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Abstrakt

Tato diplomova prace se zamétfuje na pozorovani zivych bunék pomoci neinvazivni
metody kvantitativniho fazového zobrazovani (hiQPI). Takové zobrazeni je umoznéno
pomoci koherenci fizeného holografického mikroskopu (CCHM) vyvinutého v laboratofi
experimentalni biofotoniky na VUT. Pomoci této zobrazovaci technologie jsou v ramci
experimentalni ¢asti prace vyhodnoceny morfologické zmény nadorovych bunék A549
a MCF7 po aplikaci potencidlnich migrastatik. Jako migrastatika jsou oznacovana jiz
schvalena 1éciva, ktera by mohla zamezit migraci nddorovych bunék z primarniho nadoru
a tim predejit vzniku metastaz. Pro posouzeni jejich ucinku na nadorové buriky byla
zvolena metoda RAC-GM (Rychlé vysSetieni ristu a migrace bunék in vitro).

Abstract

This thesis focuses on the observation of living cells using the non-invasive methods of
quantitative phase imaging (hiQPI). The imaging is enabled by a coherence-controlled
holographic microscope (CCHM) developed in the Laboratory of Experimental
Biophotonics at the VUT. Using this imaging technology, morphological changes of
AS549 and MCFT7 after application of potential migrastatic drugs tumor cells are evaluated
in the experimental part of the thesis. Migrastatics are defined as already approved drugs
that could prevent the migration of cancer cells from the primary tumor and thus prevent
metastasis. The RAC-GM (Rapid Assessment of Cell Growth and Migration in Vitro)
method was chosen to assess their effect on tumor cells.
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Uvod

Tato diplomova prace se veénuje popisu a vyuziti kvantitativniho fazového
zobrazovani (hiQPI-Holographic Incoherent-light-source Quantitative Phase Imaging) ke
zhodnoceni chovani nadorovych bunék pod vlivem potencidlnich migrastatik.
HiQPI je metoda vyuzivana pro dlouhodobé pozorovani chovani zivych bunék in vitro.
Jde o neinvazivni zobrazovaci techniku, pfi niz je vytvoreno kontrastni zobrazeni
fazovych objektd, aniz by byla potieba zvySeni jejich kontrastu pomoci
imunofluorescence. Pro ziskani hiQPI byl na fakult¢ VUT specialné navrzen
multimodalni koherenci fizeny holograficky mikroskop (CCHM-Coherence Controlled
Holographic Microscope). Holografie byla vynalezena Dennisem Gaborem uZ v roce
1948, kdyz se pokousel zlepsit rozliSeni elektronové mikroskopie. Ve své dobé to byl
vyznamny pokrok, avSak pozadavek na koherentni svételny zdroj znemoziioval jeho
praktické vyuziti. Vynalez laseru v roce 1960 a rozvoj pocitaCovych technik umoznili
vznik digitalni holografické mikroskopii. Po prichodu svétla vzorkem biologické objekty
rozptyluji dopadajici svétlo, avsak toto svétlo je fadove slabsi. Ovliviiuji tedy vyznamné
fazi, nikoli amplitudu, a proto se nazyvaji ,,fazovymi objekty*. Gabor ukazal, ze zdznam
intenzity svétla po prichodu objektem zahrnuje informace jak o amplitudé, tak i fazi. Na
zakladé obou téchto ziskanych informaci dostaneme trojrozmérny obraz pozorovaného
objektu. Ukazalo se, ze spojenim holografie a mikroskopie lze provést vysoce citliva
meéfeni tloustky a indexu lomu biologickych vzorku. [1, 2]

V této praci je CCHM vyuzit pro zhodnoceni ¢tyt 1éCiv, mezi které patii belumosudil,
midostaurin, vinkristin a niklosamid. Tato 1éCiva budou posuzovana z hlediska jejich
ucinku na konkrétnich bunéénych linii nadorovych bunék. Jednd se o bunécnou linii
A549, coz jsou butiky lidského nemalobunécného karcinomu plic a o buiky rakoviny
prsu MCF7. Zminéna 1éciva jsou zkoumana pro jejich mozné u€inky na migraci a zménu
fenotypu nadorovych bunek. Pokud by se takovy ucinek prokazal, mohla by byt 1éCiva
zafazena mezi potencialni mozna migrastatika. Pojem migrastatika predstavuje skupinu
jiz schvélenych léCiv, které by se v budoucnu mohly stat dal§i moznosti v Iécbé
nadorovych onemocnéni. Tato skupina 1éCiv by konkrétné méla zabrafiovat vzniku
metastazi, které byvaji z velké ¢asti zodpovédné za umrti pacienti se zhoubnymi nadory.

Préace se zaméfuje na analyzu proménlivosti fenotypu nadorovych bunék po aplikaci
potencialnich migrastatik. Pro toto zadani byl zvolen objektiv se zvétSenim 20x, diky
némuz je mozné se zaméfit zejména na podrobnou morfologickou analyzu fenotypu
bunky v mitoze a také v bunécné smrti (apoptodza, nekroza).
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1. Kvantitativni fazové zobrazovani

Zobrazovani zivych bun€k a tkani je ustfednim bodem pro biologicky vyzkum
a lékarskou diagnozu. Mikroskopie je jednou z nejdulezitéjSich technik v mediciné
a biologii. Proto je optické zobrazovani biologickych prvku stale dilezitou oblasti
vyzkumu, jelikoz cilem je prekonat dosavadni prostorova a Casova rozliSeni, kontrast,
hloubku praniku atd.

Mnoho biologickych vzorki, jako jsou zivé buriky a jejich intracelularni slozky,
Casto vykazuji velmi maly amplitudovy kontrast, coz v bézné mikroskopii svétlého pole
ztézuje odliSeni od jejich okoli. Proto byly vyvinuty techniky fazového kontrastu jako je
Zernike, Normansky a mikroskopie tmavého pole. Diky témto technikam se zlepSila
viditelnost vzorkd, aniz by je chemicky nebo fyzikalné ménily procesem barveni. Tyto
techniky se osvédCily jakozto neocenitelné nastroje pro studium zivych bunék a pro
pochopeni bunécnych procest.

HiQPI je vhodnou metodou pro pozorovani morfologie a motility bunék
v pfirozeném prostiedi. Jedna se o neinvazivni techniku pro zobrazovani i priahlednych
struktur bez nutnosti jakéhokoliv oznaovani. Buiiky jsou transparentni vzorky, jez mélo
rozptyluji a odrazi svétlo. Aby bylo mozné je pozorovat Zive, a to véetné jejich pohybt a
reakci na vné&jSi prostiedi, je nezbytné uchovavat je v kultivatnim médiu. HiQPI
umoziiuje zobrazovat vzorky 1 v rozptylujicim médiu, naptiklad v kolagenu. [1, 2, 3]

1.1. Princip kvantitativniho fazového zobrazeni

V roce 1873 prisel Ersnt Abbe s prvni teorii tvorby obrazu pomoci optického
mikroskopu. Myslenkou bylo, ze je obraz vytvaren superpozici vin, které vystupuji pod
riznymi uhly a ukazalo se, ze obrazem je interferogram. Mikroskop vSak nedokazal
rozliSit objekty mensi, nez je polovina vinové délky Sificich se vin. Dalsim prilomem
v historii zobrazovani byly metody zvysujici kontrast. Pokud prochazi svétlo prahlednym
preparatem lisicim se od okolniho prostfedi pouze tim, Ze ma odli§ny index lomu, tak je
toto svétlo modulovano fazove a tato zmeéna je pro zrak neviditelna.

Pomoci hiQPI lze identifikovat fazovy posun zpasobeny burikou. Pokud vlna
prochazi vzorkem, tak se jeji vinoplocha deformuje, coz je zpuisobeno zménou indexu
lomu a jeji tloustkou. V oblasti s vy§sim indexem lomu se rychlost svétla zmenSuje, a to
ma za nasledek zpozdeéni odpovidajici ¢asti vinoplochy. Tvar prenaSené vinoplochy ze
vzorku je detekovan a reprezentovan jako fazovy obraz. Jednotkami faze jsou radiany,
avSak fazové hodnoty jsou zavislé na dvou ¢asove a prostoroveé proménnych parametrech.
Témito parametry jsou refrakéni index a tloustka vzorku. Oba uvedené parametry mohou
ovlivnit vysledné hodnoty a neni jednoduché je od sebe odd¢lit. [3, 4, 5]
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Faze zavisi na vnéjsich parametrech a vyjadiujeme ji podle nésledujiciho vzorce:

_ 2n(ng—nm)ts

= TR (1)

kde ¢ oznacuje detekovanou hodnotu faze, n; odpovida indexu lomu vzorku a n,, indexu

lomu okolniho média, t; je tloustka vzorku v um, A udava pouzitou vlnovou délku
(650 nm). [1, 3]

Dopadajici
vinoplocha
H ’—I Vzorek
P
Deformovana
T TNA vinoplocha

Obrazek 1: Princip kvantitativniho fazového
zobrazovani. [3]

1.2.  Suchi hmota bunky

HiQPI poskytuje informace o morfologii vzorku nebo hustoté suché hmoty buriky
v jednotkach pg/um?. Sucha hmota butiky piedstavuje vse, z deho je buiika slozena,
kromé& vody. Jedna se o bilkoviny, nukleové kyseliny, lipidy, cukry, metabolity, ionty
a dalsi. Vétsina biomolekul vykazuje linearni vztah mezi indexem lomu a koncentracemi.
Tento vztah se oznacuje jako specificky prirustek refrakce o, a urCuje souvislost zmény
indexu lomu se zvySenim hustoty hmoty biomolekul. Specificky piirtstek refrakce pro
biomolekuly patii do Uzkého rozmezi, a tato primérna hodnota se vyuziva prave
k vypoétu bun&éné hmoty. Obvykle se voli priimérna hodnota piiblizné 0.18 um>/pg. To
znamena, ze zvySeni refraktivniho indexu o hodnotu 0,0018 znaci zvySeni o 1 procento
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suché hmoty bunky. Diky primémé hodnoté lze také prevést fazové hodnoty
(v radianech) na hodnotu suché hmoty (v pg/um?), a to pomoci rovnice:

_ 92
M= ona’ )
kde m znadi hustotu suché hmoty burtiky, ¢ je detekovana hodnota faze, 4 je vinova délka
a a oznaluje specificky refrak¢ni pfirtstek. Je potieba zminit, ze ackoli se primérna
hodnota a = 0,0018 vyuziva pro vétsinu biologickych aplikaci, tak nemusi platit uplné ve
vSech piipadech. [3]

0.894
pg/pm?

