipi¢ni fluorometer (slika 23) uporablja dvojni zarek, tadva pa delujeta drug proti drugemu, da se
preprecijo mozna nihanja v energiji. Drug proti drugemu sta usmerjena pod kotom 90°. Zgornji zarek
je najprej poslan skozi monokromator (naprava, ki iz $irSega spektra izhodne svetlobe osami samo
dolocene valovne dolzine) in zatem skozi vzorec. Spodnji zarek preide skozi atenuator (naprava, ki
mocno stanjS$a zarek svetlobe) in poskusa izenaciti mo¢ emisijske fluorescence, ki jo oddaja vzorec.
Atenuirani zarek in fluorescenco, ki izhaja iz vzorca, lovita lo¢ena detektorja in intenziteto svetlobe,
povecata s pomocjo fotopomnozevalk ter spremenita v elektrine signale, prikazane na zaslonu
racunalnika.

Glede na tip vzorca fluorometri uporabljajo razli¢ne svetlobne vire za fluorometrsko analizo. Med
najpogostej§imi je nizkotla¢na zivosrebrna svetilka. Ustvarja lahko veliko S$tevilo ekscitacijskih
valovnih dolzin, zato je tudi najbolj vsestranska. Vendar ta Zarnica ne zagotavlja konstantnega vira
sevanja energije. Kjer je to potrebno, se uporablja ksenonova svetilka (slika 22). To sta samo dva
izmed mnogih svetlobnih virov, uporabljenih v fluorometrih. (Povzeto po: An Introduction to
Fluorescence Spectroscopy: http://www.chem.uci.edu/~dmitryf/manuals/Fluorescence%20Spectrosco
py.pdf. Dostop: 5. 9. 2013.)
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Slika 22: Shema delovanja fluorometra (Povzeto po:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/de/Fluorimeter_diagram en.svg.)

Slika 23: Sodoben fluorometer (Povzeto po: http://img.directindustry.com/images di/photo-
a/spectrofluorometers-25366-5386797.jpg.)

4.5 Luciferazni test

Aktivacijo receptorja TLR9 smo preverjali z dvojnim luciferaznim testom. V celice HEK293 smo
vnesli reporterska plazmida, ki nosita zapis za luciferazo kresni¢ke in luciferazo koralnjaka Renilla
reniformis. Poleg smo vnesli tudi plazmid, ki nosi zapis za receptor TLR9 ali plazmid brez inserta in
ga uporabili kot negativno kontrolo. Izrazanje kresnickine luciferaze je pod kontrolo promotorja za
transkripcijski faktor NF-«xB in predstavlja reporterja aktivacije receptorja TLR9. (Povzeto po: Voet D.,
Voet J. G. /2011/ Biochemistry. Fourth Edition. New York: John Wiley & Sons, Inc., Print.) Renilina
luciferaza je kresnickini luciferazi podoben encim, ki ga najdemo ve¢inoma v morskih organizmih.
Izraza se konstitutivno in je uporaben kot kontrola ucinkovitosti transfekcije. Renila uporablja za
substrat koelentrazine. Razmerje med oddano svetlobo luciferaz je merilo aktivacije receptorja.

Ob aktiviranem receptorju TLR9 (kar pomeni uspesno transfekcijo) se k vzorcu celic dodani luciferin
ob prisotnosti reagenta kresnickine luciferaze oksidira do oksiluciferina, pri ¢emer se sprosca tudi
zaznavna svetloba, ki jo merimo z luminometrom (slika 24). Reakcija je analogna bioluminiscenci v
navadni vzhodni kresni¢ki oz. Photinus pyralis, ki vsebuje encim za oksidacijo luciferina, torej
kresnickino luciferazo. (Povzeto po: Promega Luciferase Assay System:
http://worldwide.promega.com/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bulletins/0/Luciferas
e%20Assay%20System%20Protocol.pdf. Dostop: 7. 11. 2013.)
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Slika 24: Luciferazna reakcija. Oksidacija luciferina ob prisotnosti kresni¢kine luciferaze do oksiluciferina, pri ¢emer
se sprosti svetloba, ki jo lahko izmerimo z luminometrom. (Povzeto po:
http://www.biotek.com/assets/tech resources/141/lucifer figl.jpg.)

4.5.1 Meritev aktivacije
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Slika 25: Priprava raztopin za meritev aktivacije TLR9 (Avtorja: N. KejZar in J. Gojznikar)

Transfekciranim celicam smo v prvem koraku dodali 20 puL pasivnega liznega pufra, ki smo ga
razredGili v razmerju 1 + 4 s pufrom PBS. Celice smo zamrznili in se lotili priprave aktivacijske
raztopine za TLR9 (slika 25).

Pripravljene reagente smo vstavili v luminometer, ki je v vzorce najprej injiciral kresnic¢kino
luciferazo, naredil meritev in nato injiciral $e renilino luciferazo. Ta deluje pri pH, ki luciferazo
deaktivira, zato do motnje signala ne pride.

Po pridobitvi podatkov smo rezultate normalizirali (Norm.) in izracunali povprecje normalizacij
(Avg.). Iz povpreéij smo, upostevajo¢ standardno deviacijo (= SD), izrisali tudi grafe (glej poglavje
6 Rezultati).
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4.5.2 Aktivacije TLR9

Celice HEK293T, ki smo jih nagojili v mikrotitrskih plos¢ah s 96 vdolbinicami, smo transfekcirali s
plazmidi za TLR9 in reporterskimi proteini. 24 ur po transfekciji smo celicam dodali dekstran, BSA,
PLL ali PDL brez ODN ali z njimi. Najkasneje 24 ur po dodatku meSanic smo izmerili izrazanje
reporterskega proteina, kresnic¢kine luciferaze in reniline luciferaze. Dobljene vrednosti kresnickine
luciferaze smo normalizirali z vrednostmi reniline luciferaze, ki se izraza ne glede na uc¢inkovitost
altivacije TLRO.

Rezultati so prikazani v tabelah 12 in 13, preracunana normalizirana luminiscenca pa v grafih 4 in 5.

4.6 Pretoc¢na citometrija

Pretocna citometrija je analizna tehnika, ki se uporablja primarno za Stetje celic in celi¢no sortiranje
ter omogoca multiparametricno analizo fizikalnih in kemijskih lastnosti ve¢ kot 1000 delcev na
sekundo. Ta biofizikalna tehnologija za zaznavanje celic uporablja laserje. Zarek svetlobe (vedinoma
laserski) dolocene valovne dolZine je usmerjen na hidrodinami¢no zbran curek tekoc€ine, ki vsebuje
suspendirane celice. To pomeni, da so celice, usmerjene v tankem curku, prisiljene prehajati skozi
tanek tunel, ki omogoca prehod samo ene celice naenkrat. Ko celice preckajo pot laserja, to povzroca
motnje v laserskem Zarku, kar zabelezijo detektorji, eden izmed njih je to¢no nasproti laserja, drugi pa
so pravokotno na laser. Detektor nasproti laserja meri tako imenovano direktno sipanje (angl. Forward
Scatter — FSC), eden od stranskih detektorjev meri stransko sipanje (angl. Side Scatter — SSC).
Prisotni so tudi detektorji, ki zaznavajo fluorescenco. (Povzeto po: Alberts B., Johnson A., Lewis J. et
al. 12008/ Molecular Biology of the Cell. New York: Garland Publishing, Inc., Print.) Celice, ki
vsebujejo fluorescenéne kemikalije (te vnesemo v celice umetno), ob prehodu preko laserja oddajajo
svetlobo valovne dolzine, drugacne od izvorne svetlobe. Kombinacija signalov sipanj in razli¢ne
intenzitete fluorescence na detektorjih, razporejenih okoli curka celic, nam lahko pove veliko
informacij o fizikalnih in kemijskih lastnostih delcev, ki jih vodimo preko citometra. Direktno sipanje
povezujemo z volumnom celice, medtem ko je stransko sipanje odvisno od notranjosti celice (kot na
primer oblike jedra, Stevila in tipa citoplazmatskih granul ali membranske grobosti). Svetloba, ki jo
oddaja laser, vstopi v celico in se odbija od notranjih struktur v razli¢nih smereh. (Povzeto po:
Introduction to Flow Cytometry: http://www.abdserotec.com/introduction-to-flow-cytometry.html.
Dostop: 16. 10. 2013.)
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Slika 26: Princip delovanja preto¢nega citometra. Komponente, oznaéene s PMT, so razli¢ni detektorji, ADC pa je
ojacevalna enota za signale. (Povzeto po:
http://wpcontent.answcdn.com/wikipedia/commons/thumb/3/3f/Cytometer.sva/500px-Cytometer.svg.png.)

Sodobni preto¢ni citometri (Slika 27) so sestavljeni iz petih glavnih komponent (slika 26). Preto¢na
celica omogoca, da skozi citometrski kanal potujejo posamezne celice. Merilni sistem vsebuje Stevilne
opticne komponente. Kot vir svetlobe se pretezno uporabljajo laserji. Tretja komponenta vsebuje
Stevilne omenjene detektorje 0z. fotopomnozevalke. Svetloba do vzorca in od njega potuje preko
filtrov in dikroi¢nih zrcal. Sledita ojacevalna enota za jacanje signala in raunalniski sistem za analizo
signalov. (Povzeto po: Wikipedia — Flow Cytometry: http://en.wikipedia.org/wiki/Flow cytometry.
Dostop: 27. 10. 2013.)

Slika 27: Sodoben preto¢ni citometer na Kemijskem institutu v Ljubljani (Foto: N. KejZar)
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5 Prakticni del

5.1 Delo z gensko spremenjenimi organizmi in varnostni postopki

Pred samim zafetkom dela smo se seznanili z varnostnimi postopki in principi dela z gensko
spremenjenimi organizmi (GSO). Kot GSO se pojmuje vsak organizem, katerega genom se je z
vnosom nekega doloenega gena z biotehnoloskimi procesi spremenil (Slika 28). V skladu z Zakonom
0 ravnanju z gensko spremenjenimi organizmi smo bili pred delom v laboratoriju seznanjeni s postopki
varnega dela z GSO. Usposabljanje je izvedla dr. Nada Krasevec, pooblas¢enka za biolosko varnost na
Kemijskem institutu.

V prvem delu usposabljanja smo se seznanili z gensko spremeniena rastinska celica
oshovnimi definicijami, kot jih narekuje zakon, v )%\_ )
drugem pa s procesi dela, ki vkljucujejo GSO. \‘j_,/\
Seznanili so nas o nacelih dobre mikrobioloSke

vnesen gen

-
prakse, transportu, delu z GSO in nacinih uni¢evanja

in dezinfekcije (avtoklaviranja) GSO po konc¢anih 5 3 i
eksperimentih. Seznanjeni smo bili s postopki T g

ukrepanja ob nesreci (t. i. izrednem dogodku).

rastlina Agrobacterium gensko spremenjena rastlina
Ker je prakticno delo potekalo v certificiranih Slika 28: Shematski prikaz nastanka gensko
laboratorijih, smo bili pred zaCetkom raziskovanja SPremenjene  rastline s  pomofjo  Kulture
blieni tudi za varno delo v laboratoriju. A9roPacterium (Povzeto po:
UuSposo J. A . J http://www.agrosaat.si/Pridelovanje gensko spremen
Usposabljanje je vodil mag. Muharem Husi¢, jenih rastlin,190,0.html.)
odgovorni sodelavec za varnost in zdravje pri delu na

Kemijskem institutu.

Med usposabljanjem smo se seznanili s principi varnega dela v laboratoriju, vkljuéno z uporabo
obvezne za$Citne opreme, uporabo laboratorijskega inventarja in z na¢inom dela z nevarnimi snovmi.
Seznanjeni smo bili tudi s postopki ravnanja ob delovni nesreci ali pozaru v laboratoriju.

5.2 Delo s celiénimi kulturami

Vecino dela smo opravili s celicno kulturo HEK293T, uporabljali pa smo tudi celi¢cno kulturo
HEK?293 in monocite MonoMac6.

Celic¢ne linije smo primarno vzdrzevali v gojitvenih
posodah T75 (slika 29) v gojis¢éu DMEM Glutamax.
Ko so celice prerasle povr$ino posode, smo jih
razredGili (glej Protokol la). To smo zaceli z
odstranitvijo starega gojis€a in spiranjem s pufrom
PBS. Nato smo celice odlepili od podlage z
dodatkom tripsina, ki celice lo¢i od sten posode. Od
podlage odlepljene celice smo zbrali v gojiscu,
dolo¢ili koncentracijo z merilnikom Countess, nato
pa smo jih red¢ili s pufrom DMEM do potrebne
konce_n_tracue. Tako ra'2redcen'e ce.l.lvcve SMO ponovio Slika 29: Gojitvena posoda T75. V njih smo gojili
nasadili v posode T75 in dodali gojisce do ustreznega  Ek293T in makrofage MonoMac 6. (Povzeto po:

volumna (15 ml) ter jih inkubirali v inkubatorju pri  http://www.celprogen.com/index.php?route=product/pro
37°Cin5 % CO,. duct&path= 26 44 46 60 67&product id=1128.)

Za mikroskopiranje smo celice gojili v mikroskopirnih $katlicah (z 8 posodicami) (glej Protokol Ib).
Kamrice mikroskopirne skatlice smo najprej primerno oznadili. Celice smo red¢ili do ustrezne
koncentracije in jih po redéenju prenesli v kamrice ter mikroskopirno $katlico inkubirali na 37 °C v
atmosferi 5 % CO.,.
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Za merjenje aktivacije receptorja TLR9 smo celice
HEK?293 ali HEK293T nasadili v mikrotitrske
plosce s 96 vdolbinami (glej Protokol Vllla). To
smo naredili povsem enako kot cepljenje celic v
mikroskopirne Skatlice. Celice iz gojitvene posode
T75 smo redcili do ustrezne gostote in jih prenesli

v mikrotitrske plos¢e z multikanalno pipeto (slika
30).

Za citometrijo smo monocite MonoMac6 in celice

HEK293T gojili v mikrotitrskih plos¢ah s 24 gjika 30: Uporaba multikanalnih pipet. Prenos vzorca v

vdolbinami (glej Protokol X). Cepljenje HEK293T 96-well mikrotitrsko plos¢o z multikanalno pipeto z 12

je podobno cepljenju istega tipa celic na kanali. Pri nasih prenosih smo uporabljali 8-kanalno
. . . . . . pipeto. (Povzeto po:

mlkrOtlt_rSklh _plo§cah (razlika je _pon(_Jvno le v http://www.123rf.com/photo 3131933 scientist-using-

volumnih). Pri gojenju makrofagov je bil postopek  blue-multi-channel-pipet-for-pipetting-a-96-well-plate-

podoben, le da smo celice gojili v gojis¢u Wwith-pink-solution-on-white.html.)

RPMI 1640-GlutaMax. Po spiranju celic s PBS

smo Vv gojitveno posodo T75 dodali gojis¢e RPMI. Namesto tripsina smo uporabili strgalo in celice

postrgali z dna posode, resuspendirali v gojis¢éu RPMI ter dolocili koncentracijo celic v suspenziji.

5.3 Priprava oznacenih polilizinov

Osrednji del nasih poskusov sta bila proteina poli-L-lizin (PLL) in poli-D-lizin (PDL). Za
zasledovanje vstopanja polilizinov v celice smo ju oznadili s fluorescenénim barvilom Cy5 (glej
Protokol I1).

Najprej smo proteina stehtali, saj smo morali poznati g £
maso vzorca, da bi lahko pripravili raztopino “‘-i & e
ustrezne koncentracije. To smo izvedli v tehtalnem :
prostoru z analizno tehtnico (slika 31). Iz zatehtanih
mas polilizinov smo nato izracunali volumen pufra
PBS, ki smo ga morali dodati v mikrocentrifugirke
(epice) s proteinoma, da smo dosegli koncentracijo
5 mg/ml. Po dodatku pufra smo mikrocentrifugirke
stresali do popolne raztopitve proteinov. Iz
raztopljenih vzorcev proteinov smo v dve lo¢eni
mikrocentrifugirki prepipetirali 1 mL raztopine v
pufer, namenjen za vezavo Cy5 na proteine. &>
Novonastalo raztopino smo v celoti prepipetirali v Slika 31: Prikaz tehtanja na analizni tehtnici.
mikrocentrifugirko z barvili (ta so bila v prahu). Ob Iniglr';f‘e “(;‘;‘:tipmgglg"v ?’é’\'};&;ﬁ‘;ﬁ“ n(‘;{)l\‘/gg’t:a S;:)‘?
konstantnem meSanju barvila z raztopino polilizina  nttp://mrsmelsheimersblog.blogspot.com/2010/10/co
in dodatku N,N-dimetilacetamida za izboljSanje mpounding-lip-balms.html.)

topnosti smo pustili mesanico stati v temi ¢ez noc.

