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1 Uvod

Soucasny chemicky a farmaceuticky prdmysl produkuje tisice novych latek za rok. Pro
zajisténi bezpecnosti spotiebitelll a ochrany Zivotniho prostfedi je tfeba co nejvice
informaci o téchto latkach. | pfes zajisténi bezpecnosti pro spotfebitele se mohou latky
Ci jejich rezidua dostavat prostfednictvim vody, vzduchu, €i nedbalosti do pfirody.
V zZivotnim prostfedi pak mohou vykazovat rGzné toxické ucinky. Pravé vodou a
vzduchem se latky mohou rychle pfenaset na vzdalena mista, prosakovat do pady a
muze se zvySovat i jejich obecna a také specificka toxicita. Latky v zivotnim prostfedi
a jejich osud studuje védni obor ekotoxikologie (Kaspar, 2015). Abychom Zzjistili
vlastnosti chemickych latek a jejich u€inky na lidsky organismus a Zivotni prostfedi,
pouZzivaji se tzv. testy toxicity. Ty se provadi na zvifatech pomoci chemickych analyz,
simulovani ucinki za pomoci vypocetni techniky &i v laboratornich podminkach na
eukaryotickych bunkach a bakteriich. Pravé zmifované testovani na bunkach a
bakteriich nalezi do skupiny testovani nazyvané testovani toxicity in vitro, nebo ve

volném prekladu testovani ve zkumavce (Stodulkova, 2016; Kaspar, 2015).

V soucCasné dobé se stale vice uplatriuji metody in vitro pro testovani toxicity latek.
Tento pFistup CasteCné nahrazuje pocet pouzitych zvifat a umoznuje zmirnit jejich stres
a utrpeni. Testovani in vitro je podporovano mnoha statnimi i nestatnimi institucemi v
Cele s Evropskou unii a mezinarodni Organizaci pro hospodarskou spolupraci a rozvoj
(Kubincova a kol., 2016). Rada sou&asnych specifickych testd toxicity latek in vitro
vyuziva ruznych markerd cytotoxicity. K vyuziti markerl je zapotfebi zjistit
mechanismy ucinku sledovanych latek, nebo vyuzit jiZ znamych mechanismu
(Stodulkova, 2016). Spole¢né s rozvojem testovani in vitro vdak také vznika mnozstvi
novych pfistupu, které by mohly pfinést nové hloubkové informace pro regulaci rizik
(Rehberger a kol., 2018).

Tato prace je zaméfena na ovéreni teoretickych zakladl a navrzeného algoritmu pro
studium dynamiky bunék a jeho mozZné budouci aplikaci v testovani in vitro.
Experimentalni metoda vyuzivana vtéto praci je zalozena na rekonstrukci
vnitrobunééného toku. Vyuziva principl mikroreologie pro stanoveni intenzity
metabolismu bunék. Algoritmus je zaloZzen na sledovani zrychlenych robustnich
pfiznakl (zkratka SURF, speeded-up robust features) ve svételné mikroskopickém
obraze. Z nich jsou vypocitany vektory pohybu vnitrobunécné hmoty. Algoritmus dale
oddéluje dva hlavni komponenty pohybu uvnitf bunék. Pfimy (fizeny) pohyb
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samotnych organel s vétSimi Casticemi (muze byt napf. RNA, bilkovinné struktury) a
Brownuv (nahodny) pohyb. Vyhodou této metody je vyuZiti pouze nékolika bézné
dostupnych pfistroji a programu. Je potfeba pouze ideové jednoduchy svételny
mikroskop se schopnosti snimat video zivé buriky a pocita€ schopny zpracovat takova
data. Algoritmus pouzity v této praci byl vyvinut Kirillem Lonhusem z UKS FROV
(Lonhus a kol., 2021).

2 Literarni reSerse

2.1 Antropogenni polutanty vod

Voda je zakladnim zdrojem pro Zivot a diky jejimu hydrologickému cyklu nas ovliviiuje
na globalni urovni. Jeji mistni znecisténi muze mit vliv i na jina vzdalena mista. Na 3.
svétovém féru o vodé v Kyotu roku 2003 bylo uvedeno, Zze od roku 2002 se do vody
dostane kazdy den pfes 2 miliony tun polutantd rizného plvodu (ze zemédélstvi,
primyslu, komunalniho odpadu). Antropogenni polutanty jsou chemické latky
pochazejici z lidské €innosti, které maji zavazné dopady na environmentalni prostfedi
v dusledku své akutni a chronické toxicity. Polutanty charakterizuje nékolik kategorii,
které jsou déleny na anorganické (zejména tézké kovy) a organické (pesticidy, lIéCiva,
plasty, ropné latky, nadbytecny dusik, fosfor a dalSi). Kromé& dopadl na Zivotni
prostfedi se toxické polutanty mohou dostavat pfimo k ¢lovéku skrze samotnou vodu,
Ci prostfednictvim fauny, flory a mikroorganismu (Catalina a kol., 2021; Kopacek a kol.,
2021).

Polutanty v zivotnim prostfedi degraduji a méni svoji chemickou strukturu. Dochazi
k oxidaci a redukci diky biologickym, fyzikalnim a chemickym cinitelm. Tato rezidua
polutantd mohou vykazovat vysSi toxicitu pro prostfedi, ¢ dokonce Clovéka. Kromé
mozné vys$Si toxicity, mohou byt rezidua hife detekovatelna a odstranitelna, kvuli
zméné struktury a vlastnosti vuci puvodni latce (Catalina a kol.,2021; Kushniarou a
kol., 2019).

Mezi nejvétsi zdroje znecisténi se fadi zemédélstvi. Organizace OECD (Organizace
pro hospodarskou spolupraci a rozvoj) oznacuje kvalitu vody ze zemédélstvi mezi

hlavni problémy Zivotniho prostfedi. Zemédélsky sektor je primarné zodpovédny za



znecisténi zivinami (fosfor, dusik), zasoleni, biologické znecisténi vod a vyskyt
pesticidd v Zivotnim prostfedi (Parris, 2011). V moderni dobé je snaha zemédélska
znecisténi redukovat spravnymi zemédélskymi postupy a testovanim toxickych ucink
pesticidl pfed uvedenim na trh. Zhruba 35% mnozstvi pesticidd skonCi pfi postfiku
v pudé, vodé nebo se pfi postfiku vypafi do atmosféry (Stehlikova, 2010). Pesticidy se
infiltraci a splachem dostavaji do podzemnich a povrchovych vod. V povrchovych
vodach mohou negativné ovliviiovat systémy spoleCenstev a zplsobit disturbance. To
vede k ni¢eni habitatu a pfirodniho prostiedi. Z téchto duvodu je tfeba dbat na spravné
pouzivani pesticidu a je zapotfebi dostatecné kontroly novych pfipravkd (Parris, 2011;
Kushniarou a kol., 2011).

2.1.1 Terbuthylazine-2-hydroxy (HTBA)
Jako testovana latka byl zvolen metabolit pesticidu TBA terbuthylazin-2-hydroxy
(HTBA). HTBA je slouc€enina patfici do tfidy triazin(. Pesticid se pouziva k ochrané
zemédeélskych plodin jako je kukufice, Fepka olejna, picniny i obiloviny. Jde o selektivni
pesticid. Terbuthylazin je Siroce vyuzivany herbicid. V Ceské republice je jeho
koncentrace v pfirodnich vodach jedna z nejvy$Sich v porovnani s ostatnimi typy
pesticidi (Stehlikova 2010). Uginky polutantd v Zivotnim prostfedi nebyly doposud
dostate¢né prozkoumany. U ¢&asti polutantl z TBA byl prokazan toxicky ucinek na
environmentalni  prostfedi. Jmenovité jde o desethylterbutylazin (DETA),
desisopropylterbuthylazin (HTB) a podezfely z toxicity je zde pouzity terbuthylazin-2-
hydroxy (HTBA). Co se toxicity ¢lovéka tyCe, ucinky pesticidu, ani polutantd zde plné
prokazany nebyli. Problematika polutantl také spociva v rozpustnosti ve vodé. Vodou
se muze pesticid a jeho polutanty prosakovat hluboko do pld, az k podzemnim vodam,

resp. se rychleji Sifit v Zivotnim prostfedi (VeliSek a kol, 2015; Kushniarou a kol., 2018)

2.2 Toxicita a jeji testovani
Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj definuje toxicitu jako schopnost latky
zpusobit negativni uc€inky vedouci k vaznému biologickému poskozeni nebo smrti po
expozici, ¢i kontaminaci touto latkou (OECD). V ekotoxikologii je obecné definovana
jako ucinek cizorodych latek na vodni spole€enstva organismu (Kaspar, 2015). Pojem
toxicita je relativni. Tento pojem porovnava ucinky chemikalii mezi sebou a definice je
tak podminéna udaji o vlastnostech latek, jejich mechanismu ucinku a dalSich
faktorech. Latka, ktera vyvolava nepfiznivé u€inky (otravu) jiz v malych davkach, je

oznacovana jako jed, nebo toxicka latka. Toxické latky jsou podle davky a ucCinku
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déleny do nékolika kategorii (Horak a kol., 2004). Tyto kategorie jsou urceny Smérnici
Rady 67/548/EHS a jejimi pravnimi tpravami. V Ceské republice je Smérnice Rady
67/548/EHS uplatnéna zakonem €. 350/2011 Sb, o chemickych latkach a chemickych
smésich. (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1272/2008; zakon ¢.
350/2011 Sb.)

Kazda chemicka latka je pfed uvedenim na trh testovana. Je ovérena jeji bezpecnost
pro Clovéka, Zivotni prostfedi a v ramci EU je registrovana do systému pro registraci,

hodnoceni, povolovani a evaluaci chemickych latek (REACH) (Albrechtova, 2013).

Ve 20. stoleti byla toxicita testovana zejména tradiéni metodou in vivo. Touto
normovanou metodou byly stanovovany zejména hodnoty akutni toxicity LD50 a LC50.
Hodnoty LD50 a LC50 urcuji davku, ¢i koncentraci latky, ktera zplsobi umrti u 50 %
testovanych zvifat (KUBINCOVA a kol., 2016). Kromé& hodnot akutni toxicity LD50 a
LC50, se dnes bézné stanovuje i mnoho dalSich srovnavacich hodnot (napf. TD50,
NOAEL, LOAEL) a typu toxicity (napf. teratogenita, mutagenita, chronicka toxicita).
VSechny srovnavaci hodnoty jsou ur€ovany chemickym zakonem (zakon €. 350/2011
Sh.). S pfibyvajicimi novymi chemickymi latkami a zpfisfiovanim norem byl tradi¢ni
pristup testovani kritizovan eticky i védecky. Ddvodem bylo nadmérné vyuzivani zvirat,
které prestavalo byt udrzitelné pfi tak velkém poctu testovani. Z tohoto divodu byl pro
testovani toxicity integrovan koncept 3R, jehoz ucelem je snizeni poctu testovanych
zvirat (Kubincova a kol., 2016). Principy 3R testovani toxicity maji snizit (reduction)
poCet zvifat v testovaném vzorku, nahradit je (replacement) a zejména zmirnit
(refinement) jejich utrpeni. Koncepce 3R byla poprvé publikovana v praci Russella a
Burche ,The Principles of Humane Experimental Technique“ vroce 1959
(Tannenbaum a Bennett, 2015). Pro dodrzeni konceptu 3R se zvifata zacala
nahrazovat testy in vitro a in silico. Testovani in vitro (= ve zkumavce) testuje chemické
latky na bunécnych kulturach zivocisného nebo rostlinného pavodu. Testy in silico jsou
zalozené na uplném nahrazeni a k testovani vyuzivaji vypocCetni techniku
(Albrechtova, 2013).

Diky pozadavkim 3R doSlo v poslednich 20 letech k velkému rozvoji novych
toxikologickych a ekotoxikologickych metod. Na druhé strané tyto alternativni metody
jsou Casto aplikovatelné pouze na specifické toxikologické mechanismy ucinku.
Mechanismy UCinkl se Casto odliSuji v zavislosti na typu buriky, membrany, Cdi
zivoCiSném druhu (Caloni a kol., 2022). Pro zjisténi relevantnéjSich toxikologickych a
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ekotoxikologickych procesl se pouzivaji tzv. sady (baterie) testl, které davaiji vice
informaci o zkoumanych chemickych latkach (Kubincova a kol., 2016). Baterie testl
jsou stale rozvijeny a kombinuji vSechny druhy testovani in vitro, in chemico, in silico
a in vivo. Pro dosazeni komplexnich informaci se vyuzivaji kromé& baterii testd i
jednotlivé testy a veSkeré alternativni metody, které jiz byly validovany (Rovida a kol.,
2015).

Tyto noveé flexibilni pfistupy k hodnoceni chemické bezpec€nosti, zalozené na
odvozovani zriznych metod a zdroju, se oznacuji jako integrované pristupy
k testovani a hodnoceni (IATA). Program IATA (z angl. ,Integrated Approaches to
Testing and Assessment®) byl spustén v roce 2015 Organizaci pro hospodarskou
spolupréaci a rozvoj (OECD). U&elem programu je rychlej$i odstranéni rozdilu mezi
poctem pouzivanych a dosud hodnocenych chemikalii. Systém IATA funguje na
stupfiovitétm systému zvaném ,cesta nepfiznivého vysledku“ (z angl. ,Adverse
outcome pathway“ = AOP). Pfi postupu podle AOP se zacina od reSerSe a postupnymi
in sillico, in vitro, a nakonec ekotoxikologickymi testy in vivo (Obr. 1). Pokud je latka
v kterémkoli kroku vyhodnocena jako vysoce toxicka, testovani je ukonéeno s timto
vysledkem (OECD).

| UROVNE BIOLOGICKE ORGANIZACE >
Vs Y S
( [wy 75\, ° ‘ P
\\\\) N\ K(\ ] ¥ 75 | < A
P \G i ' ) N :/ ) )\‘\
/ &7
MOLEKULA  ORGANELA BUNKA TKAN ORGAN ORGANISMUS POPULACE
—— |

in sillico

3 A in vitro in vivo
in chemico

populaéni a klinické studie

Obrazek 1: Schématické zobrazeni AOP (= ,Adverse outcome pathway”) systému od
nejnizsich trofickych urovni po slozitéjsi a typy testd, které se v jednotlivych trofickych
arovnich nejcastéji vyuzivaji
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2.2.1 Validace novych metod testovani toxicity
Rozvoj novych alternativnich metod k testovani in vivo nastal s upravou legislativy.
Prvni zménou bylo v roce 1986 nafizeni Evropské komise 86/609/EEC, které reguluje
poCet pouzitych zvifat pfi experimentech. Druha vyznamna zména probéhla v roce
2010 nafizenim 2010/63/EU (EURL ECVAM). Tato smérnice stanovuje pfimé
pozadavky zarucCujici vysokou ochranu zvifat ve vSech Clenskych statech EU. Urcuje,
jaka zvifata a za jakych pfesnych podminek je mozné vyuZzit k testovani. Apeluje na
alternativni metody. Jmenuje a popisuje principy 3R konceptu testovani. Zavazuje
staty k ur€eni kontrolnich organd nad danou problematikou (2010/63/EU). Jednim
z bodu nafizeni 2010/63/EU je také povéfeni evropského kontrolniho organu

Laboratofe Evropské unie pro alternativy k testovani na zvifatech (EURL ECVAM).