0.8

0.7

Obrdzek 2: 3D hiQPI se zobrazenim Skaly suché hmoty pro buriku A549.
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2. Koherenci Fizeny holograficky mikroskop

Zivé buiiky lze pozorovat pomoci laseru & laserové diody, avsak toto osvétleni neni
uplné€ vhodné, jelikoz muze vnaset rizné artefakty (napf. halo efekt) a obraz ma poté horsi
rozliSeni. Aby se tomu zamezilo, vznikla snaha o to, aby se osvétlovalo pomoci zarovky,
vybojky nebo LED diody jako u klasického svételného mikroskopu. DalSim kritériem
bylo, aby bylo umoznéno sledovat zivé buiiky, a to bez potieby jakéhokoliv kontrastniho
barveni. Kontrastni latky mohou totiz na bunky putsobit toxicky a pokud je na buiky
pouzito 1éCivo 1 kontrastni latka, tak nemusime byt schopni odlisit ucinky téchto dvou
latek.

Na Fakulté strojniho inzenyrstvi v Bmé zacal vznikat prvni prototyp multimodalniho
holografického mikroskopu. Na jeho vyvoji pracoval tym profesora Radima Chmelika,
a stale probiha snaha o jeho zdokonaleni. Prvni pokusy s digitalni holografii zacali
v poloving 90. let a v roce 2003 vznikl prvni prototyp. Mikroskop je patentovany v Ceské
republice, Spojenych statech Americkych, Cing a Japonsku. CCHM je vyrabén
spoleCnosti Telight, ktera na néj v roce 2011 ziskala komer¢ni licenci, a prodava se pod
nazvem Q-Phase. [6, 7]

Pro fazova méteni bylo navrzeno velké mnozstvi interferometrickych pfistroja, které
je mozné rozdélit na dva typy. Prvnim typem jsou in-line mikroskopy, kde tthel mezi
objektovym a referen¢nim svazkem je nulovy, jsou tedy paralelni vii¢i sobé. In-line typ
vyuziva svételnych zdroji s nizkou koherenci, coz muze byt napiiklad halogenova
zarovka. Zde je nutné zaznamenat vice nez jeden interferogram s riznymi fazovymi
posuvy, aby bylo mozné zaznamenat amplitudu a fazi. Pravé toto je omezujici
v ptipadech pozorovani rychle se ménicich jeva.

Druhym typem jsou off-axis holografické mikroskopy, které jsou charakterizovany
nenulovym uhlem mezi objektovym a referenénim paprskem. Vytvaii tak interferogram
s dostatecné vysokou prostorovou frekvenci vzniklych interferencnich prouzki, coz
umoziuje rekonstrukci vinéni pouze pomoci jednoho interferogramu. Vyhodou je vysoka
snimkovaci frekvence, a to predevsim pfi pouziti Fourierovych vypocta k rekonstrukei.
Diky tomu, ze k rekonstrukci objektové viny staci jeden zaznamenany interferogram, je
tento typ vhodny hlavné pro zobrazovani rychle se ménicich jeva a poskytuje znacnou
stabilitu fazového méfeni. Tyto systémy ale neumoziuji pouziti nekoherentnich
svételnych zdroju, a tak postradaji vlastnost optického dé€leni. Ze stejného diavodu je také
lateralni rozliSeni omezené.

Tim, ze CCHM kombinuje off-axis sestavu s achromatickym mifizkovym
interferometrem, je umozné€no pouziti nizko koherentniho zdroje svétla. Diky této
kombinaci lze ziskat vyhody off-axis a in-line systému a zaroven odstranit jejich
nevyhody. Nejdiive byl teoreticky popis zobrazovaciho procesu CCHM porovnan
s dalSimi zobrazovacimi systémy. Roku 2010 byl poprvé uveden nazev ,, Koherenci fizeny
holograficky mikroskop®, jelikoz odrazi stézejni schopnost mikroskopu a to je, ze fidi své
zobrazovaci vlastnosti stupném prostorové a ¢asové koherence zdroje osvétleni.[8] [9]
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2.1. Popis optického usporadani CCHM

Opticky systém CCHM je zalozen na principu Mach-Zehnderova interferometru pro
achromatickou off-axis holografickou mikroskopii. Mikroskop je slozen ze dvou ramen,
které predstavuji dveé optické cesty, kterymi se §ifi svétlo ze zdroje. Jedna opticka cesta
se nazyva objektova a nese informace o pozorovaném vzorku, druha je referenc¢ni
a prochazi referen¢ni rovinou, kde se nenachazi zadny vzorek.

Referencni rameno Objektové rameno

/ Kondenzory

—— POsuvny stolek
se vzorkem

Referenéni vzorek \

Objektivy

Obrazek 3: Popis Q-Phase mikroskopu. [3]

Ob¢ ramena mikroskopu jsou tvorena identickou soustavou, ktera se sklada
z kondenzorti, objektivii s korekci na nekonecnou vzdalenost a tubusovych cocek.
Zasadnim prvkem mikroskopu je reflexni difrakéni miizka, kterd se nachazi
v referencnim rameni interferometru a je zobrazovana do vystupni roviny. Rovina
difrak¢ni mfizky a objektové roviny objektivil jsou opticky sdruzeny s vystupni rovinou
objektivii a vystupnimi ¢o¢kami. Obraz miizky neni tvofen pfimo referen¢nim svazkem
svétla ve vystupni roving, jelikoz se pro zobrazovani pouziva jen +1. fad difrakéni mtizky
a ostatni difrakéni fady jsou odstranény prostorovou filtraci v misté ohniskové roviny
vystupni ¢ocky. Diky tomu je zabranéno degradaci hologramu interferenci dalSich fadu
mezi sebou. Ve vystupni roviné se objektovy a referencni svazek rekombinuji a vznika
interferen¢ni obrazec ve formé prouzki, ktery odpovida obrazu vrypu difrakéni mfizky
tak, jak byla vytvofena pfimo 0. a +1. fadem difrakéni mfizky. Prostorova frekvence
interferenc¢nich prouzkd ve vystupni roviné€ je rovna prostorové frekvenci drazek
difrakéni miizky fc, ale snizené o zvétSeni vystupnich ¢ocek mo.. Takova prostorova
frekvence fc je rovna:

fe=7"". 3)

20



Mikroskop pouziva Kohlerova osvétleni, takze nekoherentni zdroj svétla je
zobrazovan do prednich ohniskovych rovin kondenzorti pomoci kolektorové ¢ocky. Dale
vznika sekundarni obraz zdroje v zadnich ohniskovych rovinach objektivi a vznika téz
tercialni obraz zdroje v blizkosti ohniskovych rovin vystupnich ¢ocek. Tercialni obraz
zdroje v zadni ohniskové roviné Cocky v referencnim rameni je spektralné rozptyleny
s ohledem k disperzni sile difrakéni miizky. Cim delsi je vinova délka svétla, tim dale je
tvoren obraz zdroje svétla od osy referencniho ramene. Pokud bychom sledovali axialni
paprsek vychazejici ze zdroje prochéazejici referencnim ramenem mikroskopu az na
difrakéni mfizku, a pokud bychom uvazovali +1. fad difrakéni mfizky, tak zjistime, ze
dopadajici paprsek je ohyban mtizkou dle rovnice:

sin(a) =fg - 2. 4)

Tento paprsek nasledné prochéazi vystupni ¢ockou a do vystupni roviny vstupuje pod
uhlem f:

sin(a)

sin(B) = : (5)

Moy,

Naopak v objektovém rameni neni prochazejici svazek svétla nijak spektralné rozptylen,
jelikoz neobsahuje zadnou difrakéni miizku. Svétlo se pouze odrazi na zrcadle a prochazi
vystupni ¢ockou. Paprsky ruznych vlinovych délek z odlisnych bodi tercialnich obrazt
zdroje z obou ramen se spojuji ve vystupni roviné pod riaznymi uhly £. To je zptuisobeno
disperzni silou difrakéni mfizky a vznikaji interferen¢ni prouzky rovnobézné s vrypy
difrak¢ni mtizky a prostorové frekvence f., ktera je konstantni pro v§echny vinové délky
a interferometr je achromaticky. Jestlize je pozorovan vzorek, tak se ve vystupni roviné
vytvoii mimoosovy hologram obrazové roviny s prostorovou frekvenci f.

Vystupni thel g pro vSechny vinové délky je dulezity pro achromati¢nost mikroskopu.
Pokud je zavedeno jakékoliv vychyleni € od uhlu p, tak se zacnou vytvaret interferencni
prouzky odlisnych nosnych frekvenci pfi riznych vinovych délkach. Tento fakt ovliviiuje
jednak achromati¢nost mikroskopu, ale nasledné€ i kontrast interferencnich prouzka
v hologramu. Hologram je nasledné¢ zaznamendm detektorem a kvantitativni fazovy
obraz je extrahovam z hologramu v realném case pomoci pocitace. Proces numerické
rekonstrukce je zalozen na Fourierovych transformacich. [4, 5, 8, 9, 10]
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Obrazek 4: Schéma CCHM. Svételny zdroj (S), kolektorova cocka (L), delic paprskii (BS), zrcadla
(M), kondenzory (C), rovina vzorku (Sp), referencni rovina (R), objektivy (O), tubusové cocky
(TL), difrakcni mrizka (DG), vystupni cocky (OL), vystupni rovina (OP), detektor (D). [12]

Zminény CCHM umoziuje off-axis holografickou mikroskopii za vyuziti ¢asové a
prostorové nekoherentnich zdroji svétla. Stupen koherence ma vyznamny vliv na
zobrazovaci charakteristické rysy CCHM. Tudiz pomoci fizeni stupné koherence je
mozné piizpusobovat zobrazovaci charakteristické rysy dle konkrétnich pozadavkd.
Mikroskop CCHM je vyvinuty zamérn€ pro pozorovani zivych bunek in vitro.
Q-Phase je vybaven inkubatorem, a to z divodu zachovani stabilni teploty okolo
37 stupnit Celsia. Jedna se o multimodalni zobrazovaci systém s fluorescencnim
modulem, ktery je dodavan spolu s druhou kamerou pro zajisténi fluorescencniho
zobrazovani.