Naslednji dan smo lo¢ili oznacena proteina od nezreagiranega barvila in preverili, ali je do vezave
barvil na polilizine sploh prislo (glej Protokol 111), kar smo storili z merjenjem absorbance pri valovni
dolzini 220 nm (slika 32). Raztopine oznadenih proteinov smo z uporabo postopka gelske
kromatografije locili od nezreagiranega barvila (iz kita z barvilom Cy5). Gelska kromatografija hitreje
prepusti vecje delce (torej obarvane proteine) od manjSih (molekul barvila). Vzorca proteinov smo
nanesli na kolono, spirali s pufrom PBS in lovili posamezne frakcije v mikrocentrifugirke.
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o — ND-1000 —
o _

650 nm

Slika 32: Shematski prikaz merjenja absorbance frakcij obarvanih proteinov (Avtor: J. Gojznikar)

Posameznim frakcijam proteinov smo izmerili absorbanco, da bi dolo¢ili, v kateri frakciji je najvec
obarvanega proteina. Absorbanco pri valovnih dolzinah 220 in 650 nm smo izmerili s
spektrofotometrom NanoDrop, ki smo ga predhodno Kkalibrirali s topilom, to je bil v naS§em primeru
pufer PBS. Vzorce smo na merilno konico aparature nanasali s pipeto in po vsaki meritvi o€istili
napravo. Po locevanju s kromatografijo sta med zbranimi frakcijami obeh proteinov imeli najvisjo
koncentracijo barvila frakciji 3 in 4, zato smo se odlo¢ili, da ju bomo uporabili za nadaljnje poskuse.

Izbiri delovne frakcije proteinov je sledilo doloc¢anje koncentracije proteina v raztopini z reakcijo BCA
(glej Protokol 1V). Pripravili smo umeritveno krivuljo, ki smo jo uporabili za izracun koncentracije
proteinov v vzorcu. Uporabili smo metodo, ki omogoca merjenje koncentracije proteinov v
mikrotitrski plos¢i. V prvih 9 luknjic smo nanesli standarde, ki smo jih pripravili z redéenjem
albuminskega standarda z destilirano vodo po navodilih proizvajalca. V naslednje 3 luknjice smo za
kontrolo dodali samo vodo. Raztopino polilizinov, oznacenih s Cy5 iz frakciji 3 in 4, smo razred¢ili z
MQ v razmerjih 1 : 1,1 :4in 1: 7. Red¢ine smo dodali v naslednjo vrstico mikrotitrske plos¢e. Po
navodilih proizvajalca smo pripravili reakcijsko meSanico iz reagenta A in reagenta B. Nato smo
pripravljeno reakcijsko mesanico dodali v vsako luknjico z vzorci in plos¢o inkubirali za pol ure na 37
°C. Po preteCenem inkubacijskem Casu smo na spektrofotometru SynnergyMX nastavili protokol za
reakcijo BCA in izmerili absorbanco pri valovni dolZini 562 nm. Izrisali smo umeritveno krivuljo in
izracunali dokon¢ne koncentracije proteinov v frakcijah, upostevajoc redcitve.

Z merjenjem fluorescence (glej Protokol V) smo Zeleli potrditi vezavo Cy5 na PLL in PDL, za kar smo
uporabili fluorometer LS55 (slika 33). V kivete smo (posamezno) dodali PLL3/PDL3 in PBS v
razmerju 1 : 2 ter izmerili intenziteto fluorescence vzorca med 660 in 750 nm valovne dolzine ob
dolzini vzbujanja 646 nm. Kivete smo po kon¢anem postopku odistili s posebno aparaturo za ¢is¢enje
Kivet.

Slika 33: Fluorometer LS55 na Kemijskem inStitutu v
Ljubljani (Foto: N. KejZar)
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Ker bi lahko pri vezavi barvila Cy5 prislo do efekta
dusenja fluorescence (angl. quenching effect), smo
zeleli to preveriti s proteazno cepitvijo PLL in PDL
(glej Protokol VI). Raztopinama PLL in PDL smo
dodali raztopino encima proteinaze K. Spreminjanje
fluorescence s  ¢asom smo  merili  na
spektrofotometru SynnergyMX (slika 34), pri tem
smo uporabljali racunalniski program Gen5. Na
mikrotitrski plos¢i s 96 luknjicami smo izbrali
kvadrat luknjic 3 x 3. V prvo vrsto smo v vsako
dodali po 90 uLL PLL, v drugo isto koli¢ino PDL, v

tretjio pa le PBS. Pred dodatkom raztopine Slika 34: Spektrofotometer SynnergyMX proizvajalca

proteinaze K smo izmerili fluorescenco vzorca. Po BioTec. Na tem aparatu smo izvedli merjenje. (Povzeto
.. .. .. . . po:http://www.biotek.com/products/microplate detecti

koncar_n merltv_l Smo Vv _luknjlce z vzorei doda!} on/compare_luminescence.html.)

raztopino proteinaze K, in to le v drugi in tretji

stolpec v razmerju stolpec 2 : stolpec 3 = 10 : 1. Nato smo fluorescenco vzorca merili v ¢asovnem

obdobju ene ure.

5.4 Zasledovanje endocitoze z mikroskopom

Za zasledovanje endocitaz PLL in PDL brez ODN ali z ODN smo uporabili konfokalni mikroskop.
Posamezne organele smo oznacili z oznacevalci celi¢nih organelov, ki so bili prav tako oznaceni s
fluorescencnimi barvili ali pa so bili oznacevalci organelov povezani s fluorescirajocimi proteini
(Protokol VII).

Celicam v mikroskopirnih komorah smo dodali 20 pL polilizina, oznacenega s Cy5 (PLL ali PDL). V
dologene smo dodali ODN, ozna¢en s Cy3, so¢asno s polilizinom. Skatlico smo inkubirali pri 37 °C.
Vsaj 30 minut pred mikroskopiranjem smo celicam dodali 10 pL oznaCevalcev za organele (glej
Protokol VII).

Za preverjanje lokalizacije PLL/PDL-Cy5, ODN-Cy3 in receptorja TLR9 smo uporabili celice
HEK?293, transfekcirane s plazmidom, ki nosi zapis za himerni protein TLR9-mCitirn (glej poglavje
3.2 Receptorji TLR).

Obarvane celice smo si ogledali pod
mikroskopom. Za to smo uporabili fluorescencni
laserski mikroskop Leica TCS SP5 (slika 35).
Mikroskop je bilo treba najprej pravilno prizgati
in zagnati program za njegovo upravljanje. Nato
smo vkljucili laserje za vzbujanje fluorescence
barvil in nastavili objektiv. Na racunalniskem
zaslonu je program izrisal posnetke, na katerih
smo spremljali razporeditev barvil po svojih
vzorcih.

Slika 35: Fluorescenéni laserski mikroskop Leica TCS SP5
na Kemijskem institutu v Ljubljani (Foto: N. KejZar)

5.5 Transfekcija TLR9 in preverjanje aktivacije z merjenjem luminescence

Ker smo zeleli potrditi prenos oligonukleotida ODN v celico, v organele z izrazenim receptorjem
TLR9, smo potrebovali celice, ki izrazajo receptor, in ustrezne poro¢evalce, katerih izraZanje se
aktivira ob aktivaciji receptorja. Za to smo uporabili celi¢ni receptor TLR9 v navezi s kresnic¢kino
luciferazo in porocevalcem uspesnosti transfekcije, luciferazo koralnjaka Renilla reniformis.
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Preden pa smo lahko merili odziv receptorja TLR9,
smo morali plazmide vstaviti v celice HEK293. To
smo storili z lipofektaminsko transfekcijo (za
podrobnejsi opis glej Protokol VIII). V celice smo
poleg gena za TLR9 vkljucili tudi gene za
luciferazo kresnick (Fluc), gene za luciferazo
koralnjaka Renilla reniformis (Rluc), plazmide
UnC93B1 in vektor pcDNAS3. Preden smo izvedli
transfekcijo, smo s pomocjo racunalniskega
programa izracunali potrebne volumne
transfekcijskega reagenta lipofektamina, gojisca
Opti-MEM in plazmidov v meSanici. Zmesi

plazmidov  za trar!_SfekCi_jo smo pripravili VvV gjika 36: Genetski laboratorij na Kemijskem institutu v
genetskem laboratoriju (slika 36). MeSanice smo Ljubljani. Tu smo opravili veino predpriprav za

pripravili v mikrocentrifugirkah in jih pustili stati v transfekcijo. (foto: N. KejZar.)

hladilniku ¢ez no¢. Pripravili smo dve beli plosci s

96 vdolbinicami s celicami HEK293T in HEK?293. Pripravili smo jih po postopku 5.2 Delo s celicnimi
kulturami. Pred transfekcijo smo izdelali podroben nacrt razporeditve vzorcev (s TLR9 in brez TLRY).

Na dan transfekcije smo pripravljene raztopine in mikrotitrski plos¢i prenesli v laminar. V gojis¢u
Opti-MEM smo pripravili mesanico lipofektamina (Slika 37) in lo¢eno $e meSanico plazmidnih DNK
po predhodnih izracunih za TLRY. Ti dve meSanici smo zdruzili in inkubirali 5 minut. Podobno smo
naredili tudi za serijo eksperimentov brez TLR9. Za laZje odmerjanje smo pripravili zaloZno raztopino
transfekcijskih mesanic (300 pL) v prva dva stolpca ¢iste plosée. Nato smo jih z multikanalno pipeto
enakomerno prenesli na celice po predhodno pripravljenem nacrtu. Po kon¢anem postopku smo plosce
s celicami in trasnfekcijsko meSanico inkubirali ¢ez noc.

Po transfekciji je sledila aktivacija transfekciranih celic z
ligandi receptorja TLR9, tej pa je sledilo merjenje
luminescence, s ¢imer smo zeleli poiskati morebitne razlike
med aktivacijo receptorja TLR9 z ODN z in brez polilizinov.
Pripravili smo raztopine oligonukleotida ODN10104 in ODN o ;
z govejim serumskim albuminom (BSA), PLL, PDL in - p”u: ¢

dekstranom. Po izratunu ustreznih red¢itev zaloZznih
koncetracij s posebnim racunalniskim programom smo
raztopine za aktivacijo pripravili z redéenjem s PBS. Po
konCanem redc¢enju smo si izrisali nacrt vnosa aktivacijskih
raztopin na mikrotitrske plosce. Aktivacijo smo izvedli tako,
da smo v prazno sterilno ploS¢o odpipetirali reagente slika 37:  Lipofektaminski  reagent
(zaloZznih koncentracij) po predhodno pripravljeni shemi in proizvajalca Invitrogen. Uporabljen je bil
jih z multikanalno pipeto prenesli k transfekciranim celicam. tudi za naSo transfekcijo. (Povzeto po:

“X: . ISTI y https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs
Nato smo plo§¢i ponovno inkubirali ¢ez noc. Jorodmages/high/11668500%62015ml.ipg )

Sledilo je merjenje aktivnosti kresnickine luciferaze in luciferaze iz koralnjaka. Za merjenje aktivnosti
kresni¢kine luciferaze (Fluc) smo pripravili zadostno koli¢ino mesanic koencimov A, DTT, ATP in
posebnega pufra, ki smo jih razred¢ili s pufrom PBS. Mesanici smo dodali luciferin, raztopljen v
dimetil sulfoksidu. Za merjenje luciferaze koralnjaka Renilla reniformis (Rluc) smo prav tako
pripravili zadostne koli¢ine (26 mL) reagentov in dodali v metanolu raztopljen koelenterazin. Oddano
svetlobo smo merili z luminometrom Orion 2. Najprej smo nastavili protokol in sprali $obe z vodo.
Nato smo na prvi injektor namestili mesanico za kresni¢kino luciferazo (Fluc), na tretji pa reagente za
merjenje luciferaze koralnjaka (Rluc). Mikrotitrske plo$¢e smo vstavili v aparat in po konéanih
meritvah luminometer odistili z vodo, etanolom in dimetil sulfoksidom.

@invitrogen
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Med eksperimentalnim delom smo izvedli $e eno
transfekcijo celic HEK293, ki smo jih vzgojili v
mikroskopirni Skatlici (glej Protokol XII). S tem
eksperimentom smo zeleli pokazati kolokalizacijo
TLR9 in polilizinov v celici. Tokrat smo transfekcirali
plazimde za TLR9, UnC93B1, Fyve-mCherry (za
oznaCevanje  endosomov), LC3-GFP (oznaduje
fagosome), Golgi dsRed (oznacuje Golgijeve aparate)
in Tomato EEA-1 (oznatuje zgodnje endosome). S
spektrofotometrom ND-1000 smo izmerili absorbanco
raztopin plazmidov pri 260 nm in izracunali

koncentracije plazmida v raztopini. Nato SMO gjika 38:  Mikroskopirna  Skatlica  pod
preraCunali  potrebne  koliCine/volumne raztopine mikroskopom. Podobno so bili videti tudi nasi
pljdzmldov. Za.l tranSfek(.:ue’ . Ih. .Od? Ipetlr%I I. V Ei:fg:(j/rilt;?girtgm/xtproductsg)r?/\ilkz)ie(;(i)-Labware/Opgr?-.
mikrocentrifugirke, postavili v hladilnik ¢ez no¢ in si  §jjges-Dishes:-ibidi-Standard-Bottom/m-Slide-8-
izrisali shemo transfekcije. Naslednji dan smo si well)

pripravili vse potrebno za transfekcijo celic. Pripravili smo si mesanice lipofektamina in gojis¢a Opti-
MEM ter zmesi plazmidov in gojis¢a Opti-MEM. Obe raztopini smo zmesali in pocakali 5 minut. Po
preteGenem Casu smo meSanico plazmidov z lipofektaminom dodali celicam in $katlice postavili v
inkubator. Naslednji dan smo celicam zamenjali gojis¢e in dodali Se PLL/PDL in ODN ter ponovno
inkubirali ¢ez no¢. Sledilo je preverjanje lokalizacije oznacenih PLL/PDL in ODN, receptorja TLR9 in
oznacevalcev organel v celicah pod mikroskopom (slika 38).

5.6 Zasledovanje endocitoze s preto¢nim citometrom

Kot zadnja izmed lastnosti nas je zanimala hitrost endocitoz PLL/PDL in ODN (glej Protokol XI) pri
celicah HEK293T in monocitih MonoMac6 (zaradi hitrejse endocitoze), predhodno nacepljenih na
plosce s 24 vdolbinicami (kot v poglavju 5.2 Delo s celicnimi kulturami).

Zasledovali smo hitrost endocitoz dekstrana, BSA, PLL in PDL z dodatkom ODN. Najprej smo
preracunali kon¢ne koncentracije reagentov in jih nato tudi pripravili iz zaloznih z redéenjem s PBS.
Nato smo si izrisali shemo dodajanja reagentov (slika 39) po ¢asovnem zaporedju 24, 10, 6, 4 in 2 uri
pred meritvijo.
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Slika 39: Shematska razporeditev reagentov pri zasledovanju endocitoze, ki smo jo uporabili (Avtor: J. Gojznikar)

Reagente smo dodajali po shemi (slika 39). 1z vsake luknjice smo odvzeli toliko gojis¢a, kot smo
dodali reagentov. Po kon¢anem dodajanju reagentov je sledila preveritev s citometrom CyFlow Space
(slika 40). Najprej smo ustrezno pripravili citometer (nastavili smo protokol in oistili $obe), nato smo
celice sprali in resuspendirali v pufru PBS. Suspenzije celic smo vnesli v oznacene kivete in vanje
nato dolili se 1.5 mL pufra PBS. Fluorescenco celic smo izmerili s citometrom. Po zadnji meritvi smo
aparaturo $e ocistili in jo zaustavili po navodilih.

Slika 40: Preto¢ni citomer CyFlow Space. Na njem smo

izvedli

pretocno

citometrijo.

(Povzeto

po:

http://reviews.productwiki.com/partec-cyflow-ml-space/.)
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5.7 Uporabljene snovi, pripomocki in celi¢ne kulture

V tabelah 1, 2 in 3 so navedeni kemikalije in gojis¢a, ki smo jih uporabili med raziskavo. Aparature in
laboratorijski pribor so zbrani v tabelah 4 in 5. V tabelah 6 in 7 so razvrs¢eni plazmidi in celi¢ne linije,

ki smo jih uporabili v raziskavi.