EURL ECVAM je vyzkumné stfedisko a referenéni laborator Evropské komise. Podili
se na validaci alternativnich metod, podporuje a koordinuje jejich rozvoj a spravu
informacnich systémd (2010/63/EU). Prikladem alternativnich metod validovanych
EURL ECVAM jsou testy drazdivosti, poleptani a citlivosti kiize, testy genotoxicity,
karcinogenity. Tyto alternativni metody vyuzivaji misto zvifat bunééné kultury (EURL
ECVAM).

P¥i procesu validace (Obr. 2) je nejdfive nutné posouzeni pfedlozené zkusebni metody
(EURL ECVAM). V tomto kroku se také kontroluji za¢astnéné strany. V druhé fazi se
provadi ovéfovaci studie. Ty mohou probihat za spoluprace jinych evropskych
laboratofi. DalSim krokem je kontrola a védecké hodnoceni EURL ECVAM. EURL
ECVAM vypracuje doporuceni o stavu platnosti zkusebni metody a ovéfovacich studii
(EURL ECVAM). Nakonec muze byt nova metoda zapsana do seznamu organizaci,
jako napf. organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD), mezinarodni
organizaci pro standardizaci (ISO), Evropska agentura pro lécivé pfipravky (EMA),
apod. (Bruner a kol., 1998).
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Vyvoj nové alternativni metody testovani
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Obréazek 2: Schéma vyvoje a validace alternativnich metod in vitro

2.3 In vitro testovani
In vitro testovani je alternativou k testim na zvifatech. Vyznam slova znamena ve skle
nebo ve zkumavce. Jde o testovani, pfi kterém se vyuzivaji kultury bakterii, sinic, fas,
prvoku, semena rostlin, Cervi atd. Kromé nich se ve studiich in vitro Siroce pouzivaji
bunécéné ¢&i tkanové kultury ziskané z vysSich organismu vcéetné rostlin a ¢lovéka. In

vitro testovani se stalo dllezitym nastrojem pfi studiu bunék a jejich expozici
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cizorodymi latkami (Kluson, 2014; Albrechtova, 2013). V pfipadé bunécénych preparat(
jako napf. jaterni buriky nebo leukocyty je vyzkum prfevazné ve fazi studia (cytotoxicity,
biochemickych procesu, mechanismu ucinkd atd.) nez rutinniho testovani. Vét3ina
validnich dat pro toxicitu a mechanismy ucinku stale pochazi z testovani in vivo na
zivych zvifatech (Klusori, 2014). Diky nutnosti alternativnich metod k testovani in vivo
se v8ak za posledni dekady vyrazné zvysila dostupnost a vyzkum testovani in vitro.
Pro plny potencial metod in vitro jako kliCového nastroje toxikologie je tfeba vyvijet je
zpusobem, ktery zaruci védeckou integritu a kvalitu (OECD, No. 286). Za timto ucelem
je vyzkum in vitro podporovan a normovan fadou organizaci zejména OECD, I1SO
(,International Organisation for Standardisation“), EURL ECVAM, FRAME (,Fund for

Replacement for Animals in medical Experiments®) a dalSich (Albrechtova, 2013).

Od vyvoje metody in vitro po jeji ovéfeni a implementaci je potfeba pouZiti
osvédc&enych védeckych, technickych a kvalitativnich postupu. Pro tuto potfebu vydala
OECD dokument GIVIMP (,Guidance Document on Good In Vitro Method Practices®)
s pokyny pro spravné postupy metod in vitro. Dokument je zaméfen pfevazné na
implementaci novych metod in vitro do praxe. GIVIMP také poskytuje informace pro
jejich vyvoj a ovéfovani. Mezi dullezité body pro vyvoj jmenuje standardni operacni
postupy (SOP), bezpecnost metod v regulatnim kontextu, kliCové aspekty pro
relevantnost a spolehlivost, dllezitosti spravného designu metody zalozeného na
védeckych dukazech a datech (OECD, No. 286). Kromé OECD vydava informace také
Evropska agentura pro chemické latky (ECHA). Jednim z dokumentl ECHA je také
pravodce, jak pouzivat alternativy ke zkouskam na zvifatech. V tomto dokumentu jsou
popsany pozadavky a informace pro registraci podle nafizeni REACH (ECHA-16-B-
25-CS, 2016).

2.3.1 Soucasné pfistupy ve vyvoiji in vitro testovani

Testovani in vitro ma dlouhou historii, ktera saha na zacatek 20. stoleti. K nejvétSimu
rozSifeni testovani in vitro v8ak dochazi zejména v souCasném 21. stoleti. Vyvoj
novych metod a pFistupl zacal byt Siroce podporovan viadnimi agenturami a dalSimi
subjekty. To umoznilo zna¢ny posun mnoha metod a smér v testovani in vitro
(Krewski, 2020). | pfes rozsahly vyvoj v poslednich dekadach oblast toxikologie Celi
nékolika hlavnim problémUm, které by v budoucnu mély byt feSeny. Mezi tyto problémy
se napfiklad fadi (Hartung, 2017)
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e nesourodost testovani a pfijimani rizik pro rizné typy latek a zemépisné oblasti,
e rozdil v potfebé testovani a nakladech na né vynalozenych,

e tradiCni testy nevhodné pro nové produkty,

e problém pfi testovani smési toxickych latek,

e omezena predikce toxikantl pro lidi a environmentalni prostredi.

Pro obor jako takovy existuji mezinarodni harmonizované metody a zajisténi
bezpecnosti. Ty ale nemusi byt pIné vhodné pro nové vyzvy a problémy v toxikologii.
Proto je stale dulezity i vyvoj novych metod, &i rozvoj stavajicich. Za ucelem
prehlednosti vznikaji metaanalyzy a zpravy jako napfiklad Toxicity Testing for the 21st
Century: A Vision and a Strategy (Hartung, 2017), navazujici Toxicity Testing
in the 21st Century: Progress in the Past Decade and Future Perspectives (Krewski,
2020), Assay Development Guidelines for Image-Based High Content Screening, High
Content Analysis and High Content Imaging (Buchser a kol., 2014), nebo dfive
jmenovana dokumentace GIVIMP (OECD, No. 286).

Vyzkum in vitro se stale rozSifuje a do sou€asnosti tak vzniklo velké mnoZstvi metod.
Soucasny systém testovani in vitro je tak do jisté miry nesourody a segmentace metod
je tak relativni. Rozdéleni metod uvedené zde je zalozené na ruznych oborech a
nastrojich, které jsou pouzivany. Nékteré metody tedy spadaji pod vice smeér(
(Hartung, 2017; Krewski, 2020).

Metody vyuzivajici drahy toxicity (Toxicity pathways): Metody vyuzivajici drahy
toxicity jsou definovany jako bunéna odezva v podobé sité signalt drah, jejichz
odpovéd by mohla vést k nepfiznivym dasledkiim. U metod sledujicich drahy toxicity
se vyuziva meéfeni oxidativniho stresu, estragonovych signall, metabotropnich
receptortd (GPCR) a dalSich indikatort. Tyto metody vyuzivaji znalosti molekularnich
interakci a jejich méfenim zjistuji zmény. PFi vyvoji téchto metod je potieba piné
charakterizovat tyto cesty pro ziskani relevantnich vysledkdl koncentrace-odpovéd.
Sledovani jednoho indikatoru je nedostate¢né a metody tak vyuzivaji vice cest a
indikatort. Pro zjednoduSeni mohou byt fazeny do stupriovité sestavy obdobné jako
postup AOP. Oproti AOP je tento pfistup vSak v menSim méfitku. Zatimco AOP je
stupniovité od bunék po spoleCenstva. U drah toxicity se sestava zaméruje na méfitko
molekula-bunika (Whelan a Andersen, 2013; Krewski, 2020).
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Toxikogenomika: Toxikogenomika je smér, ktery kombinuje poznatky z obecné
toxikologie, genetiky, bioinformatiky a molekularni biologie. K testovani a posouzeni
bezpecnosti jsou pouzivany nastroje vyuzivajici genové exprese a S ni souvisejici
proteinovou aktivitu v bunkach ¢i tkanich v odpovédi na toxické latky (Oyejide a kol.,
2017). Mezi zakladni principy se fadi zjiSténi pochopeni vztahu mezi stresorem a
nemoci (napf rakovinné bujeni), identifikace biomarker( a objasnéni mechanismu
molekularni toxicity. Metody vyuzivajici toxikogenomiku maji potencial vyresit urcité
limity souCasné toxikologie (Trivedi a kol., 2013). Metody genové exprese jsou dnes
velice pfesné a komeréné vyuzivané. Piikladem muize byt metoda polymerazové
fetézové reakce (PCR) nebo RNA- seq (Krewski, 2020). Velky potencial ma metoda
CRISPR-Cas9, za kterou byla v roce 2020 udélena Nobelova cena (Ebrahimi, 2020).
Metody zaloZené na toxikogenomice se stavaji dostupnéjsi. Jsou vyvijeny pocitacové
nastroje a programy ulehcujici vyvoj a dostupnost informaci jako napf. BMDEXxpress
software. To umoznuje lepSi automatizaci procesu, zlevnéni, presnéjSi specifické

testovani a zajisténi bezpecnosti chemickych latek (Krewski, 2020).

Zobrazovani s vysokym obsahem informaci (High-content imaging = HCI): Jedna
se 0 metody vyuzivajici mikroskopii v kombinaci s analytickymi vypocetnimi systémy.
HCI umoznuje analyzu nékolika morfologickych a funk&nich parametrt v biologickém
systému soucCasné (Vliet a kol., 2014). V idealnim pfipadé by tato oblast méla umoznit
Siroké pokryti biologickych reakci a informaci. Metody by mély byt dostatecné
jednoduché, aby byly schopné rychle zpracovat stfedné az vysoce objemova data a
dostatecné indikovat nepfiznivé ucinkl toxickych latek (Krewski, 2020). Vyhodou
téchto pfistupl je moznost zjednoduseni postupl a automatizace. Metody spadajici
pod HCI mohou poskytovat zakladni informace v zajisténi chemické bezpecnosti za

nizkou cenu a kratky ¢as (Buchser a kol., 2014).

Kromé samotného mikroskopu Ize v HCI pouzit jakykoliv nastroj poskytujici nékolik
parametrickych informaci. Pfikladem je tfidi¢ bunék aktivovanych fluorescenci (FACS)
vyuzivajici lasery nebo MALDI-TOF hmotnostni spektrometry. NejCastéji se pouziva
fluorescenéni technologie &i klasicka svételna mikroskopie. Velkou vyzvou HCI metod
je stale vypocletni kapacita a software. Kvalitni data obsahujici velké mnozstvi
informaci mohou byt produkovana i v jednotkach terabytl za den (Buchser a kol.,
2014). V posledni dobé je koncept HCI aplikovan v technologii 3D bunécné kultivace

(3D a 2D kultivace je podrobnéji popsana v kapitole 2.4 Bunéc¢né kultury). 3D kultivace
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v

umozfiuje relevantnéjSi a komplexnégjsSi informace. Je zde predpoklad eliminace

limitaci 2D kultur v kontextu zajisténi chemické bezpecnosti (Joshi a Lee, 2015).

Studium expozice (Exposure science): Pristupy zalozené na kvantifikaci vlivl
zpusobenych vystavenim vnéjSimu zdroji latky. Zakladnim principem je pozorovani
reakci (umrti, imobilizace, vyrazna zména chovani) ekologického druhu ¢i bunék na
testovanou latku nebo smés latek. Vysledek se nejCastéji kvantifikuje indexovymi
hodnotami LD50 ¢i LC50. Jde o Siroce pouzivané metody, které maji nezastupitelné
pouziti v testovani toxicity a ekotoxicity (Krewski, 2020). Poskytuji popis uc&inkl
testovanych latek a smési na konkrétni ekosystém (KocCi, 2006). Pfikladem jsou
nékteré Siroce pouzivané metody v ekotoxikologii. Mezi znamé standardizované
metody se fadi akutni a chronicky test na korySi Daphnia magna, test inhibice rustu
kofene Sinapis alba, test inhibice ristu sladkovodnich fas, testy na vifnicich,
embryonalni a embryo-larvalni testy toxicity na rybach atd. (Kaspar, 2015; Davoren a
kol., 2005). Metody studia expozice poskytuji solidni zakladni informace. V budoucnu
je v této oblasti pfedpoklad SirSiho vyuZziti modernich technologii, coz by mohlo zlepSit

automatizaci a metody zjednodusit (Krewski, 2020).

Hloubkova toxikokinetika (High-throughput toxicokinetics, HTTK): Toxikokinetika
v kontextu obecné toxikologie popisuje absorpci, distribuci, metabolismus a vylouceni
chemickych latek a jejich metabolitd z téla. V in vitro jde pfedevsim o statistickou
analyzu chemikalii pomoci hloubkového screeningu. Hloubkovy screening ma
potencial ur€it koncentrace, které zpUsobuji poruchy organismu a extrapolovat je z in
vitro na in vivo (IVIVE). Vyhodou HTTK je mozZnost rychlé predikce Skodlivé
koncentrace chemikalii, ktera by méla odpovidat realnym hodnotam in vivo. Predikce
koncentraci in vivo je nejCastéji uréena pomoci metody zpétné dozimetrie (Krewski,
2020). V HTTK se pouziva cela fada ukazatelu. Témito ukazateli je myslena napfiklad
vazba na plazmatické proteiny, jaterni odpovéd Ci fluoreskujici enzymy. Jednotlivé
ukazatele se daji vyuzit jen u urcitych chemickych struktur a viastnosti (Pearce a kol.,
2017; Hertzberg a Pope, 2000). K testovani chemické bezpecnosti témito metodami je
nutna znalost toxikokinetickych model(, fyziologicka data a struktura chemickych latek.
Existuje nékolik programu jako ToxCast, Tox2 nebo httk, které takto testuji chemické

latky, a dalSi se vyviji (Pearce a kol., 2017).
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2.4 Bunécné kultury

Moderni pfistupy in vitro jsou v biologii a toxikologii spojovany s buné€nymi kulturami.
Pdvod samotnych buné&énych kultur se datuje do roku 1885, kdy Wilhelm Roux dokazal
po nékolik dni udrzZet Zivou dfefiovou desticku embryonalniho kufete v teplém solném
roztoku. Zacatkem 20. stoleti bylo publikovano nékolik studii zabyvajici se kultivaci
tkani, jejich udrzovanim a vyuZziti v biologii (Hoffman, 2016). Vyznamny okamzik pro
moderni bunécné kultury nastal v roce 1951 s prvni uspésnou kultivaci lidskych bunék.
Tyto buiky jsou dodnes vyuZzivany v biologii, farmakologii i toxikologii. Nazev bunécéné
kultury je HelLa a je odvozen od jména jejich plivodce Henrietty Lacks. Henrietta pfisla
do nemocnice Johna Hopkinse na gynekologické vySetfeni, pfi némz ji byla zjisténa
rakovina délozniho Cipku. Pfi 1&é¢bé ji byly odebrany vzorky nadoru, které byly poslany
na mistni patologii. Sama Henrietta umrela po par mésicich IéCby. Buriky se dostaly
k testovani Dr. Greyem a jeho tymem, ktery se zabyval bunénymi kulturami jiz pfed
touto udalosti. Dr. Grey v roce 1933 pfiSel s novou technikou kultivace bunék, tzv.
technikou roller-tube. Vzorek Henrietty byl odliSny od jinych vzorkd rakovin. HelLa
buriky za pouziti techniky roller-tube stabilné rostly, coz se pfed tim s Zadnymi lidskymi
burikami nedafilo. V roce 1952 Dr. Grey s kolegy publikoval vysledky experimentu na
burikach Hela, ve kterém zvefejnil, Zze Zivé lidské buriky jsou kontinualné kultivovany
témér rok. Po zverfejnéni byly HelLa bunky na Zadosti rozeslany do dalSich laboratofi
po celém svété. To umoznilo nové pokroky pfi vyzkumu bunéénych kultur (Lucey a
kol., 2009). Jedine¢nost bunék HelLa spocCiva v zachovani délky telomer a zamezeni
starnuti linie. Bunky se mohou bez omezeni délit a stavaji se tzv. nesmrtelnou linii
bunék (Horackova, 2013).