Nejdalezit€js$im obrazovym vystupem tohoto mikroskopu je hologram,
pomoci kterého lze extrahovat vice obrazovych vystupti. Mezi tyto vystupy patii
predevsim QPI a amplituda. Na schématu (obr. 6) je uvedeno schéma, které ukazuje
vSechny vystupy zaznamenaného hologramu. Hologram je tvofen obrazem svétlého pole,
ktery je prekryt charakteristickymi interferencnimi prouzky. Takovy obrazovy vystup je
vSak pozorovan pouze tehdy, kdyz je mikroskop spravné naladény. Pfimo ze
zaznamenan¢ho hologramu je rekonstruovan fazovy obraz, ktery je zakladem pro
segmentaci obrazu a nasledné kvantitativni analyzy. Pomoci dopliikovych algoritmi pro
zpracovani obrazu lze zfazového obrazu rekonstruovat simulovany diferencialni
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interferenCni kontrast (DIC-Differential interference contrast) a taktéz obraz s filtrem
s horni propusti. DIC je metoda slouzici ke zvyseni kontrastu pfi pozorovani priahlednych
a bezbarvych vzorkt. Obrazovy vystup s filtrem s horni propusti je ureny pro zvyseni
kontrastu u velmi jemnych struktur uvnitf vzorku. Funguje tak, ze zvyrazni vysoké
prostorové frekvence a =zaroven potla¢i nizké prostorové frekvence v obrazu.
Z hologramu je dale pfimo rekonstruovan také amplitudovy obraz. Amplitudovy kontrast
je podobny zobrazeni ve svétlém poli. [3, 11, 12]

HOLOGRAM

FILTR S HORNI PROPUSTI

PHASE (QPI)

AMPLITUDA

SIMULOVANY DIC

Obrazek 5: Schéma vystupii zaznamenaného hologramu. Objektiv 20x/0.5.
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2.2. Technické parametry Q-Phase

Pro tuto diplomovou praci byl pro pozorovani a nasledné vyhodnoceni chovani
nadorovych bunék po aplikaci 1éCiv pouzit vySe popsany CCHM mikroskop Q-Phase.
Kjeho blizsi specifikaci jsou v nasledujici tabulce uvedeny vybrané technické
parametry.[3]

Tabulka 1: Technické parametry Q-Phase [3]

Konfigurace mikroskopu Transmisni inverzni

Mikroskopické techniky QPI, epifluorescence, simulovany DIC, mikroskopie
svétlého pole, filtr s vysokou propusti

Objektivy 4x az 60x

Zdroj svétla LED

Vlnova délka 660 nm

Lateralni rozliSeni 4 um (objektiv 4x, NA 0.1)
0,58 um (objektiv 60x, NA 1.4)

Citlivost detekce faze azna 0,011 rad

Rozmeér 1100x950x1620 mm (bez inkubatoru)
2515x974x1620 mm (vetné inkubatoru)

Vaha 350 kg

2.3. Q-Phase versus HoloMonitor

HoloMonitor je digitalni holograficky mikroskop, zkratkou DHM, pro zobrazovani
zivych bunék. Jeho soucasti je kompaktni mikroskop pro bunééné kultury a také software
App Suite navrzeny piimo pro tento mikroskop. Pracuje v realném €ase v COz inkubatoru
nebo v hypoxické komorte, coz umoziuje dlouhodobé pozorovani kultur in vitro ve
stabilnim a fyziologickém prostfedi. Dokaze neinvazivné kvantifikovat pres 30
bunécnych parametri reflektujici bunéCnou proliferaci, migraci, morfologii
a diferenciaci. Bunécné kultury lze analyzovat jednak na urovni populace, ale také na
urovni jednotlivych buné€k. Pii zkouméni buné€k pomoci HoloMonitoru neni tfeba vzorky
nijak oznaCovat, aby je bylo mozné pozorovat, stejné jako u mikroskopu Q-Phase.
Je zde pouzit nizkoenergeticky laser udrzujici nizkou fototoxicitu. Buiiky jsou po
dokonc¢eném procesu pozorovani neposkozené a je mozné je tedy znovu pouzit pro dalsi
studie pomoci jinych zobrazovacich technik.

Pro srovnani s mikroskopem Q-Phase jsou v tabulce ¢. 2 uvedeny jeho technické
parametry. HoloMonitor mé niz§i hmotnost a rozméry v porovnani s Q-Phase, ale
disponuje pouze jednim typem objektivu a ma nizsi lateralni rozliSeni.
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Tabulka 2: Technické parametry HoloMonitoru.[13]

Technické parametry

Zdroj svétla laser

Vlinova délka 635 nm

Lateralni rozliSeni 1 um

Objektiv 10x

Rozmér 290%200x190 mm (bez inkubatoru)
Vaha 5,15 kg

Vzorky a prostredi

Bunky Adherentni bunéna monovrstva
Nadoby pro bunécné kultury 6-, 24-, 96-jamkové, Petri, IBIDI
Provozni teplota 10-40°C

Provozni vlhkost max 95%

Obrazek 6: HoloMonitor (vievo); Q-Phase véemé inkubdtoru (vpravo). [3,14]
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Na nasledujicich obrazcich je pro predstavu znazornéno pracovni prostiedi softwaru
App Suite u HoloMonitoru a SophiQ pouzivaného u Q-Phase. Oba zminéné softwary jsou
v anglickém jazyce. SophiQ slouzi jednak kladéni mikroskopu, tak i k segmentaci
a analyze bun¢k. AvSak neumoziiuje analyzovat tolik parametri jako App Suite.[13, 14]

(0 HOLOMONITOR® App Sune - In-depth Analys's  fie  Ansiys 8 x
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Obrazek 8: Ukazka pracovniho prostiedi programu SophiQ.
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3. Migrastatika

Celosvétove pocet umrti zpusobenych rakovinou roste. V piipadech pevnych nadort
tvoli invaze a metastazy vice nez 90 % mortality pacientd s rakovinou. V soucasné dobé
chybi specificka kategorie antiinvazivnich a antimetastatickych 1é¢iv. Zavedl se zcela
novy termin ,migrastatika® pro 1éCiva, jejichz cilem je zamezit vSem zpusobum
invazivniho pohybu nadorovych bunék skrze bunécna prostredi. Timto vyzkumem se
vénuje pan profesor Jan Brabek se skupinou z laboratore Invazivity nadorovych bunek na
Prirodovédecké fakulté¢ Univerzity Karlovy v Biocevu. [15]

Migrastaticka 1é¢ba by se mohla v budoucnu stat dalsim pilifem v 1écbé rakoviny.
Mezi dosavadni pilife boje proti rakoviné patii chirurgie, chemoterapie, radioterapie
a imunoterapie. Jednd se tedy o doplnéni chemoterapie. Testovani latek v ramci
klinickych studii trva deset az dvanact let. Migrastatika se vSak mohou k onkologicky
nemocnym pacientim dostat dfive, jelikoz je zde moznost vyuziti stavajicich a jiz
schvalenych 1éCiv. Zavedeni pojmu , migrastatika®“ slouzi tedy 1 jako odliSeni se od
béznych cytostatickych 1€Civ, jez jsou cileny hlavné proti bunétné proliferaci. Diky
cytostatické 1écbé tedy dochazi k omezeni rustu nadorovych bunék, ale nevyhodou je
zasazeni 1 bunék zdravych.

Zamérem vSak neni, aby byla bézna cytostaticka terapie nahrazena migrastatiky, ale
aby byla o migrastatika doplnéna. Na obr. 9 je ilustrativné ukazan rozdil ucinka
migrastatik a cytostatik na nadorovou buiiku. Pfi cytostatické 16¢bé dochazi nejdrive ke
zmenSeni samotného nadoru, ale nijak nezabrafiuji migraci nadorovych bunék.
U znazornéni migrastatické 1écby neni ovlivnéna velikost primarniho nadoru, avSak
invaze do okolni tkané je pouze nizka. [16]

Cytostaticka terapie Migrastaticka terapie

Obrazek 9: Rozdil ucinku migrastatické a cytostatické lécby na nador. [16]
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3.1. Migrastatika jako léCiva proti metastazim

Hlavnim problémem u onkologického onemocnéni neni jen rast rakovinné buriky, ale
ijeji invaze a schopnost metastaz, kdy se nadorové buiky aktivné §ifi z mist primarnich
nadora do dalSich Casti organismu. Nadorové buriky tedy oddé€li od hlavniho nadoru a
dostanou se do krevniho feci§té nebo do lymfatického systému. Dochazi k metastatické
kaskadé, coz je proces, u néhoz dochazi ke zménadm v morfologii bunék, predev§im
aktivni motilité bunek se zménami v genové expresi. Tyto zmény jsou komplikované,
jelikoz mohou byt charakteristické nejen pro rizné typy rakoviny souvisejici s prvotni
transformaci rakoviny, ale téz pro odlis§né skupiny rakovin pacientd souvisejicich s jejich
genetickym pozadim, které vyzaduje individualni ptistup k 1écbé. [5]

Mezi hlavni rysy zhoubnych nadorG tedy patfi abnormalni bunécna proliferace
a potencial rozsifovat se i do jinych casti téla. To vSak neplati pro benigni nadory,
které nemaji potencial §ifit se do okolnich tkani. U malignich nador se mohou nadorové
bunky rozsifit témef do vSech ¢asti téla. Nékteré typy nadorovych bunék maji tendenci se
Sifit do urcitych casti téla. Napt. rakovina prsu ma sklon §ifit se do kosti, jater, plic, hrudni
stény a mozku. Rakovina plic ma dispozice se rozSifovat do mozku, kosti, jater
a nadledvin. U rakoviny tlustého stfeva a konecniku byla pozorovana tendence k Sifeni
do jater a plic. V organech, jako je napfiklad kiiZze nebo svaly vznikaji metastazy jen
vzacné. Je dilezité zminit, Ze metastazy oznacujeme stejnym nazvem jako je primarni
nador. Napfiklad rakovina prsu rozsifena do jater se oznacuje jako metastazujici rakovina
prsu, a nikoliv jako rakovina jater. JelikoZ ptivodni nador je v prsu a tim padem metastazy
obsahuji stejné buriky. Takto rozSifené metastazy spolu navzajem komunikuji, ¢imz
vytvafi zmatek signalizace v pacientové téle a naruSuje tak celou rovnovahu téla.
Nasledkem je napfiklad kachexie, pfi niz nador bere energii potfebnou pro télo a pacient
nasledkem toho hubne. Divodem, pro¢ nadorové buiky maji potebu se Sifit do dalSich
casti tela je jejich zavislost na cévnim zasobeni. Pokud se nador zvétSuje, nemaji bunky
dostatek kysliku, aby byly schopny pfezit, a proto cestuji jinam. [5, 17, 18, 19]

Fenotypové a dynamické zmény nadorovych bunék navozené migrastatiky lze
neinvazivné monitorovat pomoci hiQPI (viz 1. kapitola). Mira invazivniho fenotypu je
nejdilezitéj§im znakem, jenz odliSuje maligni nador od benignich. Vétsina morbidity a
mortality u pevnych nadord je pfipisovana pravé metastazam. Hematologické malignity
postihuji krev, kostni drenl a lymfaticky systém a pfevladajicim znakem je nekontrolovana
proliferace. U pevného karcinomu je to pfedev§im lokalni invaze a metastazy, proto je
dulezité, aby soucasti 1écby byly lIéky inhibujici schopnost rakovinnych bunék pronikat
pfes extracelularni matrix a vytvaret sekundarni nadory.

U nadorové 1écby chemoterapii jsou buiiky nadoru vystaveny stresu, pficemz nékteré
bunék z ptivodniho nadoru a metastazovani. Pii migrastatické 1écbé by nadorové bunky
nebyly vystaveny tomuto cytotoxickému stresu a tim padem by nemuselo dochazet
k jejich migraci.
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Mechanismy souvisejici s procesy vedouci k tvorbé metastdz jsou tedy bunécna
motilita, fizena migrace a invaze pfemeénéné rakovinné bunky. Jelikoz se medicinské
vyzkumy zaméfuji predevSim na antiproliferativni latky, je zde nedostatek
antimetastatickych 1é¢iv. Proto vznikla iniciativa hledat mezi jiz existujicimi léCivy
vhodné kandidaty, které by mohly byt zafazeny mezi migrastatika. [15, 17, 19, 20, 21]

3.2. Zkoumana migrastatika

Pro tuto diplomovou praci bylo zvoleno posouzeni nasledujicich ¢tyf potencialnich
migrastatik z hlediska jejich ucinku na nadorové buriky, predev§im na zménu fenotypu
nadorovych bunék. Konkrétné se jednd o belumosudil (BEL), vinkristin (VIN),
midostaurin (MID) a niklosamid (NICL).