Tabela 1: Pufri

Ime

Proizvajalec

Sestava

pufer PBS

Kemijski institut

0.137 M NacCl, 0.003 M Na;HPO,4 x 2H,0,
0.01 M KCL in 0.007 M KH,PO4

coupling pufer

GE Health Care

1M Na,COs3

elucijski pufer

GE Health Care

0.1 % NaNs3; + PBS

luciferazni pufer

Tabela 2: Goji$¢ne mesanice

Ime Kat. t." Proizvajalec Dodatki

DMEM Glutamax 21885-025 Gibco 10 % FBS

Opti-MEM 11058-021 Invitrogen

RPMI 1640-Glutamax 61870-010 Invitrogen 10 % FBS

Tabela 3: Druge kemikalije

Ime Kat. §t. | Proizvajalec Sestava’

tripsin Sigma-Aldrich

0.4 % Tripan Blue 710282 Invitrogen

poli-L-lizin P2636 | Sigma-Aldrich

poli-D-lizin P7886 | Sigma-Aldrich

gﬁ Bisfunctional Reactive Q15008 | GE Health Care

N,N-dimetilacetamid Merck

etanol

MQ Kemijski institut destilirana voda

oveji serumski albumin . . 2 mg/mL, + 0.9 % Nacl,
?BSAJ\) Sigma-Aldrich g 0.05 % NaNs
NaHCOg;, bicinkonininska

BCA-reagent 1 Sigma-Aldrich kislina in natrijev tartrat v
0.1 M NaOH

BCA-reagent 2 Sigma-Aldrich 4 % CuSO,

proteinaza K P2308 | Sigma-Aldrich

Dextran Oregon Green 514 D7176 Invitrogen

DQ Ovalbumin D12053 Invitrogen

ER Tracker Red E12353 Invitrogen

Lysotracker Red DND-99 L7528 Invitrogen

Synapto Red C2 70027 Biotium

Syto 80 Orange S11361 Invitrogen

Lipofektamin 2000 Invitrogen

! Katalo3ka tevilka proizvajalca.
2 . v . . .
Pri meSanicah kemikalij.
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dekstran Sigma
CoA Sigma
DTT Sigma
ATP Sigma
dimetil sulfoksid Sigma
metanol Sigma
luciferin NanoL.ight
koelentrazin NanoL.ight
Cistilo za pretoCni citometer Partec

Tabela 4: Laboratorijski pribor

Ime

avtomatska pipeta

mikropipete

centrifugirke 50 mL, 15 mL

sterilni nastavki za mikropipete

¢aSa

mikroskopirna Skatlica (8-well)

sterilne mikrocentrifugirke

sterilna petrijevka

pinceta

kolona

stojalo za mikrocentrifugirke

kovinsko stojalo

oznacevalec

Cistilni robcki za opti¢ne naprave Linsenpapier

mikrotitrska plos¢a (96-well)

kiveta (10 mm x 2 mm)

spatula

multikanalna mikropipeta

strgalo

mikrotitrska plosca (24-well)

kivete za citometer

Tabela 5: Aparature

Tip aparata Proizvajalec
zascitna mikrobiolo§ka komora DIG9 (laminar) Iskra Pio
prestevalnik celic Countess Invitrogen

fluorescencni mikroskop

Leica Microsystems

analizna tehtnica

vibracijsko mesalo Tehtnica
spektrofotomer NanoDrop ND-1000 NanoDrop
racunalnik HP, Lenovo
spektrofotometer SynnergyMX BioTec
fluorescencni spektrofotometer LS55 Perkinelmer
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vakuumska naprava za ¢iSCenje kivet

konfokalni fluorescenc¢ni laserski mikroskop TCS SP5

Leica Microsystems

luminometer Orion 2 Berthold

pretocni citometer CyFlow Space Partec
Tabela 6: Genski material; plazmidi in ODN
Ime Kratica Vloga®
oligonukleotid 10104, ODN enoverizna DNK, oznacena z barvilom Cy3,
oznacen s Cy3 ligand za receptor TLR9
oligonukleotid 10104, ODN enoverizna DNK, oznacena z barvilom Cy3,
oznacen s Cy5 ligand za receptor TLR9
plazmid za TLR9 TLR9 nosilec zapisa za TLR9
plazmid za renilino . . - .
luciferazo Rluc nosilec zapisa za renilino luciferazo
plazmid za luciferazo . . . .

. Fluc nosilec zapisa za luciferazo kresnic
Kresnic
. nosilec zapisa za protein Unc93B1, ki omogoca
plazmid Unc93B1 Unc translokacijo receptorja TLR9 v endosome
vektor pcDNA3 pcDNA
plazmid . . .
nosilec zapisa za oznacevalce endosomov

Fyve-mCherry
plazmid LC3-GFP nosilec zapisa za oznaéevalce fagosomov
plazmid Golgi dsRed nosilec zapisa za oznacevalce Golgijevega aparata
plazmid Tomato nosilec zapisa za oznacevalce zgodnjih
EEA-1 endosomov
Tabela 4: Celi¢ne kulture
Ime Vrsta celic Uporabljene gojitvene posode
HEK293T ¢loveske embrionalne ledvi¢ne celice T75, 8-well, 96-well, 24-well
HEK?293 ¢loveske embrionalne ledvi¢ne celice T75, 96-well
MonoMac6 ¢loveski monociti T75, 24-well

3 . v .
Vloga genskega zapisa (npr. za oznacevanje endosomov).
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6 Rezultati

6.1 Oznacevanje poli-D- (PDL) in poli-L-lizina (PLL) z barvilom Cy5

Cilj raziskovalne naloge je pokazati, da PLL in PDL izboljsata vnos ODN v celico. Za potrditev
hipoteze smo najprej oznacili proteina PLL in PDL s fluorescencnim barvilom, ki omogoca
opazovanje vstopanja PLL in PDL z mikroskopom in preto¢nim citometrom.

Potek oznadevanja in ¢iS€enja oznaéenih proteinov je shematsko prikazan na sliki 41. Za oznacevanje
smo uporabili fluorescencno barvilo Cy5, ki se vzbuja pri 646 nm valovne dolZine in ima visek oddane
svetlobe pri 670 nm. Po zakljuceni reakciji vezave barvila na proteine smo oznacene polilizine lo¢ili
od odvecnega barvila z gelsko kromatografijo in jih analizirali.

Z merjenjem absorbance na spektrofotometru NanoDrop v obmocju od 280 nm do 650 nm smo
dolocili, kateri vzorci vsebujejo najveéjo koncentracijo barvila.

Koncentracijo oznacenih polilizinov v vzorcih, pozitivnih na barvilo Cy5, smo potrdili z reagentom
BCA. Absorbanco smo izmerili s spektrofotometrom SynergyMX za mikrotitrske plosce.

Z merjenjem fluorescence z barvilom oznacenih proteinov smo potrdili vezavo barvila Cy5 na
polilizine, za kar smo uporabili fluorometer LS55.

Za konec smo oznacena polilizina razgradili s proteinazo K in spremljali spremembe v fluorescenci za
mozno potrditev dusenja fluorescence, kar smo analizirali s fluorometrom.
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Oznadevanje PDL in PLL ter
loCevanje oznacenih frakcij od
odve¢nega barvila z gelsko
kromatografijo

= [BE
551

Doloc¢anje prisotnosti barvila v y‘.‘
frakcijah 99 —>
Vv
Doloéanje koncentracije , 1 | 213 /4|5(6 | 7|18/|9 | 10 117 12 Synnergyhx
proteinov v frakcijah, pozitivnih ‘90000000000 S o
na Cy5 ‘900000000000
Dokazovanje vezave barvila r.‘1
Cy5 na PLL in PDL z o@ —>
merjenjem fluorescence &

Merjenje sprememb Y

fluorescenci  po  razgradnji @
PLL/PDL s proteinazo K 0
(preverjanje dusenja

fluorescence)

="

Vow v

Slika 41: Prikaz celotnega postopka oznacevanja PLL in PDL ter ¢i§¢enja oznacenih proteinov (Avtor: J. Gojznikar)
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6.1.1 Oznacevanje PLL in PDL ter loevanje oznacenih proteinov z gelsko kromatografijo

Za oznaéevanje z barvilom Cy5 smo pripravili raztopini PLL in PDL (koncentracija 5 mg/ml v
fosfatnem pufru PBS). 1 ml raztopine smo dodali 50 pl 1M natrij-karbonatnega pufra s pH 9.3 in
celotno meSanico dodali aktiviranemu barvilu Cy5. Reakcijsko meSanico smo dobro premesali in
pustili stati v temi ¢ez no¢ na sobni temperaturi. Po kon¢ani reakciji oznacevanja proteinov smo
oznacéene proteine lo¢ili od nezreagiranega barvila z gelsko kromatografijo. S to se locujejo molekule
po velikosti, pri ¢emer so veéje molekule hitrejse. Na koloni s kromatografskim gelom sta se locila
dva pasova. Proteinski pas, ki potuje hitreje, se je eluiral v petem in Sestem mililitru elucijskega pufra
(frakciji 3 in 4).

6.1.2 Dolocanje prisotnosti barvila v frakcijah po eluciji iz gelske kromatografije

Z merjenjem absorbance s spektrofotometrom NanoDrop smo v frakcijah 3 in 4 dolo¢ili visoko
koncentracijo barvila, razvidno z vrha absorbance pri valovni dolZini 650 nm, kar je znaéilno za
barvilo Cy5. Zato smo omenjeni frakciji uporabili za nadaljnjo analizo. Proteini obi¢ajno absorbirajo
pri 280 nm zaradi prisotnih aromatskih skupin aminokislinskih preostankov. Polilizini aromatskih
aminokislin v svoji strukturi ne vsebujejo, zato nismo izmerili absorbance pri 280 nm (tabela 8).

Tabela 5: Absorbanca pri 280 nm in 650 nm frakcij proteina po gelski kromatografiji

Vzorec V(E:TL]] T]en Aogo Asso
PLL2 2 —-0.05 | —0.02
PLL3 1 -0.02 | 0.89
PLL4 1 0.00 1.12
PLL5 1 —-0.04 | 0.04
PLL6 2 0.14 0.04
PDL1 2 0.04 0.03
PDL2 1 0.01 0.02
PDL3 1 0.01 0.35
PDL4 1 0.06 0.36
PDL5 1 0.02 0.04
PDL6 2 0.04 0.05

6.1.3 Doloc¢anje koncentracije proteinov

V prej$njem koraku smo doloéili frakcije z najvecjo vsebnostjo barvila. Treba je bilo preveriti, ali
vsebujejo vi§je koncentracije proteinov. Koncentracijo proteinov v posameznih frakcijah smo dolocali
z metodo BCA. Zato smo pripravili serijo standardov (za koncentracije glej tabelo 9) in serijo redc¢itev
vzorcev (PDL in PLL frakcijama 3 in 4) ter dodali reagent BCA. Mesanicam smo po koncani reakciji
izmerili absorbanco. Ponovitvam analize smo se izognili z razli¢nim redéenjem svojih vzorcev (2-krat,
4-krat in 8-krat). 1z meritev absorpcije standardov smo pripravili umeritveno krivuljo (graf 1) in
izraCunali koncentracije razredCenih vzorcev, prikazane so v tabeli 3. Zaradi najmanj$e Steviléne
razlike med 2-kratno in 4-kratno red¢itvijo smo tedve uporabili pri nadaljnjih izracunih.
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Tabela 6: Podatki za umeritveno krivuljo

Masna
Standard koncentracija Assr Asgr— St. |
[mg/mL]
st. A 2 1.802 1.705
st. B 15 0.923 0.822
st. C 1 1.037 0.940
st. D 0.75 0.774 0.677
st. E 0.5 0.574 0477
st. F 0.25 0.387 0.290
st. G 0.125 0.247 0.150
st. H 0.025 0.135 0.038
st. | 0 0.097 0
E 12 -
’ " Konlcentracija [m;/;u ' "

Graf 1: Umeritvena krivulja (absorbanca standardov v odvisnosti od koncentracije) (Avtor: J. Gojznikar)

Tabela 7: Koncentracije proteinov v frakcijah po gelski kromatografiji

Izracunana « ..
5 koncentracija Koncr_la koncentracija
Vzorec Ass; Aseo— st. | | Razredditev . i (izr. x razr.)
(umeritvena krivulja) [mg/mL]
[mg/mL]
PLL3 0.176 0.079 2-krat 0.21 0.42
PLL3 0.134 0.037 4-krat 0.16 0.64
PLL3 0.117 0.020 8-krat 0.14 1.12
PLL4 0.186 0.089 2-krat 0.22 0.44
PLL4 0.142 0.045 4-krat 0.17 0.68
PLL4 0.122 0.025 8-krat 0.15 1.20
PDL3 0.170 0.073 2-krat 0.20 0.40
PDL3 0.135 0.038 4-krat 0.16 0.64
PDL3 0.131 0.034 8-krat 0.16 1.28
PDL4 0.167 0.070 2-krat 0.20 0.40
PDL4 0.135 0.038 4-krat 0.16 0.64
PDL4 0.118 0.021 8-krat 0.17 1.36

6.1.4 Fluorescencne lastnosti barvila Cy5 po vezavi na polilizin
O uspesni vezavi barvila na polilizina smo se prepri¢ali z merjenjem fluorescence raztopine proteina z
barvilom. Fluorescenco smo merili s fluorometrom SP55. Barvilo smo vzbujali s svetlobo valovne
dolzine 646 nm in merili signal/intenziteto oddane svetlobe v obmoc¢ju od 660 do 750 nm. Meritev
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smo ponovili 5-krat za PLL in PDL ter izracunali povpre¢no intenziteto fluorescence, kar je prikazano
v grafu 2. Iz grafa je razvidno, da je v obeh vzorcih PLL4 in PDL3, ki vsebujeta najvisjo koncentracijo
proteinov, prisotno barvilo, ki fluorescira. Emisijski spekter ustreza spektru barvila Cy5, kar potrjuje,
da je barvilo Cy5 vezano na proteine.

450

200 \ PDL

PLL

Flourescenca

640 660 630 700 720 740 760
Valovnadolzina [nm]

Graf 2: Emisijska spektera s Cy5 oznacenih polilizinov pri vzbujanju s svetlobo valovne dolZine 646 nm, izmerjena s
fluorometrom (Avtor: J. Gojznikar)

6.1.5 U¢inek razgradnje proteina na intenziteto fluorescence — u¢inek dusenja fluorescence
Ucinek razgradnje proteinov na intenziteto fluorescence smo preverjali z dodatkom proteinaze K k
raztopini oznacenih proteinov. Meritev smo izvajali v fluorometru SynnergyMX. Ucinek duSenja
fluorescence zaradi velike gostote barvila tesno skupaj smo ovrgli, saj je med razgradnjo s
proteinazo K intenziteta fluorescence v odvisnosti od casa padala (graf 3). Padec intenzitete
fluorescence je verjetno posledica uni¢enja fluorofora (angl. photobleaching).

70000
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50000 — t=1h
mt=24h

40000 ——
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30000 —

20000 — ]

] || l
o L— |

Poli-L-lizin Poli-D-lizin

Graf 3: Spreminjanje fluorescence PDL/PLL v odvisnosti od ¢asa ob aktivni proteinazi K (Avtor: J. Gojznikar)

6.1.6 Ocena izgub pri procesu ozna¢evanja PLL in PDL
Oznacevali smo 5 mg proteinov. Po ¢is¢enju smo pridobili 1.09 mg PLL in 1.04 mg PDL, torej sta bila
izkoristka za PLL in PDL le 21.8 % in 20.8 %. Ti so domnevno posledica zastajanja proteinov v

kromatografski koloni (tabela 11).
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Vow v

Tabela 8: Izra¢un izkoristka ¢is¢enja polilizinov, konjugiranih z barvilom Cy5

Izhodis¢na | Izhodis¢na | Frakcije | Volumen Masna Konéna | lzkoristek
Vzorec | koncentracija masa po eluciji eluata koncentracija | masa ¢iscenja
[mg/ml] [mg] [mL] [mg/mL] [mg]
PLL3 1 0.53 (£ 0.11) o
PLL > ° PLL4 1 056(t0.02) | 00 | 8%
PDL3 1 0.52 (+ 0.12) 0
PDL > > PDL4 1 052(t0.p) | T4 | 8%

6.2 Polozaj polilizinov in oligonukleotidov v celici

V nadaljevanju nas je zanimalo, ali oznadena proteina vstopata v celico in kje v celici sta.
Predpostavili smo, da proteina v celico prehajata s pomocjo endocitoze, zato smo predvidevali, da se
bosta koncentrirala v endosomih. Za potrditev hipoteze smo celice (HEK293T) inkubirali z
oznacenimi proteini in endosome barvali z barvili, ki specifi¢no oznacujejo endosome. Kot barvila
smo uporabili Dextran Oregon Green 514, DQ Ovalbumn, Lyso-Tracker RED DND-99, ER-Tracker
Red, Synapto Red C2 in Syto 80 Orange.

Dextran Oregon Green smo uporabljali za zasledovanje endocitoze, DQ Ovalbumin pa za zaznavanje
proteazne aktivnosti, saj fluorsecira po proteazni cepitvi ovalbumina. Barvilo ER-Tracker Red se
vgrajuje v membrane endoplazmatskega retikuluma, Lyso-Tracker pa fluorescira v kislih lizosomih.
Za oznacevanje jedrne DNK se uporablja Syto 80 Orange, Synapto Red pa flourescira, ko se vgradi v
lipidne membrane (celicno membrano in endosomske membrane).

Zanimalo nas je tudi, ali enoverizne molekule DNK, tako imenovani oligonukleotidi, potujejo skupaj s
pozitivnimi proteini. Za spremljanje internalizacije ODN smo celicam dodali s Cy3 oznacen
ODN10104.