2.4.1 Princip bunéc¢né kultivace
Od izolace linie HeLa do souc€asnosti se podafilo izolovat stovky bunécénych linii. Ne
vSechny linie vdak maji vlastnost neomezeného déleni. Na zakladé vlastnosti déleni
se mohou rozliSovat 3 typy bunécnych linii: primarni buriky, transformované linie a

samoobnovuijici se buriky (Segeritz, 2017).

Primarni bunééné linie jsou napfiklad hepatocyty pfimo izolované z jater. Jde o kultury,
které jsou izolovany ze zdravych tkani. Nejvice se vyuzivaji bunky epitelu, cévniho
endotelu, fibroblasty, hepatocyty, neurony atp. Primarni kultury nejlépe reprezentu;ji

vlastnosti skuteCnych tkani. Jejich zivotnost je vS8ak omezena poctem déleni bunék a
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jsou citlivéjSi na kultivaci (Sigma-Aldrich). Kromé kratSi Zivotnosti je také z etickych

ddvodu legislativou omezeno jejich pouzivani a drzeni (Horackova, 2013).

Transformované bunécné linie mohou mit pfirozeny pavod (€asto z maligniho tumoru)
nebo jsou tvofeny genetickou manipulaci. Jde o tzv. nesmrtelné tkarfiové kultury, u
kterych je mozné neomezené pasazovani. Pfikladem mize byt linie HeLa nebo Hep
G2 (ktera byla pouZita v této praci). Transformované buné&cné linie byvaji odolnégjsi,
rychle se déli a jsou dostupnéjSi nez primarni a samoobnovujici se kultury. Jejich
pouziti v biologii a testovani je v8ak nékdy zpochybriovano. Dlvodem je, ze buriky

mohou ve svém fungovani vykazovat abnormality od svych primarnich bunék.

Mezi samoobnovujici se buriky patfi napf. embryonalni kmenové bunky. Tyto linie
bunék jsou charakterizovany schopnosti se diferencovat do jinych typa bunék. Zaroven
umozniuji dlouhodobé uchovani a pusobi jako relevantni zastupci mechanism in vivo
(Horackova, 2013; Segeritz, 2017).

Pro udrzeni zdravé kultury a jeji rist je nutné dodrzovat zakladni potfeby bunék, jejich
mikroprostfedi a sterilni prostfedi laboratofe, aby se zabranilo jejich kontaminaci.
Buriky se kultivuji v kultivaénich lahvi¢kach za kontrolované teploty, pH, COz2a O». Tyto
faktory jsou specifické pro kazdou bunécnou linii (Segeritz, 2017). Napfiklad teplota
pro savéi buriky byva cca 36—37 “C a pro buriky poikilotermnich Zivo&icht se muaze lisit
i v fadu nékolik stupriti od 15-26 °C podle zivocicha a typu tkané (thermofisher.com,
2022). DalSim dulezitym pozZadavkem pro kultivaci je vhodné medium. Medium je
roztok zivin potfebnych pro spravnou kultivaci. Je slozen zejména ze sacharidq,
vitaminu, aminokyselin, minerald a hormonU s dalSimi komponenty pro kontrolu
fyzikalné-chemickych parametrd. V bunécné Kkultivaci existuje velka variabilita

v mediich pro rizné typy bunék a tkani (Segeritz, 2017).

2.4.2 Nové metody v bunécné kultivaci
VétSina bunék je tradi€né kultivovana takzvanymi dvoudimenzionalnimi (2D)
metodami. Jde o metody kultivace, pfi kterych bunky rostou v jedné monovrstvé.
Kromé 2D kultivace je v poslednich 20 letech stoupajici trend tzv. tfidimenzionalnich
(3D) metod. Zatimco v roce 2005 bylo publikovano cca 200 publikaci na téma 3D
kultur, v roce 2020 to bylo vice nez 1200 studii (Jensen a Teng, 2020). Dnes tak jde o
dva elementarni sméry, kterymi se v souCasné dobé bunécna kultivace ubira.

S novymi metodami se zacCalo diskutovat pouziti tradi€ni 2D kultivace a jeji limitace.
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Buriky v 2D kulturach maji oproti primarnim tkanim odliSnou morfologii. Kazda burika
je vystavena stejnému mnozstvi kysliku i nutrientdm. S tim se od primarni kultury maze
liSit metabolismus, odpovéd na kontaminanty €i syntézy proteinu. Na druhé strané 3D
modely jsou relativhé nové zplsoby, pfi kterych se stale vyskytuje mnoho vyzev, které

je tfeba vyresit (Jensen a Teng, 2020; Duval a kol., 2017).

U 3D kultur buriky nejsou v jedné vrstvé, ale mohou rast horizontalné i vertikalné. Pro
takovy rast byly vyvinuty metody vyuzivajici napfiklad podpurnych polymernich
materialll, magnetické levitace, hydrogelovou podporu, i sklenéna vlakna. Buriky tak
tvofi uskupeni, které je nejen strukturalné podobnéjsSi skuteCnym tkanim v Zivych
organismech. Testovani by tak mélo I1épe odpovidat testovani in vivo. V souCasné
kultivaci. Problém je také s objektivnim pozorovanim a naslednou analyzou. DalSi
vyzvou je zlepSeni reprodukovatelnosti testovani (Kapalczynska a kol., 2016; Jensen
a Teng, 2020).

2.4.3 Bunécna linie Hep G2
Bunécna linie vyuzita v této praci je linie Hep G2. Jedna se o transformovanou linii
bunék ziskanou z maligniho tumoru jater. Od zvefejnéni v roce 1979 se tato linie stala
velmi popularni pro studium cytotoxicity, vyzkum vakcinace a metabolickych drah
(Javitt, 1990). Z jaternich bunék jde o nejpouzivangjsi linii. Popularita linie spociva
Vv jeji relativni podobnosti s primarni kulturou, nizké cené a dobré schopnosti kultivace.
Jatra jsou organ s komplexnimi funkcemi. Uchovavaji energii v podobé glykogenu,
podili se na metabolismu nutrientl, neutralizuji a odstranuji metabolické produkty
z téla, vCetné toxickych latek (Arzumanian a kol., 2021). | pfesto, Ze vykazuje obecné
dobré podobnosti s primarnimi kulturami, jeji charakter stale vykazuje od primarni
kultury jater urcité odliSnosti. Z tohoto divodu byla zpochybriovana validita vyzkumu
specifickych metabolickych drah. Linie je vhodna ke studiu CYP induktorl (snizena
aktivita proteini CYP1A2, CYP2B6 a CYP3A4 v Hep G2 bunkach), 3D modell Ci
vhodné navrzenym 2D testum, pfi kterych jsou specifické odliSnosti od primarni kultury

zanedbatelné (Arzumanian a kol., 2021).

2.5 HCI na principu vicenasobného sledovani ¢astic a mikroreologie (MPT)
Manualni detekce a sledovani mnozstvi bunék nebo Castic ve vzorku je Casové

narocné a ve vétsiné pripadd se nevyplati. Proto se zadaly vyvijet rychlejsi
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automatizované metody. Kromé& urychleni odstraruji tyto metody diky vypocetni
technice lidské chyby (Chenouard a kol, 2014). HCI metody umoziuji
automatizovanou analyzu video obrazku pofizenych mikroskopem. Jsou mezi sebou
porovnavany jednotlivé snimky v sekvenci. Data ziskana z analyzy mohou dat
informace o odpovédi bunék na vnéjsi podnéty (Vliet a kol., 2014). To ukazuiji i studie
zaméfené na vyvoj metod sledovani ¢astic. Tyto metody umoznuji studium dynamiky
bunétné membrany, cytoskeletu, genovou transkripci, ale napf. i vnitrobunécny
transport (Chenouard a kol., 2014). Velké mnozstvi HCI metod vyuziva tzv. biomarker(
a barviv. Biomarker je specificky, méfitelny parametr (napfiklad v podobé molekul
nukleovych kyselin, organel, proteinu), jehoZ reakce jsou pozorovany. Obarvené
biomarkery poskytuji snadnéjsi a rychlejsi detekci a analyzu snimku (Buchser a kol.,
2014). Ziskané informace v8ak mohou byt zkresleny pravé pouZzitim barevnych, Ci
jinych aktivnich indikatorG. Ty totiz v burikach sami mohou samotné pulsobit jako

stresory (Crocker a Hoffman, 2007).

Vicenasobné sledovani €astic za pomoci mikroreologie (multiple particle tracking
microrheology = MPT microrheology) umozfuje analyzu video obrazku pofizenych
pouze svételnym mikroskopem. Diky svym moznym vyhodam je MPT mikroreologie
pouzita v této praci. Jde o pasivni mikroreologickou techniku, pomoci které se méfi
Brownovy pohyby a €astice ve vzorku. V MPT je mozna kvantifikace vysledku i pfi
jejich mensim poctu a za pouziti levnéjSich nastroji v podobé mikroskopu a pocitace
(McGlynn a kol.,, 2020). MPT muze byt kompatibilni s bézné& pofizenymi
mikroskopickymi snimky (které jsou ale v dostate¢né kvalit€). Lze ji extrahovat data
bez pfedchozich informaci o strukturach chemickych latek a bunék (Lonhus a kol.,
2020). Sledovani ¢astic mize byt dulezitym nastrojem v analyze dynamiky bunék a

jejich odpovédi na vnéjsi prostredi a toxikanty (Chenouard a kol., 2014).

2.5.1 Pouziti pasivni mikroreologie v MPT
Reologie jako védni obor fyziky se zabyva tokem hmoty (pevného, kapalného i
plynného skupenstvi), jejich deformacnich zavislosti v odpovédi na napéti a v Case
(Gardel a kol., 2005). Pfi malych deformacich téles, kdy nedochazi k pfekroCeni meze
kluzu se deformace télesa fidi Hookeovym zakonem. Naopak u kapalin dochazi
videalnim pfipadé pfi ustaleném toku k rovnosti mezi smykovou rychlosti y a
smykovém napéti o. Pripad se tak feSi pomoci Newtonova zakona o viskozité.

Hookellv a Newtonlv zakon jsou pak pfiklady mezniho reologického chovani. V realité
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se Casto setkavame s kombinaci elastickych a viskéznich projevl. Tato kombinace se
nazyva viskoelastické chovani. Pro zjednodusené pochopeni se pouZziva pfiklad prvku
paralelniho propojeni pruziny (deformacni projev) a pistu (visk6zni projev). Tomuto

prvku se fika Kelvinav reologicky model (Obr. 3) (Meissner a Zilvar, 1987).

Obrazek 3: Kelvintiv model reprezentujici viskoelastické viastnosti pomoci paralelniho
propojeni pistu a pruzin. Model A = nedeformovany stav; model B = deformace
zpusobovana napétim o

Realny systém reologického chovani vSak obsahuje velké mnozZstvi takovych prvka a

je charakterizovan rovnici napétové odezvy:
o(t) = ylo’ sin(wt) + o~ cos(wt)].

Napétova odezva se sklada ze dvou slozek. Prvni sloZzka je sinusova o’ sin(wt) ve fazi
s deformaci (soufazovy modul) a druha predchazejici deformaci o-cos(wt) (ztratovy
modul). Soucet téchto dvou slozek dava celkovou napétovou odezvu o (t). y, je tzv.
fazovy posun, tj. thel, o ktery se vektor o (t) posouva (Meissner a Zilvar, 1987; Gardel
a kol., 2005). Alternativné je mozné pouzit napéti a méfit deformaci. Tim se ziskaiji

informace o vlastnosti materialu (Meissner a Zilvar, 1987; Gardel a kol., 2005).

Reologicka méfeni poskytuji pohled na mechanickou odezvu Siroké Skaly materiald,

zvlasté pfi charakterizaci mékkych materiald, suspenzi, polymernich roztokl apod.
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V pfipadé mililitrovych vzorkd je v8ak kvdli velikosti Castic méfeni konvencnimi
reometry téméF nemozné. Pro méfeni téchto vzorkl se tak zacaly vyvijet metody
mikroreologie. V zasadé existuji dva pfistupy: pasivni a aktivni mikroreologie. Aktivni
funguje na principu aplikace lokalniho napéti pomoci elektrickych, magnetickych, Ci
mikromechanickych sil a odpovédi materialu na vzniklé napéti. Druhy pfistup pouziva

napéti vzniklé Brownovym pohybem a tepelnou energii (Gardel a kol., 2005).

Zacatkem 21. stoleti se mikroreologie zacala dostavat i do zajmu biologie atestovani
in vitro. Pro zkoumani dynamiky bunék a jejich deformacénich a elastickych vlastnosti
existovalo nékolik metod. VétSinou téchto metod bylo obtizné oddélit povrch bunky a
jeji objemové vlastnosti. To neumoznovalo méfit konkrétni specificka mista na bunce
a uvnitf bunky. Pro kvantifikaci specifickych mist uvnitf bunky, jejich viskozitu, ¢i odpor
vuci proudéni tekutin se mikroreologie ukazala byt vhodnym nastrojem (Weis a kol.,
2006; Tseng, 2002). Burky a dalsi zZivé systémy jsou uvnitf heterogenni. Struktura a

charakteristika tekutin se lokalné odliSuje (Mao a kol., 2022).

