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ABSTRAKT

Tato bakalafskda prace popisuje chovani zelezitych nanocastic v lidskych
mezenchymalnich kmenovych bunkach. V prvni casti se zabyvd metodou
fluorescencniho znaceni organel a nanocastic a nastavenim konfokalniho mikroskopu
pro jejich detekci. Dale je zde uveden popis metabolismu nanocéstic a jejich akumulace
v bunikach. V neposledni fadé¢ se prace zabyva tvorbou softwaru pro lokalizaci a
kvantifika¢ni analyzu fluoreskujicich organel a nanocastic v bunécnych strukturach

zivych bunék.
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ABSTRACT

This bachelor‘s thesis describes a behavior of iron nanoparticles in human mesenchymal
stem cells. First section deals with methods of fluorescent labelling of organelles and
nanoparticles and settings of confocal microscope for their detection. Next section
describes the iron nanoparticles metabolism and accumulation in cells. Finally, there is
a section about the developement of the software utility for the localization and for the
quantitative analysis of the fluorescence organelles and nanoparticles inside the living

cells.
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UVOD

Cilem této prace je optimalizovat metodu pro detekci zelezitych nanocéstic v bunikach a
poté zjistit jaké chovani v buiikach vykazuji. Moderni véda klade na nanoc¢éstice velky
diiraz a neni se ¢emu divit. Nanocastice maji Siroké spektrum vyuziti v riznych oborech
a praveé zelezité nanocastice maji obrovskou perspektivu v medicin€. Jejich vyuziti jiz
nyni vidime v oblasti nddorové 1écby, dale v transportu 1€Civ na piesné dané misto,
regenerativni medicing, kontrastnich latek pro MRI apod. Neprobadanou oblasti stale
zustava presny osud nanocastic uvnitf buniky, jejich prinik do vnitinich organel a s tim
spojena destrukce nékterych ¢asti (napf. nebezpeCi rozpadu mitochondrii nebo
komplexti DNA v jadie).

Tato prace se zamétuje na teoreticky rozbor a piipravu praktického experimentu
pro detekci zelezitych nanocastic v buiice a vnitinich organelach pomoci konfokalniho
mikroskopu umisténém na ustavu biomedicinského inZenyrstvi FEKT VUT Brno.
Z diivodu slozitosti snimani pii tvofeni obrazu bunky je v této préci teoreticky popséna
funkce konfokalniho mikroskopu. Pro pouziti s konfokalnim mikroskopem jsou vyuzity
specidlni, experimentalni fluoreskujici nanocastice vytvorené na spolupracujici UP
Olomouc. Tyto nanocastice nejsou komeréné dostupné a proto bylo potieba zjistit jejich
fluorescenéni vlastnosti. Zkouma se zachytdvani nanocastic buiikou, procentudlni
vyjadieni lokalizace v jednotlivych organelach a pfipadna toxicita. Pro tyto ucely
pouzivame mezenchymalni kmenové bunky izolované ve spolupraci s farmakologickym

ustavem MU Brno.

Jako prvni bylo potieba provést rozsahlou literarni reSersi a zjistit jakym zplisobem
se fluorescentné znac¢i jednotlivé organely a nanoCéstice a jak nastavit konfokalni
mikroskop pro jejich detekci. Zelezita nano¢astice ma specifické magnetické vlastnosti,
které se vyuzivaji naptf. pro medicinské aplikace a mohou ovliviiovat jejich
fluorescenéni znaceni, a proto jsou v této praci teoreticky popsany. Dale bylo potieba
zjistit jak se nanocastice v buiikach chovaji a ujasnit si postup pro jejich kolokalizaci
s organelami. Pro ujisténi, Ze vysledky maji objektivni hodnotu, provadime néckolik

desitek pozorovani, aby se dalo jednoznac¢né fict, jak se nanocastice v buitkach chovaji.

ZjednoduSené se tedy da fici, Ze je sledovano chovani nanocastic in vitro na pozadi
intracelularnich bunéénych organel. V praktické casti jsou shrnuty vysledky
z mikroskopického pozorovani vnitinich bunéénych struktur a nanoc¢astic do statistiky,
je vytvoten program pro automatickou detekci nanocastic v jednotlivych organelach a

pro ¢iselné vyhodnoceni.



1 ZELEZITE NANOCASTICE

Pokud se podivame blize na termin nanocastice, zjistime, Ze neexistuje jednotna
definice tohoto slova. V nékterych zdrojich narazime na urceni velikosti nanoc¢éstice od
1 do 10 nm a v nékterych narazime na definici od 1 do 1000 nm. Navic se casto
setkdvame s dalSim d€lenim nanocastic a to podle typu, povaze materialu, moznosti
pouziti apod. Casto se taky miizeme setkat s tim, Zze pokud autor nevi, jestli dana ¢astice
je vylozené nanocastici, tak pouzije terminy jako je: jemna, resp. ultrajemnd Céstice,
koloid, submikrometrova &astice apod. Cim mensi nano&astice je pouZita, tim vice se
projevi unikatni optické, elektrické nebo magnetické vlastnosti. Proto se v praxi
pouzivaji nanocastice o velikosti 10 — 50 nm, pfi¢emzZ u nanocéstic s rozméry pies 50

nm se hledané unikatni vlastnosti uz vytraci. [1]

Zelezité nanodastice jsou ¢astice magnetické. V praxi rozeznavame tii typy
nanocastic Zeleza: 1.) VSOP (very small superparamagnetic iron oxide particles) o
rozméru < 10 nm, 2.) USPIO (ultrasmall superparamagnetic iron oxide), které maji
rozmér kolem 20. nm a 3.) SPIO, resp. SPION - superparamagnetic iron oxide
nanoparticles. Velikost SPIO nanocastic se pohybuje v rozmezi 30-100 nm. Tento tieti
typ se v medicinskych aplikacich pouziva nejvice, zejména kvili nizké toxicité, vysoké
saturaci a citlivosti magnetizace. [2], [3] Pro ucely této prace se dale budou zminovat

jen SPIO nanocastice.