6.2.1 Vstop polilizinov v celico

Za oznacena poli-L- in poli-D lizin je bilo treba dokazati, da vstopata v celice. Barvilo Cy5 se vzbuja
pri valovni dolzini 649 nm, seva pa pri 670 nm, zato smo fluorescenc¢ni mikroskop nastavili na to
obmocje delovanja. 1z slike 42 je razvidno, da se PLL in PDL v celicah razporejata tockovno.

Slika 42: Porazdelitev polilizina v celici je to¢kovna. Vijoli¢ne pike prikazujejo razporejanje polilizina. Ve¢ja barvna
razlitja prikazujejo mrtve celice. PDL je prikazan levo in PLL desno.

6.2.2 Sledenje endosomske aktivnosti

Zanimalo nas je, kako se v celici razporejajo endosomi. Za identifikacijo endosomov smo uporabili
barvili Dextran Oregon Green in DQ Ovalbumin. Pokazali smo, da se barvili v celici razporejata
tockovno (slika 43), podobno, kot se razporeja polilizin (slika 42).
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Slika 43: Prikaz turkizno obarvanih endosomov v notranjosti celic (levo so celice, obarvane z dekstranom, desno pa z
DQ Ovalbuminom)

6.2.3 Kolokalizacija ODN in polilizinov

V nadaljevanju nas je zanimalo, ali je razporejanje ODN podobno razporeditvi PLL in PDL v celice.
Ker naj bi PLL/PDL vezal ODN, je pri¢akovati razporejanje v iste endosome. Celic HEK293T smo
dodali s Cy5 oznacene proteine (magenta) in ODN-Cy3 (turkizna) (slika 44). Pokazali smo, da so
proteini v istih veziklih kot ODN, kar se vidi s pojavom belih pik, to pa potrjuje naSo domnevo, da
ODN in PLL/PDL po celici pogosto potujeta skupaj.

Slika 44: Polilizin in ODN sta pogosto v istih veziklih znotraj celic. Bela barva je indikator obstajanja polilizinov in
ODN v skupnih endosomih.

6.2.4 Prisotnost PDL/PLL v celi¢nih strukturah
Za dokonéno dolocanje nahajanja polilizina v celici, po njegovem vstopu vanjo, smo uporabili
specifi¢na barvila za endoplazmatski retikulum, lizosome, jedro in celi¢ne membrane.

Zaradi nespecifi¢nosti barvila ER-Tracker Red (barvila za endoplazmatski retikulum) nismo uspeli
zanesljivo ovre¢i, da polilizina ni v endoplazmeskem retikulumu (slika 45b). Zagotovo smo potrdili,
da barvilo LysoTracker (lizosomi) obarva organele, v katerih je tudi polilizin (slika 45a). Sklepamo,
da polilizin potuje po endocitotski poti od endosomov v lizosome.

Ceprav nismo pri¢akovali, da bo polilizin v jedru, smo celice barvali z barvilom, ki specifi¢no obarva
jedrno DNK, t. i. Syto 80 (slika 45d). Tovrstno barvanje smo uporabili kot negativno kontrolo, ki je
potrdila odsotnost polilizinov v celicnem jedru. Tudi s Synapto Red (slika 45c) ni priSlo do
kolokalizacije, iz tega lahko sklepamo, da se PLL in PDL ne vezeta na celi¢ne lipidne membrane.
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o L o i v
Slika 45: Polilizin po endositotski poti prehaja v lizosome. (a) Barvanje celic z LysoTracker Red, ki oznac¢uje lizosome.
Celice vsebujejo tudi s Cy5 oznacen polilizin. (b) Endoplazemski retikulum, barvan z ER-Tracker Red, (c) celi¢ne
membrane s Synapto Red in (d) jedra s Syto80. V vseh treh primerih ni mogo¢e zaznati kolokalizacije oznadenega
polilizina z barvili.

6.3 Aktivacija TLR9 in razporejanje TLR9 s PDL/PLL

Iz teorije (glej poglavje 3.2 Receptorji TLR) vemo, da se receptor TLR9 aktivira ob vezavi liganda
enoverizne DNK, t. i. ODN. Predvidevamo, da bo prislo do aktivacije TLR9, samo ¢e bo polilizin
dostavil ODN na mesto, kjer je receptor TLR9, in se bo ODN sprostil iz komplesa polilizin-ODN. Za
dokaz o u¢inkovitosti vnosa ODN smo uporabili merjenje aktivacije TLR9.

Preverili smo tudi, ali receptor TLR9 pride v kontakt s polilizinom v endosomih. Za to smo ponovno
uporabili fluorescencni mikroskop Leica TCS SP5 in fluorescenc¢na barvila, nasteta v tabeli 3.

Tabela 9: Rezultati luminiscenénih meritev za celice HEK293

HEK 2 | 3 T & ] 5 | =6 7 | 8 9 | 10 [ n
Reagent PBS + ODN PBS z
Kresn. 5712 10002 | 5600 | 7940 | sse4 | 370 610 459 171 376
8 Renilla 1236 2373 | 3144 | 2584 | 1972 | 2655 3473 | 2060 | 981 | 2272
Norm. 4.621 4215 | 1781 | 3073 | 2822 | 0.139 | 0176 | 0.155 | 0.174 | 0.165
Avg. £ 5D 3.557 + 0.805 0.158 + 0.019 0.165 + 0.010
Reagent DEX + ODN DEX z
Kresn. 9498 13719 | 7541 | 7026 | 7542 | 301 587 368 511 398
& Renilla 1667 2601 | 2456 | 2153 | 1843 | 1800 | 3021 | 1946 | 2019 | 1808
Norm. 5.698 5008 | 3070 | 3.263 | 4092 | 0159 | 0194 | 0189 | 0253 | 0220
Avg. £ 5D 4.244+1.141 0.177 +0.018 0.221+0.032 T
Reagent BSA + ODN BSA z ;
Kresn. 763 2151 | 7454 | 2144 | 2380 36 29 245 477 542 3
b Renilla 186 603 413 425 410 215 225 1345 | 1842 | 2142 |
Norm. 4.102 3567 | 181 | 5045 | 5805 | 0.167 | 0125 | 0.182 | 0.255 | 0.253
Avg. 5D 4.408 +0.993 0.148 + 0.019 0.231+0.043
Reagent PDL + ODN PDL Z
Kresn. 495 1191 | 1293 | 977 | 1526 8 13 15 554 358
E Renilla 659 1061 | 1170 | 906 755 20 13 17 3363 | 1903
Norm. 0.751 1123 | 1105 | 1078 | 2021 | o400 | 1000 | 0882 | 0.165 | 0.188
Avg. £ 5D 1216+ 0.476 07103 0.412 + 0.408
Reagent PLL + ODN PLL z
Kresn. 3007 5972 | 5893 | 5301 | 4614 45 29 24 561 497
F Renilla 887 2432 | 2201 | 2180 | 1788 48 36 48 2502 | 2438
Norm. 3.39 2456 | 2677 | 2432 | 2581 | 0938 | 0.8056 | o500 | 0.216 | 0.204
Avg. + 5D 2.707 +0.394 0.871+ 0.066 0.307 +0.168
Reagent PBS + ODN PBS z
Kresn. 85 103 76 120 102 110 81 111 107 103 T
Renilla 318 684 644 751 842 | 1001 622 507 446 351 L
s Norm. 0.267 0151 | 0118 | 0160 | 0121 | 0120 | 0130 | 0220 | 0240 | 0311 2
Avg. 5D 0.163 +0.061 0.12+0.01 0.224 +0.095 (-)

Z rumeno je oznacen rezultat, ki toliko odstopa, da ga pri izracunu nismo uporabili.
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Graf 4: Prisotnost PDL popolnoma inhibira aktivacijo TLR9. Prikazane so normalizirane vrednosti luciferaz pri
transfekciranih celicah HEK293T. Odziv celic, ki niso vsebovale TLRY, je prikazan v prvem stolpcu in predstavlja
negativno kontrolo. Legenda: DEX — dekstran, PLL — poli-L-lizin, PDL — poli-D-lizin, BSA — goveji serumski
albumin, PBS — pufer. (Avtor: J. Gojznikar)

Tabela 10: Rezultati luminiscenénih meritev za celice HEK293T

HEKT 2 | 3 | a4 ] s | s 7 | 8 | 9 | 10 | 11
Reagent PBS PBS + ODN T
Kresn. 365 534 366 358 178 232 241 210 358 319 L
B Renilla 641 1214 576 371 312 447 528 319 710 583 g
Norm. 0.569 0.440 0.635 0.965 0.571 0.515 0.456 0.658 0.504 0.547 (=)
Avg. = SD 0.636 £ 0.197 0.537 £ 0.075
Reagent PLL PLL + ODN
Kresn. 788 638 513 337 742 7797 7434 6914 13135 12757
c Renilla 16448 | 12136 7853 6669 16818 7343 8150 6732 5498 9357
Norm. 0.048 0.053 0.065 0.051 0.044 1.062 0.912 1.027 1.383 1.363
Avg. = SD 0.052 * 0.008 1.149+0.212
Reagent PDL PDL + ODN
Kresn. 335 352 451 357 362 1079 988 1052 1540 757
D Renilla 56599 7245 5771 6716 3978 4278 4627 3576 7065 3282
Norm. 0.059 0.043 0.078 0.053 0.051 0.252 0.214 0.2%4 0.275 0.231
Avg. = SD 0.066 £ 0.018 0.253 £ 0.033 T
Reagent DEX DEX + ODN L
Kresn. 281 465 349 290 352 9942 13932 7660 15093 10545 R
E Renilla 5487 6183 4740 4236 4339 3054 3696 3950 5366 4753 9
Norm. 0.051 0.075 0.074 0.069 0.080 3.255 3.769 1.939 2.813 2.219 )
Avg. = SD 0.0697 + 0.0111 2.799 £ 0.746
Reagent BSA BSA + ODN
Kresn. 786 961 1214 1054 856 12156 | 13231 | 10287 20454 15866
F Renilla 11246 | 12880 | 13335 8850 10835 9832 12841 8278 13559 12051
Norm. 0.070 0.075 0.091 0.118 0.079 1.236 1.030 1243 1511 1317
Avg. T SD 0.0867 £ 0.0197 1.268+0.173
Reagent PBS PBS + ODN
Kresn. 119 1387 1095 1475 1184 23241 | 11965 | 10494 13949 6066
G Renilla 10717 | 17885 | 14761 | 12823 13444 27284 | 11171 | 10586 15276 5044
Norm. 0.011 0.078 0.074 0.115 0.088 0.852 1.071 0.991 0.913 1.203
Avg. 5D 0.086 £ 0.018 1.006+0.138
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Graf 5: Prisotnost PDL popolnoma inhibira aktivacijo TLR9. Prikazane so normalizirane vrednosti luciferaz pri
transfekciranih celicah HEK293. Odziv celic, ki niso vsebovale TLRY, je prikazan v prvem stolpcu in predstavlja
negativno kontrolo. Legenda: DEX — dekstran, PLL — poli-L-lizin, PDL — poli-D-lizin, BSA — goveji serumski
albumin, PBS — pufer. (Avtor: J. Gojznikar)

Kot je razvidno iz grafov 1 in 2, je stopnja aktivacije TLR9 odvisna od prisotnosti ODN. Izkazalo se
je, da dekstran, BSA in tudi PLL ne vplivajo bistveno na aktivacijo TLR9 z ODN, in je aktivacija
primerljiva s tisto, pri kateri ODN ni primesan protein ali dekstran. Dekstran in BSA sta uporabna kot
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pozitivna kontrola, v okvir¢kih pa so meritve nasih vzorcev. Poudarili bi, da prisotnost PDL v
meSanici z ODN ucinkovito inhibira aktivacijo receptorja TLR9. Predvidevamo, da PDL zaradi
pozitivnega naboja ODN veze, vendar ga v endomih oz. lizosomih ne sprosti. To je lahko posledica
tega, da lizosomalne proteinaze ne uspejo razgraditi poli-D-lizina.

6.3.1 Prostorska porazdelitev receptorja TLR9 in polilizina

Da ODN aktivira receptor TLR9, mora le-ta priti v kontakt z receptorjem, kar pa je mogoce le, ¢e je
receptor TLR9 v ustreznih endosomih v celici. Zeleli smo preveriti, ali sta PLL/PDL v istih razdelkih
v celici, kot je receptor TLR9. Celice HEK293T smo transfekcirali s fuzijskim proteinom TLR9-
mCitin, ki je imel na C-konénem delu TLRY vezan fluorescirajo¢i protein mCitirn. Za doloéitev
lokalizacije smo celice dodatno transfekcirali s plazmidi, ki nosijo zapise za celi¢éne markerje, kot so
navedeni v tabeli 14. Celicam smo nato dodali s Cy5 oznacen polilizin in ODN-Cy3. Lokalizacijo
posameznih proteinov smo opazovali z mikroskopom (slike 46-53).

Tabela 11: Barvila, uporabljena pri mikroskopiji TLR9-transfekciranih celicah

Barvila Eksitacijska/emisijska valovna Lokalizacija v celici
dolZina (nm)

PDL/PLL-Cy5 | 649/670 endosomi

ODN-Cy3 550/570 endosomi

Tomato-EEAL1 | 554/581 zgodnji endosomi

FYVE-mCherry | 587/610 endosomi

LC3-GFP 448/507 fagociti

TLR9-mCitrin | 516/529 endosomi/ER

Slika 46: Receptor TLR9 je v istih razdelkih kot polilizin. Celice HEK293 so transfekcirane s
plazmidom TLR9-mCitrin (rumeno) in stimulirane s PLL-Cy5 (turkizno). Kolokalizacija je
prikazana z belo. Levo je prikazana zdruZena slika, ki smo jo dobili z nalaganjem slik
receptorja TLR9 in PLL-Cy5 (desno). Spodaj desno je prikazana slika celic, dobljena s presevno
svetlobo.
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Slika 47: Zgodnji endosomi vsebujejo receptor TLR9 in polilizin. Celice HEK293,
transfekcirane s plazmidoma za TLR9-mCitrin (rumeno) in Tomato-EEA1 (vijoli¢no) in
stimulirane s PLL-Cy5 (turkizno). Kolokalizacija je prikazana z belo. Levo je prikazana
zdruZena slika, ki smo jo dobili z nalaganjem slik receptorja TLR9, zgodnjih endosomov in
PLL-Cy5 (desno).

Slika 48: TLR9 in PLL sta tudi v FYVE-pozitivnih endosomih. Celice HEK293T, transfekcirane
s plazmidoma TLR9-mCitrin (rumeno) in FYVE-mCherry (vijoli¢no) in stimulirane s PLL-Cy5
(turkizno). Kolokalizacija je prikazana z belo. Levo je prikazana zdruzena slika, ki smo jo dobili
z nalaganjem slik receptorja TLR9, endosomov in PLL-Cy5 (desno).
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Slika 49: Lokalizacija receptorja TLR9, PLL in ODN v LC3-pozitivnih lizosomih je redka.
Celice HEK?293T, transfekcirane s plazmidi TLR9-mCitrin (rumeno), ODN-Cy3 (zeleno) in
LC3-GFP (vijoli¢no) in stimulirane s PLL-Cy5 (turkizno). Kolokalizacija je prikazana z belo.
Levo je prikazana zdruZena slika, ki smo jo dobili z nalaganjem slik receptorja TLR9, ODN,
PLL-Cys5 in fagocitov (desno).

Slika 50: Receptor TLR9 je v istih obmo¢jih kot poli-D-lizin. Celice HEK293 so transfekcirane s
plazmidom TLR9-mCitrin (rumeno) in stimulirane s PDL-Cy5 (turkizno). Kolokalizacija je
vidna na belih obmodjih. Levo je prikazana zdruZena slika, ki smo jo dobili z nalaganjem slik
receptorja TLR9 in PDL-Cy5 (desno). Spodaj desno je prikazana slika celic, dobljena s
presevno svetlobo.
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Slika 51: Zgodnji endosomi vsebujejo receptor TLR9 in poli-D-lizin. Celice HEK293 so
transfekcirane s plazmidoma za TLR9-mCitrin (rumeno) in Tomato-EEA1 (vijoli¢no) ter
stimulirane s PDL-Cy5 (turkizno). Kolokalizacija je prikazana z belo. Levo je prikazana
zdruZena slika, ki smo jo dobili z nalaganjem slik receptorja TLRY, zgodnjih endosomov in
PDL-Cy5 (desno). Spodaj desno je prikazana slika celic, dobljena s presevno svetlobo.

Slika 52: TLR9 in PDL sta tudi v FYVE-pozitivnih endosomih. Celice HEK293T so
transfekcirane s plazmidoma TLR9-mCitrin (rumeno) in FYVE-mCherry (vijoli¢no) in
stimulirane s PLL-Cy5 (turkizno). Kolokalizacija je prikazana z belo. Levo je prikazana
zdruZena slika, ki smo jo dobili z nalaganjem slik receptorja TLR9, endosomov in PLL-Cy5
(desno). Spodaj desno je prikazana slika celic, dobljena s presevno svetlobo.
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Slika 53: Lokalizacija receptorja TLR9, PDL in ODN v LC3-pozitivni lizosomih je pogostejsa.