PFi studiu mechanickych odpovédi bunék na stresor je tfeba oddélit pusobeni stresu
zpusobené stresorem od stresu vyvolaného pouzivanou technikou. Pouzivani pasivni
mikroreologie tento problém teoreticky odstranuje. Pasivni mikroreologie vyuziva
Brownovych pohybu. Matematicka interpretace Brownovych pohybd vychazi
Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

KT
= (Ar(D)®)a v

kde n je viskozita tekutiny, Ks je Boltzmanova konstanta, T je absolutni teplota, Ar(t)?
prestavuje posun ¢astic v Casovém intervalu (tzv. stfedni kvadraticky posun = MSD),
a je polomér Castice a 1 charakterizuje prodlevu MSD v €ase (Crocer a Hoffman, 2007).
Diky této rovnici Ize urcit Brownovy pohyby (disperzi) malych &astic. Na zakladé toho
je pak mozné oddélit Brownovy pohyby &astic a Castice, kterymi se bunka pohybuje
pfimo (Lonhus a kol, 2021). Informacemi ziskanymi pasivni mikroreologii je mozné
charakterizovat viskoelastické chovani bunky bez jejiho naruSeni. Tim lze ziskat
pfesné strukturni a mechanické odpovédi bunék na Siroké mnozstvi materiall a
komplexnich tekutin (Selvaggi a kol., 2009). Pasivni mikroreologie se ukazala byt
presna i pfi odliSeni hepatocytll a osteoblastll na zakladé vnitrobunécéné viskozity a
difuze (Lonhus a kol., 2021).
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2.5.2 MPT algoritmy

Algoritmus MPT je zaloZzen na postupném sledovani astic v prubéhu sekvenci
obrazku. Vystupem jsou data viskoelasticity zahrnujici napfiklad informace o difuzi,
viskozité, deformaci Castic, pohybu, dynamice membrany, nebo vnitrobunécnych
Castic (Lonhus a kol., 2020; Selvaggi a kol., 2009; Chenouard a kol., 2014). V algoritmu
MPT muze Castice predstavovat cokoliv od molekuly, komplexd makromolekul, organel
Ci celych bunék. Pojem ,trackovani“ €astic obecné zahrnuje i postupné sledovani
jednotlivych &astic (single particle tracking = SPT). AvSak SPT muze také zahrnovat
sledovani velkého mnozstvi ¢astic. Rozdil mezi SPT a MPT je ve vystupnich datech,
kdy vystupem SPT jsou jednotlivé drahy, zatimco u MPT je to napfiklad difuze
(Chenouard a kol., 2014).

Vyvinutim a pouzitim mikroreologie se zacala objevovat moznost neinvazivné zkoumat
chovani bunék v ¢ase (Weihs a kol., 2006). Metody vyuzivajici principtl microrheologie
vSak stale nejsou dokonalé a v prub&hu vyzkumu je moznost vyskytu nékolika
zakladnich typl chyb. Takovymi chybami mohou byt systémové chyby ve vypoctech.
Predpéti mezi jednotlivymi pixely obrazku (specificky napfiklad pro sledované objekty
mensi nez 1 pixel). Chyby zplsobené dynamikou. Vznikaji kvuli ¢asovym prodlevam
mezi snimky (fps). Nahodny pohyb muze byt charakterizovan oscilaci. Mezi snimky se
tedy pozice bodu nezménila, ale realné ano. A poté to mohou byt ndhodné chyby
v zavislosti na zaostfeni, rozlieni, expozici... (Crocker a kol., 2007). Do sou¢asnosti
byly v MPT vyvinuty desitky algoritm( na analyzu digitalniho obrazu. Algoritmy se mezi
sebou odliSuji konkrétnimi postupy, programovacimi jazyky i vystupnimi daty. Zalezi,
co je pfedmétem a ucelem zkoumani konkrétni MPT metody (Chenouard a kol., 2014).
VSechny algoritmy vSak zahrnuji nékolik zakladnich kroku, které jsou veskrze spolecné
(Crocker a Hoffman, 2007):

Prizplsobeni snimku. Prvnim krokem je pfizplsobeni snimku danému algoritmu. Pro
rozliSeni Castic mezi sebou ve druhém kroku je potfeba mit kvalitni a pozadovany
format obrazku. PocCitace k analyze potfebuji védét, v jakém formatu vstupni data jsou,
aby si je mohly pfizpUsobit (Crocker a Hoffman, 2007). Ke spravné detekci Castic je
potfeba vyresit zejména oddéleni Castic od pozadi. Mezi nejCastéjSi vady pozadi se
Fadi ty, pfi kterych dochazi ke zméné intenzity jasu pozadi. Castice tak mohou splyvat
s pozadim a zpusobovat potize pfi jejich detekci (Selvaggi a kol., 2009; Perez-Careta

a kol., 2007). Jednim z moznych feSeni je pouziti kontrastni mikroskopické techniky.
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PFikladem muze byt fluorescen&ni ¢ DIC mikroskopie. Tyto techniky poskytuji obrazky
s vysokym kontrastem, diky ¢emuz lze Castice lépe detekovat (Weihs a kol., 2006;
Tseng a kol., 2002). V pfipadé snimkl z bézného svételného mikroskopu je problém
vétdinou FeSen aplikaCnim softwarem, napfiklad softwarem pracujicim na bazi
vyhlazujicich prostorovych filtr(. Tyto filtry redukuji Sum v pozadi a vyhlazuji ho
(McGlynn a kol., 2020). DalSim moznym softwarovym feSeni je kvazispektralni analyza
zivych bunék. Ta umoziuje charakterizaci intracelularnich regiond a ¢astic pomoci

analyzy vinovych délek a nasledného digitalniho kontrastovani (Lonhus a kol., 2020).

Eliminace nechténych €astic: V zavislosti na pouzité metodé MPT nemusi byt
v8echny &astice pro analyzu vhodné. Castice, které jsou naptiklad prilis malé nebo
velké, maiji nizky jas apod., by mohly zpasobovat chyby v algoritmu (Crocer a Hoffman,
2007). Z tohoto dlivodu je nutné mit definované a charakterizované ¢astice. Definovani
¢astic je nutné urcit v odpovédi na kvalitu obrazku. Pfi nizkém rozliSeni obrazkd by u

malych ¢astic mohlo dochazet k zaménam. (McGlynn a kol., 2020).

Detekce a lokalizace ¢astic: V tomto kroku se identifikuji sledované Castice tak, aby
je nasledné bylo mozné stopovat v prabéhu celé sekvence (Crocker a Hoffman, 2006).
Tento problém se vyskytuje v celé fadé védnich odvétvi zabyvajici se vypocetni
technikou a robotikou. Diky tomu existuje fada technik parujicich ¢astice v jednotlivych
snimcich, které Ize aplikovat i pro MPT (Karami a kol., 2017). Pfiklady znaméjSich
metod jsou BRISK, ORB, KAZE, SURF a SIFT. Tyto metody v sobé ¢asto zahrnuji jak
detekci, tak nasledné stopovani. Vétsina téchto technik je vSak pro puvodni ucel
koncipovana pro rozpoznavani stejnych ¢astic z riznych pohledd. V MPT se Casto
jedna o identifikaci podobnych €astic ze stejného pohledu (Lonhus a kol., 2021; Karami
a kol., 2017). DalSi moznosti je na miru vytvofena technika, ktera muze vychazet z jiz
navrzenych. Na miru navrhnuta technika parujici body v riznych snimcich je ¢asto
potifeba v pfipadé uziti specifického hardwarového feSeni, napfiklad fluorescenéni
mikroskopie. P¥i fluorescenéni mikroskopii je dobfe oddélena &astice od pozadi.
Detekce je tak totiz zjednoduSena na lokalizaci center s vysokou intenzitou jasu (Mao
a kol., 2022). Moznym obecnym feSenim, kdy se Castice detekuji na zakladé intenzity
jasu, je charakterizace obrazku pomoci gaussovského profilu intenzity. Pfes obraz je
pouzita Gaussova maska, ktera obklopuje jasné &astice. Castice jsou pak
rozpoznavané na zakladé velikosti a intenzity jasu (Selvaggi a kol., 2009, Rose a kol,
2020).
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Postupné sledovani ("trackovani“) ¢astic a ur€eni trajektorii: ,trackovani® je
krokem, pfi kterém se spoji pozice €astic v jednotlivych snimcich. Tento krok zahrnuje
urCeni, ktera konkrétni Castice v daném obrazku bude s nejvétsi pravdépodobnosti
odpovidat castici v nasledujicim obrazku. Pro kazdou sledovanou cCastici je tak

vymodelovana jeji trajektorie v Case (Crocer a Hoffman, 2007).

Extrakce dat z trajektorii: Z trajektorii Castic je mozné vypocitat viskoelastické
charakteristiky. U pasivni mikroreologie vypocCty vychazi zjiz zminéného Stokes-
Einsteinova vztahu pro difuzi sférickych ¢astic s nizkym Reynoldsovym ¢islem
(McGlynn a kol., 2020). Na jeho zakladé Ize charakterizovat Brownovy pohyby €astic
a oddélit je od castic pohybujici se jinymi silami. Tim je mozné charakterizovat
dynamiku bunék a jejich odpovédi na podnéty (Lonhus a kol., 2021). Jednou z dalSich
moznosti vypoctu je pouZiti Langevinovy diferencialni rovnice pro vypocet pohybu
Castic ve viskdznim prostfedi. Langevinova rovnice se pouziva zejména v metodach
aktivni mikroreologie, kdy pouZzitim vnéjSich sil dochazi k naruSeni ekvilibria systému
(Lau a kol., 2003; Dechant a Lutz, 2013).

3 Cile Prace

Z reSerSe vyplyva potfeba novych pfistupll a metod v testovani toxicity. S novymi
poznatky v chemii a stalym rozvojem ve farmacii se vyrabi velké mnozstvi novych a
neznamych latek, které mohou narusSovat, Ci posSkozovat pfirozené fungovani
environmentalnich systému. Evropska unie a dalSi svétové organizace v ¢ele s OECD
ekonomicky i legislativné prosazuji komplexni pfistupy k hodnoceni chemické
bezpec&nosti. Pfikladem mohou byt pfistupy AOP, 3R, &i studie , Toxicity Testing for the
21st Century: A Vision and a Strategy“ (Hartung, 2017) a ,Toxicity Testing in the 21st
Century: Progress inthe Past Decade and Future Perspectives” (Krewski, 2020)

zameéfujici se na progres ve Vyvoiji.

Jednim z modernich pfistupu v testovani toxicity jsou tzv. HCI metody, do kterych také
spada nékolik metod vyuZzivajici principy mikroreologie. Jde o metody, které v Zivych
soustavach sleduji reologické parametry a z nich se pokousi zjistit informace o chovani
takovych zivych soustav (Chenouard a kol., 2014, Krewski a kol). Do téchto metod
spada i prace Kirilla Lonhuse , Estimation of rheological parameters for unstained living

cells“ (2021). Prace predstavuje algoritmus pro vyhodnoceni dynamiky bunék pomoci

27



reologickych parametr(i. Popisuje algoritmus, jenz by mél mit potencial pro pouziti v in

vitro testovani toxicity. Algoritmus dosud nebyl dostatecné ovéren.
Za timto ucelem vznikla moje prace, jez ma za cil:

1. Ovérfeni algoritmu Lonhus a kol., 2021

2. Ovéreni, zda je metoda dostatecné citliva a dokaze odlisit rozdily v dynamice
bunék i pfi velmi nizkych koncentracich pesticidu HTBA

3. Zjistit, zda je mozné pouziti algoritmu i pro velkokapacitni data s vyuZitim

béznych stolnich pocitac

4 Metodika prace

Experimentalni ¢ast prace se skladala ze 3 hlavnich krokd:

I.  Kultivace bunék a pfiprava vzorku

[I.  Sbér a digitalni uprava mikroskopickych dat
e Snimani vzorkul
e Kalibrace pofizenych snimki

[ll.  Algoritmus a vyhodnoceni dat
e Detekce Castic
e Tvorba vektorového pole intracelularnich pohyb
e \ypocet primérného vektoru hmoty

e Analyza Casovych rad

Prvni €asti byla samotna kultivace bunék Hep G2 a pfiprava vzorkd pro nasnimani
mikroskopem. Bunky byly kultivovany standardnimi kultivaénimi postupy. Vzorky pro
foceni byly pfipraveny pro tfi paralelni méfeni (Kapitola 5.2). Dale byly v druhém kroku
bunky snimany pomoci svételné mikroskopie po dobu 4 hodin. Na zakladé podobného
experimentu Slivoného (2020) se tento Cas jevil jako dostate€ny pro ziskani
informativnich vysledkli a kompromisem mezi objemem analyzovanych dat. Po
nafoceni série byly snimky digitalné upraveny pro presnéjsi extrakci informaci
v procesu kalibrace. Kalibrované snimky byly ve 3 kroku analyzovany pomoci
algoritmu vyvinutym Lonhusem a kol. (2021). Algoritmus se skladal ze dvou krokd.
Detekce Castic uvnitf bunék, jejich nasledné sledovani v prubéhu celych sérii pomoci
algoritmu SURF a dale a tvorba vektorového pole intracelularnich pohybu. Poslednim

krokem byla analyza ziskanych dat a statistické vyhodnoceni.

28



4.1

4.2

Soupis pouzitych chemikalii, nastroji a programu

Pouzité chemické latky a smési: EMEM (z angl. Eagle's Minimum Essential
Medium), FBS (z angl. fetal bovine serum), Antibiotikum, Glutamin, NEAA (z
angl. non-essential amino acids), Gentamycin, NaHCO3z Smés Trypsinu a
EDTA (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 10:1, NACI, NA2HPO4.12H-0,
KCl, KH2POy,, HTBA (Terbutylazine-2-hydroxy), HEPES (N-2-
hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina)

Laboratorni nastroje: kultivaéni lahvi¢ky, pinzety, automatické pipety (Witopet
PL2, PL20, PL200, laboratorni sklo a nadoby (Thermofisher, Pardubice,
Cesko), sklen&né Petri misky (vyrobce: Ibidi, Grafelfing, Némecko; vyrobek &.
81158)

Laboratorni pfistroje: inkubator, Vortex, laminarni box, UV sterilizacni lampa,
sterilizator

Mikroskopy a spektrometry: svételny inverzni mikroskop typ 101M (Motic,
Barcelona, Spanélsko), svételny mikroskop ,Superscope” se Sirokym zornym
polem (Optax, Praha, Cesko; Synchronics Engineering GmbH,
Heidenreichstein, Rakousko; Ustav komplexnich systém(, Nové Hrady,
Cesko), spektrometr USB4000-VIS-NIR-ES (Ocean optics, Ostfildern,
Némecko)

Programy: Matlab (MathWorks, Praha, Cesko), Matlab runtime (MathWorks,
Praha, Cesko), software VerCa/CamEx (ImageCode, Brloh, Cesko; Ustav
komplexnich systému, Nové Hrady, Cesko), Microsoft excel (licence zakoupena
od Microsoft s.r.o., Praha, CR), Statistica (StatSoft CR s.r.o., Praha)

Kultivace a pfiprava vzorku bunééné linie Hep G2

Pro experiment byly vybrany lidské hepatocyty linie Hep G2 ziskané od spoleCnosti
ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures, katalogové ¢. 85011430).
Typ bunék byl vybran na zakladé védecké studie Davor a kol., 2018 pro podobnost

experimentu.