Obrazek 1: Snimky Zelezitych nanocastic z elektronového mikroskopu. Jedna se o tfi rizné

velikosti sefazené od leva: 9, 11 a 19 nm. Pievzato z [1]



1.1 Charakteristika SPIO nanocastic

Ptestoze zname spoustu oxidil zeleza a spoustu hydroxidl zeleza, v praxi vyuzivdme
pouze dva typy SPIO nanocastic a to jsou: maghemit - y-Fe,O3 a magnetit Fe;04. Ob¢
tyto latky maji velice dulezité vlastnosti, jedna se o superparamagnetismus a

jednodoménovost. [4]

1.1.1 Magnetické vlastnosti SP1IO nanocastic

Vsechny existujici latky vykazuji ur¢ité magnetické vlastnosti. Rozd€lujeme tfi hlavni
skupiny latek podle magnetickych vlastnosti: diamagnetismus — jednd se o latky se
zapornou magnetickou susceptibilitou, paramagnetismus — latky s magnetickou
susceptibilitou mezi O a 1 a ferromagnetismus, kde mag. susceptibilita je vEtSi nez
jedna. [5]

Magneticka susceptibilita se d4 vyjadrit vztahem (1):

M

Xm = H (1)

A
Kde M je magnetizace a H je intenzita magnetického pole, (1) se uvadi v jednotkachm .

[5]

Mezi latky diamagnetické tadime hlavné nekovy, organické latky nebo napf.
plazmu. Tyto latky zeslabuji vné&j$i magnetické pole, protoze diky parovanym
elektronim vykazuji trvaly, nulovy magneticky moment. Paramagnetické latky
vykazuji magnetismus v okoli vné&jsitho mag. pole, jsou tedy timto polem pfitahovany.
V nepfitomnosti vnéjSiho mag. pole maji magnetické momenty ndhodné orientované a
vysledny mag. moment je tedy nulovy. Pfi kontaktu svnéj§im mag. polem se
magnetické momenty nato¢i ve sméru tohoto vnéjSiho mag. pole a vysledny mag.
moment je také orientovan ve sméru tohoto vnéjSiho mag. pole. Vné&jsi magnetické pole
je tedy pii paramagnetismu slabé zesilovano. Pfikladem paramagnetické latky je hlinik,
vapnik sodik apod. Pti ferromagnetismu je také bez ptfitomnosti vnéjSiho mag. pole
natoceni mag. momentll ndhodné, nicméné tyto latky obsahuji tzv. magnetické domény
a znacné zesiluji vnéj$i mag. pole. Navic pifi odpojeni od vnéjSiho mag. pole, zlstava
latka caste€né zmagnetizovana. Ferromagnetické latky tedy mohou vykazovat tzv.
spontanni magnetizaci, zéaleZi na intenzit€¢ vnéjStho mag. pole a teploté. Mezi
ferromagnetické latky patii také zvlastni typ latek, kterym jsou ferrimagnetické latky

(ferrity). Rozdil mezi nimi je, Ze ferromagnetické latky vykazuji linearni chovani a



ferrimagnetické latky nelinedrni chovani a hysterezi (ferrimagnetické latky nevykazuji
znaky Curie-Weissova zdkona nad Curieovou teplotou ptechodu). Priklady
ferromagnetickych latek jsou Zelezo, kobalt a nikl. Mezi ferrity fadime slouceniny
Fe,0; a dalsi latky napt. BaO nebo SrO. [5], [6]

1.1.2 Superparamagnetismus

o~

Pti zmenSovani velikosti zelezité ¢astice do nano rozméra se klasické ferromagnetické
vlastnosti Zeleza velice pozoruhodné méni a vzniké tzv. superparamagnetismus. Timto
radikalnim snizenim velikosti dochazi ke kvantovému omezeni pohybu elektrond,
zvyseni poc¢tu atomull na povrchu nanocastice a rozpadu krystalové symetrie na povrchu
nanocastice. Toto prostorové ,,nahusténi* dale vede k zeslabeni vyménnych interakci

mezi magnetickymi momenty jednotlivych atomti na povrchu téchto nanocastic. [6]

Velmi dilezit¢é zmény nastavaji s anizotropni energii, ktera urCuje tzv.
magnetickou energii, vytvaii magnetické osy a tim urcuje uspotrddanost mag. materialu.
U bézného zeleza je anizotropni energie dostate¢na k udrzeni stabilniho stavu, zatimco
u nanocastic se tato energie blizi k energii teplotnich fluktuaci. Tyto energie mezi sebou
»soutézi“ a ,,predbihaji se*. V praxi to znamend, Ze energie teplotnich fluktuaci mize
samovolné pieklopit smér magnetizace z jednoho sméru do druhého a naopak, bez
pfitomnosti vnéjsiho mag. pole. Primérny cas, mezi jednotlivymi zménami téchto

sméru urcuje tzv. relaxacni cas: [6], [7], [8]