Celice HEK?293T so transfekcirane s plazmidi TLR9-mCitrin (rumeno), ODN-Cy3 (zeleno) in

LC3-GFP (vijoli¢no) in stimulirane s PDL-Cy5 (turkizno). Kolokalizacija je prikazana z belo.

Levo je prikazana zdruZena slika, ki smo jo dobili z nalaganjem slik receptorja TLRY9, ODN,

PDL-Cys5 in fagocitov (desno).
S prikrivanjem slik fluorescencnega mikroskopa posameznih celi¢nih organelov smo pokazali
razporejanje polilizinov z ODN. Na slikah ve¢jega formata, ki predstavljajo naleganje posameznih slik
mikroskopiranja, je kolokalizacija preiskovanih molekul prikazana belo. Najbolje je vidna na slikah 48
in 49 za serije PLL ter slikah 52 in 53 za serije PDL. S tem smo pokazali, da so polilizini v istih
endosomih kot TLR9. Dolo¢ena manjsa koncentracija polilizinov pa je tudi v fagocitih.

Prostorska porazdelitev receptorja TLR9 je poznana iz literature. (Povzeto po: Wikipedia — TLR9:
http://en.wikipedia.org/wiki/TLR9. Dostop: 25. 10. 2013.) Receptor je pretezno v endoplazemskem
retikulumu in v endosomih. Pokazali smo, da polilizina in tudi ODN v celico vstopajo preko
endocitoze in so v endosomih in lizosomih, kjer smo dokazali tudi receptor TLR9. Iz podrobnejse
analize vrst endosomov je moc¢ opaziti, da je kompleks polilizina z ODN in TLR9 v EEA1 in
FYVE-pozitivnih endosomih, medtem ko ga redko najdemo v LC3-pozitivnih endosomih/lizosomih.
Protein LC3 je oznalevalec predvsem fagosomov in obasno barva tudi lizosome. (Povzeto po:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18425443. Dostop: 25. 10. 2013.) Rezultati potrjujejo
predvidevanja, da je kompleks polilizina in ODN v endosomih, ki so pozitivni za receptor TLR9, kar
smo potrdili tudi z aktivacijo samega receptorja.
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6.4 Hitrost vstopanja polilizina in ODN v celice HEK293T in makrofage MonoMac6

Po analizi oznacenih proteinov in njihove pozicije v celicah smo kot zadnji korak zeleli preveriti Se
hitrost njihovega vstopanja v celice HEK293T. Za primerjavo smo si izbrali makrofage MonoMac6,
za katere vemo, da imajo zelo uéinkovito endocitozo. Zamislili smo si ¢asovni eksperiment, v katerem
smo celicam, pripravljenim v mikrotitrskih plos¢ah s 24 vdolbinami, dodajali reagente v dolo¢enih
¢asovnih razmikih. Po izteku zastavljenega Casa smo delez proteinov in ODN, ki so presli v celice,
izmerili s preto¢nim citometrom.

6.4.1 Dolocitev meritvenega obmocja

Prvi korak citometri¢nih meritev je bila izbira obmodja, ki dolo¢a zive celice (slika 54). Za to smo
uporabili celice, ki smo jim dodali samo pufer PBS. Pri celicah HEK293T smo dolocili obmogje, ki je
zavzemalo 63.9 % (slika 54a), pri makrofagih pa 88.6 % vseh delcev (slika 54c). Za prikazana
obmocja smo se odlo¢ili na podlagi podatkov direktnega in stranskega sipanja. Celicam, ki so v
definiranem obmocju, smo izmerili tudi intenziteto fluorescence z valovno dolzino nad 640 nm. Ker
celicam nismo dodali s Cy5 oznafenega polilizina ali ODN, nismo pricakovali celic, ki bi
fluorescirale. S pomoc¢jo rezultatov merjenja fluorescence smo dolo¢ili mejo, ki predstavlja celice,
pozitivne na fluorescenco z valovno dolzino nad 640 nm. Mejo smo doloéili tako, da je delez celic
negativne kontrole, ki so v za fluorescenco pozitivnem obmod¢ju, manjsi od 1 % (sliki 54b —
HEK293T, 54d — makrofagi). S Cy5 oznacen polilizin ali ODN, ki se internalizira v celice, bi celice
uvrstil v t. i. pozitivnho obmoc¢je. Z merjenjem $tevila celic, ki se uvrs¢ajo v pozitivno obmog¢je, SMo
pridobili informacijo o u¢inkovitosti vstopanja reagentov v celice (slika 54).
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Slika 54: To€kovni graf stranskega in direktnega sipanja celic po dodatku pufra PBS (negativna kontrola). Izbrano
obmo¢je na sliki a, ki smo ga uporabili za nadaljnje meritve, predstavlja 63.9 % vseh prestetih delcev. Iz tega
obmo¢ja smo odstranili ozadje z izborom prikazanega lika, kjer je delez celic manjsi od 1 %. Sliki a in b prikazujeta
to¢kovne grafe za celice HEK293T, c in d pa za makrofage.

6.4.2 ODN v prisotnosti proteinov PDL in PLL stimulira celi¢no smrt

Po nastavitvi parametrov citometri¢nih meritev smo pregledali, ali izbrana obmocja ustrezajo vsem
celi¢nim populacijam, to je celicam, ki smo jim dodali PLL, PDL ali ODN. Pri tem smo prisli do
zanimive ugotovitve. Kot je razvidno s slike 55a, ODN brez dodanih PLL in PDL ne vpliva na
populacijo celic (veéina celic je v oznatenem obmocju). Ob dodatku ODN k PLL ali PDL je vidno
o¢itno poveéanje deleza celic, ki imajo druga¢no gostoto kot celice negativne kontrole in so izven
oznacenega obmocja (sliki 55d, f). Predvidevamo, da je sprememba gostote celic povezana s celi¢no
smrtjo. Celi¢ne smrti nismo potrdili z barvanjem celic z ustreznimi reagenti. Sklepamo, da
kombinacija ODN z oznacenimi polilizini poveca delez mrtvih celic (Slika 55).
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Slika 55: ODN v kombinaciji s PDL in PLL stimulira celi¢no smrt. Na sliki b ni o¢itnih razlik pred
dodatkom ODN in po njem, medtem ko pri slikah d in f prepoznamo olitno razliko v gostoti celic
izven oznacenega obmocja.

6.4.3 Primerjalno merjenje endocitoze pri HEK293T in makrofagih
Endocitozo polilizina in ODN smo spremljali v ¢asovnem intervalu od 4.5 do 28 ur za celice HEK293
in od 2 do 10 ur za makrofage MonoMacé.

Pri celicah HEK293 (slika 56) smo ugotovili, da se $tevilo celic, pozitivnih na Cy5, ne razlikuje
bistveno, ¢e primerjamo PDL in PLL, in to v vseh ¢asovnih intervalih. Prehajanje s Cy5 oznacenega
ODN v celice HEK293 je pocasno. Dodatek polilizina k ODN zelo poveca Stevilo celic, ki so
pozitivne na ODN-Cy5 (slika 56d, e). Po 28 urah je stevilo pozitivnih celic ve¢je od 80 % Vv prisotnosti
polilizina in samo 56 %, ko polilizina ni v me$anici z OD.

Pri makrofagih (slika 57) je endocitoza u¢inkovitejsa, zato smo ¢asovni interval skraj$ali. Podobno kot
za celice HEK293 se internalizaciji PLL in PDL v makrofage ne razlikujeta. Ze po 10 urah je ve¢ kot
90 % celic pozitivnih na s Cy5 oznac¢en polilizin (sliki 57a, b). Stevilo celic, ki so pozitivne na
ODN-Cy5, je po 10 urah samo 36 % (slika 57c). Dodatek polilizina ODN poveca $tevilo pozitivnih
celic na ve¢ kot 90 % ze po 2 urah (sliki 57d, e).
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Slika 56: Internalizacija kombinacije polilizina in ODN pri celicah HEK293T. Vstopanje oznacenih fluorescirajo¢ih

reagentov (ODN ali polilizinov) je mogole detektirati pri vseh celica. Pri drugem diagramu slike d je najverjetneje
prislo do eksperimentalne napake.
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Slika 57: Internalizacija ODN in polilizonov, oznadenih s fluorescenénimi barvili, pri monocitih MonoMac6. Pri
vseh posameznih eksperimentih je mo¢ zaznati vstopanje fluorescirajoc¢ih molekul.
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Graf 6: DeleZ pozitivnih celic v odvisnosti od ¢asa inkubacije celic z ODN in/ali polilizini. Prikaz vstopanja polilizinov
pri makrofagih in celicah HEK293. (Avtor: J. Gojznikar)
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Graf 7: Delez pozitivnih celic na ODN. Grafi¢ni prikaz internalizacije fluorecirajotega ODN brez polilizinov ali s
polilizini pri HEK293 (1. graf) in monocitih (2. graf). (Avtor: J. Gojznikar)

Ugotovili smo, da je internalizacija polilizina v celice HEK293 in makrofage neodvisna od tipa
polilizina. Stevilo celic, ki so pozitivne na ODN-CyS5, je zelo nizko in se ob&utno poveda ob dodatku
polilizina. To je lahko posledica izboljSane endocitoze kompleksa ali pa je pojav povezan z zas¢ito
ODN pred razgradnjo ODN z deoksiribonukleazami.
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7 Analiza rezultatov

7.1 Pozitivno nabita proteina poli-L- in poli-D-lizin se veZeta na krajSe segmente
enoverizne deoksiribonukleinske Kisline (oligonukleotide ODN)

Proteina poli-D- in poli-L-lizin smo oznadili s
fluorescencnim barvilom Cy5, da bi ju lahko pozneje z
uporabo fluorescen¢nega mikroskopa opazovali v odnosu
do celic. Postopek barvanja nam je zagotovil vzorce
obarvanega proteina. Raztopino obarvanega polilizina z
najvi§jo koncentracijo smo uporabili za spremljanje
vstopanja v celico. 1z rezultatov je razvidno, da polilizin
vstopa v celico z endocitozo, s ¢imer smo imeli podlago za
nadaljnje poskuse. Za potrditev hipoteze smo pozitivno
nabitemu polilizinu dodali negativno nabit ODN, oznacen z
barvilom Cy3, in pokazali, da sta polilizin in ODN v istih
organelah (slika 58). Iz tega lahko zaklju¢imo, da se
pozitivno nabita proteina poli-L- in poli-D-lizin vezeta na - 4

kraj$e segmente DNK. Slika 58: Celice z dodanim PLL (Cy5)

(magenta) in ODN (cian). Kolokalizacije so
vidne kot bele pike. (Foto: N. Kejzar)

7.2 Proteina poli-L- in poli-D-lizin izboljSata prenos oligonukleotidov v celico

Namen raziskovalne naloge je pokazati, da pozitivno nabiti proteini izbolj$ajo vnos negativno nabitim
enoverznim segmentom DNK. Predpostavili smo, da tako vezana proteina pospesita prenos DNK v
celico. Za merjenje vnosa ODN smo uporabili dve celi¢ni liniji — monocite MonoMac6 (ki imajo
ucinkovitej$o endocitozo) in HEK293T.

Potrdili smo, da poli-L- in poli-D-lizin o

pospesita endocitozo ODN. Tako smo vecje o |

koli¢ine posameznih ODN zasledili v 'y

celicah Sele po npr. 28 urah, v kompleksu s | & ;; |

proteinom pa Ze po 4 urah (ti podatki veljajo | 8 4 - m28s
za celice HEK293T. Podoben rezultat smo |  so | 105
dobili tudi z monociti /glej poglavje ;E: 40 - m6S
6.4 Rezultati/.). S tem smo potrdili, da |2 3o - m4s
pozitivno nabiti proteini, ki veZejo 20

oligonukleotide, izboljsajo njihov vnos v 101

celico. ° odn odn pdl odnpll

Graf 8: Graf hitrosti internalizacije pri monocitih MonoMac6
(Avtor: J. Gojznikar)

7.3 V celici je polilizin brez ODN ali z ODN v endosomih in lizosomih, ki vsebujejo
receptor TLR9

Z mehanizmom aktivacije TLR9 z ODN smo opazovali, kako na proces aktivacije vpliva vezava PLL
in PDL na oligonukleotide. Zanimalo nas je tudi, ali ODN v navezi s PLL in PDL sploh doseze TLRO.
Kolokalizacijo ODN, polilizinov in TLR9 v celicah HEK293 smo potrdili z barvanjem razli¢nih
celi¢nih struktur ter samega TLRO.
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7.4 Razgradnja poli-L-lizina v endosomih je klju¢na za spros¢anje ODN in aktivacijo
receptorja TLR9

Pokazali smo, da se ODN vezejo na pozitivni polilizin in kompleks vstopa v celico preko endocitoze.
Ugotovili smo tudi, da je kompleks prisoten v endosomih, ki vsebujejo tudi TLR9. 1z literature je
poznano, da je za aktivacijo TLR9 potreben ODN, ki se veze na TLR9. Pokazali smo, da ODN iz
kompleksa ODN/PLL aktivira TLR9. Iz omenjenega lahko sklepamo, da je kompleks med
poli-L-lizinom in ODN v endosomih razpadel, verjetno zaradi razgradnje polilizina z endosomalnimi
proteazami.

Ugotovili smo tudi, da dodatek PLL nekoliko inhibira aktivacijo TLR9 z ODN. Dodatek poli-D-lizina
ODN obcutno inhibira aktivacijo TLRO.

6 -

i | T

ZODN

Luminescenca
Noow s

-

1 1da

PBS (brez DEX BSA PLL PDL PBS
TLR9)

HEK 293

Graf 9: Prikaz grafa jakosti aktivacije pri celi¢ni liniji
HEK?293 (Avtor: J. Gojznikar)

7.5 Poli-D-lizin izbolj$a vstopanje ODN v celice in inhibira aktivacijo receptorja TLR9

Poli-D-lizin prav tako kot poli-L-lizin veZze ODN in v celico vstopa na enak nacin kot kompleks
poli-D-1izin/ODN. Iz rezultatov aktivacije receptorja TLR9 je razvidno, da ODN iz kompleksa
PDL/ODN ne aktivira TLR9. Iz literature je poznano, da proteinaze ne razgrajujejo poli-D-lizina. Ker
je poli-D-lizin odporen pred razgradnjo endosomalnih proteinaz, ODN ostane vezan v kompleksu in ni
na voljo za aktivacijo receptorja TLR9. S tem smo potrdili tudi prej$njo hipotezo, da je za aktivacijo
receptorja potrebna razgradnja pozitivno nabitih proteinov.

7.6 Komentar o celi¢ni toksi¢nosti poli-L/D-lizina

Rezultati citometrije kazejo, da koncentracija poli-L/D-lizina,
ki smo jo uporabljali med eksperimentom, sproza celi¢no
smrt, ni pa jasno razvidno, ali je PDL bolj toksi¢en kot PLL.
Iz rezultatov internalizacije lahko le domnevamo, da PLL in
PDL v kombinaciji z ODN in v vecji koncentraciji
povzrocata celi¢no smrt (slika 59).

_0"1;:6' '-'50,’:7% .‘3 : o 4 . 4
Slika 59: Celi¢na smrt. Velike vijoli¢ne lise S0
znanilke celi¢ne smrti — pojava, ki nas je
spremljal pri celotnem eksperimentalnem
delu. (Foto: N. Kejzar)
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8 Razprava: Problematika barvno slepih in s tem povezana predstavitev

rezultatov znanstvenega dela

8.1 Barvna slepota

Barvna slepota (BS) je precej pogosta okvara vida in je navadno gensko pogojena. Zanjo je znacilna
delna ali popolna nezmoznost zaznavanja barv zaradi okvare ¢epnic v oCesu posameznika, ki trpi za
BS.

Najpogostejsa oblika delne BS je rdee-zelena barvna slepota. Pojavlja se pri skoraj 8 % moskih in
0.5% zensk severnoevropskega izvora. Zanjo je znacilno, da prizadeti slabSe zaznavajo
rdece-rumeno-zeleno obmocje barvnega spektra. Delimo jo na protanopijo, pri kateri je poleg
zaznavanja rdece, rumene in oranzne barve obcutneje prizadeta zaznava jakosti (ti bolniki posledi¢no
vse odtenke vijoline zaznajo kot modre), in devteranopijo, ki je zelo podobna protanopiji, le da
prizadeti lahko zaznajo razli¢no jakost odtenkov (torej loCujejo odtenke vijoli¢ne).

Precej redkejSa oblika je modra barvna slepota (tritanopija), pri kateri prizadeti ne zaznavajo
modro-vijoli¢nega spektra vidne svetlobe. Ti bolniki navadno nimajo tezav z loCevanjem
rdece-zelenega dela spektra.