4.2.1 Priprava zivného séra EMEM pro kultivaci Hep G2

Dle standardnich laboratornich postupu pro kultivaci buné&nych linii byla linie bunék

Hep G2 kultivovana v Zivném médiu EMEM. Neuplny roztok EMEM a ostatni

29



komponenty byly v laboratorni kvalité dodany firmami Biowest a Sigma-Aldrich.
Pfiprava pIného roztoku EMEM byla provedena podle zavedenych postupl a ve
sterilnim prostfedi. Na 100 ml uplného EMEM bylo pouZzito 87 ml neupiného EMEM
roztoku. Pfidalo se 10 ml FBS (Fetal Bovine Serum), 1 ml antibiotik, 1 ml glutaminu, 1
ml NEAA, 0,3 ml gentamycinu a NaHCOs pro stabilizaci pH (~0,15 ml, mnozstvi
pfidano kolorimetricky na zakladé zbarveni). Vysledna barva séra EMEM by méla byt

masoveé éervena a dira.

4.2.2 Kultivace linie Hep G2
Kultivace byla provedena na zakladé instruktazi laborantl tkarfové laboratofe Ustavu
komplexnich systém( na Novych Hradech (standardni laboratorni postupy pro kultivaci
linie Hep G2). Buriky byly kultivovany v kultivacnich lahvickach s objemem 5 ml pIného
EMEM. Samotna kultivace byla pravidelné provadéna 1x tydné (specificka doba pro
linii Hep G2). Byla provedena trypsinizace (tzv. pasazovani) a vyména média. Mezi
jednotlivymi pasazemi byly bufky uchovavany v inkubatoru s 85% vlhkosti, 5% CO: a
teplotou 37°C. 20 minut pfed provedenim trypsinizace bylo plné kultivaéni médium
EMEM a 10x fedény roztok trypsinu s EDTA ohfivan na 37 °C. Laminarni box byl
predem sterilizovan UV lampou po dobu 30 minut. BEéhem celého procesu kultivace

bylo dbano na sterilni prostredi.

Po sterilnim otevienim kultivacni lahvi¢ky bylo vysato staré médium EMEM a bunky
byly nasledné oplachnuty 5 ml standardniho fosfatového roztoku FBS (slozZeni: 8,18 g
NacCl,, 0,201 g KClI, 2,89 g Na:HPO4.12H20, 0,24 g KH2PO4). Po odsati PBS bylo
pfidano 450 pl roztoku trypsinu-EDTA (Fedéno 10x), ktery byl ihned odsat. Poté bylo
ihned pfidano dalSich 450 pl stejného roztoku trypsinu a kultivacni lahvicka s bunkami
a trypsinem byla po zavieni na cca 1-3 min odlozena do inkubatoru. Po vyndani
z inkubatoru bylo kontrolovano inverznim mikroskopem Motic (typ 101M), zda u bunék
doslo ke kontrakci a zda byly odpojené ode dna lahvicky i od sebe. Kdyz byly bunky
separované od sebe, bylo nabrano 0,5 ml EMEM a pfidano k burikdm. Smés EMEM
s trypsinem byla suspendovana a 80 % objemu smési bylo od zbylych bunék
odstranéno. Cast odebrané smési EMEM s burikami byla pouzita na samotny vzorek.
Nakonec bylo pfidano 5 ml EMEM, kultivacni lahvicka byla zaviena a vracena zpét do
inkubatoru. Dulezita byla rychlost provedeni trypsinizace, aby buriky byly vystaveny co

nejmensimu stresu.
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4.2.3 Priprava vzorkd Hep G2
Pro pozorovani vzorkl byla vybrana sterilizovana Petriho miska se sklenénym dnem
a sklenénym vickem (Vyrobce: Ibidi, Grafelfing, Némecko; vyrobek €. 81158), ur€ena
pro pouziti v transmisni mikroskopii. Pfiprava vzorku byla provedena ve sterilizovaném
laboratornim boxu pfidanim 80 pl suspendovaného roztoku EMEM a trypsinu
s bunkami. Roztok s bunkami byl poté doplnén Zivhym roztokem EMEM do 1980 ul
(bunky bez HTBA byly doplnény do 2000 ul). Vzorky bunék byly poté nechany
v inkubatoru, aby adherovaly a dilatovaly (24 h). Po dilataci bylo k uritym vzorkdm
(kapitola 5.2.4) pfidano 20 pl smési o pfedem definovaném slozeni. Dale bylo
k bufikdm pfidano 5 pul HEPES pro optimalni pH. Celkem byly pfipraveny 3 vzorky
s HTBA a DMSO (oznaceni vzorku HTBA-DMSO), 3 vzorky s DMSO (oznaceni vzorku

DMSO) a 3 vzorky kontrolni pouze s zivnym médiem EMEM (oznaceni vzorku 0).

4.2.4 Pfiprava roztoku HTBA
Tetrabuthylazine-2-hydroxy (HTBA) byl dodan formou bilého prasku v mnozstvi 100
mg: Dodavatel Sigma-Aldrich, Svycarsko. Cislo produktu 46019, Sarze BCBZ7083,
datum vyroby 23. listopadu 2018, datum expirace fijen 2023. Dodan v Cistoté 97 %
(minimalni deklarovana Cistota 95 %), kontrolu kvality vyrobku provedla dr. Claudia

Geitner.

Pro rozpusténi HTBA byl zvolen dimethylsulfoxid (DMSQO). DMSO jako rozpoustédlo
bylo také pouzito v citované praci (Davor a kol., 2018). Vyhodou DMSO je dobra
kompatibilita s Zivymi bufikami, coz dokazuiji i studie provedené na rlznych lidskych
bunécnych liniich (Hebling a kol., 2015; Violante, 2004). DMSO ma Siroké vyuziti

v mediciné a také se vyuziva pfi zamrazovani bunécnych linii (Ishizuka, 2020).

Dle zvolené koncentrace HTBA (8 ug - I1) bylo fedéni provedeno za sterilnich
podminek postupnym fedénim nasledovné: 100 mg HTBA bylo rozpusténo v 10 ml
DMSO. Smés DMSO s HTBA byla rozdélena po 1 ml do Eppendorfovych zkumavek,
které slouzily jako zasobni roztok (East byla zamrazena pro pfipadné budouci vyuziti).
Ze zasobniho roztoku bylo odebrano 80 ul smési a pfidano k 920 ul DMSO. Z tohoto
roztoku bylo odebrano 10 ul a pfidano k 990 yl DMSO. Z tohoto roztoku bylo odebrano
100 pl a pfidano k pinému roztoku EMEM (roztok A). Roztok A se poté pfidaval
k bufikam HTBA-DMSO (Obr. 4.). Mezi jednotlivymi kroky byly roztoky promichany na
Vortexu. Vysledna koncentrace DMSO piidaného k burikam byla 1 pl - mlI't. Vypodcet
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fedéni byl pocitan na 1 ml roztoku EMEM. Objem Zivného média ve vzorku s burikami

byl 2 ml, proto bylo pfidano 20 pl vysledného roztoku s HTBA.

80 pl 10l 100 pl 10 pl
100 mg 0,8mg 0,8 ug
& ug HTBA
HTBA HTBA He HTBA
Zasobni roztok DMSO DMSO EMEM EMEM
10ml 920 ul 990 ul 900 l 990 il

Obrazek 4: Postupné redéni DMSO s HTBA do Zivného média EMEM na Petriho misku

Pro kontrolu byla pfipravena druha fedici fada, pouze s DMSO (Vzorkek DMSO).
Koncentrace DMSO v roztoku A a B byla ekvivalentni 1 pl - mIt. Redé&ni probihalo dle

schématu na obr. 5.

100 pl 0ul
Iml 100 pl
DMSO DMSO
EMEM EMEM
900 ul 990 ul

Obréazek 5: Postupné fedéni DMSO bez HTBA do Zivného média EMEM na Petriho misku
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4.3 Sbér mikroskopickych dat

Snimani vzorku bylo provedeno videozesilenou mikroskopii v prochazejicim svétle.
Mikroskop pouZzity pro experimentalni analytickou metodu testovanou v této praci byl
sestrojen v roce 2020 Ustavem komplexnich systému v Novych Hradech ve spolupraci
s firmami Optax, Praha a Synchronics Engineering, Heidenreichstein. Mikroskop byl
oznaCeny nazvem superskop (Rychtarikova a Nahlik, 2023). Pouziti svételné
mikroskopie v in vitro testovani nabizi nékolik moznych vyhod, jako napfiklad provozni
naklady, dostupnost svételnych mikroskopt a mnohdy snadnéjSi uzivatelské pouziti,

nez jiné druhy mikroskopt a dalSich pfistroji (Lonhus a kol., 2021).

4.3.1 Technické parametry mikroskopu-superskopu
Mikroskop pouzity v této praci (dale jen superskop) je digitalni svételny mikroskop
vyuzivajici vysoké rozliSeni kamery (7900x6004 px). Pfesné technické parametry
superskopu jsou uvedeny v Tab. 1. Superskop se od béznych svételnych mikroskopl
odliSuje mensi velikosti pixell (23x23 nm?) a kalibraci optickych drah pro jednotlivé
pixely. DalSim technickym nadstandardem je sladéni pulst svételného zdroje
s pofizenim jednotlivych snimku. Pulzujicim osvétlenim se snizuje celkova expozice
vzorku vUcéi intenzivnimu osvétleni (Rychtarikova a Nahlik, 2023). Opticka draha
zacina emitujici diodou, ktera osvétluje vzorek synchronizovanymi pulzy se snimanim
digitalni kamerou mikroskopu. Po prichodu vzorkem svétlo dosahne objektivu Nikon.
Objektiv projektuje obraz na vysokorozliSovaci RGB digitalni kameru Ximea. Celkové
zvétSeni mikroskopu dava velikost objektu promitaného na pixel kamery 23 nm.
Superskop nepouziva pfi snimani zadné filtry. Misto sady filtrG je pro ziskani

upravy (Lonhus a kol. 2021).

Tabulka 1: Technické parametry svételného mikroskopu-superskopu

Dioda emitujci svétlo Luminus CFT-90-WDS-X11-VB500, 40% max.

intenzita

Rozsah intensity pulzujiciho svétla | svétlo 0,2 ms-tma 199,8 ms

Objektiv Nikon CFl Achromat 60x, N.A. 0.80, W.D. 0.30

mm
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Camera Ximea MX500-CG-CM-X4G2-FL rgb,
7920%6004 px

Expozice kamery 100 ps

Velikost pixelu 23 nm

Senzor CMOS

Bayerova maska BGGR

RozliSeni (pixel) 7900x6004

Absorpcni filtr Ne

Moznosti souboru pofizenych dat RAW, TIFF, PNG, JPG, mat, fits, h5i, jp2, bmp,
dng

4.3.2 Snimani vzorkud
VSechny vzorky s bufikami Hep G2 se pro standardizovani podminek nechaly pfed
samotnym experimentem 24 h adherovat a dilatovat. Po 24 h byla provedena vizualni
kontrola dilatace bunék. K bufikam byl pfed nasnimanim pfidan bud roztok A (vzorek
HTBA-DMSO), roztok B (vzorek DMSO), nebo byl pouZit vzorek obsahujici pouze
kultivacni médium (Vzorek 0). Pro pozorovani byla vzdy vybrana burika, ktera byla
pIné dilatovana a zaroven nebyla membranou spojena s dalSimi bufikami (obr. 6). Pro
zachovani standardnich podminek byla mistnost s mikroskopem zahfivana a

udrZzovana na teploté 37 °C. P¥i této teploté se buriky Hep G2 kultivuji a teplota by tak

Obréazek 6: Snimek buriky Hep G2 porizeny superskopem
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u bunék neméla vyvolavat stresoveé reakce. Vzorek byl sniman ve specialni sklenéné
Petriho misce urcené k pouziti pro svételnou mikroskopii. Obrazky v sérii byly pofizeny
s rozliSenim 7920x6004 px, svételnou expozici 0,1 ms a intenzitou svételného zdroje
40 %. Frekvence snimani odpovidala 0,2 fps. Experiment s bufikami byl sniman po
dobu 4 h. Ctythodinova doba experimentu byla uréena na zakladé technickych
parametrd dat a vysledk( prace Slivoné, 2020. Pfi snimani 0,2 fps obsahuje cela
sekvence 2884 snimkl o velikosti jednoho snimku cca 23 Mb. Pfi pozdé;jSi analyze
pomoci algoritmu Lunhus a kol,2021 by tak vétSi data byla se souCasnymi bézné
dostupnymi pocitaci ¢asové i technicky narocna. DalSi otazkou by byly i moznosti
uchovani takto velkokapacitnich dat. Vysledky prace Slivoné, 2021 indikovaly
rozdilnost mezi vzorky za podobného experimentu jiz pfi velmi kratké dobé
experimentu. Hlavnim zamérem tohoto in vitro experimentu je ovéfeni algoritmu a jeho
moznost v in vitro testovani toxicit, které by mohlo davat prvotni validni informace o
neznamych latkach (Slivoné, 2020; Lonhus a kol., 2021)

4.3.3 Kalibrace snimku
Klasicka svételna mikroskopie je omezena nizkym kontrastem slabé difraktujicich,
absorbujicich a autofluorescenénich vzorku. DalSim omezenim muize byt snizeni
kontrastu tim, Ze vzorek je mimo skute¢né obrazové ohnisko. Tato opticka zkresleni
mohou byt zplsobena drobnymi vadami snimace kamery a aberacemi v optické draze.
Z téchto dlvodu byla série snimku jeSté pred jejich samotnou analyzou softwarové

zpracovana procesem kalibrace (Platonova a kol., 2021).