AE
T= ToeXp(kB—T (2)

To - Casova konstanta materialu
AE —rozdil mezi anizotropni energii a energii teplotnich fluktuaci
Kg — Boltzmannova konstanta

T —teplota

1.1.3 Jednodoménovost

Klasické ferromagnetické Zelezo mé své atomy uspotfddany do magnetickych domén,
tzv. Weissovych domén. V téchto doménach maji vSechny atomy své mag. momenty
shodné orientovany, nicmén¢ domény jako takové jsou orientovany rizné, coz souvisi
se zdkonem zachovani energie. Pfi tvofeni SPIO nanocastic se rozméry Zelezité Castice

tak rapidné sniZuji, ze jiz neni energeticky vyhodné tvofit vice domén, ale mag.



nanocastice zastavaji v jednodoménové podobg. [5], [6]

Vsechny atomy SPIO nanocastice tedy maji v jedné doméné stejny smer
magnetickych momentii a tim, Ze jsou atomy blizko sebe tak jejich magnetické
momenty spolu ,kooperuji“ a tim utvaii obrovsky magneticky moment SPIO
nanocastice jako celku. Vysledny mag. moment se pohybuje tfadové v tisicich az
desetitisicich Bohrovych magnetont' a diky tomu se SPIO nanogastice vyuZivaji jako
kontrastni latka pfi NMR. [6]

1.2 Struktura SPIO nanocastic

Zakladni struktura SPIO nanocastic sestdva obvykle z jadra a polymerniho obalu, na
kterém mohou byt navazany dalsi latky, zalezi na konkrétnim vyuZiti. Jadro je slozeno
z oxidu zelezitého nebo Zeleznatého, jehoz velikost ovliviiuje magnetické vlastnosti
popsané vySe. Obal se pouziva jednak kvili hydrodynamickym vlastnostem SPIO
nanocastic, tzn. ,,aby mohly SPIO nanocéstice volné plout v krvi na cilové misto* a také
kviili tomu aby se neshlukovaly a volné se rozpustily. Déle se na polymerni obal nékdy
pridavaji ligandy — napf. 1éCiva pro ,,magneticky* transport 1éCiv na cilové misto. Obaly
mohou byt tvofeny umélymi polymery (napi. polyethylenglykol (PEG)), pfirodnimi
polymery (napt. dextran) nebo mastnymi kyselinami, jako je napft. kyselina palmitova.

(81, [10]

Obrazek 2: Schéma SPIO nanocastice obalené polymernim obalem (P). Na obale jsou umistény

vazebné mista, pro navazani funk¢ni skupiny. [38]

' Bohriiv magneton je konstanta pro magneticky moment elektronu, jeho hodnota je:

_ 24
g = 0274 % 10 + ? [9]



1.3  Vyuziti v mediciné

SPIO nanocastice maji mnoho vyuziti jak pfi aplikaci in vitro, tak pii aplikaci in vivo.
Zakladni myslenkou téchto aplikaci je vyuziti magnetickych vlastnosti SPIO nanocastic

a vyuziti moznosti vazat na obal biologicky aktivni latky.

V in vitro aplikacich se nej¢astéji potiebuji oddelit urcité, nécim specifické bunky
ze vzorku mnoha bunck. Takovému postupu se fika magneticka separace. Provede se
navazani urcitého antigenu na obal SPIO nanocastice a suspenze téchto nanocastic se
stiikne do vzorku bunék. Antigen SPIO nanocastice se navaze na specifickou protilatku
napt. nadorovych bunck. Poté se vyuzije magnetick¢é pole, které¢ oddéli SPIO
nanocastice s navazanymi rakovinovymi buiilkami mimo vzorek. Podobné¢ se daji ve
vzorku znacit specifické buniky nebo patogeny a nasledné hledat jejich umisténi na MRI

nebo v mikroskopu apod. [4], [8]

In vivo aplikace jsou znaméjsi. Jednd se o transport 1éCiv, kontrastni znaceni pro
MRI nebo hypertermické ni¢eni nddorovych bunék. Transport 1é¢iv je vynikajici
alternativa pro pouziti chemoterapie naddorového onemocnéni. Pfi chemoterapii, které se
nejcastéji provadi intravendzné, se 1€k v krvi dostane do vSech bunck v téle a na tyto
bunky ma toxické Uc€inky. Proto se pouzivd biokompatibilni SPIO nanocastice
s navazanym cytotoxickym lékem, tzv. ferrofluid. Tyto SPIO nanocastice se do mista
nadoru cilené¢ vedou magnetickym polem s velkym gradientem a zde se rlznymi
zpusoby (zména teploty, pH, osmolality nebo enzymaticky apod.) uvolni 1é¢ivo ze SPIO
nanocastice. [4], [8], [11]