Najpopolnejsa oblika BS pa je popolna barvna slepota, pri kateri prizadeti sploh ne zaznavajo barv.

8.2 Problemi pri prikazu rezultatov

8.2.1 Splosni problem percepcije

Barvam se je pri predstavitvi rezultatov znanstvenega dela skoraj nemogoce izogniti, potrebne so
namre¢ za prikaz poudarjenih delov predstavitve in pomembne za jasnost teme. Lahko se uporabljajo
tudi za prikaz razli¢nosti posameznih elementov. Barve pa imajo tudi estetski vidik, saj barvitejsa
predstavitev bolj privlaci opazovalca kot pa neobarvana.

Toda ker barvno slepi ljudje ne zaznajo dela barvnega spektra, je to lahko problemati¢no pri prikazu
znanstvenih rezultatov. BS lahko ucinkuje na posameznikovo percepcijo prikazanega, sploh ce je
prikazani element obarvan tako, da barvno slepi ne vidi razlike med posameznimi obarvanimi deli. To
lahko izrazito zmanj$a razumevanje prikazanega in tudi interes posameznika, da bi se Se naprej
angaziral na podrocju predstavljene tematike.

8.2.2 Rdede-zelena in modra BS

Ker je najpogostejsa rdece-zelena BS, se bomo osredotocila bolj na to obliko. Tezave pri obolelih s to
obliko nastanejo, ko kombiniramo odtenke rdece in zelene barve (npr. slika 60). Tako lahko napisi in
grafi, ki jih zdravi posamezniki vidijo razli¢no obarvane, za barvno slepe predstavljajo monotono
paleto raznih odtenkov iste barve (tabela 15). Se huje je lahko s slikami (npr. obarvanimi celicami), ki

prizadetim namesto jasno razlo¢nih barv predstavljajo nerazlo¢en zmazek iste barve z razli¢no jakostjo
(slika 61).

Podobno tezavo predstavlja tudi modra BS, a je redkejsa in variira samo na eno barvo (modro), zato ta
ni tako izrazita.
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Tabela 12: Prikaz razli¢ne obarvanosti napisov pri razli¢no barvno slepih posameznikih

Normalen vid Protanopija Devteranopija Tritanopija
XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX

Slika 60: Tipi¢en fluorescen¢ni mikrograf (Slike 60-64 povzete po: http:/jfly.iam.u-tokyo.ac.jp/color/#stain.)

protanope (red) deuteranope (green) tritanope (blue)

Slika 61: Razli¢no zaznavanje obarvanosti tipi¢nega fluorescennega mikrografa pri razli¢no barvno slepih

8.3 Predlogi za reSitev tezav

posameznikih

8.3.1 Uporaba vzorcev za prikaz grafov in slik

Namesto uporabe barv za razlo¢evanje razli¢nih delov prikaza bi lahko uporabili razli¢ne vzorce.

Tako bi npr. grafi namesto neprekinjenih ¢rt lahko upodabljali pikéaste, ¢rtaste ali celo kombinirane
vzorce. Namesto enakih to¢k na mestih spremembe smeri linije grafa bi lahko za razli¢ne linije
uporabili razli¢ne like. Tako bi barvno slepi laze sledili in razlikovali ¢rte grafa (slika 62).

Slike bi prav tako lahko barvali z vzorci. Tako bi npr. uporabljali pike ali poSevne ¢rte. Da bi se
izognili pojavu, ko vzorci motijo osnovni namen slike, pa bi jih v sliko vkljucili z vodnim tiskom
(torej bi bili transparentni).
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Slika 62: Primer dobrega in slabega grafa

8.3.2 Uporaba nadomestnih barv

Pri rdece-zeleni BS se tezavi loCevanja razli¢nih barv lahko izognemo tako, da namesto rdece za barvo
uporabljamo magento (slika 63). Ta spekter barvno slepi zaznajo belo in ga brez tezav lo¢ijo od
zelene. Isti princip bi lahko uporabili za zamenjavo zelene. Zanjo ima podoben ucinek turkizna barva.

Po kon¢anem delu bi lahko slike predelali s programom Photoshop.

Slika 63: Primer mikrografa, obarvanega z magento

Z uporabo te ideje bi lahko nadomestili klasi¢ne rdece, zelene in modre odtenke z barvami, ki bi jih
barvno slepi laze locili. Te bi lahko nato tudi primerno kombinirali. Primeri so prikazani na spodnji
preglednici (slika 64).

for Photoshop, lllustrator, for Word, Power

Original Simulation Freehand, etc. Point, Canvas, etc.
Protan Deutan Tritan Hue CM,YK(%) R,G,B(0-255) R,G,B (%)
HM Black -° (0,0,0,100 0,0,0 (0,0,0
T I [ e 000
2 41° (0,50,100,0) (230,159,0) (90,60,0)
3- i j i - MM Sky Blue 202° (80,0,00) (86,180,233)  (35,70,90)
4-j i (- - WM bluish Green  164° (97,0,75,0)  (0,158,115) (0,60,50)
5 Yellow 56° (10,5,90,0) (240,228,66)  (95,90,25)
HHN Blue 202° (100,50,0,0) (0,114,178 (0,45,70)
- [ ] ] (005000014179
H N Vermilion 27° (0,80,100,0 213,940 (80,40,0)
T I 1 o100 @590
> e B M reddish Purple 326° (10,70,0,0) (204,121,167 (80,60,70)
s N S L , (107000 )_(204.121,167)

Slika 64: Preglednica primerov barv, ki jih barvno slepi lahko zaznajo

Se ena mozna resitev je uporaba barv razli¢nih jakosti, saj lahko devteranopi zaznajo razlike v jakosti,
Ceprav ne locijo rdeCe in zelene. Kot nadgradnjo te ideje bi lahko uporabili le eno barvo razli¢nih
jakosti, kar bi omogocilo ljudem z BS lazjo prepoznavo slike.

8.3.3 Uporaba novih barvnih kombinacij

V svoji raziskovalni nalogi smo v skladu s problematiko bravno slepih uporabili novo barvno
kombinacijo, ki bi omogocila dobro zaznavo kolokalizacije z znanstvenega stali$¢a in tudi olajSala
zaznavo barvno slepim.
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V tabeli 16 $e enkrat vidimo naso avtorsko sliko, obarvano s standardno kombinacijo rdece in zelene,
ki pri zdravih ljudeh pokaze kolokalizacijo z izstopajo¢o rumeno. Vendar, razvidno iz podanih
primerov, barvno slepi te razlike ne zaznajo (razen pri tritanopiji), zato ta kombinacija ni dobra izbira.

Tabela 13: Primeri vida barvno slepih rdece-zelene barvne kombinacije

»

Protanopija Devtranopija

Normalen vid Tritanopija

V tabeli 17 je primer naSe avtorske slike z uporabo barvne kombinacije magente in sinje modre (cian).
Pri vseh stanjih je kolokalizacija vidna v obliki bele barve, ki od svojega okolja zadosti izstopa za
objektivno oceno.

Tabela 14: Primeri vida barvno slepih cian-magentne barvne kombinacije

A "3 S

& ;‘. : i 2 =, )
Devteranopija

&“"’ d ! i - s 4 "
Normalen vid Protanopija Tritanopija

8.3.4 Spremenjen nacin govorne predstavitve rezultatov

Ob sami predstavitvi bi se lahko govornik izogibal neposrednemu imenovanju prikazanih elementov
samo po imenu, bi pa jih lahko tudi pokazal oz. poudaril obmo¢ja, 0 katerih govori.

Tezavo predstavljajo tudi zeleni in rdeci laserji, s katerimi se pogosto prikazujejo elementi, Ki jih
Zelimo poudariti. Namesto njih bi lahko uporabili kazalno palico ali pa kar roke, ¢e je prikaz na
primerni visini.

9 Zakljucki

V raziskovalni nalogi smo potrdili, da pozitivno nabiti proteini, kot sta poli-D/L-lizin, izbolj$ajo
prenos oligonukleotidov v celico. Prenos oligonukleotidov v celico je hitrejsi, prepreuje razgradnjo
oligonukleotidov z deoksirobonuklezami, kar podaljsa zivljenjsko dobo enoverizne DNK v
gostiteljskem organizmu in tako izboljsa tudi uc¢inkovitost aktivacije receptorja TLR9. Menimo, da bi
bila metoda, ki vklju¢uje pozitivno nabite proteine pri vnosu enoverizne DNK v celice, med drugim
morda uporabna v medicini.

Spoznali smo tudi tezavo prikaza rezultatov barvno slepim in predstavili nekaj resitev, ki smo jih
uporabili tudi v sami nalogi, da bi izboljsali njihovo percepcijo.
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11 Pri

11.1Pr

loge

otokoli

11.1.1 Protokol I: Red¢enje gojis¢ celic HEK in precepljanje v 8-well $katlice
1.1 Kemikalije

— tripsin

— pufer PBS (0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PO,)
— gojis¢e DMEM Glutamax + 10 % FBS (21885-025), Gibco

-04%

Tripan Blue (T10282), Invitrogen

1.2 Laboratorijski pribor
— laminar

—avtom

atska pipeta

— mikropipete
— dve 50 mL centrifugirki
— stojalo za centrifugirke

— steriln

i nastavki za mikropipete

— CaSa za odpadke
— mikroskopirne Skatlice (8-well)

— steriln

a mikrocentrifugirka (epica)

— merilnik celi¢ne koncentracije Countess, Invitrogen
— fluorescenéni mikroskop Leica

1.3 Cel

i¢ne kulture

— gojitvena posoda T75 s kulturo HEK293T

1.4 Metode

a) Red¢enje gojis¢ celic HEK

n

o AW

Najprej s 70-% etanolom obrisemo notranjo delovno povrsino laminarja.

Pred vnosom opreme v laminar vso opremo (razen gojis¢a) obrisemo S 70-% raztopino
etanola. Sele potem jo lahko prenesemo.

Kulturo celic pred vnosom v laminar pregledamo pod mikroskopom.

DMEM + 10 % FBS s 25 mL pipeto prenesemo v prvo centrifugirko in jo oznac¢imo.

Z 10 mL pipeto iz T75 odstranimo medij v ¢aso za odpadke.

Celice v T75 speremo z 10 mL PBS. PBS nalijemo sprva na dno gojitvene posode T75, nato
posodo nagibamo tako, da celice speremo s PBS. PBS nato odstranimo iz T75.

Dodamo 2 mL tripsina, T75 zapremo in inkubiramo 2 minuti pri sobni temperaturi.

Po 2 minutah dodamo 5-krat ve¢ zaloZnega gojis¢a (DMEM + 10 % FBS), kot smo dodali
tripsina. Notranjost T75 veckrat speremo z njeno vsebino.

Izpraznimo T75, njeno vsebino pa odpipetiramo v drugo centrifugirko in jo oznacimo.

. Iz centrifugirke odvzamemo 10 uL celiéne suspenzije in jo odpipetiramo Vv

mikrocentrifugirko. Nato ji dodamo 10 pL tripana.

. Pregledamo, ali je merilnik nastavljen na primeren protokol $tetja. V testno posodico dodamo

10 uL vzorca iz mikrocentrifugirke in zaZenemo merilnik.
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Ko merilnik presteje Stevilo mrtvih in Stevilo zivih celic, izracunamo, koliko suspenzije bomo
dodali nazaj v T75, da dosezemo optimalno gostoto Zivih celic (ta za T75 znasa 7,5 x 10°
celic/mL). V celoti bo v T75 12 mL tekocine.

Ko smo izracunali koli¢ino suspenzije, jo odpipetiramo v T75. Ostali potrebni volumen do
12 mL zapolnimo z gojis¢em DMEM.

Po konéanem delu vso opremo odistimo s 70 % raztopino etanola, odpadke primerno
razvrstimo in zavrzemo ter postavimo pripravljeno gojis¢e v T75 v inkubator na 37 °C.
Neporabljene celice v centrifugirki zavrzemo. Ko smo povsem zakljuéili z delom, obriSemo z
alkoholom tudi delovno povr§ino laminarja.

b) Precepljanje celic HEK iz gojis¢a v mikroskopirne katlice*

1.

2.

Kamrice primerno oznac¢imo. V vsako kamrico gre 200 pL. Njihova optimalna gostota je

8 x 10" celic na kamrico oz. 4 x 10° celic na mL.

Glede na to, koliksno koncentracijo celic ima suspenzija, preracunamo, koliko jo bomo dodali
v kamrico, da jo lahko potem do meje 200 pL razred¢imo z gojis¢em DMEM.

Ko smo izracunali koli¢ino, suspenzijo odpipetiramo v kamrice. Nato jim dodamo DMEM do
skupne koli¢ine 200 pL.

Kamrice inkubiramo pri 37 °C.

4
Postopek izvedemo pred zakljuckom (13. korakom) redcenja gojisc.
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11.1.2 Protokol II: Priprava oznacenih polilizinov

2.1 Kemikalije

— poli-L-lizin (P2636), Sigma-Aldrich

— poli-D-lizin (P7886), Sigma-Aldrich

— barvilo Cy5 (Q15008), GE Health Care

— N,N-dimetilacetamid, Merck

— coupling pufer (1M NaCOs;), GE Health Care

— pufer PBS (0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PO,)

2.2 Laboratorijski pribor

— dve sterilni mikrocentrifugirki (epici)
— sterilna petrijevka

— pinceta

—analizna tehtnica

— mikropipete

— sterilni nastavki za mikropipete

— vibracijsko mesalo (vorteks)

2.3 Metode

a) Tehtanje polilizinov

n

Nookw

8.

Pred vstopom v tehtalni prostor si nadenemo laboratorijsko haljo in rokavice.

Za pomo¢ pri tehtanju si pripravimo petrijevko in pinceto (struktura polilizinov je podobna
zvecilnemu drazeju).

Sterilne mikrocentrifugirke za tehtanje predhodno ustrezno oznac¢imo.

Prizgemo tehtnico in jo nastavimo na obmocje z delovanjem do 30 g.

Na petrijevko prenesemo majhne kosmice polilizinov (vsakega posebej).

V tehtnico polozimo mikrocentrifugirke in tehtnico zapremo ter tariramo.

V mikrocentrifugirke vnesemo majhne kosmice polilizinov. Zelena koli¢ina polilizina je v
obmocju 5-10 mg, konéna koncentracija raztopine polilizina pa mora biti 5 mg/mL. Glede na
koli¢ino tehtanega polilizina izraCunamo toCen volumen pufra PBS, ki ga bomo dodali
kasneje.

Tehtnico po potrebi o€istimo, zapremo in ugasnemo.

b) Priprava raztopine barvila Cy5 s tarénim proteinom

1.

2.

3.

V ustrezno oznacene mikrocentrifugirke (PDL/PLL) dodamo izracunane volumne pufra PBS
in vsebino premeSamo s stresanjem do popolne raztopitve proteina.

1 mL raztopine proteina sterilno prepipetiramo v coupling pufer, prilozen v kitu za
oznacevanje, in mikrocentrifugirke ponovno ustrezno oznac¢imo ter pretresemo.

Celotno mesSanico pridobljenih polilizinov, PBS in coupling pufra sterilno s pipeto
prepipetiramo v mikrocentrifugirko z barvilom (saj je v tem primeru barvilo v trdni obliki) in
jo ustrezno ozna¢imo.

S pomocjo pipetiranja s sten epice spraskamo barvilo in skupke barvila razbijemo na manjse
skupke.

Za nadaljnje meSanje uporabimo vibracijsko mesalo. Ker je barvilo Cy5 v vodi slabse topno, v
mesSanico dodamo Se 20 pL N,N-dimetilacetamida in nadaljujemo z meSanjem.

Celotno mesanico zapremo v Skatlico (preprecitev dostopa svetlobe) in ¢ez no¢ pustimo, da
pride do vezave barvila na aminske skupine polilizinov.
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11.1.3 Protokol 111: Kromatografija obarvanih proteinov in merjenje absorbance

3.1 Kemikalije

— pripravljena meSanica obarvanega proteina poli-L-lizina (PLL) in barvila Cy5

— pripravljena meSanica obarvanega proteina poli-D-lizina (PDL) in barvila Cy5

— elucijski pufer (PBS + 0.1 % NaNs), GE Health Care

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PQO,)
— 70 % etanol

3.2 Laboratorijski pribor

— 12 sterilnih mikrocentrifugirk (epic)

— mikropipete

— sterilni nastavki za mikropipete

— kolona

— 50 mL centrifugirka (falkonka), Falcon
— stojalo za falkonko

— kovinsko drzalo za kolono

— stojalo za mikrocentrifugirke

— oznacevalec

— spektrofotometer ND-1000, NanoDrop
— racunalnik

— Cistilni robcki za Cis¢enje opti¢nih naprav Linsenpapier, Assistent

N A

3.3 Metode

a) lzolacija PLL/PDL (Postopek za oba je enak.)

1.

2.

Na stojalo za kolono nastavimo kolono iz kita z barvilom Cy5 (GE Health Care). Pod njo si
pripravimo stojalo s centrifugirko in stojalo s sterilnimi mikrocentrifugirkami.