BEL je 1ék pouzivany k 1écbé chronické reakce §t€pu proti hostiteli a patfi do tfidy
znamych jako inhibitory serin/threonin kinazy. Prodava se pod znackou Rezurock a pro
lékarské pouziti byl schvalen ve Spojenych statech v roce 2021.

VIN je chemoterapeutické 1é¢ivo pouzivané k 1écbé mnoha typa rakoviny jako je
akutni lymfocytarni leukémie, akutni myeloidni leukémie, Hodgkinova choroba,
neuroblastom a malobunécna rakovina plic. Je znamy téz pod nazvem leurokristin
a prodava se pod znackou Oncovin. VIN funguje tak, ze se navaze na tubulinovy protein
a tim zastavi polymeraci tubulinovych dimeri za vzniku mikrotubuld. To zpisobi, ze
buiika neni schopna oddélit své chromozomy béhem metafaze. Takova buika poté
podléha apoptdze neboli programované bunécné smrti. Neovliviiuje vSak takto jen déleni
rakovinnych bunék, nybrz i vSechny rychle se délici typy bunék. [22, 23]

Dalsi ucinnou latkou je MID, pouziva se s jinymi chemoterapeutickymi Iéky k lécbe
urCitych typd akutni myeloidni leukémie. MID se také pouziva na urCité typy
mastocytozy. Je zarazen ve tfidé 1ékd nazyvanych inhibitory kinazy. Funguje tak, ze
blokuje ptsobeni abnormalniho proteinu, ktery signalizuje mnozeni rakovinnych bunék,
coz pomaha zastavit §ifeni zirnych a rakovinnych bunék. Jednd se o polosynteticky
derivat staurosporinu, alkaloidu z bakterie Streptomyces staurosporeus. [24]

NICL je Iékem uzivanym pfi 1é€be napadeni tasemnicemi, jelikoz u nich inhibuje
vychytavani glukozy, oxidativni fosforylaci a anaerobni metabolismus. Je studovan u
fady typlt rakoviny a ze studii se ukazalo, ze ma potencial puasobit i proti virovym
infekcim, jako je naptiklad naruseni replikace viru hepatitidy E. Byly zah4jeny klinické
studie s NICL pro 1é¢bu COVID-19. [25, 26, 27]
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Obrazek 10: Chemické vzorce pro BEL, VIN, MID a NICL. [27]
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4. Nadorové bunky

Nadorové onemocnéni je definovano jako onemocnéni, pii kterém dochazi
k nekontrolovatelnému rastu a déleni lidskych bunék. Takové buriky se pak mohou S§ifit
do dalSich casti t€la. Lidské té€lo vyuziva proces déleni bun€k k opravam a také rastu.
Mateiska burika se za béznych podminek deli a vytvaii dvé buriky, které se nazyvaji
dcefiné. Tyto bunky jsou uréeny pro tvorbu nové tkané, anebo k nahrad¢ téch bunék, jez
odumftely nasledkem stafi ¢i poSkozeni. Pokud vSak dojde k naruseni tohoto cyklu,
nastava abnormalni déleni bunék neboli proliferace. Pfeména normalnich bunék na
nadorovou zavisi na vicero krocich, které vedou na zménu bunécné funkce a struktury.
Mezi hlavni vlastnosti nadorovych buné€k patii nezavislost na tvorbé& riastovych faktort,
neomezeny replikacni potencidl, zvySend proliferace, rezistence k bunétné smrti,
schopnost indukovat angiogenezi a zvySend invazivita a tvorba metastdz. Tyto
charakteristické vlastnosti se projevi tim, ze se nadorové buriky dopracuji ke svému
agresivnimu az ni¢ivému fenotypu. Tento novy fenotyp bunék vznika postupnou zménou
genotypu buriky, ktery je nasledovan mutacemi dcefinych bunék. Preména buriky zdravé
v buriku nadorovou je tedy onemocnénim bunécného cyklu, ktery mize byt ovlivnén
nekolika faktory. Patii sem naptiklad karcinogenni latky, viry, kvalita potravin, genetické
vlivy, chronicky stres a ultrafialové zareni.

Néadorova buika v porovnani s norméalni buiikou ma pii kultivaci neomezenou
schopnost riistu. Kultura je nesmrtelna, takze vznika neomezeny pocet generaci. Dale ma
niz§i pozadavky na mnozstvi proteinovych rastovych faktori v kultivaénim médiu
a nema zachovan svij charakteristicky tvar. DalSim specifikem nadorovych bunék je
jejich ziskand rezistence k apoptéoze neboli jejich programované bunééné smrti.
[28, 29, 30]

Normalni burika Nadorova burika
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Ztrata fyziologickych rysa

Obrazek 11: Popis rozdilit mezi normalni a ndadorovou burikou. [30]

31



4.1. Nadorové buniky A549 a MCF7

Tato diplomova prace se zabyva vyzkumem lidskych zivych nadorovych bunék A549
a MCF7.

Buriky A549 jsou epitelialni buriky karcinomu plic, které tvoii bunécnou linii. Jsou
bézné pouzivanou bunéfnou linii lidského nemalobunééného karcinomu plic jak pro
zékladni vyzkum, tak pro objevovani Iéku. AS549 se sklada z hypotriploidnich
alveolarnich bazalnich epitelialnich bunék. Tato bunécna linie byla poprvé vyvinuta DJ
Giardem a kol. roku 1972 odstranénim a kultivaci tkané plicniho karcinomu 58letého
muze. Bunky maji skvamozni povahu a jsou zodpoveédné za difuzi vody a elektrolytt pres
alveoly. Pii kultivaci in vitro tyto builky rostou jako monovrstva piilnuta ke kultivacni
nadobé. Maji schopnost syntetizovat lecitin a obsahuji vysoké procento nenasycenych
mastnych kyselin, jejichZ ukolem je udrzovani membranovych fosfolipidi. Tyto buriky
jsou velice uzitecné pro in vitro a in vivo testovani novych lékt. Déle se vyuzivaji pro
modelovani alveolarniho plicniho epitelu typu II. Studie ukazaly, ze to mize byt zvlasté
uziteCné ve studiu metabolického zpracovani plicni tkan€ a pro identifikaci mechanisma
dodavani 1éka do tkan€. Bunécna linie A549 byla vyuzita nejen pro studium rakoviny
plic, ale téz pro jiné infekce souvisejici s plicemi, jako jsou alergie, astma a infekce
dychacich cest. [31, 32]

Dal§imi burikami jsou buitky MCF7, jedna se o bunécnou linii rakoviny prsu. MCF7
je zkratkou pro Michigan Cancer Foundation-7 odkazujici na institut v Detroitu. Tato
bunécna linie byla poprvé izolovana v roce 1970 z prsni tkané 69leté zeny. Ze dvou
mastektomii, které prod¢€lala, byla prvni benigni. Z druhé odebrané tkané o pét let pozdéji
byl odhalen maligni adenokarcinom v pleuralnim vypotku, z n€ vznikla bunécna linie
MCEF7. Buiiky MCF7 jsou uzite¢né pro studie rakoviny in vitro v dusledku toho, ze si
bunécna linie zachovava nékolik charakteristik specifickych pro epitel mlécné zlazy.
Patfi mezi né schopnost téchto bunék zpracovavat estrogen ve formé estradiolu
prostiednictvim estrogenovych receptort v bunééné cytoplazme. [33, 34]
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Obrazek 12: Bdnéénd linie A549 (vlevo) a bunécnad linie MCF'7 (vpravo). Byl pouZit objektiv se
zvétSenim 20x, NA 0.5 a zornym polem 298,8 x 298,8 um. MéFitko 90 ym.
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4.2. Priprava a méfeni nadorovych bunék

Bunécné linie A549 a MCF7, jenz byly popsany v predchazejici kapitole, byly pred
vlastnim snimanim pomoci CCHM kultivovany pii teploté 37 °C v inkubatoru s 3,5%
COa.. Bylo pouzito standardni médium Eagle MEM s 10% fetalnim bovinnim sérem, 20
UM gentamicinu a 2 mM L-glutaminu. Médium Eagle MEM je syntetické médium pro
kultivaci bunék, které se pouziva k udrzeni bunéek v tkanové kultute. Je slozeno ze 6 soli,
konkrétn¢ chloridu vapenatého, chloridu draselného, chloridu sodného, siranu
hotecnatého, fosfore¢nanu sodného a hydrogenuhli¢itanu sodného. Dale je slozeno
z glukozy a doplnéno esencidlnimi aminokyselinami a vitaminy. Koncentrace
aminokyselin souvisi s proteinovym slozenim lidskych bunek. Diky vétsim koncentracim
zivin, lze zachovat delsi intervaly mezi vyménou ¢i doplnénim média. Eagle MEM je
jednim z nejvice pouzivanych bunéénych kultivacnich médii,[35, 36]

Pro ¢asosbérné snimani bylo toto médium obohaceno o 20 mM HEPES, aby bylo
dosazeno pH 7,4. HEPES (kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova) je
pufrovaci ¢inidlo Siroce vyuZzivané v bunéénych kulturach, hlavné kvili svoji schopnosti
udrzovat fyziologické pH pii zménach koncentrace oxidu uhli¢itého. [37]

Pro méfeni byla vyuzita pritokova komurka s 6 kanalky, konkrétné Ibidi p-Slide
VI*4, Diky této pritokové komtirce Ize zobrazovat buiiky v realném &ase za statickych &
pratokovych podminek. Ibidi p-Slide VI*4 je tedy vhodné pro pozorovaci experimenty
s malym poctem buné€k a nizkymi objemy Cinidel. Nadorové buriky v kultivacnim médiu
se pfipravi do zminéného Ibidi plata 24 hodin pted jejich mikroskopovanim. Buriky
beéhem této doby pfilnou ke dnu sklicka a tésné pred mikroskopovanim se pomoci pipety
nahradi kultivacni médium médiem s migrastatiky. [38]

V ramci této diplomové prace byly pouzity nasledujici molarni koncentrace
potencialnich migrastatik, kterd byla popsana v 3. kapitole.

<

% eeed.
Nasazeni bunék do > 24 hodinova > Prid4ni migrastatik > Sniméni | 20x J
Ibidi p-Slide VI®4 inkubace bunék T

Obrazek 13: Schéma postupu pripravy vzorku. [38]
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Tabulka 3: Molarni koncentrace migrastatik.