Hypertermické niceni nadorovych bunék je v soufasné dobé ve fazi klinickych
testll. [8] Doprava bun€k na cilové misto probiha stejné jako u predchozich metod —
pomoci vysoce gradientniho mag. pole. Jakmile jsou SPIO nanocastice dopraveny do
mista nadoru, provadi se niceni nadoru pomoci teploty. Bylo zjisténo, Ze pro niceni
nadorovych bunék bude dostacujici teplota 42 °C s casem zahiivani 30 min. Principem
generace tepla je vyuZiti vnéjSiho, silného, stfidavého magnetického pole o urcité
intenzité a frekvenci nebo laserového zateni. Teplo se po aplikaci laseru generuje na
zaklad¢ absorpce elektromagnetického zatfeni, ¢imzZ se zvysi celkova energie v tkani,
ktera se projevi zvySenim teploty. U magnetického =zdroje je principem
elektromagneticka indukce. Vnéj$i magnetické pole generuje v nanocasticich stiidavé
elektrické pole. Kvuli odporu zelezitych nanocéstic se v nich u vyssich proudi generuje
teplo. Mensi ¢ast tepla se v nanocasticich generuje v disledku hystereznich ztrat.
Pouzité frekvence a amplituda magnetického pole se pohybuje v rozmezi f = 0.05 — 1,2
MHz a H = 0 — 15 kAm' podle konkrétniho nadoru. V souasné dobé se hleda



optimalni pomér mezi vykonem aplikovaného magnetického pole a koncentraci

vsttikovanych nanocastic. [4], [11]

Obrazek 3: Multifunkéni vyuziti magnetickych nanocéastic. DDS - drug delivery system -
kontrolovany pienos lé¢iv. Diagnosticky prostiedek - MRI kontrastni latka. Terapie - 1é¢eni
nadoru teplem. Pievzato z [39]



2  KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Konfokalni mikroskop (KM) je specidlni druh svételného mikroskopu. V klasickém
svételném mikroskopu projde bézné, polychromatické, viditelné svétlo z lampy ptes
vzorek a objektiv do okuldru. Vysledkem je zvétSeny obraz, ktery reprezentuje
transmitanci proSlého svétla. KM vyuzivd jako zdroj svétla laser a na zakladé
fluorescen¢niho jevu, sniméd po fadcich emitované svétlo ze vzorku. Diky tomu, Ze
muzeme tyto optické fezy posunovat i v roviné¢ Z (rovina hloubky obrazu), tak ndm
nevadi pozorovat i tlust$si vzorky, se kterymi mél klasicky mikroskop problém. KM
nema tak velkou rozliSovaci schopnost jako elektronovy mikroskop, ale mé ji mnohem
vyssi nez klasicky opticky, resp. fluorescenéni mikroskop. Dé se tedy fici, ze v historii
mikroskopt je KM mezi¢lanek mezi optickou a elektronovou mikroskopii, piesto

dokéze vétSinou KM snimat funkéni bunééné struktury 1épe a prehledngji.

2.1 Stavba

Objev konfokalniho mikroskopu datujeme na rok 1957 panu Marvinu Minskému. Ve
své dobé nenasel vhodny zdroj svétla, a proto se stvotfeni prvniho funkéniho KM
pfisuzuje dvou Cechtim: M. Petrafiovi a M. Hadravskému, kteii ho vymysleli v roce
1967 na LF v Plzni. Jejich pfistroj je jednim ze dvou zdékladnich druhit KM a to
konkrétné tandemovy skenovaci (konfokalni) mikroskop (TSM). Druhym, modernéjSim
typem je LSKM (Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop). U obou téchto KM je
zdrojem svétla laser. [12], [13]

2.1.1 TSM - tandemovy skenovaci mikroskop

Ze zdroje laseru sviti monochromatické svétlo o urcité vinové délce. To déle prochazi
tzv. Nipkowovym kotoutem” a dichroickym zrcadlem, a dopada pres objektiv na
vzorek. Zde se provede excitace na vys$i energeticky stav a nové emitované fotony se
odrazi ptes dichroické zrcadlo na ¢oCku a zni na fotonasobi¢. Zpravidla jsou zde
umistény dva nipkowovy kotouce — jeden pied dichroickym zrcadlem a druhy za nim.
Vstupni laserové svétlo a emitované svétlo jsou v téchto discich v jednotlivych bodech

konjugovany a tim tedy v Zivém Case skenovany po bodech. [14]

2 Deska kruhového tvaru, ktera obsahuje nékolik desitek az stovek tisic miniaturnich dér
usporadanych do Archimédova kotouce. Tento disk rotuje velkou rychlosti a tim se z emitovaného svétla
berou pouze urcité body. [14]



Vyhoda TSM oproti LSKM je v rychlosti. Pokud potfebujeme snimat kratkodobé,
velmi rychlé dé&je v buiikach, je vhodnéjsi pouzit TSM. [14]
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Obrazek 4: Tandemovy konfokalni mikroskop. Je vidét dva konjugované Nipkowovy kotouce.