Iz kolone spustimo topilo, v katerem je polnilo kolone shranjeno. Po¢akamo, da se povsem
odtece, in nato kolono dvakrat speremo s 15 mL PBS. Ko se tekoc¢ina izto¢i, zamenjamo
falkonko z mikrocentrifugirkami in jih ustrezno ozna¢imo.

Na kolono nanesemo vzorec in poc¢akamo, da vstopi v nosilec. Nato vzorec eluiramo z
dodatkom 8-9 mL pufra PBS.

Tekocino iz kolone zacnemo prestrezati v 6 oznacenih sterilnih mikrocentrifugirk. V zacetno
in kon¢no mikrocentrifugirko lovimo 2 mL tekocCine, v vimesne pa 1 mL.

Ko se iz kolone eluira vse barvilo, umaknemo mikrocentrifugirke in podstavimo centrifugirko.
Kolono nato stirikrat speremo s 15 mL PBS. Centrifugirko vmes po potrebi izpraznimo.

Na kolono namestimo spodnji zamaSek, vanjo nalijemo elucijski pufer do roba in zapremo
pokrovéek. Mikrocentrifugirke z vzorci postavimo v hladilnik.

b) Merjene absorbance

1.

2.

Vkljuéimo racunalnik in spektrofotometer NanoDrop. V programu ND-1000 izberemo
Proteins & Labels.

Ocistimo citalnik s 70 % etanolom in nanj odpipetiramo 2 pL pufra PBS. V programu
zazenemo opcijo Blank.

Z robckom obrisemo ¢italnik in nanesemo 2 pL vzorca. V programu zazenemo Measure in
poc¢akamo, da racunalnik izriSe graf. Ta postopek ponovimo glede na $tevilo vzorcev.

Ko zaklju¢imo z delom, ocistimo spektrofotometer in izklju¢imo racunalnik.
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11.1.4 Protokol 1V: Umeritvena krivulja za proteine in merjenje absorbance

4.1 Kemikalije

— MQ (destilirana voda)

— goveji serumski albumin (2 mg/mL, 0.9 % NacCl, 0.05 % NaNs), Sigma-Aldrich

— BCA-reagent A (NaHCO;, bicinkonininska kislina in natrijev tartrat v 0,1 M NaOh), Sigma-Aldrich
— BCA-reagent B (4 % CuSO,), Sigma-Aldrich

— pripravljena vzorca poli-L-lizina (PLL4, PLL3)

— pripravljena vzorca poli-D-lizina (PDL4, PDL3)

4.2 Laboratorijski pribor

— sterilne mikrocentrifugirke

— stojalo za mikrocentrifugirke

— mikropipete

— sterilni nastavki za mikropipete

— mikrotitrska plosc¢a (96-well)

— spektrofotometer SynnergyMX, BioTec
— racunalnik

4.3 Metode

a) Reakcija BCA

1.

2.

o

Najprej napravimo standarde, ki jih bomo uporabili za umeritveno krivuljo. V
9 mikrocentrifugirkah po navodilu proizvajalca z MQ razred¢imo albuminski standard.

Vsak vzorec PDL/PLL razred¢imo z MQ v svoji mikrocentrifugirki v razmerju 1 + 1 (1 del
vzorca + 1 del MQ), 1 + 3 (1 del vzorca + 3 deli MQ) in 1 + 7 (1 del vzorca + 7 delov MQ).
Tako dobimo za vsak vzorec 3 red¢itve.

Po formuli ((#standardov + #vzorcev) X (#ponovitev) x (volumen delovnega reagenta na
vzorec (200 pL))) izraCunamo koli¢ino potrebnega delovnega reagenta, ki ga dobimo iz
reagenta A in reagenta B. Glede na volumen potrebnega delovnega reagenta potem zme$amo
reagent A z reagentom B v razmerju 49 + 1.

V vrstico A mikrotitrske plos¢e dodamo v luknjice po 20 pL vseh 9 standardov in 3 negativne
kontrole (MQ). V ostale luknjice po predhodno pripravljenem vzorcu (primer: shema 1)
porazdelimo redcitve vzorcev.

Vsem luknjicam s standardi in vzorci dodamo 200 pL delovnega reagenta.

Plosco inkubiramo 30 minut pri 37 °C.

1011 |12

®®
@0

00000000
" ®0160000®®

Shema 1: Razporeditev vzorcev na mikrotitrski plosci

5 7

o ®
O O

b) Merjenje absorbance

agrwbdE

S

Zazenemo racunalnik in spektrofotometer.

V programu Gen5 ustvarimo protokol za reakcijo BCA.

V spektrofotometer vstavimo mikrotitrsko plos¢o s svojimi vzorci BCA.

Zazenemo meritev.

Iz dobljenih rezultatov standardov, ki smo jim odSteli vrednosti negativnih kontrol, izriSemo
umeritveno krivuljo in izra¢unamo naklon.

Iz umeritvene krivulje preracunamo koncentracije proteina v vzorcu in pri tem upoStevamo
redcitve.
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11.1.5 Protokol V: Merjenje fluorescence

5.1 Kemikalije

— raztopina obarvanega poli-D-lizina (PDL3)

— raztopina obarvanega poli-L-lizina (PLL3)

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PQO,)
— 70 % etanol

— destilirana voda

5.2 Laboratorijski pribor

— mikropipete

— sterilni nastavki za mikropipete

— kiveta (10 mm x 2 mm), Hellma Analytics

— fluorometer Luminescence spektrometer LS55, Perkinelmer
— racunalnik

— vakuumska naprava za Ciscenje kivet

5.3 Metode

1. Vklopimo racunalnik in fluorometer.

2. Na fluorometru zaZenemo program FI-WinLab in vpiSemo podatke za meritev. Valovna
dolzina vzburjanja je 646 nm pri 10 nm reZzi za oba vzorca. Emisijo svetlobe spremljamo pri
valovni dolzini od 650 do 750 pri 5 nm rezi za PLL in 10 nm rezi za PDL.

V kiveto napipetiramo 100 pL vzorca in nato 200 puL. PBS.

Kiveto z vzorcem vstavimo v fluorometer in zazenemo meritev.

Po koncani meritvi vzorec shranimo.

Kiveto ocistimo z etanolom in vodo, pri tem si pomagamo s posebno napravo za ¢iS€enje
kivet.

ISR LI

71



N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

11.1.6 Protokol VI: Proteazna cepitev poli-D/L-lizinov s proteinazo K

6.1 Kemikalije

—raztopina s Cy5 oznacenega poli-D-lizina (PDL3)

—raztopina s Cy5 oznacenega poli-L-lizina (PLL3)

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KClI in 0,007 M KH,PO,)
— proteinaza K (P-2308), Sigma-Aldrich

6.2 Laboratorijski pribor

— ¢rna mikrotitrska plos¢a (96-well)

— sterilni nastavki za mikropipete

— mikropipete

— spektrofotometer SynnergyMX, BioTec
— racunalnik

— sterilna mikrocentrifugirka

— analitska tehtnica

— spatula

— oznacevalec

6.3 Metode

a) Priprava mikrotitrske plosce

1.

w

Sterilno mikrocentrifugirko vstavimo v analitsko tehtnico in jo tariramo. Vanjo nato s spatulo
prenesemo najmanjso koli¢ino proteinaze K in jo stehtamo.

Iz zatehte proteinaze K in Zelene koncentracije raztopine (20 pug/mL) izraunamo volumen
PBS, ki ga moramo dodati zatehti.

Proteinazo K raztopimo v pufru PBS. Pripravimo raztopino s koncentracijo 20 pg/mL.

Na mikrotitrsko plos¢o v kamrice A1-A3 nanesemo po 90 uL PLL. Enako storimo z B1-B3,
le da nanesemo PDL, in s C1-C3, v katere nanesemo le PBS.

b) Merjenje fluorescencnosti

1.

oa &

Zazenemo racunalnik in spektrofotometer. V programu Gen5 sestavimo najprej protokol za
merjenje fluorescence. Valovna dolzina svetlobe vzburjanja je 645 nm (na 9 nm rezi), oddano
svetlobo pa spremljamo pri valovni dolzini 675 nm (na 9 nm rezi).

Pred vnosom proteinaze K naredimo blank meritev. Mikrotitrsko plo$¢o prenesemo v stroj in
zaZenemo meritev.

Napisemo nov protokol za kinetiko. Vzorce zelimo analizirati 1 uro s frekvenco od¢itavanja
5 minut.

Poskusno zaZzenemo meritev za 10 minut, da se prepri¢amo, ali protokol deluje.

Na mikrotitrsko plos¢o nanesemo raztopino proteinaze K. V wvrstico 2 (A2, B2 in C2)
nanesemo 10 pL, v vrstico 3 (A3, B3 in C3) pa 1 uL (shema 1). Da se izognemo pipetiranju
tako majhnih volumnov, lahko namesto 1 uL odpipetiramo 10 puL naknadno razredéene
proteinaze K, ki smo jo pripravili tako, da smo iz zalozne raztopine vzeli 10 puL proteinaze K
in ji dodali 90 pL PBS.

Mikrotitrsko plos¢o vstavimo nazaj v spektrofotometer in odpremo protokol za kinetiko.
ZazZenemo meritev za 1 Uro.

Po koncani meritvi mikrotitrsko plos¢o odstranimo iz spektrofotometra in jo shranimo.
Spektrofotometer in racunalnik ugasnemo.
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Shema 1: Nanos vzorcev in proteinaze K
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11.1.7 Protokol VI1: Mikroskopiranje

7.1 Kemikalije

—raztopina s Cy5 oznacenega poli-D-lizina (PDL4)

— raztopina s Cy5 oznacenega poli-L-lizina (PLL4)

— Dextran Oregon Green 514 (D7176), Invitrogen

— DQ Ovalbumin (D12053), Invitrogen

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PQO,)
— ODN10104, oznacen s Cy3 (0,5 mM)

— barvilo za ozna¢evanje endoplazemskega retikuluma, ER Tracker Red (E12353), Invitrogen
— barvilo za oznacevanje lizosomov, Lysotracker Red DND-99 (L7528), Invitrogen

— barvilo za oznacevanje celiénih membran, Synapto Red C2 (70027), Biotium

— barvilo za oznacevanje jedrnih nukleinskih kislin, Syto 80 Orange (S11361), Invitrogen

7.2 Laboratorijski pribor

— sterilni nastavki za mikropipete

— mikropipete

— fluorescencni laserski mikroskop Leica TCS SP5, Leica Microsystems
— racunalnik

7.3 Celi¢ne kulture
— mikroskopirne plosce (8-well) z nacepljeno kulturo HEK293T

7.3 Metode
a) Barvanje celi¢nih kultur z barviloma Dextran Oregon Green in DQ Ovalbumin

1. Plosce predhodno pocepimo s celi¢no kulturo HEK239T (4 x 10° celic/mL /glej Protokol 1/) in
jih inkubiramo 24 ur pri 37 °C in 5 % CO,.

2. 'V posamezne luknjice dodamo 20 ali 2 pL. PDL/PLL (shema 1).

3.V luknjice brez PLL in PDL dodamo 10 pL Dextran OG in DQ Ovalbumin.

4. Inkubiramo ¢ez noc pri 37 °C in 5.0 % CO..

20 puL PLL4A 20 uLPLLA 10 pL Dextran
Oregon Green

20 uLPDL4 20 uLPDL4 1ouLDQ
Ovalbumin

Shema 1: Primer razporeditve vzorcev

b) Barvanje celi¢nih kultur z Lysotracker Red in ER Tracker Red

1. Plosce (8-well) pocepimo s celicami HEK239T. Nato plosce inkubiramo 24 ur.

2. Delovne koncentracije barvil pripravimo z red¢enjem zalozne koncentracije s pufrom PBS.

3. ODN ustrezno razred¢imo z izracunano koli¢ino potrebnega sterilnega pufra PBS.

4. V 4 luknjice (v2 PLL inv 2 PDL) vnesemo 10 uL. ODN.

5. Skatlico pustimo &ez no¢ v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO,.

6. Po navodilih proizvajalca izrac¢unamo, s koliko PBS bomo razred¢ili barvili, da dosezemo
zeleno delovno koncentracijo (50 uM).

7. Barvili ustrezno razred¢imo S PBS.

8. 'V vsako luknjico s PLL in eno s PDL brez ODN dodamo po 20 pL barvil Lysotracker in ER
Tracker (shema 2).
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S uLPLL+ SpuLPLL+ S5uLPLL+ SuLPLL+
10 uL ODN 10 uL ODN 20 uL 20 uL ER
Lysotracker Tracker
5puLPDL+ 5uLPDL+ 5 pL PLL + 5uL PDL+
10 pL ODN 10 uL ODN 20 pL 20 uL ER
Lysotracker Tracker

Shema 2: Primer mikroskopirne $katlice za oznacevanje z ER Tracker Red in Lysotracker Red DND-99

¢) Barvanje celi¢nih kultur s Syto 80 in Synapto Red (shema 2)

1.

ok~ w

Ponovimo postopek iz 1., 2. in 5. tocke protokola za barvanje z Lysotracker Red in ER
Tracker Red.

Zelena delovna koncentracija barvil je 50 pM. Prera¢unamo, s kolikino koli¢ino PBS bo treba
razredciti barvili, da jo dosezemo.

Barvili razred¢imo z izracunano koncentracijo sterilnega PBS.

10 pL barvil dodamo v luknjice po predhodno pripravljenem vzorcu (shema 3).

Skatlico z oznaGenimi vzorci si ogledamo pod mikroskopom.

5uLPLL+ 5 uL PLL+ 5 uL PLL 5ul PLL
10 pL 10 plL Syto 80
Synapto Red Orange
5puLPDL+ 5 puL PDL + 5 pLPLL 5 pL PDL
10 L 10 L Syto 80
Synapto Red Orange

Shema 3: Primer mikroskopirne $katlice s celicami, ki smo jih barvali s Synapto Red C2 in Syto 80 Orange

d) Mikroskopiranje

=

w

Prizgemo mikroskop in ra¢unalnik po navodilih proizvajalca.

Prizgemo laserje (405 nm diodni laser, 488 nm laser Multi-ion ARGON, 543 nm in 633 nm
helij-neonov laser).

Na mizico mikroskopa polozimo mikroskopsko plos¢o.

V programu LAS AF izberemo objektiv in nastavimo mikroskop za opazovanje posameznega
Vzorca.

Ko smo uredili vse Zelene parametre, zatnemo z meritvijo. Po koncani uporabi ugasnemo
mikroskop in ra¢unalnik ter umaknemo mikroskopirno $katlico izpod objektiva.
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11.1.8 Protokol VI11: Lipofektaminska transfekcija TLR9

8.1 Kemikalije

— plazmid z genom za TLR9

— plazmid z genom za luciferazo kresnick (Fluc)

— plazmid z genom za renilino luciferazo (Rluc)

— plazmid UnC93B1

— vektor pcDNA3

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PQO,)
— Lipofektamin 2000, Invitrogen

— gojisce Opti-MEM (11058-021), Invitrogen

8.2 Laboratorijski pribor

— sterilni nastavki za mikropipete

— multikanalna mikropipeta

— mikropipete

— mikrotitrske plosce (96-well)

— sterilne mikrocentrifugirke

— stojalo za mikrocentrifugirke

— 15 mL centrifugirke, Falcon

— stojalo za centrifugirke

— spektrofotometer ND-1000, NanoDrop
— racunalnik

— Cistilni robcki za ¢iS€enje opti¢nih naprav Linsenpapier, Assistent
— vibracijsko mesalo (vorteks), tehtnica
— oznacevalec

— laminar

— CaSa za odpadke

v v

8.3 Celi¢ne kulture
— gojilna posoda T75 s celi¢no kulturo HEK293T
—gojilna posoda T75 s celi¢no kulturo HEK293

8.4 Metode

a) Priprava vzorcev in nacrtovanje transfekcije

1.

2.

Na spektrofotometru ND-1000 izmerimo koncentracije plazmidnih molekul DNK TLR9, Fluc,
UnC in Rluc. Koncentracija pcDNAS3 je 0.1 mg/mL.

Iz koncentracij plazmidov preracunamo potrebne koli¢ine plazmidov za transfekcijo celic,
nacepljenih na mikrotitrskih plos¢ah. Vrednosti vnesemo v program, ki nam izrac¢una volumne
raztopin plazmidov, transfekcijskega reagenta lipofektamina in gojis¢a Opti-MEM, potrebne
za transferacijo.

Ko nam program izrac¢una potrebne koliCine, jih odpipetiramo v mikrocentrifugirke, oznac¢imo
in zme$amo z vibracijskim meSalom. Vzorce nato ¢ez no¢ postavimo v hladilnik.