Migrastatikum Molarni koncentrace
BEL 1 uM
VIN 100 nM
MID 1luM
NICL 1 uM

Po piipravé samotnych bunék se Ibidi u-Slide VI** vklada do objektového ramene
mikroskopu, ktery je opatfen motorizovanym stolkem pro vicepolohové Casosbérné
snimani. V kazdém kanalku pratokové komurky bylo nalezeno 5 vhodnych pozic, které
byly po dobu 20 hodin snimany s intervalem 5 minut. Pro pozorovani morfologickych
zmén nadorovych bunék byl zvolen objektiv 20x s numerickou aperturou 0.5 a zornym
polem 298.8 x 298,8 um. Q-Phase je vybaven vlastnim softwarem SophiQ, ktery je
specialné vyvinut jak pro spravné nastaveni Casosbérného snimani, tak i pro naslednou
segmentaci a analyzu naméfenych dat. Pro analyzu v ramci této diplomové prace byly
pouzity zejména tyto parametry: hmotnost, plocha, hustota, kruhovitost neboli zakulaceni
bunék, index meandrovitosti, Euklidovska vzdalenost. [3]

Pro vypocet hmotnosti byl pouzit nasledujici vzorec:

0,65 - Sirka pixelu- vySka pixelu - Yy kazdy pivel bunky @ 6)
0,18 - 2w '

Hmotnost =

Dale pro vypocet plochy [pum?]:

Plocha = pocet pixelu v celku - Sirka pixelu - vyska pixelu. (7)

Vypodet hustoty [pg/pum?]:

Hustota bundk — Hmotnost g
ustota bunék = Plocha )

Vypocet kruhovitosti bunék [%]:

100 - 4 - - plocha
Perimetr? '

(©))

Zakulaceni =
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Pro vypodty vztahujici se k mobilité bun&k je zapotfebi znat vazené t€zist€ bunék.
Vazené tézisté (CW) [um, um]:

_ Zpro kazdy pixel buriky Pozice pixelu - Velikost pixelu - 2

CW = 10
Zpro kazdy pixel bulky ¢ ( )
Euklidovska vzdalenost [um]:
EDiSt(t) = CW(L-) - CW(t—l)- (11)
Index meandrovitosti [%]:
. . Eist(t)
Index meandrovitostiz) = 100 - (12)

Yo lCW @ =CWe-n)|
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S. Analyza fenotypovych zmén

Z hlediska morfologickych zmén nadorovych bunék pod vlivem migrastatik se tato
prace bude zajimat hlavné€ o bunécnou smrt, déleni bun¢k a miru invazivity fenotypu.
Pochopeni prabéhu bunééné smrti je dalezité k urceni, o jaky typ bunécné smrti se jedna.
Tyto skutecnosti mohou byt uzitecné pro planovani terapeutickych pfistupti a navrhovani
1é¢iv ovliviujicich nadorova onemocnéni. Buiiky mohou podlehnout riznymi zptusoby
bunécnych smrti, mezi ktera patfi apoptdza, nekroza, autofagie a onkodza. Tato prace se
zamétuje na apoptozu a nekrozu, predevsim na jejich fenotyp, a tedy morfologické
zmeny. [3, 39, 40]

Pozorovani morfologickych zmén nadorovych bunék A549 a MCF7 pomoci hiQPI
dovoluje méfit a nasledné i vyhodnocovat tyto zmény navozené 1é¢ivy BEL, MID, NICL
a VIN. Pro zkoumani komplexniho uc¢inku potencialnich migrastatik k analyze rstu
a migraci bun€k se zavedla nova metoda s nazvem RAC-GM (Rapid assessment of cell
growth and migration, Rychlé vySetieni ristu a migrace bunék in vitro). Tento zptusob
vyhodnocovani uc¢inkti 1€¢iv na nadorové burky spojuje vysledky ziskané z vice
objektivii na CCHM. Prvnim kritériem pro vhodného kandidata na migrastatikum je
1é¢ivo negativné ovliviiujici migraci nadorovych bunék. Toto zjisténi by bylo odhaleno
s objektivy 4x a 10x. Druhym kritériem je, aby léCivo nezpusobilo zadné vyrazné
morfologické zmény nebo piipadné bunécnou smrt i u normalnich bunék, coz se odhali
s objektivy 10x, 20x a 40x.

S5.1. Nekroza vs. apoptoza

Apoptoza neboli programovand bunéfna smrt je proces charakteristicky svymi
odlisnymi morfologickymi znaky a energeticky zavislymi biochemickymi mechanismy.
Apoptoza je zodpovédna napiiklad za spravnou funkci imunitniho systému,
embryonalniho vyvoje a chemicky indukované bunécné smrti. Apoptéza je obranny
mechanismus vyskytujici se pfi imunitnich reakcich nebo v pfipadé poskozeni bunék
nemoci nebo jinymi Skodlivymi faktory. Je také zodpovédna za homeostaticky
mechanismus pro udrzeni bunécnych populaci ve tkanich. Dilezitou roli hraje i béhem
vyvoje, kdy je zodpovédna kuptikladu za proces vzniku prsti, kdy dochazi k odstranéni
tkané mezi prsty. Je-li apoptdza nadmérna anebo nedostatecna, muize byt faktorem mnoha
lidskych stavii jako jsou napf. neurodegenerativni onemocnéni, ischemicka poskozeni,
autoimunitni poruchy a vzniku mnoha typli rakoviny. Apoptdzu spousti Siroka skala
stimull a stavd, které mohu byt jak fyziologické, tak patologické. Ne vSechny buriky
umiraji v reakci na stejny stimul. Napriklad 1éky pouzivané k chemoterapii narusi DNA
v nekterych bunkach, coz vede k apoptotické smrti. Apoptdza je koordinovany a vétSinou
na energii zavisly dé zahrnujici aktivaci skupiny cysteinovych proteaz nazyvanych
,kaspazy“ a komplexni kaskadu udalosti, které spojuji iniciacni stimuly s definitivnim
zanikem bunky. Diky mikroskopickym technikam lze identifikovat rizné morfologické
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zmeény vyskytujici se beéhem apoptozy, jako je smr§tovani buiiky, pyknotizace jadra,
fragmentace do apoptotickych télisek a fagocytéza okolnimi buiikami. Apoptdzu je
mozné rozdélit do biochemicky a morfologicky odliSnych fazi. V prvni fazi spousté)i
proapoptotické podnéty aktivaci centralntho molekularniho aparatu apoptdzy (faze
iniciace). Ve druhé fazi se molekularni popravci mechanismus plné aktivuje a az ve treti
degradacni fazi se projevuji znaky apoptdzy. Nastup apoptdzy je patrny zejména
smrsténim buriky a jadra, probih4 kondenzace jaderného chromatinu (pyknoéza) a pozdéji
jadro postupné kondenzuje a rozpada se (karyolyza). Dochazi k tvorbé tzv. blebt, coz
jsou vyduté plazmatické membrany, aby mohlo dojit k vytvofeni samostatné membrany
kolem odde¢leného bunéEného materialu. Tato apoptoticka téliska jsou tvofena bunénymi
organelami a fragmenty jadra. Apoptotickd téliska jsou dale fagocytovana okolnimi
bunkami. Uvnitt téchto bunék lze i rozpoznat apoptoticka téliska, po ur€itém case ale
dochazi k jejich degradaci. Pokud fragmentovana burika neni fagocytovana, tak podléha
degradaci podobajici se nekroze a tento jev se nazyva sekundarni nekréza. Apoptodza
probiha bez ptidruzeného zanétu, ktery by nastal disledkem uvolfiovani intracelularniho
obsahu do tkani. [41, 42, 43]

Apoptoza je v kontrastu s nekrozou, coz je bunécna smrt zpusobena v disledku
patologického procesu. Jedna se o nekontrolovanou buné¢nou smrt, jez ma za nasledek
otok bunéfnych organel, prasknuti plazmatické membrany a pifipadnou lyzu bunék
a rozliti intracelularniho obsahu do okolni tkang, coz vede k jejimu poskozeni. Na rozdil
od apoptozy generované z vnitinich signalt, k nekroze dochazi nasledkem Skodlivého
stimulu pfichazejiciho z vnéjsiho prostredi buiiky a proces je témer vzdy spojen se
zanétlivymi reakcemi. Pokud buika umird na nekrozu lze pozorovat typické
morfologické znaky liSici se od apoptozy. Mezi bézné znaky strukturalni znaky nekrozy
patii otok plazmatické membrany, tvorba cytoplazmatickych vakuol, ruptura
mitochondrii a lysozomalnich organel a pfipadny rozpad plazmatické membrany vedouci
k uvolnéni cytosolického obsahu do extracelularni oblasti. Mikroskopicky 1ze pozorovat
zvétSeni bunky s vy$§im obsahem vody. Muze nastat karyolyza, kdy se jaderny obsah
rozpousti a vyplavuje se pies jaderny obal nebo karyorhexe, kdy se jadro fragmentuje na
hrudky nepravidelného tvaru a poté postupné vymizi. Tfeti moznost je, ze nastane
pyknoza, kdy se kondenzuje chromatin a jadro se nasledné rozpadne.

Presna morfologie nekrotickych bunék je variabilni v z&vislosti na vlastnostech
ptvodce zaniku bunky. Termin nekroza se netyka pouze zmén, ke kterym dochazi béhem
bunécné smrti, ale také degradace po odumfieni bunck. I apoptotické buiiky mohou
podléhat sekundarni nekroze poté, co byla provedena odlisna apoptoticka morfologie.
U nekrotickych bunék chybi aktivace specifickych kaspaz a fragmentace DNA, jako je
tomu u apoptozy. Také na rozdil od apoptdzy jde o nekontrolovatelny a pasivni proces
postihujici velké pole bunék, jelikoz apoptoza je je fizeny a energeticky zavisly déj
omezujici se na jednotlivé ¢i malé shluky bunék. Poskozeni nekrotickych buné¢k je
zprostredkovano dvéma hlavnimi mechanismy, a to zasahem do energetického
zasobovani buiky a pfimé poSkozeni bunéénych membran. Pri¢iny nekr6zy mohou byt
fyzikalni, chemické nebo biologické. [44, 45, 46, 47]
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Obrazek 14: llustrace zmény buniky v priubéhu apoptozy a nekrozy. [47]
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5.2. Ukazka apoptozy

Pro nazornou demonstraci bunky podléhajici apoptoze byla vybrana konkrétni burika
z bunécné linie A549. Buice bylo po segmentaci pfifazené Cislo 64 (viz obr. 15)
Tato burika byla pod vlivem VIN. Na snimku A Ize pozorovat builku predtim, nez
podlehla apoptoze. Ze snimku 1ze rozlisit jeji jadro od cytoplazmy a je mozno pozorovat
1 celistvost plazmatické membrany. Na dal§im snimku B je jiz buiika smrs§téna a neni
mozné rozliSeni jejich vnitinich struktur, zde probiha kondenzace jadra. Oproti tfetimu
snimku C je vSak stale zachovana celistvost membrany. To tedy jiz neplati pro nasledujici
fazi apoptozy (snimek C). Zde vznikaji tzv. bleby, tedy vyduté meénici dosavadni
kruhovity tvar bunky. V poslednim zabéru buriky (D) je znazornéna pocinajici
fragmentace do apoptotickych télisek.