Prevzato z [14]

2.1.2 Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop

Podobné jako u TSM se bodovy laserovy paprsek dostava ptes dichroické zrcadlo a
objektiv na vzorek. Zde se emituje svétlo o vyssi vinové délce a postupuje odrazem od
dichroického zrcadla na dirkovou clonu a emisni filtr do okuldru (fotonasobice).
Rastrovani bod po bodu je zajistovano: pohybem podlozky, pohybem zdroje laseru,
pohybem zrcadla nebo jejich kombinaci. Software potom pfifazuje ke kazdé soufadnici
urc¢itého bodu jejich hodnotu amplitudy jasu a propoji body do obrazu. [12], [13]



Fotodetektor

Emisni filtr
Eliminaéni apertura
4

Polopropustnég
zrcadlo

Expanze paprsku

laser

Objektiv mikroskopu

[ . —— 1

pozadi B :/;: Zaostfena rovina

/

sledovany objem

Obrazek 5: Schéma laserového skenovaciho mikroskopu. [13]

2.2 Fluorescence

Zakladni vlastnosti KM pro biologické ucely je fluorescen¢ni jev. Fluorescence je
spole¢né s fosforescenci typ luminiscence (konkrétné fotoluminiscence). Luminiscence
je jev, pii kterém maji urcité chemické latky schopnost samovolné vyzatovat fotony
svétla nad jejich tepelnym vyzafovanim. Témto specidlni chemickym latkam fikdme
luminofory (resp. fluorofory). Aby k tomuto jevu doSlo, musime vybudit atomy
luminoforu ze svého zékladniho energetického stavu do stavu excitovaného. Elektrony
se pak nasledné samovolné€ vraci zpét do svych ptvodnich hladin a pfebyte¢nou energii
vyzafi ve form¢ fotond. Nové tzv. emisni svétlo ma vzdy vétsi vinovou délku, nez
puvodni (excitacni) svétlo. Tomuto posunu vinové délky se tika Stokesiiv posun a je
zapric¢inén ztratami energie, pii prechazeni elektronli mezi excitacni a emisni hladinou.
Luminiscenci rozdélujeme, podle typu excitatniho zafeni. Nejznaméjsi je prave
fotoluminiscence (kam patii fluorescence a fosforescence), kde je zdrojem excitacniho
zafeni foton svétla. Existuji dal§i druhy: elektroluminiscence (zdrojem exc. zafeni je

elektrické pole), termoluminiscence (zdrojem exc. zafeni je teplo) apod. [14]

Rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci je v typu energetického piechodu. Pfi
Fluorescenci nastava excitace spontannimi piechody. U fosforescence se pii excitaci

uplatiiuje tzv. metastabilni hladina, ktera zapficini prodlouZeni emise. Z praktické
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stranky je fluorescence velmi rychly d¢j, kdy se doba emise po vypnuti zdroje pohybuje
tadove v nanosekundach (107 s). Fosforescence je naopak d&j s del$im trvanim emise.
[15]

Principle of Excitation and Emission

&
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Obrazek 6: Princip fluorescence, je vidét vstupni excitované a vystupni emitované svétlo.
Ptevzato z [40]

2.3  Fluorescen¢ni barviva — fluorofory

Jak jiz bylo feceno, fluorofory jsou latky, které maji schopnost fluorescence. Délime je
do dvou zakladnich tfid: vnitini a vnéj$i. Vnitini fluorofory jsou ty, které se vyskytuji
v organizmu (resp. bunkéch) pfirozené a fikame, Ze se jednd o vlastni fluorescenci.
Vnitini fluorescence je pozorovana pievazné u fytoplanktonu (pigmenty fas a sinic),
vlastni fluorescenci vykazuje také zeleny fluorescencni protein (z angli¢tiny GFP), ktery
se ziskdva z bioluminiscen¢nich mediz Aequorea victoria. U biosenzorii se pracuje

s vlastni fluorescenci n€kterych enzymovych kofaktort, jako je napt. NADH apod. [15]

U konfokalni a fluorescencni mikroskopie se uplatituji predevsim vnéjsi fluorofory
a vznikd jev zvany nevlastni fluorescence. Rozdélujeme je podle toho, jak se vazi ke
vzorku. Dle ¢eské literatury [16] se nevlastni fluorescence rozdé€luje podle typu vazby
fluoroforu na vzorek. Pokud se vaze kovalentn€, nazyvame je fluorescencni znacky a
pokud se fluorfor vaze nekovalentn€, nazyvame jej fluorescencni sonda. U kovalentnich
se reaktivni skupina fluoroforu spojuje s aminovym, sulthydrolovym nebo histidinovym
postrannim  fetézcem  proteinu.  Fluorescencni znacky se vyuZivaji pro
imunofluorescenéni metody. Casto se vyuziva specifickych interakci antigen/protilatka

a proto toto pouZiti se vyuziva napfi. spojeni avidin-biotin nebo protilatka-hapten. Jako

11



protilatka/antigen poslouzi latka, kterou hledame (protein, 1é¢ivo, polynukleotid,
polysacharid, receptor). Tento analyt oznacime biotinem nebo haptenem a pted aplikaci
fluorescencniho mikroskopu pfivedeme fluorescenéné znaceny avidin nebo protilatku
k haptenu. Tim se nam fluorescenc¢ni znacka ,,rozsviti“ jen v mistech kde se protilatka
navazala na antigen, resp. jen v mistech kde je na§ hledany analyt. Pro
imunofluorescencni  znackovani se nejznaméjsi fluorescencni znacky jmenuji
fluoresceinizothiokynat (FITC) a tetrametylrhodaminizothiokyanat (TRITC). [15], [16]