V prvo mikrotitrsko plos¢o nacepimo kulturo HEK293T, v drugo pa HEK293 in ju
inkubiramo ¢ez no¢ na 37 °C in 5 % CO,. Za lazjo predstavo si za mikrotitrski plos¢i izriSemo
razporeditev vzorcev (shema 1).
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| _— Pustimo prazno.

brez TLR9

s
Q

s TLR9

Shema 1: Razporeditev transfekcijskih vzorcev
b) Transfekcija mikrotitrskih plos¢

1. Iz hladilnika vzamemo vzorce. Iz inkubatorja vzamemo mikrotitrski plo§¢i in preverimo, ali so
celice prerasle 70 % povrsine. Oboje prenesemo v laminar.

2. Pripravimo mesSanico lipofektamina v gojis¢u Opti-MEM in meSanico plazmidne DNK v
istem mediju po predhodnem izra¢unu za serijo s TLR9. Tako razredéenemu lipofektaminu
dodamo mesSanico plazmida v gojis¢u Opti-MEM, previdno premeSamo in inkubiramo 5
minut.

3. Serijo brez TLR9 naredimo enako, le da uposStevamo izracune za to serijo. Tukaj zaradi
manjsih koli¢in ne potrebujemo centrifugirke.

4. 'V prazno mikrotitrsko plos¢o nanesemo v prva dva stolpca po 300 pL meSanic lipofektamina
in plazmidne DNK v gojis¢u Opti-MEM po predhodno pripravljeni shemi. To nam bo prislo
prav za lazje odmerjanje vzorcev.

5. Z multikanalno mikropipeto odpipetiramo 50 pL mesSanice lipofektamina in plazmidne DNK
ter jih prenesemo po predhodno pripravljeni shemi v luknjice s celicami (shema 2).

6. Mikrotitrski plo§¢i s celicami nato prestavimo nazaj v inkubator in pospravimo za sabo.

brez TLR9

FAW

bl 7] v
04

O
O
@
@
@
O
O
O
@
O

s TLR9

®

®
VI
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q

Shema 2: Prenos vzorcev z multikanalno pipeto

77



N. KejZar, J. Gojznikar. (2014) Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

11.1.9 Protokol IX: Aktivacija transfekciranih celic in merjenje luminescence

9.1 Kemikalije

— ODN10104, oznacen s Cy3 (0,5 mM)

— goveji serumski albumin BSA (A2153), Sigma-Aldrich, 2mg/mL
— izhodi$¢na raztopina PLL (5 mg/mL)

— izhodis¢na raztopina PDL (5 mg/mL)

— dekstran 10mg/mL

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NaCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PO,)
- CoA

-DTT

—ATP

— luciferazni pufer

— dimetil sulfoksid (DSMO)

— metanol

— luciferin

— coelentrazin

— MQ (destilirana voda)

9.2 Laboratorijski pribor

— mikropipete

— multikanalna mikropipeta

— sterilni nastavki za mikropipete
— mikrocentrifugrike

— stojalo za mikrocentrifugirke
— 15 mL centrifugirke

— 50 mL centrifugirke

— stojalo za centrifugirke

— luminometer Orion 2, Berthold
— racunalnik

9.3 Celi¢ne kulture
— mikrotitrska plos¢a (96-well) z nacepljeno transfekcirano kulturo HEK293
— mikrotitrska ploséa (96-well) z nacepljeno transfekcirano kulturo HEK293T

9.4 Metode
a) Priprava raztopin za aktivacijo

1. Iz poznanih koncentracij zaloznih spojin (ODN 10104, BSA, PLL, PDL in dekstran)
preracunamo, kolik$na bo kon¢na koli¢ina potrebnih reagentov.

2. Podatke vnesemo v racunalniski program, da nam izra¢una volumne zaloznih koncentracij, ki
jih je treba dodati za pripravo ustrezne red¢itve. Pri tem upoSteva Stevilo paralelk
eksperimenta.

3. IzraGunane koli¢ine razredéimo s pufrom PBS (ODN 500-krat, BSA 2-krat, PLL/PDL 5-krat,
dekstran 10-krat).

4. Ko smo koncali s pripravo raztopin, si izriSemo nacrt, kako bomo razporedili vzorce na
mikrotitrski ploséi (slika 1).
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b) Aktivacija transfekciranih celic na mikrotitrskih plos¢ah

1.

4.

Mikrotitrsko plosco s celicami, ki smo jih transeficrali s plazmidi (Protokol VIII), vzamemo iz
inkubatorja in preverimo, ali so celice prerasle povrsino.

V prazno sterilno plos¢o odpipetiramo reagente po predhodno pripravljeni shemi.

Z multikanalno pipeto prenesemo reagente v luknjice mikrotitrske plosce s celicami po
predhodno pripravljeni shemi.

Plosci inkubiramo ¢ez noc pri 37 °C in 5 % CO,.

¢) Merjenje luminescence

1.

SR L S

~

Za merjenje aktivnosti kresnickine luciferaze pripravimo dve meSanici CoA, DTT, ATP in
poseben pufer v 15 mL centrifugirki, zred¢imo na 13 mL s PBS, prenesemo v 50 mL
centrifugirko in dodamo v 100 pL dimetil sulfoksida raztopljeni luciferin.

Za merjenje aktivnosti reniline luciferaze v dve meSanici zmeSamo predhodno pripravljene
reagente iz 15 mL centrifugirk v 50 mL in dodamo v 100 puL. metanola raztopljen coelentrazin.
Vkljuc¢imo luminometer in racunalnik.

Zazenemo program Simplicity.

Nastavimo protokol in speremo injektorje ter Sobe z vodo.

Na prvi injektor namestimo kresnic¢kino luciferazo, na tretji pa renilino. VV aparat vstavimo
mikrotitrsko plosco.

ZazZenemo protokol in po¢akamo, da se zakljuci.

Ko se protokol zakljuci, zamenjamo mikrotitrsko plos¢o in ponovno zazenemo protokol.

Po koncanih meritvah speremo injektorje z MQ + DSMO, MQ in etanolom ter izklopimo
napravo.
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11.1.10 Protokol X: Cepljenje celi¢nih kultur na mikrotitrske plosce (24-well)

10.1 Kemikalije

— gojis¢e RPMI 1640-Glutamax (61870-010) + 10 % FBS, Invitrogen

— tripsin

— pufer PBS (0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KClI in 0,007 M KH,POy,)
— gojis¢e DMEM GlutaMax (21885-025) + 10 % FBS, Invitrogen

— 0.4 % Tripan Blue (T10282), Invitrogen

10.2 Laboratorijski pribor

— mikropipete

— sterilni nastavki za mikropipete

— 50 ml falkonke

— 15 ml falkonke

— avtomatska pipeta — stojalo za centrifugirke

— laminar

— mikrotitrske plosce, 24-well

— merilnik koncentracije celic Countess, Invivogen
—strgalo

10.3 Celic¢ne kulture
— gojitvena posoda T75 s celi¢no kulturo HEK293T
— gojitvena posoda T75 s celi¢no kulturo makrofagov MonoMac6

10.4 Metode

a) Cepljenje kulture celic HEK293T

cev v

Celice speremo in odpipetiramo PBS.

Dodamo 2 pL tripsina in inkubiramo 5 minut.

Dodamo 10 pL gojisca DMEM.

Izpraznimo T75 v centrifugirko.

Vzamemo 10 pL celic in dodamo 10 pL tripana. Raztopino celic s tripanom damo na plos¢o,

ki je namenjena $tetju celic z aparautro Countess.

7. Ko smo celice presteli, preraCunamo, kako jih bo treba razred¢iti, da dosezemo optimalno
gostoto (4 x 10° celic/mL) za mikrotitrske plosce (24-well).

8. Raztopino s celicami ustrezno razred¢imo.

9. 'V vsako luknjico na mikrotitrski plo§¢i dodamo po 500 pL razredcenih celic.

10. Plosc¢o inkubiramo pri 37 °C in 5 % CO,.

oM~ E

b) Cepljenje kulture makrofagov MM6

v

Celice speremo in odstranimo PBS.

Dodamo 2 mL gojis¢a RPMI 1640.

Vzamemo strgalo in dobro zdrgnemo povrsino s celicami v T75, da jih resuspenziramo.

Ko smo resuspenzirali veéino celic, jih odpipetiramo v 50 mL centriguriko.

Vzamemo 10 pL celic in dodamo 10 pL tripana. Raztopino celic s tripanom damo na plosco,

oML E

ki je namenjena $tetju celic z aparautro Countess.
7. Ponovimo postopek iz odseka a, tocke 2-5.
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11.1.11 Protokol XI: Zasledovanje endocitoze proteinov in ODN s preto¢nim citometrom
11.1 Kemikalije

— ODN10104, oznacen s Cy3 (0,5 mM)

— goveji serumski albumin BSA (A2153), Sigma-Aldrich (2 mg/mL)

— izhodi$¢na raztopina PLL (5 mg/mL)

— izhodis¢na raztopina PDL (5 mg/mL)

— dekstran (10 mg/mL)

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NaCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCl in 0,007 M KH,PO,
— pripravljena raztopina s Cy5 oznacenega PLL3

— pripravljena raztopina s Cy5 oznafenega PDL3

— Cistilo za preto¢ni citometer

11.2 Laboratorijski pribor

— mikropipete

— multikanalna mikropipeta

— sterilni nastavki za mikropipete

— mikrocentrifugrike

— stojalo za mikrocentrifugirke

— kivete

— pretocni citometer CyFlow Space, Partec
— laminar

11.3 Celi¢ne kulture
— mikrotitrska plosca (24-well) z nacepljeno kulturo makrofagov MonoMac6
— mikrotitrska plosca (24-well) z nacepljeno kulturo HEK293T

11.4 Metode

a) Priprava

1. S pomocjo programa izracunamo, kak$ne volumne zaloZne raztopine potrebujemo za pripravo
delovne koncentracije.

2. Iz zaloznih koncentracij dekstrana, ODN, PDL, PLL in BSA pripravimo delovno
koncentracijo reagentov z red¢enjem s pufrom PBS (ODN 500-krat, BSA 2-krat, PLL/PDL
5-krat, dekstran 10-krat). Isto¢asno v mikrocentrifugirki odpipetiramo 90 uL. PLL3 in PDL3.

3. Pripravimo si sheme, kako bomo dodajali reagente med procesom (shema 1). Ker nas zanima
¢asovno sosledje in bomo reagente dodajali okvirno 24, 10, 6, 4 in 2 uri pred meritvijo, Si
zapiSemo tudi casovno razporeditev.

b) Dodajanje reagentov

Pred vsakim vnosom dobro pregledamo, kaj moramo vnesti po predhodno pripravljeni shemi.
Z mikropipeto odstranimo iz luknjice toliko gojis¢a, kot bomo dodali reagentov.

V luknjico odpipetiramo reagente. Po vsakem reagentu zamenjamo sterilni nastavek.

Ko kon¢amo z delom, pustimo orodje pripravljeno v laminaru. Pospravimo ga Sele po
zadnjem dodajanju.

Howbhe

c¢) Citometrija

1. Prizgemo racunalnik in citometer ter zaZenemo program FloMax.
2. Nastavimo protokol merjenja in o€istimo Sobo.
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3. 1z luknjic s pipeto odstranimo gojisce. Nato dodamo 500 uL PBS in celice resuspendiramo.

4. Raztopino PBS in celic prenesemo v oznacene kivete. Pred meritvijo v kivete s celicami
dolijemo 1,5 mL PBS.
5. Kiveto vstavimo v preto¢ni citometer. Metoda je nastavljena tako, da analiziramo flourescenco
pri vzburjenju pri 640 nm za 20000 celic.

6. Ob zakljuc¢ku meritve aparaturo s ¢istilom oc€istimo po predpisanem postopku.

7. Stroj ugasnemo in izklopimo rac¢unalnik.

HEK293T 1 2 3 4 3 ]
A _ .
PES |50 p) PLL{50 pL} + PLL® {10 L] PLL {50 pl} +
poeiinidan DON®{50 el poeiinidan ODN={50 pL}
15.00 poeFinidan 15.00 .00
15.00
B - 50
PES {30t} POL {30 ul) PDL® {10 pi] PDL {50 pl, PLL {50 pi|
prejEnji dan OON={50 pL} . .;F I oo NI' .;E IL_ L‘-DNI' :5|._|.| : :
15.00 eiini dan Bosini dan 150wl {50 wel)
Bre C 15.00 12.00
15.00
C
OON® {50 pl) PDL {50 pl} + PLL® {10 pl} PDL {50 pl} +
prejEnjidan OON*|50 pl) OON*|50 pl)
15.00 7.00 12.00
D .
Makrofagi 1 2 3 4 5 6
A .
PES |50 ul) PALL {50 pl) + POL {50 plj +
7.00 DON={50 pL) OON={50 pi}
7.00
B PES {50 pL] _ _
700 POL= {10 pl} POL {50 pl} +
OON={50 pL}
C
DEX {50 pl} + PDL {50 pl} + PLL {5 pl} +
DON={50 pL) DON={50 pL) OON={50 pL}
7.00 12.00 12.00
D

BSA {50 pl} 4
OON*{50 L)

7.00

PLLE 10 L}
1430

POL® {10 pl
1430

PLL {50 pl} 4
OON*{50 L)
1430

POL{SQ L} 4
OON*{50 pl]
1430

DON® {50
1430

Shema 1: Primer razporeditve na mikrotitrski plos¢i
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11.1.12 Protokol XII: Lipofektaminska transfekcija 8-well mikroskopirnih plos¢

12.1 Kemikalije

— plazmid z genskim zapisom za TLR9

— plazmid UnC93B1

— vektor pcDNA3

— pufer PBS (mesanica 0,137 M NacCl, 0,003 M Na,HPO, x 2H,0, 0,01 M KCI in 0,007 M KH,PO,)
— Lipofektamin 2000, Invitrogen

— gojisce Opti-MEM (11058-021), Invitrogen

— plazmid z genskim zapisom za FYVE-mCherry (oznacuje endosome)

— plazmid z genskim zapisom za LC3-GFP (oznacuje fagosome)

— plazmid z genskim zapisom za Golgi dsRed (oznacuje Golgijev aparat)

— plazmid z genskim zapisom za Tomato EEA-1 (oznacuje zgodnje endosome)
— oligonukleotid (ODN) 1014, oznacen s Cy3

— predhodno pripravljena raztopina s Cy5 oznacenega poli-L-lizina (PLL3)

— predhodno pripravljena raztopina s CyS oznac¢enega poli-D-lizina (PDL3)

12.2 Laboratorijski pribor

— sterilni nastavki za mikropipete

— multikanalna mikropipeta

— mikropipete

— sterilne mikrocentrifugirke

— stojalo za mikrocentrifugirke

— 15 mL centrifugirke, Falcon

— stojalo za centrifugirke

— spektrofotometer ND-1000, NanoDrop

— raunalnik

— Cistilni robcki za Cis¢enje opti¢nih naprav Linsenpapier, Assistent
— vibracijsko mesalo (vorteks), Tehtnica

— oznacevalec

— laminar

— konfokalni flourescen¢ni mikroskop Leica TCS SPS5, Leica Microsystems

12.3 Celi¢ne kulture
— mikroskopirna $katlica (8-well) s kulturo celic HEK293T

12.4 Metode

a) Priprava vzorcev in nacrtovanje transfekcije

1. Predhodno v mikroskopirno $katlico nacepimo kulturo HEK293T in jo inkubiramo ¢ez noc.

2. Na spektrofotometru ND-1000 izmerimo koncentracije DNK plazmidov TLR9, Fyve, LC3,
Golgi, EEAL in UnC. Koncentracija pcDNA3 je 0,1 mg/mL.

3. Iz koncetracij plazmidov v zalozni raztopini preraCunamo potrebne koncne koliine za
transfekcijo. Vrednosti vnesemo v program, ki nam izra¢una volumne delovnih raztopin
plazmidov, transfekcijskega reagenta lipofektamina in gojiséa Opti-MEM, potrebne za
transfekcijo.

4. Ko nam program izracuna potrebne koli€ine, jih odpipetiramo v mikrocentrifugirke, ozna¢imo
in zmeSamo z vibracijskim mesalom.

5. NariSemo si shemo transfekcije (shema 1).
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b) Transfekcija mikroskopirnih Skatlic

1.

o AW

Iz hladilnika vzamemo raztopine plazmidov. Iz inkubatorja vzamemo mikroskopsko $katlico
in preverimo, ali so celice v luknjicah prerasle povr§ino.

Pripravimo meSanice lipofektamina in gojis¢a Opti-MEM ter meSanice plazmidnih DNK z
istimi gojis¢em. MeSanicam z lipofektaminom dodamo plazmidne meSanice v gojis¢u Opti-
MEM, previdno premeSamo in inkubiramo 5 minut.

Po 5 minutah dodamo mesanico celicam. Mikroskopirno plos¢o damo v inkubator.
Mikroskopirno plosco s celicami nato prestavimo nazaj v inkubator in inkubiramo ¢ez no¢.
Naslednji dan dodamo PLL/PDL (2 pL) in ODN (2 pL) ter inkubiramo ¢ez noc.

Rezultate preverimo pod mikroskopom.
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