Pro zpracovani obrazu z mikroskopu byl vyvinut software VerCa/CamEx schopny
zpracovavat velkokapacitni RGB kamerova data. Software byl vyvinut Ustavem
komplexnich systému na Novych Hradech ve spolupraci se spole¢nosti ImageCode,
Brloh. Radiometricka kalibrace spociva v konstrukci kalibraCnich kfivek a nasledné
korekci obrazovych zkresleni. K potlaceni obrazovych zkreslenich byla kalibrovana
opticka cesta svételny zdroj mikroskopu — Cip kamery. Pro kalibraci optické cesty je
potfeba znat pfesnou skuteCnou intenzitu pouzivaného svétla, ktera pfichazi na
snimac kamery. K zjisténi intenzit a spekter zdroje byl pouzity spektrometr USB4000-
VIS-NIR-ES. Diky nému byla naméfena presna spektra svételného zdroje mikroskopu
(Lonhus a kol., 2021; Slivong, 2020). Z naméfené intenzity byly ziskany spektralni
kfivky kalibracnich hodnot pro kazdy pixel obrazu. Kalibrac¢ni kfivky byly vytvofeny

snimanim o ruzné intenzité svételného zdroje, kdy nejkratSi intenzita svétla byla
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uréena moznosti nastaveni expozice kamery a nejdelSi jako nejkratsi ¢as, kdy bylo 99
% pixell na kamefe pfeexponovanych. Z hodnot byla vypocitana energie dopadajici
na pixel kamery jako zavislost na naméfené intenzité pixelu v obrazu (kalibraCni
kfivka). Ziskané kalibracni kfivky popisuji vztah mezi skute¢nou polohou objektu a jeho
polohou na snimku (Lonhus a kol., 2020). Pro korekci snimkl se v prvnim kroku
opravuje radiometrické zkresleni, vzniklé pfi digitalnim zpracovani snimki. Se
snimkem je v tomto kroku pracovano jako se Sedotonovym. Oprava byla provedena
vynasobenim kazdého pixelu v obraze inverzni funkci kalibracni kfivky. Tim byla
kazdému pixelu byla pfifazena skute¢na intenzita signalu odpovidajici poloze objektu.
Kalibraéni kfivky jsou pouzity k opravé zkresleni ve vSech kanalech pouzité Bayerovy
masky, coz umoznuje obnoveni barev a odstranéni optickych vad (Platonova a kol.,
2021; Slivong, 2021).

Kalibrace snimkl zpUsobi, Zze objekty jsou homogennéjsi, Iépe viditelné a vice
segmentované od pozadi. Tim se sniZuje pravdépodobnost vyskytu chyb popsanych

v teoretické ¢asti kapitoly 3.8.2 (Platonova a kol., 2021).

4.4 Algoritmus a vyhodnoceni dat

Algoritmus vyhodnoceni dat podle Lonhuse a kol. (2021) sleduje reologické a
mikrofluidni parametry pro vyhodnoceni pohybU objektl a ¢astic uvnitf buriky (Obr. 7).
Podobné metody jiz byly publikovany napf. Crockerem a kol. (2007). Algoritmus zde
pouzity extrahuje Castice ze snimkl svételného mikroskopu a popisuje jejich drahy
pomoci vektorl rychlosti. Prvnim krokem je samotna detekce €astic a popisovani drah
v obraze. Jde o slozity problém, ktery vSak feSi nékolik jiz existujicich metod, jez Ize
vyuzit. VétSina metod na identifikaci ¢astic a jejich sledovani v ¢ase byla pavodné
vyvinuta pro pouziti v robotice a pocitatovém vidéni. Pro tento typ analyzy byla
vybrana metoda SURF vykazujici nejleps$i vysledky pro tento typ analyzy. Tato metoda
je zalozena na sledovani zrychlenych robustnich pfiznakl (zkratka SURF, speeded-
up robust features) (Bay a kol., 2008, Lonhus a kol., 2021). Algoritmus Lonhuse a kol.
(2021) dale analyzuje viskoelastické vlastnosti zivych bunék a popisuje tak jejich
mechanické vlastnosti. Pohyby Castic definované SURF metodou pfepoditava na
vektory trajektorii. Oddéluje dva hlavni komponenty pohybu uvnitf bunék. Pfimy pohyb
samotnych organel s vétSimi Casticemi (mize byt RNA, bilkovinné struktury...) a
Brownuv pohyb. Pro mechanizaci vypoctu a pouziti algoritmu byly pouzity softwary
Matlab (verze 2021B) a Matlab runtime (verze 2021B) (Lonhus a kol., 2021).
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Pfed detekovanim a sledovanim Castic je potfeba segmentovat sledované burky, Ci
objekty od jejich pozadi. To bylo provedeno ru¢nim znacenim nékolika obrazku
sekvence. Konkrétné byly chronologicky vybrany 3 snimky z prabéhu sekvence. Ze
snimkd byly oznaCeny okraje pozorované bunky a vytvofila se maska pfes bunku.
Nasledné byla umoznéna interpolace kontur pozorované buriky. Pro oznaceni zbylych
bunék byla aplikovana neparametricka registrace deformace obrazu. Vysledkem bylo

oznaceni kontur vSech bunék v sekvenci (Lonhus a kol., 2021)

. 4 I 4 I
Kalibrace Sledovani 4 Separace A Rychlost
obrazkd odlignych R bara® o piimého

. pohyb >
pohybu pohybu
4 4 N N 4 ] N\
Vylepseni Detekovani predem Braunuv
kontrastu Castic vypocitana pohyb
L L y simul:;sbmapy L (disperze)
4 I
Rekonstrukce
/ mapy difuze
Statistické - J
vyhodnoceni 4
At Vypocet mapy Rekonstrukce
rychlosti rychlostniho
pole
J

Obrazek 7: Algoritmus stanoveni mikroreologickych parametrt (Lonhus a kol., 2021)

4.4.1 Detekce Castic v obraze
K detekci a sledovani Castic byla pouzita SURF metoda. Spravna detekce Castic je
klicovym aspektem ke spravné aproximaci mikroreologickych parametrd bunék.
Detekce je zde zalozena na vypocCtu Hessovy matice pro kazdy pixel vyhlazeného
obrazu. Pfes obraz byl aplikovan mfizkovy (boxovy) filtr s jadrem 9%x9 px a 0 = 1,2.
Hodnota o je parametr Gaussovského filtru vyjadfujici Sifku zakladni gaussovské

funkce, kterou byla uréena jadra filtru. Cim vétsi je hodnota o, tim $ir&i jadro je pouzito
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pfi vyhlazeni obrazu. Hodnota o = 1,2 byla pro optimalni vyhlazeni obrazu vybrana na
zakladé experimentl a empirickych pozorovani. Velka hodnota ¢ zpUsobuje ztratu
detailt ¢astic a pfilis mala hodnota o zase chyby pfi detekci. Aplikaci Hessovy matice
byl ziskan obraz, ktery zvyraznuje mista s vysokou zménou intenzity mezi sousedicimi
pixely. Pixely s maximalnim determinantem matice byli oznaCeny jako Castice, které

mohou byt sledovany (tracking) (Bay a kol., 2008; Lonhus a kol., 2021).

V dalSim kroku byly relevantni ¢astice sledovany v po sobé jdoucich snimcich v ramci
celé série. Parovani obraz( ¢astic a tvorba trajektorii v po sobé jdoucich snimcich bylo
zaloZzeno na heuristickém pfistupu predpokladajicim, Ze stejné body v po sobé
jdoucich snimcich by se mély vyskytovat blizko sebe. Byla vybrana nahodna
podmnozina (~10) dvojic snimkd a zni byl odhadnut maximalni a minimalni posun
Castic mezi dvéma snimky. Vysledny median urcuje efektivni posun &astic (EP).
Pfedpoklada se, Ze o stejnou Castici se jedna, pokud je vzdalenost mezi Casticemi
mensi nez 3 EP. Tim se snizi poet moznych ¢astic zhruba na 15 kandidata. DalSim
postupem je iterativni pfifazovani ¢astic k sob&, dokud na zakladé kritérii uvedenych v
Lonhus a kol., 2021 nejsou pary k sobé pfifazeny. Sledy, které nespliovaly kritéria,

byly z vypoctu odebrany (Lonhus a kol., 2021).

4.4.2 Tvorba vektorového pole intracelularnich pohybu
Ziskané trajektorie ¢astic byly rozdéleny na dva druhy pohybu. Prvnim pohybem je
pfimy pohyb Castic, které tvofi bunka vlastnimi aktivnimi mechanismy a druhym
pohybem jsou Brownovy pohyby. Moznost oddéleni vychazi ze Stokesovy-Einsteinovy
rovnice. Princip je podrobnéji popsan v literarni reSersi 2.5, i napfiklad v praci Crocer
a Hoffman, 2007.

Rekonstrukce vektorového pole byla provedena pomoci kvazi-stacionarni analyzy
oken. Mnoho &astic o rlznych rychlostech mize prochazet stejnymi body (ze kterych
se urcuji velikosti vektort) a miaze tak dochazet k chybam a jejich zaméné. Proto je
nutné spravné tyto rychlosti ¢astic oddélit. Toho se docililo vypo¢tem rychlosti pro
kazdy pixel v Casovém okné. V této praci se rychlosti sestavovaly konkrétné s oknem
100 snimku. Tedy 1. snimek vektoru se sestavoval na zakladé analyzy snimku 1 az
100, druhy 2 az 101, treti 3 az 102 a takto az do konecnych (n—99) az n snimku.
V kazdém Casovém okné byly ziskany odhady rychlosti ¢astic, pomoci nichz bylo

mozné nasledné pfifazovat spravné vektory rychlosti k ¢asticim. Vektory rychlosti byly
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zaznamenany v celém obrazu bunky (Obr. 8). Vystupem algoritmu byla data ve formé
vektorového pole vnitrobunécnych toka hmoty (PPF), ze kterych Ize dale extrahovat
napfiklad informace o intracelularni viskozité (cSt) a mapé difuzniho koeficientu (m? -
s™) (Lonhus a kol, 2021). Data vektorovych poli byla velikostné zkomprimovana a

uloZena v souborech typu HDF5 (datovy format vyvinuty pro UKS FROV).

Obrazek 8: Vektorové pole vnitrobunéénych tokd

4.4.3 Vypocet praimérného vektoru pohybu hmoty
Obrazova data ziskana z algoritmu obsahuji vSechny potfebné informace o dynamice
bunék. Tato data jsou vSak obtizné interpretovatelna. Proto z obrazku byla
extrahovana Ciselna data vyjadfujici hodnoty délek a uhld vektord v Case.
K extrahovani Ciselnych dat z dat obrazovych byl pouzit software Matlab. Vytvorené

skripty vyuzivaji existujicich funkci Matlabu.

Obrazova data ve formatu HDF5 byla pfepocitana na Ciselné charakteristiky. Byly
vypocteny délky a uhly vektord, které reprezentuji pohyby &astic. Vystupem byly
matice o rozmérech, které odpovidaji poctu pixeld v jednom snimku. Z jednoho
obrazku vznikla matice flows.h5 obsahujici x-, y-ové soufadnice vektor. Z nich byly
vypocitany délky a uhly vektora. Tyto vystupy byly uloZzeny v matici *.mat.
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Matice délek a uhli byly dale redukovany. Byla vypoc¢tena priimérna hodnota délky
posunu a uhlu posunu mezi jednotlivymi snimky. Tim byly ziskany dvé Ciselné hodnoty
pro kazdy snimek. Postup pro ziskani primérnych charakteristik vektort je uveden

zde:

67676769676 %6676. 767696766766 6766366767616 6.6 96 766 666766 66 676,16 67676 366 96667676 76

input = ('G:\HepG2(SC)\210726(8mg)\"'); % Vystup ze softwaru FlowRec

NoOfFlds = 4; % pocet podadresari

% Vystup - ulozen v adresari "input"; Plots.m (vektory LENGTH a ANGLE obsahuje
primérné hodnoty délek vektorl, respektive Uhl( pro kazdy obrdazek

% podadresare "LengthImg" a "AngleImg" obsahuji obrazky distribuovanych vektoru a
uhla.

6767676967676 76696 7667667676366 76766 %66 %6 766 666366 6.6 676,16 6766366 36667676 %6
addpath(genpath('szat-SmithWatermanMorphing-a34dc20'));

LENGTH = [];

for j = 1:NoOfFlds
data = h5read([input, num2str(j), '\workdir' '\flows.h5'], '/data');
LENGTH = vertcat(LENGTH, zeros(size(data, 1), 1));

end

ANGLE = LENGTH;

idx = 1;

for j = 1:NoOfFlds % number of subfolders
data = h5read([input, num2str(j), '\workdir' '\flows.h5'], '/data');
load([input, num2str(j), '\workdir' '\masks.mat']);

for i = 1:size(data, 1)
BM = mask.getMask(i);

VERT = squeeze(data(i,:,:,1)) .* BM;
HORZ = squeeze(data(i,:,:,2)) .* BM;

Length = sqrt(VERT.”2 + HORZ."2);

if i ==
minL
maxL
end

min(min(nonzeros(Length)));
max(max(nonzeros(Length)));

if min(min(nonzeros(Length))) < minL
minL = min(min(nonzeros(Length)));
end

if max(max(Length)) > maxL
maxL = max(max(nonzeros(Length)));
end

LENGTH(idx) = mean(Length, 'all');

%626%6%6626%67626%6 26626962666 967626 6666626667666 6666 4676666766 6 %6766 6 %6766 467666 %6766
Angle = atan(HORZ./VERT);

Angle PP = (VERT > @) .* (HORZ > @) .* Angle;
Angle NPaNN = (VERT < @) .* (Angle + pi);
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Angle PN = (VERT > @) .* (HORZ < @) .* (Angle + 2*pi);

Angle
Angle

Angle PP + Angle_NPaNN + Angle_ PN;
Angle - min(min(Angle)); % normalize to angle = @

Angle(isnan(Angle) == 1) = 0;

ANGLE(idx) = mean(Angle, 'all');

fig = figure; imagesc(Angle), axis equal; axis off; colormap(vertcat([1 1
1], jet)); colorbar; caxis([@ 2*pi]);

if ~exist([input, '\AngleImg\'], 'dir")
mkdir([input, '\AngleImg\']);
end

hgexport(fig, [input, '\AngleImg\', num2str(j, '%@2d'), '-', num2str(i,
'%04d')], hgexport('factorystyle'), 'Format', 'png');
close all;
idx = idx + 1;
end
end

% [dhL,hL,cpL,taugL] = dwtleader(LENGTH);
% dhL = dhL'; hL = hL'; cpL = cpL'; tauqlL
% [dhA,hA,cpA,taugA] = dwtleader(ANGLE);

% dhA = dhA'; hA = hA'; cpA = cpA'; taugA

tauqlL’;

3% 3 % X
3% 3 % X

taugA’;

degANG = ANGLE/pi*180;
nmLEN = LENGTH*78;

save([input, 'Plots.mat'], 'nmLEN', 'degANG'); % uhel ve stupnich, delku v nm

for j = 1:NoOfFlds
for i = 1:size(data, 1)
BM = mask.getMask(i);

VERT = squeeze(data(i,:,:,1)) .* BM;
HORZ = squeeze(data(i,:,:,2)) .* BM;
Length = sqrt(VERT.”2 + HORZ."2);

fig = figure; imagesc(Length), axis equal; axis off; colormap(vertcat([1l 1
1], jet)); colorbar; caxis([minL maxL]);

if ~exist([input, '\LengthImg\'], 'dir')
mkdir([input, '\LengthImg\']);
end

hgexport(fig, [input, '\LengthImg\', num2str(j, '%02d'), '-', num2str(i,
'%04d')], hgexport('factorystyle'), 'Format', 'png');
close all;
end
end
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Vysledkem této Casti byly Casové zavislosti primérnych délek (nm) a uhld (°) pohybu
(Obr. 9). Takto redukovana data jsou lépe interpretovatelna a je mozné je statisticky

mezi sebou porovnavat.