Fluorescen¢ni sondy se vyuzivaji napt. pro fluorescencni zna¢eni membran. Tyto
membranova barviva se vdzou na nepolarni uhlovodikové fetézce (zbytky mastnych
kyselin). Jako piiklad téchto membranovych fluorescencnich sond mizeme uvést:
mastna kyselina cis-parinaric, fluorescencné znacené flosfolipidy, sfingolipidy apod.
Déle se pro zna¢eni membran vyuzivaji latky jako je napt. DPH (1,6-difenyl-1,3,5-
hexatrien) nebo 1,8-ANS (1-anilinonaftalén-8-sulfonova kyselina) apod. Dalsi velké
vyuziti fluorescenc¢nich sond je znaceni nukleovych kyselin. Ptikladem téchto sond
muzou byt: akridinova oranz, ethidium bromid, propidium jodid, Hoechst 33342, 4',6-
diamidino-2-fenylindol dihydrochloride (DAPI) apod. Fluorescen¢ni sondy se pouzivaji
také pro fluorescen¢ni spektroskopii. [15], [16]

Tato kapitola je pouze vybér par typl fluorofort, pospanim vsech by byl znaéné

piekrocen rozsah této prace.

2.4  Rozdil mezi svételnym a fluorescenénim mikroskopem

2.4.1 Svételny mikroskop

Klasicky opticky mikroskop je zaloZen na principu sledovani proslého svétla vzorkem.
U klasického svételného mikroskopu (SM) je zdroj svétla pod vzorkem, u inverzniho je
nad vzorkem. Svétlo jde po projiti vzorkem pies objektiv, kde vznikne pifevraceny,
lehce zvétSeny obraz a pak jde svétlo do okulédru, kde pozorujeme konecny, zvétSeny
obraz (okular funguje podobné jako lupa). Celkové zvétSeni je ddno souc¢inem zvétSeni
objektivu a okularu. Velice dilleZita je rozliSovaci schopnost objektivu, protoZe limituje
minimélni vzdalenost dvou rozlisitelnych bodi a okulér pouze zvétSuje rozméer obrazu
podobné jako lupa, ale nezlepSuje jeho detaily. Pouzivame vétSinou neménné okulary se
zvétSenim 20-25. Minimdlni vzdélenost dvou rozliSitelnych bodl neboli rozliSovaci

schopnost mikroskopu R se pocita podle: [17]

0,61.4
R =

NA @)
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0,61 — opticka konstanta pouzivana pro mikroskopy
A - vinovéa délka pouzitého svétla
NA = numerické apertura objektivu
NA = n.sina “)
n index lomu prostiedi pred objektivem

o polovina otvorového thlu kuzele paprska, které mohou vstoupit do objektivu

2.4.2 Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescencni mikroskop (FM) je vhodny pro pozorovani funk¢nich ¢asti buiiky pomoci
specialnich specifickych fluoroforti. Pokud bychom svételnym mikroskopem chtéli
pozorovat napt. prithledné bunky tak bychom nevidéli skoro zadné detaily a tézko
bychom rozlisili bunééné struktury. Pii pouziti specifickych barviv napft. kalceinu,

vidime ve fluorescenénim mikroskopu pouze zivé struktury membran bunék. [18], [19]

Nejvétsi rozdil mezi SM a FM je v usporadani optické soustavy. Zname dva typy
FM a to transmisni fluorescencni mikroskop (TFM) a epifluorescencni mikroskop (EM).
U obou téchto typtl jsou zdsadni dvé soucastky — excitacni a bariérovy filtr. Excita¢ni
filtr slouzi k tomu, aby se z polychromatického vstupniho svétla vybrala jen vlnova
délka, které odpovida excitaci pouzit¢ho fluorofu. Po excitaci je opét rovnéz velice
dialezité, aby se k detektoru dostalo jen to emitované svétlo, které je pro pouzity
fluorofor specifické. Tim zajistime, Ze vysledny obraz bude sloZen jen ztéch cCasti
buiiky, na které se navazal fluorofor. [18], [19]

U TFM se pouziva specialni zastinovy kondenzor, ktery ptivadi zdroj svétla na
vzorek z boku, coz zplisobi, ze se excitacni svétlo nedostane do objektivu. Do objektivu
se dostane pouze emitované fluorescencni svétlo a neni potfeba pouZiti dichroického
zrcadla. [18], [19]

Mnohem zndméjsi EM je principem podobny, ale neobjede se bez dichroického
zrcadla. Svétlo prochazi ze zdroje pres vzorek a objektiv a odrazi se od dichroického
zrcadla pry€. Pies dichroické zrcadlo pronikne pouze emitované svétlo s vyssi vinovou
délkou, které jde nésledné do bariérového filtru, kterym projde jen to zafeni, které

potfebujeme najit. Cesta emitovaného svétla konc¢i v detektoru. [18], [19]
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Obrazek 7: Princip epifluorescenéniho mikroskopu. Je zde patrna tloha vSech dilezitych casti.
[18]

2.5 Rozdil mezi fluorescenénim a konfokalnim

mikroskopem

Prvni je potieba fict, ze KM muze fungovat ve dvou zakladnich modech: epi -
iluminaéni reflexe’ a fluorescence. U klasického konvenéniho FM dochézi k mnoha
problémim, které fesi pravé KM. Ziejmé nejvétsi problém nastava, kdyz se
fluorescence emituje ze vzorku z nékolika rovin soucasné. Obrazy téchto rovin dopadaji
na detektor soucasné a vysledkem je rozmazani obrazu. KM dokéze provést skenovani
vzorku po jednotlivych bodech. Snimédme body vZdy patfici do jedné roviny a obraz tak
neobsahuje parazitni svétlo z vySSich a niz§ich rovin. Obraz je tak daleko ¢istéjsi nez

z obycejného fluorescencniho mikroskopu. [18], [20]