Obrazek 15: Demonstrace buriky béhem apoptdzy pomoci CCHM. Snimky porizeny
v casech A) 1:00, B) 6:30, C) 9:00, D)19:00. Byl pouZit objektiv se zvétSenim 20x, NA 0,5
a zornym polem 298,8 x 298,8 um. MéFitko 50 um.
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V nasledujicich grafech je znazornén Casovy prubéh apoptdzy konkrétni buiky €. 64.
Grafy ukazuji, jak je ovlivnéna plocha, hmotnost, hustota a kruhovitost buiiky v zavislosti
na Case.
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Obrazek 16: Graf zavislosti plochy buriky ¢. 64 na case.
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Obrazek 17: Graf zavislosti hmotnosti buriky ¢. 64 na case.
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Obrazek 18: Graf zavislosti hustoty bunky ¢. 64 na case.
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Obrazek 19: Graf zavislosti kruhovitosti bunky ¢. 64 na case.

Jak vyplyva z uvedenych graft (obr. 16-19), burika ¢. 64 zacala podléhat apoptoze
po 5. hodiné¢ méfeni. Smrsténim jejiho obsahu klesla vyrazné klesla plocha buiiky,
a naopak se zvysila hmotnost, hustota i kruhovitost bunky. Vznik tzv. blebu dle grafu
nastal po 8. hodiné¢ méfeni, coz je patrné predevsim z grafu kruhovitosti, kdy tvorbou
vybézku plazmatické membrany kruhovitost poklesla. Tento pokles je pozorovan i u
hustoty bunky. Zacatek rozpadu buiiky na apoptoticka téliska ukazuji vSechny uvedené
grafy kolem 18. hodiny méfeni. Nejvice patrné je to opét z grafu kruhovitosti, kde nastal
vyrazny pokles skoro az na pocate¢ni hodnoty. Spolu s poklesem kruhovitosti je zfetelny
i pokles hustoty. Rozpad buiiky je demonstrovan 1 na grafu plochy burky, jelikoz je
znateln€ mensi oproti pivodnimu stavu buriky pfed apoptozou.

41



5.3. Ukazka nekrozy

Nasledujici rozbor buriky podléhajici nekroze je znazornén na konkrétni buiice z linie
A549, po segmentaci znacené Cislem 102. Jedna se o buiiku pozorovanou pod vlivem
MID. Na prvnim snimku A je zaznam butiky pfedtim, nez podlehla nekroze. Na snimku
jsou rozeznatelné vnitini bunécné struktury buiiky a je zachovanai celistvost plazmatické
membrany. Na snimku B je jiz zfetelné smrs§téni a nabobtnani nekrotické buriky, také
dochazi k destabilizaci plazmatickych a organelovych membran. To vede k edému buiiky
a jejich organel. V dusledku zvysSeného osmotického tlaku nakonec burnka praskne, viz
treti snimek C. Na poslednim snimku D je zndzornéno uvoliiovani bunééného obsahu do
okoli.

A Buiika ¢. 102 B
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Obrazek 20: Obrazek 15: Demonstrace buriky béhem nekrozy pomoci CCHM. Snimky

porizeny v casech A) 1:00, B) 7:00, C) 7:10, D)9:00. Byl pouZit objektiv se zvétSenim 20x,
NA 0,5 a zornym polem 298,8 x 298,8 pum. MéFitko 60 um.



Pomoci nasledujicich graft je znazornén Casovy prubéh plochy, hmotnosti, hustoty
a kruhovitosti nekrotické buiiky. Casovy zaznam konéi po 7. hoding méfent, jelikoZ poté
doslo k prasknuti buiiky a uvolnéni jejiho obsahu do okoli.
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Obrazek 21: Graf zavislosti plochy buriky 102 na case béhem nekrozy.
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Obrazek 22: Graf zavislosti hmotnosti buriky 102 na case béhem nekrozy.
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Obrazek 23: Graf zavislosti hustoty buriky 102 na case béhem nekrozy.
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Obrazek 24: Graf zavislosti kruhovitosti bunky 102 na case béhem nekrozy.

Z prilozenych grafii 1ze demonstrovat ¢asovy prubéh burky ¢. 102 béhem nekrozy.
Po 6. hodiné méfeni je ze vSech grafui patrné, Ze se buika smrstila a nabobtnala, tedy
klesla jeji plocha a zvysila se jeji hmotnost spolu s hustotou. Tento jev je patrny i z grafu
kruhovitosti, kde je téz patrny narist hodnot. Ke konci méfeni je vidét pokles u vSech
zkoumanych parametrd. Pravdépodobné je to zpusobeno vyhodnocenim jedné Casti
buniky béhem jeji ruptury predtim, nez se ztratila segmentace.
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5.4. Ukazka bunécného déleni

V ramci pozorovani nadorovych bunék pomoci CCHM bylo pozorovano i mnoho
ptipadt, kdy dochazelo k bunécnému dé€leni. Pro demonstraci bunécného déleni byla
vybrana burnka s ozna¢enim 153 pochazejici z bunécné linie A549. Tato buiika nebyla
béhem meéteni pod vlivem zadného 1éciva. Obrazek €. 24 ilustruje zmeény v morfologii
bunky ¢. 153 v prabéhu jejiho déleni. Prvni snimek A ukazuje, jak vypadala burka pred
samotnym rozdélenim. Na snimku B je bunka smrsténa, jelikoz zdvojnasobila svij
bunécny obsah a je pfipravena na rozdéleni. Na poslednich dvou snimcich C a D je burika
zachycena pfi samotném déleni na dvé dcefiné.

ol

B

Buinka ¢. 153

N

Obrazek 25: Demonstrace buriky béhem jejiho déleni pomoci CCHM. Snimky porizeny
v casech A) 1:00, B) 2:30, C) 3:00, D)15:00. Byl pouZit objektiv se zvétSenim 20x, NA 0.5
a zornym polem 298,8 x 298,8 um. MéFitko 60 um.
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Casovy priib&h plochy, hmotnosti, hustoty a kruhovitosti déleni buiiky &. 153 je ilustrovan
na nasledujicich grafech.
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Obrazek 26: Graf zavislosti plochy buriky ¢. 153 na case béhem jejiho déleni.
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Obrazek 27: Graf zavislosti hmotnosti buniky ¢. 153 na case béhem jejiho déleni.

2,5
2,25
2
1,75
1,5
1,25
1
0,75
0,5
0,25 —

0
0:00 1:30 3:00 4:30 6:00 7:30 9:00 10:30  12:00  13:30  15:00

¢as [hh:mm]

Obrazek 28: Graf zavislosti hustoty buriky ¢. 153 na case béhem jejiho délent.
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Obrazek 29: Graf zavislosti kruhovitosti buniky ¢. 153 na case béhem jejiho déleni
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Obrazek 30: Graf zavislosti plochy na hmotosti buriky ¢. 153 ve trech
Casovych usecich.

Z vyse uvedenych graft vyplyva, jaké morfologické zmény bunka podstupuje pii
bunééném cyklu. Kolem 2. hodiny méfeni se buiika smrsti, coz je zfejmé ze vSech
dolozenych graft. Plocha klesa, a naopak se zvySuje jeji hmotnost, hustota i kruhovitost.
Nasledné se burika zac¢ina rozdélovat na dvé, coz je demonstrovano zvysSenim plochy na
zhruba polovinu svoji plivodni hodnoty. Dale buiika snizi svoji hmotnost na polovinu
puvodni. Porovnani hmotnosti a plochy ve tfech Casovych usecich (zacatek méfeni,
behem déleni a po rozdéleni buriky) je na obrazku €. 29. Tento graf dokazuje predesla
tvrzeni o chovani hmotnosti a plochy buriky béhem déleni. Zaznam kon¢i v 15. hoding,
jelikoz bunka 153. opustila zorné pole objektivu.
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5.5. Analyza bunék A549 ovlivnénych migrastatiky

V nasledujicich grafech je zndzornéna velikost plochy a hmotnosti konkrétnich bunék.
Dle téchto grafi je mozné odhadnout, zda burika podléha apoptoze ¢i nekroze.
Apoptoticka buiika je méné rozprostiena nez buiika nekroticka, tim padem jeji poloha
v grafu odpovida mensim hodnotam na ose reprezentujici plochu. Dale ji mizeme popsat
jako vice zakulacenou, tzn. ma vétS§i hmotnost. Nekr6za ma sice podobné znaky, ale
burika neni az tak zakulacena a je rozsahlejsi. Nelze vSak jednozna¢né z téchto grafl urcit,
zda bunka opravdu podléha nekrdze ¢i apoptoze, jelikoz v dany Casovy okamzik muze
u bunky rovnéz dochazet kjejimu déleni, béhem néhoz se bunka také smrstuje.
Déleni buné€k na apoptotické ¢i nekrotické dle uvedenych grafi tedy neni uplné
spolehlivé, tato metoda mize byt spiSe brana jako podpirna moznost ureni bunécné
smrti bunék.

Nasledujici grafy odpovidaji méfeni bunék na zacatku ¢asosbérného snimani a na jejim
konci, tedy ve 20. hodin€¢ méfeni. V téchto ¢asech, po podrobném zkoumani ¢asovych
snimkl jednotlivych bunék, odpovida vySe zminéna hypotéza nejvice. Na zacatku, kdy
jsou bunky vystaveny vlivu 1éCiv pouze kratce, je jejich rozlozeni v grafu riznorodé. Neni
zde zcela patrné, zda se burika pfipravuje na rozdéleni nebo podléha apoptoze €i nekroze.
Pfi zkoumani bunek v zavéru méfeni lze jiz pozorovat u bunék ovlivnénych 1écivem, ze
bunky nachazejici se v levém dolnim rohu podléhaji nekroze. Toto tvrzeni vSak neplati
pro buiiky v CNT, kde se buriky déli a nekréze ¢i apoptoze podléhaji pouze ojedinéle.
Dale je mozné pozorovat, ze u grafi z 20. hodiny méfeni se nachazi mensi pocet bunék,
coz je zpusobeno migraci bun€k ze zorného pole objektivu.
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Obrazek 31: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méveni a na jejim konci u bunék
A549 pod vlivem BEL.

48



0. hodina 20. hodina

[ J
1250 1250
= 1000 = 1000 PY
A= = ° .
2 = =
z . 5
2 750 : g 750 o
g o 8 g S e
g 2 ow® i
<= ® @
500 500 g ;
o
9
250 250 W
[ J
0 0
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
plocha [pum?] plocha [pum?]
® VIN ® CNT ® VIN ® OCNT
Obrazek 32: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méveni a na jejim konci u bunék
A549 pod viivem VIN.
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Obrazek 33: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méveni a na jejim konci u bunék
A549 pod vlivem MID.
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Obrazek 34: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méveni a na jejim konci u bunék
A549 pod vlivem NICL.