HTBA-DMSO-1

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
t(s)

Obrazek 9: Casova rada priimérnych délek vektort pohybli hmoty vzorku HTBA-DMSO-1
4.4.4 Analyza dat

K vyhodnoceni €asovych fad primérnych vektor pohybu vnitrobunééné hmoty v
obraze byly pouzity programy Matlab a Microsoft Excel. Porovnani bylo provedeno
s cilem zjistit, zda existuji néjaké vyznamneé rozdily v chovani ¢astic mezi jednotlivymi

typy vzorku.

Pomoci Q-Q grafu (Obr. 10) v programu Statistica 12 bylo ur€eno, Ze nejde o
Gaussovo rozdéleni a nelze tak pouzit bézné parametrické metody vyhodnoceni.
V prvni fazi (kap. 5.1) byly mezi sebou porovnavany frekvenéni distribuce jednotlivych
Casovych zavislosti primérnych vektorovych posund hmoty na zakladé statistickych
charakteristik: 1) rozsah hodnot, pozice 2. a 4. kvantilu, primér a median a 2) Sikmost

a SpiCatost.

42



Q-2 Plot
Spreadsheet1 10v*22319¢
Distibuce: normalni
VarZ = 24 7351+8,5435%x
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10

teoreticky kvantil

Obrazek 10: Q-Q graf indikujici nelinearni rozloZeni dat

Druhou fazi analyzy vzorkl (kap. 5.2) byla tzv multifraktalni analyza pomoci funkce
dwtleader v programu Matlab. Multifraktalni analyza umoznuje vyhodnotit fraktalni
signaly s komplexni a proménlivou strukturou. Takové rozlozeni grafu je typické pravé
pro charakterizaci bunécnych a biologickych pochodu. U vzorku byla multifraktalni
analyzou vyhodnocena a porovnana sloZitost struktury distribuce. Cim vice se
struktura v rdznych udrovnich pohledu méni, tim funkce bude mit vice rdznych
fraktalnich struktur. Vysledky multifraktalni analyzy by dle pfedpokladd mélo

Vv s

burikami (Wendt a kol., 2007).

5 Vysledky

Vystupem kapitoly 4.4.3 byly primérné Ciselné charakteristiky vektor (primérné délky
a uhly vektorl pro kazdy obrazek). Po vyneseni téchto charakteristik do grafu byly
vytvofeny Casové distribuce primérnych délek a uhla vektora (Obr. 11 a 12). Osa x
zobrazuje Casové rozlozeni v sekundach a osa y délku vektord (nm)/velikost uhlu (°).
PFi snimani bylo zaostfeni snimkl pribézné kontrolovano a opraveno. Piesto doslo

k rozostfeni snimkd u HTBA-DMSO-2, DMSO-1 a 0-3 a algoritmus tak nemohl spravné
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ur€it pohyb hmoty. Z hlediska ¢asu skoky odpovidaji opravé rozostfeni, kdy vzorky pfi
snimani byly kontrolovany v hodinovych intervalech. Na ¢asovych distribucich se tato
chyba projevila skokem v hodnotach dhli i délek vektord. Z vysledku €asovych
distribuci uhlG a délky vektorl byly zjistény tfi chybné vzorky, které byly v multifraktalni
analyze (kap. 5.2) dale vyfazeny. Jde o vzorky HTBA-DMSO-2, DMSO-1 a 0-3.

5.1 Porovnani distribuci na zakladé statistickych charakteristik
Prvni €asti analyzy bylo porovnani zakladnich statistickych charakteristik. Krabicovy
graf na Obr. 13 zobrazuje porovnani zakladnich statistickych udaji mezi vzorky pro
frekvencni distribuce vektor délky. Na tomto grafu jsou vyobrazena v§echna paralelni
méfeni, tedy i chybné vzorky HTBA-DMSO-2, DMSO-3 a 0-1. Z grafu je patrné, ze
vzorky mohou vybocovat z méfeni. U spravné naméfenych vzorkli HTBA-DMSO jsou
hodnoty v rozmezi 15-45 nm, zatimco vadny vzorek dosahuje hodnot az 70 nm. U
vzorku DMSO se rozsah dobfe pofizenych dat DMSO-2 a DMSO-3 pohybuje od 5 nm
do 42 nm, pfi€emz vadny vzorek DMSO 1 odliSuje pouze vétsi 2. a 3. kvartil. Vzorky,
které byly pouze v Zivném médiu vykazuji hodnoty od 15 nm do 50 nm. Chybny vzorek
ma od zbylych dvou niz8i hodnoty délky. Mezi vzorky je mozné rozeznat rozdily
zejména v prumeérné délce vektorlu. Vzorky s HTBA maji nejvétSi rozsahy hodnot.
Primér i median je podobny se vzorky bunék, které byly pouze v zivném médiu.
Kontrolni vzorky DMSO vykazuji spiSe utlumeni pohybt. Délky vektor( jsou obecné
kratSi. Obecné Ize mezi vzorky po vyfazeni chybnych vzorkd vizualné rozliSit rozdily

v hodnotach délky vektorl. Jde vSak o statisticky neprukazny rozdil.

Na Obr. 14 je zobrazeno porovnani distribuci rotacnich uhld vektor. Rotace €astic u
vzorkl DMSO je nizSi v porovnani s rotaci u vzorku s terbuthylazinem a pouze zivhym
meédiem. Mezi vzorky HTBA a Zivnym médiem neni pozorovatelny rozdil. Vzorky
DMSO maiji také mensi rozsah kvartili nez vzorky ostatni (vyboc€uje vadny vzorek).

Statisticky je rozdil mezi vzorky zanedbatelny.
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Obrdzek 11: Porovndni ¢asovych fad priimérnych délek vektora (chybné vzorky HTBA-DMSO-2, DMSO-1, 0-3)
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Obrdzek 13: Boxovy graf reprezentujici distribuce uhli (°) vektoru s kvartily, rozsahy, medidny a priméry
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Obrdzek 14: Boxovy graf reprezentujici distribuce thly (°) vektor(i zobrazujici kvartily, rozsahy, medidn
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Soucasti zakladnich statistickych charakteristik bylo vyhodnoceni Sikmosti (skewness)
a $picatosti (kurtosis) frekvenénich funkci. Sikmosti se vyhodnocuje asymetriénost
funkce. Pokud je hodnota Sikmosti kladna, vétSina hodnot distribuce je mensi nez
stfedni hodnota (ij. distribuce ma “ocas” vlevo od stfedni hodnoty). Pokud je hodnota
Sikmosti zaporna, vétSina hodnot je vétSi nez stfedni hodnota. Absolutni hodnota
Sikmosti nam fika, jaka vzdalenost tvaru distribuce od idealné symetrické krivky.
Spicatost uréuje, jak je distribuce Siroka. Pokud jsou hodnoty $pi¢atosti kladné,
distribuce je uzkda, hodnoty jsou nahustény ke stfedni hodnoté. V pfipadé zapornych
hodnot Spicatosti, je distribuce Siroka. Absolutni hodnota Spicatosti nam Fika, jak je tvar
distribuce vzdalen od Sife idealni (Gaussovy) kfivky. Hodnoty Sikmosti a SpiCatosti

rovny 0 odpovidaji Gaussoveé kfivce.

Vyhodnoceni Sikmosti a S$piCatosti (Obr. 15) dopadlo obdobné jako porovnani
Casovych distribuci. Vzorky v ramci jednoho typu si jsou podobné, ale rozptyly hodnot
mezi typy vzorkll se navzajem prekryvaji. Pro distribuce uhli (angle) nabyvaji dobie
vykazuji vzorky DMSO, kde oba pfekracuji hodnotu 3. Vzorky 0 maji shodnou Sikmost
2,5. Ve $piCatosti distribuce uhli nelze hodnoty u typu vzorkl( odlisit. Z hodnot
distribuce délky (Length) Spicatosti Ize vyvodit stejny zavér. Hodnoty mezi typy vzorku
jsou blizko u sebe, zejména ve SpiCatosti. Nicméné nelze jednoznacné odlisit typ
vzorku na zakladé spole¢nych hodnot Sikmosti a SpiCatosti, kterou nabyvaji. Obecné
Ize shrnout, Ze vétSina hodnot byla u Sikmosti posunuta doleva, to znamena, ze vétSina
hodnot byla menSi nez stfedni hodnota. U SpiCatosti naopak hodnoty inklinovaly ke
stfedni hodnoté, tedy, Ze funkce vykazuje vySsSi SpiCatost nez teoretickd Gaussova

krivka.
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Obrazek 15: Porovnani Spicatosti (skewness) a Sikmosti (kurtosis) distribuci pro délky a uhly

vektord
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5.2 Vysledky multifraktalni analyzy
Druhou &asti analyzy bylo vyhodnoceni multifraktality ¢asovych fad na Obr. 11 a 12.
Graf multifraktalni analyzy popisuje zavislost multifraktalniho exponentu na pouzité
Skale. Vizualizuje, jak se sloZitost fraktalniho signalu méni v urovnich detailu grafa.
Cim vice je zavislost $kalovaciho exponentu Tq na linearné rozloZzenych momentech
-5az 5 (Obr. 16 a 17) linearni, tim vice jsou grafy na Obr. 11 a 12 monofraktalni. Tedy,
Ze se zménou detailu grafu je signal stale podobny. Naopak pusobeni vice fraktall se

Vaigwvivs

(Wendt a kol., 2007).

V Obr. 16 multifraktalni analyzy pro délku vektor data obecné vykazuji multifraktalitu.

v v

Obr. 17 vyobrazuje fraktalitu dat pro ¢asové fady vektorovych uhli. Vzorky s DMSO

. LENGTH
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Obréazek 16:Graf zobrazujici fraktalitu distribuci délek

vykazuji nizSi fraktalitu signalu. Oba vzorky maji niz§i zakfiveni nez vzorky bez
pesticidu 0. Vzorek DMSO-2 vykazuje nejvysSi monofraktalitu ze vzorku. U DMSO-3

je rozdil od ostatnich vzorkll méné patrny, zakfiveni je vSak stale nizSi nez u vzorku

Mrigwiv s

v v

heterogenité signalu. Signaly asovych fad zméfenych u neovlivhénych bunék jakozto
zivych systémuU by mély vykazovat vétsi multifraktalitu. Vysledky v tomto grafu nejvice

odpovidaji pfedpokladanym vysledkim. Chovani bunék v intoxikovaném a Cistém
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médiu je odliSné, ale v ramci jednoho prostfedi se navzajem podobaji. Ovsem vzorky

v DMSO vykazuji v tomto pfipadé nejvétsi rozptyl hodnot Skalovacich exponentl Tq.
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——0-2
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Obrazek 17: Graf zobrazujici fraktalitu distribuci ahl

6 Diskuze

Prace se zabyva moznou aplikaci pasivni mikroreologické metody pro in vitro
testovani. Mikroreologické metody zahrnuji Sirokou oblast vyzkumu v biologii a
pfirodnich védach. Pfestoze je mikroreologie relativné nova metoda, existuje kolem
6300 studii s touto tématikou. Je vSak nutné vzit v potaz, Ze naprosta vétSina metod
se nezabyva jeji aplikaci pro testovani toxicity, ani v obecné biologii. Co se aplikace
metod pro testovani toxicity a kompatibility tyCe, 1ze nalézt okolo 500 studii, pfiCemz
velka Cast pouze predstavuje mozné postupy, které nebyly dosud dostate¢né prakticky
ovéfené. DalSi studie jsou zaméfeny napfiklad na kompatibilitu mezi burfikami a
odliSnymi typy materiald. V kontextu moznych porovnani s jinymi studiemi jsou zdroje
kvuli unikatnosti zde pouzité metody pro porovnani velmi omezené (databaze Web of

Science).
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Z vysledku této prace nelze jednoznacné konstatovat, Ze koncentrace HTBA ma
pozorovatelny vliv na fungovani lidskych hepatocytd Hep G2. Tento vysledek
koresponduje s informacemi ze studie Davora a kol. (2018) i bakalafskou praci
Slivoného (2020). V praci Davor a kol. (2018) byl zkouman vliv triazind na buriky Hep
G2 a mysi lymfocyty. V praci byly buriky vystaveny nékolika koncentracim triazind,
mimo jiné i o stejné koncentraci, jaka byla pouzita v této praci (8 ug - I™1). Z vysledku
vyplynulo podobné jako zde, ze HTBA nema prokazatelny ucinek akutni toxicity na
bunky. Vysledky prace Slivoného (2020) na mikroskopu Nikon Biostation taktéz
ukazuji podobna data. V praci Slivoného (2020) bylo jednou z pouzitych metod také
vyhodnoceni pomoci optického toku, coZ je metoda blizké té od Lonhuse a kol. (2021).

Vysledek ukazoval mirny rozdil mezi bunkami s a bez HTBA. Data z této metody vSak

nemusi byt pro nedostatek dat zcela validni. Prace diskutuje i moznost opacného
vysledku. Tedy, Ze i zde nakonec koncentrace HTBA nemusi vykazovat odli§nost.
Z dostupnych vysledkU této prace, které koresponduji se studiemi Davor a kol. (2018)
a Slivoného (2020), Ize uvazovat nad funk&nosti a spolehlivosti algoritmu Lonhuse a
kol. (2021). Pro dokazani je vSak tfeba test algoritmu opakovat a zvolit jinou metodu
pfi jejim ovéfeni. Pro prokazani funk&nosti je algoritmus tfeba otestovat na
koncentracich, které se rovnaji jejich hodnotam LC50, NOAEL, LOAEL atd. Pokud totiz
zname hodnoty toxicity, Iépe Ize test navrhnout. Mohli bychom tak odhadnout, zda
vysledky algoritmu skute&né koresponduji se znamymi hodnotami pro testy akutni

toxicity.

Druhou tezi bylo ovéfeni citlivosti metody. Ta vSak nelze na zakladé ziskanych

vysledkd stanovit.

PFi porovnani grafa a vysledkd v kap. 5 je ziejmé, Ze nejsou vyznamné rozdily mezi
chovanim bunék v intoxikovaném a neovlivnéném prostredi. Nejvice odliSné jsou
vzorky s DMSO, kde délka vektort i uhly mély obecné nizSi hodnoty. To mulze
znamenat, Zze DMSO pusobi na bunky sedativné a bunky jsou méné aktivni. Studie
zabyvajici se kompatibilitou DMSO a bunéénych kultur jsou do znalné miry
rozporuplné. Vysoké koncentrace (>1 %) DMSO pusobi prokazatelné negativné, tzn.
inhibuji déleni bunék &i pfimo buriky usmrcuji (Jacob a Herschler, 1985). U nizkych
koncentraci, které byly pouzity zde, se zdroje vCetné souCasnych studii odliSuji.