Dalsi rozdil je ve zdroji svétla a ve snimacim detektoru. U FM se pouzivaji jako
zdroj pfevazné vysokotlaké vybojky plnéné rtuti nebo xenonem, které poskytuji svétlo

se spojitym spektrem. Zdroje svétla u KM je laser a obvykle je zde moznost piesné

3 . . s . . L . « P
epi - ilumina¢ni reflexe pracuje na principu skenovani odrazeného svétla od vzorku, misto

dichroického zrcadla obsahuje déli¢ svazkli a neobsahuje bariérovy filtr. Pro jednoduchost se tato prace
bude zabyvat jen fluorescenénim modem. [18]
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nastavit vlnovou délku excitaéniho paprsku. K detekovani emitované fluorescence staci
u FM pouhé oko, pfipadné kamera. Pii pouziti KM je tfeba zajistit idedln¢ soustavu
fotonasobicl, kde kazdy bude uzplisoben ke sniméni urcité emitované vinové délky.
Posouvanim fokusované roviny se vS§em nasnimanym bodim piidé€li jejich soutadnice a
pomoci softwarového zpracovani se vytvoii 3D rekonstrukce vzorku. Kazdéa barva,
ktera ve vzorku reprezentuje jednotlivé fluorofory se ve vysledném obrazu zabarvila

pomoci softwaru pseudobarvou, protoze fotonasobice méfi pouze intenzitu piijatého
svétla. [20]

2.6  Princip skenovani vzorku konfokalnim mikroskopem

Kazdy jeden bod (pixel) vzorku se ziskava filtraci emitovaného svétla miniaturnimi
clonkami. Rozmér tohoto bodu je uréen minimalni vzdalenosti dvou rozliSitelnych
bodu, cili difrakéni mezi. Laserovy paprsek je hned u zdroje filtrovan zrcadlovou
bodovou clonkou na jednotlivé velmi Uzké svazky. Poté miizeme excitacnim filtrem
vyfiltrovat jen urcité vinové délky laseru, které budou sméfovat na dichroické zrcadlo,
kde se odrazi na objektiv a nasledn¢ na vzorek. Objektiv tyto paprsky zaostii do jedné
optické roviny a okamzit¢ se vysle emitované svétlo. Emitované svétlo prochazi ze
vzorku na objektiv, nasledné ptes dichroické zrcadlo na druhou zrcadlovou bodovou
clonku. Touto clonkou projde jen to svétlo, které odpovida ohniskové roviné fokusace
vzorku. Tedy obé dvé zrcadlové clonky jsou nastaveny tak, aby svétlo, které
detekujeme, bylo konfokalni (mélo stejné ohnisko). Svétlo z jinych rovin, nez téch,
které jsou konfokalni, se na druhé zrcadlové clonce zastavi a neprojde k bariérovému
filtru a nésledné k fotondsobici. [20]

Aby byl vytvofen celistvy 3D obraz, musi se laserem projit zvolena ¢ast vzorku,
bod po bodu. Této technice se nékdy fika rastrovani (laser prochazi vzorek po fadcich).
Metody rastrovani jsou zalozeny bud’ na pohybu preparidtu a fixniho laseru, nebo
rozmitanim laseru pii fixnim preparatu, pfipadng jejich kombinace. Uplné jina a
rychlejsi varianta je vyuZziti Nipkowova disku. Pfi posouvani rovin v ose z, se vyuziva
vertikalniho posunu vzorku pod objektivem nebo vertikalnim posunovanim objektivu.
K vertikalnim posuviim se vyuziva krokového motorku a u béznych snimkii se nasnima
nékolik desitek az stovek rovin. VeSkeré nastaveni bodovych clonek, excitacnich a
bariérovych filtrd, rychlosti posunovani vzorku nebo objektivu ve vSech rovinach se fidi

PC softwarem, a vysledkem je ostra 3D rekonstrukce vzorku. [20]
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2.7  Pouzity konfokalni mikroskop

Pro sledovéani aktivity SPIO nanocCastic se vyuzil konfokdlni mikroskop ve

fluorescen¢nim modu znacky Leica, s pfesnym oznacenim: Leica TCS SP8 X.

Tento KM je vybaven nékolika druhy vstupnich laserd, at’ uz spojitych nebo
pulznich, pro rizné vinové délky, dale se da jako zdroje svétla vyuzit: dioda, argonova
vybojka, helio-neonova vybojka, UV vybojka — pro sledovani fluorescence v modré
oblasti spektra apod. Volbu zdroje zafeni si mize uzivatel vybrat sim, nebo jej doporuci
software podle potfebného excitacn¢ emisniho spektra. Pistroj ddle umoziuje méfeni
v médu STED a FLIM. Pro zajisténi stabilniho, ostrého obrazu je pfistroj poloZzen na
antivibraCnim stolu. Je moznost nastavit inkubacni atmosféru pro vzorky, coz se
vyuziva pro vytvoreni pfirozené¢ho prostfedi bunék. Nastavuje se zejména teplota a
vlhkost. [21]

Spektrum pouzitého svétla Ize ménit po 1 nm v intervalu 470 — 670 nm.