Z grafi a samotného pozorovani bunék vyplyva, Ze nejvice byly buriky
v porovnani s CNT ovlivnény 1écivy VIN, NICL a MID. U téchto bun¢k nedochazelo
k déleni bunék viibec. U NICL a MID lze vidét, ze bunky maji mensi hmotnost i plochu
na konci méfeni, coz je zptisobeno nekrozou vlivem 1éCiv. Nejveétsi rozdil je zaznamenam
u bunék pod vlivem VIN, zde buriky podstoupily bunénou smrt jiz v za¢atku meétent,
jelikoz na konci maji vétsi plochu i hmotnost jako na pocatku. To muaze byt zapfic¢inéno
tim, ze buika podléhajici nekroze se po smrs§téni opét rozprostie pii probihajicim
zanétlivém rozkladu. U VIN je dale mozné pozorovat skoro totozny pocet bunek na konci
meéfeni jako na zacatku. Coz je zpusobeno velmi nizkou migraci buné€k ze zorného pole
objektivu, a tak jsou prokazany ucinky VIN na zpomaleni migrace nadorovych bunék.
U bunék s CNT lze pozorovat podobné rozmisténi bunék jako na pocatku, pouze s malym
ubytkem zptisobenym migraci mimo zorné pole.

Aby bylo mozné vyhodnotit, jak jednotliva lé¢iva ovliviiuji déleni bunék A549,
byly vybrany ze zdznamu méfeni konkrétni buiiky, které se v ¢asovém rozmezi 20 hodin
rozdélily. Tyto bunky byly zvlast oznaCeny a byl pro né€ sestaven graf praimémné hustoty.
Z grafu prumémé hustoty délicich se bun€k Ize posoudit, jaké 1éCivo mélo na déleni
nejvetsi vliv, viz graf na obr. 35.
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Obrazek 35: Graf pritmérné hustoty vybranych délicich se bunék bunécné linie A549.

Dle vyse uvedeného grafu vyplyva, Ze nejvice se dle ocekavani délily bunky A549
v CNT. Buiiky se dale d¢lily 1 pod vlivem BEL, avSak VIN, NICL a MID nedochézelo
k déleni vibec. Také je zde prokazano, ze u CNT se buiiky zacinaji délit dfive, nez je
tomu u BEL.

Dalsi morfologické zmény bunécné linie A549 vlivem migrastatik lze pozorovat
na ¢asovém prabeéhu primémych hodnot plochy, hmotnosti a kruhovitosti. VSechna
potencialni migrastatika jsou porovnavana v kontrastu s CNT.
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Obrazek 36: Graf zavislosti priimérné plochy bunécné linie A549 na case viivem CNT, MID,
NICL, BEL a VIN.
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Obrazek 37: Graf zavislosti priimérné hmotnosti bunécné linie A549 na case viivem CNT, MID,
NICL, BEL a VIN.
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Obrdzek 38: Graf zavislosti priimérné kruhovitosti bunécné linie A549 na case viivem CNT, MID,
NICL, BEL a VIN.

Dle téchto grafti I1ze vyvodit nékteré zajimavé skuteCnosti. Z naméfenych dat pro VIN
je ziejmé, ze buriky maji oproti CNT mensi plochu a vétsi hmotnost, coz je znakem toho,
ze buiky béhem meéteni podléhaly bunécné smrti. U MID Ize pozorovat kolem 7. hodiny
pokles plochy i hmotnosti, coz mize ukazovat na smrt nekrozou ¢i apoptoézou vétsiho
poctu bungk, jelikoz bunécéné déleni u MID bylo vyvraceno v piedchozich grafech.
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5.6. Analyza bunék MCF7 ovlivnénych migrastatiky

V této podkapitole je pomoci zndzornéna velikost plochy a hmotnosti bunék MCF7.
Pro vyhodnocovani vysledku plati stejna tvrzeni uvedena v kapitole 5.5.
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Obrazek 39: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méveni a na jejim konci u bunék
MCF7 pod vlivem BEL.
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Obrazek 40: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méveni a na jejim konci u bunék
MCF7 pod vlivem VIN.
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Obrazek 41: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méveni a na jejim konci u bunék

MCF7 pod vlivem NICL.
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Obrazek 42: Graf hmotnosti a plochy na zacdtku méreni a na jejim konci u bunék
MCF7 pod vlivem MID.
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Z predeslych grafii 1ze vyvodit chovani bunék MCF7 po aplikaci 1éciv BEL, VIN,
MID a NICL v porovnani bunék v CNT. U bunék s VIN a MID dle asosbé&rného
videozaznamu nedochazelo k bunécnému déleni. U bunék s CNT a BEL dochéazelo na
zacatku meéfeni k déleni, proto jsou nékteré buiky v grafu v oblasti s malou hmotnosti a
plochou. VIN ve 20. hodin€ méteni snizil oproti zacatku nejen svou hmotnost a plochu,
ale i poCet bunék. V tomto piipade neukazuje snizeny pocet bunék na migraci ze zorného
pole objektivu, ale na rozklad bun€k po jejich smrti a s tim spojenou ztratu segmentace.
Podobny jev 1ze pozorovat i u chovani bun¢k pod vlivem NICL, MID a BEL.

K nadchézejicim grafu je znazornéno, jak vybrana léciva ovliviiuji déleni bunék
MCEF7. Pro toto zhodnoceni byly dle ¢asosbérného videozaznamu vybrany pouze buiky,
které se beéhem 20 hodin skutec¢né rozdélily. Pro tyto konkrétni buiiky byl sestaven graf
prumérné hustoty, kde 1ze podle charakteristickych pikti posoudit, vjakém léivu se
buriky nejvice délily a v jakém case.
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Obrazek 43: Graf prumérné hustoty vybranych délicich se bunék bunécné linie MCF?7.

Z grafu na obr. €. 43 Ize vyvodit, ze nejvice se podle predpokladu nejvice délily
buriky v CNT a to hlavné v ¢asovém useku mezi 5. a 12. hodinou. U CNT a BEL se buiiky
zacaly délit jiz na poc¢atku méfeni, u NICL az v 18. hodin€é méfeni. U bunek s 1écivy VIN
a MID nedochazelo k zadnému bunécnému déleni.

Nasledujici grafy zaznamenavaji morfologické zmény bunécéné linie MFC7 pod

vlivem potencialnich migrastatik na Casovém pribéhu primérnych hodnot plochy,
hmotnosti a kruhovitosti. V§echna 1é¢iva jsou porovnavana v kontrastu s CNT.
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Obrazek 44: Graf zavislosti priimérné plochy bunécné linie MCF7 na case viivem CNT, MID,
NICL, BEL a VIN.
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Obrazek 45: Graf zavislosti primérné hmotnosti bunécné linie MCF7 na case viivem CNT,
MID, NICL, BEL a VIN.
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Obrazek 46: Graf zavislosti priimérné kruhovitosti bunécné linie MCF7 na case viivem CNT,
MID, NICL, BEL a VIN.
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Dle vyse uvedenych grafti je mozné zhodnotit nékteré odlisnosti t¢inku jednotlivych

1é¢iv na buriky. VIN ma v porovnani s CNT mensi kruhovitost spolu s plochou. Kolem
12. hodiny se za¢ne snizovat plocha a zaroven se zvysi hmotnost a kruhovitost, coz
ukazuje na smrsténi bunék predtim, nez podlehnou apoptoze ¢i nekrdze. Podobné je tomu
i u MID, zde vSak dle grafii dochazi k bunécné smrti ke konci méfeni.
NICL ma na zacatku podobnou hodnotu jako CNT, kruhovitost a hmotnost se nachazi
pod hodnotami CNT. Béhem méfeni se buiiky zacaly postupné zakulacovat, coz je vidét
hlavné z grafti kruhovitosti a plochy. U BEL si lze povS§imnout, ze buriky mély mensi
hodnoty u v§ech zminénych parametra oproti CNT.
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6. Mira invazivniho fenotypu

V této kapitole budou zkoumény parametry ukazujici jak morfologické, tak
1 dynamické zmény nadorovych bunék pod vlivem potencidlnich migrastatik. Prvnim
parametrem je zavislost indexu meandrovitosti na  kruhovitosti  buriky
a dalSim je zavislost indexu meandrovitosti na Euklidovské vzdalenosti. Index
meandrovitosti udava, jak pfimocafe se builkka pohybovala do urcitého bodu, tedy
odchylku od ptfimocarého pohybu. Pokud se jeho hodnota pohybuje ve vétSich hodnotach,
znamena to, ze burika se pohybovala pfimocafe a je blize hodnoté Euklidovské
vzdalenosti. Pomoci nasledujicich grafti je mozné odhadnout i miru invazivniho fenotypu
buné¢k. Jestlize ma buiika malou kruhovitost, vysoky index meandrovitosti a vysokou
hodnotu Euklidovské vzdalenosti, jedna se s nejvétsi pravdépodobnosti o invazivni
fenotyp. O neinvazivni fenotyp se jedna v piipadé buiky s vysokou hodnotou
kruhovitosti, nizkym indexem meandrovitosti a nizkou hodnotou Euklidovské
vzdalenosti. Nasledujici grafy byly vytvoreny pro 5. a 20. hodinu méteni. Barevné
rozliSeni tvaru bunék podle jejich kruhovitosti je nasledujici:

Tabulka 4: Barevné rozliSeni bunék.

Barva Kruhovitost [%] Tvar bunky Stav bunky
0-25 Vyrazné€ protahla Anomalni nebo migrujici
) 25-50 Protahla Nejspise migrujici
o 50-75 Ovalna Klidové stadium
o 75-100 Skoro kulata Okolo mitézy nebo umirajici

6.1. Bunéc¢ni linie A549

Nasledujici grafy byly vytvoreny pro 5. a 20. hodinu méfeni pro vSechna zkoumana
potencialni migrastatika.
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Obrazek 47: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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CNT, 20. hodina méreni
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Obrazek 48: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrazek 49: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrazek 50: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzdalenosti.
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MID, 5. hodina méfeni
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Obrazek 51: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrazek 52: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddalenosti.
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Obrazek 53: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddalenosti.
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Obrdzek 54: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrdzek 55: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrdzek 56: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.



Z vysSe uvedenych grafii 1ze identifikovat chovani nadorovych bunék A549 po
aplikaci vybranych 16&iv a CNT. Ubytek bun&k ve 20. hoding méfeni je zptsobeny
migraci bunék ze zorného pole objektivu nebo jejich bunécnou smrti.