Naprosta vétsSina studii se shoduje ve faktu, ze DMSO muze ovlivnit fungovani bunék.
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Podle studii je vSak ovlivnéni pfi nizkych koncentracich neprokazatelné. Pfikladem
jsou napfiklad studie Verheijena a kol. (2019), Kloverprise a kol. (2010), Tuncera a
Gurbanova (2023). Studie, ktera by zkoumala inhibici celkové aktivity bunék obdobnou
metodou, se dohledat nepodafilo. Z toho, co vime, vysledky odpovidaji tvrzeni, ze
DMSO ovliviuje dynamiku bunék jiz v nizSich koncentracich, a to inhibici
intracelularnich pohybu. Tento fakt dava také smysl v kontextu, za jakym ucelem se
DMSO pouziva. DMSO se bézné pouziva v testovani IéCiv jako jejich rozpoustédlo a
pro kryokonzervaci bunék. Pfi zmrazeni chrani bunky pfed poskozenim a umrtim.
DMSO zabranuje tvorbé ledovych krystalkd v burikach v pridbéhu zmrazovani a spolu
s tim i stabilizuje membrany a snizuje oxida¢ni stres bunék (Anchordoguy a kol., 1992;
Seo a kol., 2011). Tato zjiSténi by také mohla indikovat, Ze buriky a jejich intracelularni

pohyby by pouzitim DMSO mohly byt inhibovany.

Otazka nastava pfi porovnani vzorki DMSO se vzorky HTBA-DMSO. Z grafli v kap. 5
vyplyva, Zze chovani bunék v prostfedi HTBA-DMSO se podoba chovani bunék v
Cistém zivném médiu. Koncentrace DMSO je v obou typech vzorku stejna. Rozdil je
zde tedy s nejvétsi pravdépodobnosti zpusoben pFitomnosti HTBA. Pokud by platila
hypotéza, Zze HTBA by mél minimalné doCasné zvysit intracelularni pohyby v burice
(hypotéza stanovena napfiklad v praci Slivoného, 2020), znamenalo by to, Zze DMSO
a HTBA pUlsobi na buriky antagonickym ucinkem. Pokud by tato hypotéza platila, je
treba si polozit otazku, zda jsou podobné hodnoty mezi typy vzorkli HTBA-DMSO a
nebyly nalezeny zadné studie, které by tuto otazku mohly vysvétlit. V pfipadé platnosti
této hypotézy by vSak platilo, Zze algoritmus Lonhuse a kol. (2021) je vysoce citliva

metoda a chovani bunék odpovida realnému stresu bunky.

Co se zpracovani velkokapacitnich dat tyCe, prace se potykala s urcitymi limitacemi.
Na vypocty byl pouzit pocitaC s 16jadrovym procesorem Intel core i9, operacni paméti
32 GB a grafickou kartou RTX 3090. Samotna data ze vSech sérii pofizena
mikroskopem zabirala velikost cca 4 TB. PocCita€ zpracovaval data pfibliznou rychlosti
jedna série za dva tydny. VypocCty vSech deviti sérii trvaly Ctyfi a pal mésice Cistého
Casu. Takto dlouha doba zpracovani dat by v testovani toxicity znamenala pfilis velkou
C¢asovou naro¢nost celého procesu testovani toxicity a neprakti¢nost. Omezenim bylo
také pouziti béznych kancelarskych pocitacl s operacni paméti 4 GB. Vypocty padaly

v prubéhu rekonstrukce vektorové mapy, protoze velikost RAM nebyla dostacuijici.
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Znacna Cast vypoctl v biologii vSak vyuziva super rychlé pocitate (zvané Clustry) a
bylo by tedy vhodné zvazeni, zda je potfeba aby metoda mohla byt vypocétena béznymi
pocitaci? Rozvoj hardware, vypoCetnich systému i kapacita ulozist jde stale dopfedu.
Je tedy otazkou Casu, za jak dlouho budou pocitaCe natolik vykonné, Ze zpracovani

takto velkych dat nebude v budoucnu pfedstavovat znacnou vyzvu (Wei a kol., 2018).

Diskutabilnim prvkem v praci by také mohlo byt snimani samotnych bunék. Zna¢né
mnozstvi studii ukazuje, Ze bunky mohou fungovat jako tkan jinak nez samostatné
bunky, které byly snimany pravé v této praci. Chovani bunék tedy v této metodé
nemuselo zcela odpovidat tomu, jak se burnky chovaiji v tkafiové strukture zivocichu
(Jensen a Teng, 2019; Arzumanian a kol., 2021). Validitu vysledkd by to vSak
zdiskreditovat nemélo. Testovani mélo za ucel zjistit, zda bunky reaguji odliSné na
rizné, ale podobné slozeni jejich média a jak se zmény projevuji v jejich chovani.
Standardni podminky byly v praci dodrzeny, tedy teplota, stejny ¢as snimani, stejny
typ bunék, snimani vzdy samotné buriky mimo tkanovou strukturu atd. Vzorky se liSily
pouze sloZzenim média (kap. 4.2). V pfipadné budouciho opakovani experimentu by
bylo dobré zvazit pouziti tkanovych kultur, ve kterych mohou bunky mezi sebou
interagovat. Experiment by tak Iépe simuloval skute¢né Zivé tkané (Jensen a Teng,
2019).

Pokud shrneme vysledky této prace a diskuzi, tak se cile prace nepodafilo pIné dodrzet
a prokazat. Vysledky neukazuji statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi typy
vzorku. | tak ale s urCitou pravdépodobnosti indikuji spravné fungovani pouzité
experimentalni metody. Prace pfinasi nové poznatky kin vitro testim pomoci
mikroreologickych parametrd a otevira tak moznosti daldiho zkoumani. Z dosavadni
diskuze vyplyva, Ze algoritmus ma potencial a mél by byt dale testovan, avSak zcela
odliSnou cestou a pfistupem. Prvnim bodem v navrhu odliSného zpUsobu testovani
touto metodou by mélo byt zvazeni pouziti bunék, které jsou vzajemné propojené a
mohou spolu interagovat. Test by tak mél Iépe odpovidat realnym podminkam. Mezi
dalSi body by mélo patfit testovani dobfe prozkoumané latky, aby vysledky byly lépe
porovnatelné s referencemi. Latka by také méla byt rozpustna pfimo v zivném médiu.
Zkresleni vysledki mohou na zakladé této prace zpulsobovat i jinak teoreticky
nesSkodné latky, které pfi nizkych koncentracich a za pouziti odliSnych metod

nevykazuji na bunky vliv. Z téchto zkusenosti by v dal§im testovani algoritmu bylo
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dobré zjistit kompromis mezi velikosti zorného pole, poctem pozorovanych bunék,

prostorovym rozliSenim dat (tj. poCet pixell na snimek) a vypocetni rychlosti.

7 Zavér

Studium biochemickych a fyziologickych procest bunék je jiz dlouho objektem
zkoumani bunécnych biologl. Presto vSak v oblasti dynamiky bunék a jejich odpovédi
na stres v Case nemame dostatecné informace k jejich plné charakteristice. Vyvinutim

a pouzitim mikroreologie se zacala objevovat moznost neinvazivné zkoumat chovani
bunék v ¢ase (Weihs a kol., 2006).

Cilem prace bylo testovani metody podle studie Lonhuse a kol., 2021 zaméfujici se na
vyhodnoceni vnitrobunéénych pohybl a jejich odpovédi na pfFitomnost cizorodych
latek. Hlavnimi body testovani bylo ovéfeni funkénosti metody, jeji citlivosti a moznosti
zpracovani velkokapacitnich dat touto metodou. Jako cizoroda latka bylo vybrano
reziduum pesticidu terbuthylazinu, konkrétné terbuthylazin-2-hydroxy (HTBA). Jedna
se o latku, ktera vznika pfeménou triazinl pfi jejich vyrobé a v pfirodnim prostredi
(Stehlikova, 2010; Kushniarou a kol., 2018). HTBA byla vybrana, jelikoz se jedna o
latku, ktera by méla byt relativné bezpecna (ij. bézné testy neukazuji toxicitu), ale bylo

by zajimavé zjistit, zda je tato experimentalni metoda citlivéjsi.

Metoda pouzitd k vyhodnoceni vlivi HTBA je zalozena na principech jiz zminéné
mikroreologie a sledovani pohybu ¢astic uvnitf bunék. Jde o novou experimentalni
metodu, jez by mohla mit potencial v testovani in vitro. Metoda je sloZzena z nékolika
po sobé jdoucich kroku. V prvni fazi se bunélné kultury snimaly svételnym
mikroskopem po stanoveny €as. Série snimka byly digitalné upraveny pro presnéjsi
fungovani algoritmu metody. DalSim krokem byl algoritmus, ktery identifikoval Castice
uvnitf bunék a rozdélil pohyby d&astic podle Stokesovy-Einsteinovy rovnice na
Brownovy pohyby a pfimé pohyby €astic vykonanymi burikami. Z téchto pohybu bylo
sestaveno vektorové pole pohybld. Na zakladé rozdilné intenzity pohybl byl
predpoklad odliSného chovani bunék v pfitomnosti HTBA o koncentraci 8 ug. It
(Lonhus a kol., 2021). Testovana latka HTBA byla k bunkam pfidana spolecné
s DMSO jakozto jeho rozpoustédlem. (Anchodoguy a kol., 1992). Pro kontrolu a

porovnani byly také snimany vzorky, které obsahovaly stejné mnozstvi DMSO jako
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vzorky s HTBA a bunky které obsahovaly pouze zivné médium. Celkové tak byly

testovany tfi typy vzorkl ve tfech paralelnich méfeni.

Vysledky experimentu neprokazaly statisticky odliSnost vzorkd mezi sebou. Jednim
z duvodd mohlo byt pouziti pravé DMSO. Z grafu ziskanych pouzitou analyzou je
pozorovatelny rozdil mezi burikami pouze s DMSO a ostatnimi typy. Vysledky této
prace opfené o studie zabyvajici se DMSO (Anchordoguy a kol., 1992; Seo a kol.,
2011) tak naznacuji, ze by DMSO mohlo aktivitu bunék inhibovat, zatimco zkoumané
reziduum HTBA naopak stimulovat. V tomto ohledu tak nelze jednoznacné urcit
citlivost pouzité metody. Nicméné i na zakladé malé odliSnosti mezi typy vzorkd a
vzajemné podobnosti v ramci jednoho typu vzork( Ize konstatovat spravné fungovani
algoritmu. Co se zpracovani velkokapacitnich dat tyCe, je potfeba proces
optimalizovat. Pfi pouziti bézné dostupného stolniho pocitae trvaly vypocty pro
praktické pouziti pfili§ dlouho. To se vSak da vylepSit pouzitim vysokorychlostnich
vypocetnich clusterli, nebo pouzitim jiného pocitatového jazyka. Se zvySovanim
vypocetni rychlosti souCasnych pocitacll by vSak tento problém mél postupné
odpadnout (Wei a kol., 2018).

| pfes nejisty vysledek, prace pfispiva novymi informacemi a ukazuje moznosti dalsiho
postupu Vv oblasti pouzivani mikroreologickych parametrtl pro studium bunék a jejich
odpovédmi na cizorodé latky. Zavérem tak nadale zlstava otazka pouziti této metody
v testovani in vitro. Odpovéd na zakladé této prace a ziskanych vysledku nelze
stanovit a Je tak tfeba dalSiho testovani a navrhu nového testu. Pro dalSi vyzkum je
vhodné algoritmus testovat na jiz dobfe prozkoumané latce Ci skupiné latek, tak aby

vysledky bylo mozné Iépe ovérit i jinymi studiemi.
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Abstrakt

Bakalarska prace se vénuje problematice testovani toxicity chemickych latek. V
sou€asném chemickém a farmaceutickém pramyslu se produkuje tisice novych latek
ro¢né, coz pfinasi potfebu dostate¢ného zajisténi bezpecnosti spotfebitell a ochrany

Vigvivs

vyzkumnym nastrojem.

Tato prace ovéfuje teoretické zaklady a navrzeny algoritmus vyvinuty Lonhusem a kol.
laboratofe experimentalnich komplexnich systému v Novych Hradech a jeho mozné
budouci aplikace v in vitro testovani. Tento novy pfistup vyuziva principt mikroreologie
a sleduje zrychlené robustni pfiznaky v digitalnim obraze, které prepocitava na vektory
trajektorii ¢astic vnitrobunééné hmoty. Mikroreologie je relativné nova oblast vyzkumu
v biologii a pfirodnich védach, ktera se zabyva studiem toku a deformace materialt na
mikroskopické urovni. Algoritmus oddéluje dvé hlavni komponenty pohybu uvnitf
bunék: pfimy pohyb organel s vétsimi ¢asticemi a nahodny Brownuv pohyb. Vyhodou
této metody je potencial jednoduchého pouziti a jeji citlivosti. Metoda umozriuje ziskani

dalezitych prvotnich informaci o u€inku chemickych latek na bunééné kultury.

Testovani bylo provedeno na burkach linie Hep G2 a testovanou latkou byl polutant
pesticid terbutylazin-2-hydroxy. Vysledkem prace bylo ovéfeni funk&nosti metody
Lonhuse a kol. (2021), zhodnoceni moznych problému, se kterymi se prace potykala,

a moznosti dalSiho postupu ve vyvoji této metody.

70



Abstract

The bachelor thesis is devoted to testing the toxicity of chemical substances. In the
current chemical and pharmaceutical industry, thousands of new substances are
produced annually, which brings about the need to ensure sufficient consumer safety
and environmental protection. In vitro testing is becoming an increasingly important

research tool in this issue.

This work verifies the theoretical foundations and proposes an algorithm developed by
Lonhus et al. from the Laboratory of experimental complex systems in Nové Hrady and
its possible future applications in in vitro testing. This new approach uses the principles
of microrheology and tracks Speed-Up Robust Features (SURF) in a digital image and
converts them into vectors of trajectories of intracellular mass particles. Microrheology
is a relatively new field of research in life sciences and deals with the study of flow and
deformation of materials at the microscopic level. The algorithm separates two main
components of the movements inside the cells: direct movement of organelles as larger
particles and random Brownian motion. The advantage of this method is its potential
of easy use and sensitivity. The method makes it possible to obtain important primary

information about the effect of chemical substances on cell cultures.

Testing was performed on the Hep G2 cells and the tested substance was the pollutant
of pesticide terbuthylazine-2-hydroxy. The result of the work was the verification of the
functionality of the method by Lonhus et al. (2021), assessment of possible problems
which the work can face, and possibilities of further progress in the method

development.
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