Maximalni rozliSeni obrazu z jedné roviny je 8192 x 8192 pixeld. [21]

Obrazek 8: Leica TCS SP8 X. Prevzato z [41]
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3 FLUORESCENCNI ZNACENI
VYBRANYCH BUNECNYCH ORGANEL

Pti sledovani organel ve fluorescencnim, resp. konfokdlnim mikroskopu, je velice
dilezité oznacit kazdou organelu jinou barvou, abychom je mohli od sebe rozlisit. Pro
potfeby této prace je velice dilezit¢ fluorescencné oznacit lysozomy a takeé

mitochondrie.

3.1  Fluorescen¢ni znac¢eni lysozomi

Pii méfeni této prace je pfi aplikaci SPIO nanocastic potfeba obarvit lysozomy, aby se

dalo spolehlivé fici, zda se SPIO nanocastice v lysozomech vyskytuji.

Pro sledovani lysozomii se vyuziva jejich specidlni vlastnost - kyselé prostiedi.
Zjednodusen¢ se da predstavit, obalenou chem. latku, kterd prostoupi pies bunécnou
membranu do bunky, pohlti ji lysozom a tam se diky plsobeni kyselého pH vytvari
fluorescence. Pottebujeme proto latku, kterd mé specifickou schopnost vdzat se na
kyselé prostiedi. Pro tento ucel se pouziva slabych bazickych amidu, napt. latka zvana
DAMP ( N- (3- ( (2,4-Dinitrophenyl) Amino) propyl) -N- (3-Aminopropyl)
Methylamine, Dihydrochloride). Bohuzel DAMP neni fluorescencni a proto se na n¢j
musi navazat néjaky fluorofor. Fluorofor se k DAMP vaze pies anti - DNP protilatky
(anti-barvivo a anti-haptenové protilatky). Piesny mechanizmus vychytavani tohoto
lysozomalniho fluoroforu neni zndm, ale zfeymée to souvisi s protonizaci slabé bazického
amidu. JelikoZ se vlastné do lysozomu pfidava lehce zasaditd latka, miZze dojit ke
zvySeni pH lysozomu, coZz by mohlo vést k patologickym staviim butiky a proto se
doporucuje barvit bunku jen chvili pfed méfenim (max 5 min.) a pouzivat nizké
koncentrace (50 nM). [31]

3.1.1 LysoTracker® Green DND-26

Pro fluorescenc¢ni barveni lysozomi se muze pouzit barvivo LysoTracker® Green
DND-26 (vyrobce Invitrogen — Molecular Probes; USA). Jeho emisni spektrum ma
vrchol v 504 nm a emise dosahuje vrcholu v 511nm. Navazéani probéhne podle vyse
popsaného principu, nicméné vyrobce neuvadi piesny typ fluoroforu, ktery se navaze
k bazickému amidu DAMP. Ziejmé se bude jednat o formu fluoresceinu, konkrétné lze
uvazovat o barvivu Oregon green 514. Oregon green 514 ma oproti klasickému
fluoresceinu fadu vyhod. Je u néj mensi pravdépodobnost zhaSeni (quenchingu), dale je

17



oD 24 2413

fotostabilnéjsi a dokazeme z néj dostat vice fotonli nez se barvivo ,,vyzati“. Dulezita
vlastnost Oregonu green 514 je nizs$i hodnota disociacni konstanty pKa (4,7), coz se
vyuziva jako zvySena citlivost fluorescence v kyselém prostfedi — lysozomech. [31],
[32], [33]
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Obrazek 9: Excitac¢ni a emisni spektrum fluoroforu LysoTracker Green DND-26. Excitace je
naznacena prerusované a emise plné. V obrazku je také naznaCen excita¢ni a emisni filtr a
zapocitan rozdil intenzity kviili ztratam laseru. Stokesiiv posun je cca 7 nm. Vygenerovano pies

generator fluorescenénich spekter [42]

3.1.2 Cell Navigator™ Lysosome Staining Kit

Dals$i moznosti je pouziti barviva Cell Navigator™ Lysosome Staining Kit (vyrobce
AAT Bioquest, USA). Toto barvivo sviti v ¢ervené (resp. oranzové) oblasti svétla.
Excitace probiha na 575 nm a emise pii 597 nm. Vyrobce uvadi, Ze jeho barvivo je
mnohem lepsi nez barvivo firmy Invitrogen. Doslova uvadi, ze Barviva LysoBrite™
muzou zistat v zivych bunikdch déle nez tyden, s velmi minimdlni toxicitou bunék,
zatimco barvy LysoTracker mohou byt pouZity pouze po dobu né€kolika hodin. Barviva
LysoBrite ™ jsou opravitelnd, a mohou pfezZit n€kolik generaci bunécného déleni.
Navic jsou barviva LysoBrite ™ mnohem fotostabilni neZ barviva LysoTracker. [34]

Plvod téchto lepSich vlastnosti nicméné vyrobce neuvadi.

3.2 Fluorescenc¢ni znaceni mitochondrii

Z4dny zdroj doposud neuvadi agresivni pronikani SPIO do mitochondrii. Nicméné je

vzdy mozné, ze n¢jaka mala ¢ast se do nich dostane a proto je pro ucel této prace

zna¢ime také.
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3.2.1 Mitochondrie

Mitochondrie je dvou membranovd bunéénd organela, vétSinou valcovitého az
kulovitého tvaru. Rozméry mitochondrii se pohybuji kolem 0,5 - 20 um