Nadorové buiiky v CNT dosahovaly dle ocekavani nejvétsi hodnotu indexu

meandrovitosti a tedy se i draha nejméné liSila od Euklidovské vzdalenosti. Nejvice
bunek v CNT vykazovalo protahly tvar buné€k, coz odpovida predpokladu, ze bunky prave
migruji. Taktéz jejich Euklidovskéa vzdalenost dosahuje nejvétsich hodnot, zejména ve
20. hodiné meétfeni. BEL v 5. hodiné méfeni dosahoval vétSich hodnot indexu
meandrovitosti oproti 20. hodinam pfi podobné Euklidovské vzdalenosti. Tzn. Ze se na
zaCatku méfeni buriky pohybovaly spiSe pfimocare. Také je mozné si vSimnout, ze ve 20.
hodiné méfeni ubylo nejvice bunek protahlého tvaru, coz ukazuje na migraci téchto bunék
ze zorného pole. Bunék tvaru ovalného, ktery znaci klidové stadium burky, naopak
neubylo vibec. U MID byla vétSina bunék mensi kruhovitosti a index meandrovitosti
dosahoval nanejvys hodnoty 50 %. Na konci méfeni index meandrovitosti vyrazné
klesnul, coz napovida tomu, ze jeho vlivem se na konci méteni vice pohybovaly na misté.
Buriky, které byly pod vlivem NICL byly pfedevS§im protahlého tvaru a v 5. hodiné
meéteni dosahovaly vétsi hodnoty indexu meandrovitosti nez na konci méteni.
U VIN se v 5. hodiné méfeni vyskytuji 1 buiky, které maji vyss§i kruhovitost oproti
ostatnim 1éCivim. To ukazuje na bunky podléhajici bunécné smrti, coz dokazuje i to, ze
tyto buriky se ve 20. hodin¢ méfteni jiz nevyskytuji. Index meandrovitosti na konci méteni
mirné klesnul a nizk4 je i Euklidovska vzdalenost.

6.2. Bunééni linie MCF7

Nasledujici grafy byly téz vytvoreny pro 5. a 20. hodinu méfeni pro v§echna zkoumana
potencialni migrastatika.
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Obrazek 57: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddalenosti.
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CNT, 20. hodina méfeni

' 1104 — 110+

= 100- = 1004

— 90 - — 90 -

Z 80 - Z 80 -

£ 70 4 £ 70 -

=60 > 60 -

£ 50+ £ 50

S 40 - = 40

S 30 S 30 -

g 20 - ' . e g 20 -

5 10 4 Y [T ) o 5 10 A ® f". ¢

< 0 - I < 0 A

E -IO T T T T T T 5 -10 T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 0 20 40 60 80 100 120 140

Kruhovitost [ % ] Euklidovska vzdalenost [ pm ]

Obrdzek 58: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrdzek 59: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrdzek 60: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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MID, 5. hodina méfeni
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Obrazek 61: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddalenosti.
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Obrazek 62: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzdalenosti.

NICL, 5. hodina méfeni
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Obrazek 63: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddalenosti.
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NICL, 20. hodina méfeni
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Obrazek 64: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrazek 65: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Obrazek 66: Graf zavislosti indexu meandrovitosti na kruhovitosti a Euklidovské vzddlenosti.
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Z grafu pro CNT v 5. hodin€ méfeni lze vidét, ze vétsina bunék byla ovalného tvaru,
coz je tvar typicky pro klidové stadium buiky. Tomu odpovida i graf indexu
meandrovitosti k Euklidovské vzdalenosti, obé hodnoty jsou nizké. Na konci méfeni
bunék ubylo kvuli migraci mimo zorné pole objektivu a mirne se zvedla Euklidovska
vzdalenost. U BEL nejvice bun¢k odpovidalo v obou ¢asech protadhlému tvaru. Na konci
meéfeni klesl index meandrovitosti téméf o pulku hodnoty z 5. hodiny méfeni. Podobnou
situaci 1ze sledovat i u MID a NICL. U obou Ié¢iv se snizil index meandrovitosti na konci
méfeni. NICL oproti MID vykazuje mensi Euklidovskou vzdalenost v obou Casech
meéteni. U VIN je dosazeno malé Euklidovské vzdalenosti v obou vyhodnocovanych
Gasech a vzavéru méfeni se snizil i index meandrovitosti. Uginkem VIN ubylo
1 nadorovych bun¢k, zeyména ve 20. hodin€, nasledkem bunécné smrti.
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7. Diskuse

V ramci diskuse bych rada shrnula ziskané poznatky, které jsem ziskala v prabéhu
vypracovani své experimentalni ¢asti. Mnou dosazené vysledky budou porovnavany
i s predeslymi studiemi zabyvajici se studiem uc¢inkt 1é¢iv BEL, VIN, MID a NICL na
nadorové bunky A549 a MCF7.

U NICL byl mnoha studiemi prokézan jeho protirakovinny ucinek, napf.
u oralniho spinocelularniho karcinomu, kde je NICL schopen inhibovat proliferaci jeho
nadorovych bunék tim, ze zplisobuje zastaveni bunééného cyklu, podporuje apoptozu
a snizuje migraci 1 invazi. U adenokarcinomu jicnu bylo prokazano, ze inhibuje bunécnou
proliferaci. U bunék A549 bylo prokazano, ze NICL indukuje apoptdzu a také potlacuje
rast nadoru. V ramci této diplomové prace bylo zjisténo, ze NICL vyrazné potlacil
bunécné déleni bunék, predevsim u bunék A549, a naopak indukoval bunéénou smrt
u bunék A549 i MC7. [48-50]

U MID byly studiemi prokazany antiproliferativni u¢inky pfimo u mnoha typt
bunék rakoviny plic, vCetné bunek AS549. Ze ziskanych dat pro tuto praci byly
antiproliferativni G¢inky zji§tény u obou bunécnych linii A549 a MCF7. Vlivem MID
také podléhalo vét§i mnozstvi nadorovych bunc€k apoptéoze a nekrdoze ve srovnani
s bunikkami v CNT. [51]

VIN je chemoterapeutikum Siroce pouzivané k 1écb€ nadorovych onemocnéni.
Svou protinadorovou aktivitu zaji§t'uje indukci mikrotubulové poruchy a inhibici mitdzy,
coz vede k bunécné apoptdze. Z dosazenych dat této prace se potvrdil ucinek VIN
u bunék A549 i MCF7. U téchto bunek nedochazelo k mitdze viibec, naopak k apoptoze
dochézelo jiz za¢atkem méfeni. [52]

Lécivo BEL podle ziskanych dat nemélo dle ziskanych vysledki na nadorové
buriky obou linii takovy vliv jako ostatni potencialni migrastatika. Béhem celého
Casosbérného snimani dochazelo prabézné k déleni bunek.

Cilem této prace bylo i vyhodnoceni miry exprese invazivniho fenotypu
bunécnych linii A549 a MCF7. Pro takové urCeni byly zvoleny parametry jako je
kruhovitost, index meandrovitosti a Euklidovska vzdalenost. Grafy byly sestaveny pro
5. a20. hodinu méteni. U vSech Ctyt zkoumanych 1é€iv v obou bunéénych linii byl patrny
pokles indexu meandrovitosti na konci méteni. To znamena, ze buiiky se nepohybovaly
do koncového bodu piimocare, ale spiSe se nahodile pohybovaly na misté. Dle
charakterizace rozdéleni na invazivni a neinvazivni fenotyp v 6. kapitole nelze u bunék
A549 a MCF7 jednoznacné urcit, o jaky fenotyp se jedna. AvSak v porovnani obou linii
dosahuje bunécnd linie AS549 celkové vétSich hodnot indexu meandrovitosti
1 Euklidovské vzdalenosti a buiky jsou spiSe protahlého tvaru, ¢imz vykazuji vyssi
invazivni potencial. Zaroveni pokles indexu meandrovitosti v pribéhu 20 hodin svédci
pro migrastaticky efekt testovanych latek.
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Z.avér

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala analyzou morfologickych zmén
nadorovych bunék dvou bunénych linii, A549 a MCF7. Zminéné nadorové buriky byly
vystaveny vlivu Ctyf riznych 1é¢iv (vinkristin, belumosudil, niklosamid a midostaurin),
které byly porovnavany s kontrolnim vzorkem nadorové linie bez aplikace jakéhokoli
1é¢iva. LécCiva jsou zkoumana pro jejich mozny pozitivni ucinek na nadorové buiky
z hlediska zamezeni jejich migrace z primarnich nadora. Jelikoz je tato prace zamérena
na analyzu zmén fenotypu nadorovych bunék, byly zkoumany predevsim parametry
posuzujici morfologické zmény bunék.

V 5. kapitole je dale zminéno a nazorné ukazano, jak vypada nadorova burika
podléhajici apoptoze a nekroze, a také ukazka buiiky pii jejim d€leni. Tyto jevy jsou
demonstrovany pomoci snimka konkrétnich bunék a také ukazany dualezité zmény jejich
parametrii pomoci ¢asovych grafi. V kapitole ¢. 6 jsem se zaméfila na dynamiku jejich
pohybu pod vlivem jednotlivych 1éCiv, konkrétné se zaméfenim na jejich tvar a urazenou
vzdalenost.

V ramci této diplomové prace bylo potvrzeno, ze latka VIN pouzivana k 1é¢bé mnoha
typu rakoviny, skute¢né inhibuje proces mitozy a vede k bunééné apoptdze u obou mnou
zkoumanych bunécnych linii. Podobny ucinek jsem zaznamenala i u 1é¢iva MID, kde se
buriky v pribéhu méfeni nedélily a podléhaly bunétné smrti. V porovnani s VIN
k procesu bunécéné smrti dochazelo v pozdéjsim casovém useku. S 1écivem NICL se
u bunécné linie A549 neprojevila mitoéza vibec, u bunék MCF7 pouze ojedinéle, Casta
vSak byla smrt bunék u obou linii. Nejmensi ucinek se prokazal u BEL v pfipadé obou
bunécnych linii. Nadorové buriky se nadale délily, ackoli ne v takové mife jako u CNT.

Pozorovani a nasledné vyhodnocovani chovani bunék bylo provedeno metodou
hiQPI umoznénou pomoci CCHM, jak bylo popsano v 1. a 2. kapitole této prace. Analyza
a zpracovani vysledki bylo provedeno pomoci softwaru SophiQ mikroskopu
Q-Phase. Dale byly vysledky upraveny v Microsoft Excel a editoru vektorové grafiky
Inkscape.

Vysledky této prace budou publikovany na onkologické konferenci European
Conference of Oncology Pharmacy.
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CCHM Koherenci fizeny holograficky mikroskop
A549 Adenokarcinomické lidské alveolarni bazalni epitelialni buriky
MCF7 Buné¢na linie rakoviny prsu
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VIN Vinkristin

MID Midostaurin

NICL Niklosamid

CNT Kontrolni vzorek

S Svételny zdroj

L Kolektorova ¢ocka

BS Déli¢ paprsku

M Zrcadla

C Kondenzory

Sp Rovina vzorku

R Referencni rovina

@) Objektiv

TL Tubusova cocka

DG Difrak¢éni miizka

OL Vystupni cocka

0] Vystupni rovina

D Detektor

DIC Diferencialni interferencni kontrast
pum mikrometr

nm nanometr
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