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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace popisuje chovani zelezitych nanocastic v lidskych
mezenchymalnich kmenovych buiikdch. V prvni ¢asti se zabyva metodou
fluorescen¢niho znaceni organel a nanocastic a nastavenim konfokalniho mikroskopu
pro jejich detekci. Dale je zde uveden popis metabolismu nanocastic a jejich akumulace
v bunikdch. V neposledni fadé se prace zabyva tvorbou softwaru pro lokalizaci a
kvantifikacni analyzu fluoreskujicich organel a nanoc¢éstic 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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SPION - Superparamagnetic iron oxide nanoparticles
SPIO - Superparamagnetic iron oxide

NMR, MRI — Nuklearni magneticka rezonance

KM - Konfokéalni mikroskop

TSM - Tandemovy skenovaci (konfokalni) mikroskop
LSKM - Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop
SM - svételny mikroskop
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TFM - transmisni fluorescencni mikroskop
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PEG - uhlikové kvantové tecky

QD - kvantové tecky
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UvoD

Cilem této prace je optimalizovat metodu pro detekci zelezitych nanocastic v burikach a
poté zjistit jaké chovani v buiikach vykazuji. Moderni véda klade na nanocastice velky
diraz a neni se cemu divit. Nanocastice maji Siroké spektrum vyuziti v riznych oborech
a praveé zelezité nanocastice maji obrovskou perspektivu v medicing. Jejich vyuziti jiz
nyni vidime v oblasti nadorové 1é¢by, dale v transportu 1éCiv na presné dané misto,
regenerativni medicing, kontrastnich latek pro MRI apod. Neprobadanou oblasti stale
zustava presny osud nanocastic uvnitf bunky, jejich pranik do vnitinich organel a s tim
spojena destrukce nékterych casti (napf. nebezpeCi rozpadu mitochondrii nebo
komplext DNA v jadre).

Tato prace se zaméfuje na teoreticky rozbor a piipravu praktického experimentu
pro detekci zelezitych nanocéstic v buiice a vnitinich organelach pomoci konfokalniho
mikroskopu umisténém na ustavu biomedicinského inzenyrstvi FEKT VUT Brno.
Z divodu slozitosti snimani pfi tvofeni obrazu burtiky je v této praci teoreticky popsana
funkce konfokalniho mikroskopu. Pro pouziti s konfokalnim mikroskopem jsou vyuzity
specialni, experimentalni fluoreskujici nanocéstice vytvorené na spolupracujici UP
Olomouc. Tyto nanocastice nejsou komercné dostupné a proto bylo potieba zjistit jejich
fluorescencni vlastnosti. Zkouma se zachytavani nanocastic builkou, procentualni
vyjadreni lokalizace v jednotlivych organelach a pfipadna toxicita. Pro tyto ucely
pouzivame mezenchymalni kmenové buiiky izolované ve spolupraci s farmakologickym

ustavem MU Bmo.

Jako prvni bylo potieba provést rozsahlou literarni resersi a zjistit jakym zptisobem
se fluorescencné znaci jednotlivé organely a nanocéstice a jak nastavit konfokalni
mikroskop pro jejich detekci. Zelezita nanoGastice ma specifické magnetické vlastnosti,
které se wvyuzivaji naptf. pro medicinské aplikace a mohou ovliviiovat jejich
fluorescen¢ni znaceni, a proto jsou v této praci teoreticky popsany. Déle bylo potfeba
zjistit jak se nanocastice v burikach chovaji a ujasnit si postup pro jejich kolokalizaci
s organelami. Pro ujisténi, ze vysledky maji objektivni hodnotu, provadime nékolik
desitek pozorovani, aby se dalo jednoznacné fict, jak se nanocastice v burikach chovaji.

Zjednodusene¢ se tedy da fici, Ze je sledovano chovani nanocastic in vifro na pozadi
intracelularnich bunéCnych organel. V praktické casti jsou shrnuty vysledky
z mikroskopického pozorovani vnitinich bunéénych struktur a nanocastic do statistiky,
je vytvoren program pro automatickou detekci nanocastic v jednotlivych organelach a
pro ciselné vyhodnoceni.



1 ZELEZITE NANOCASTICE

Pokud se podivame blize na termin nanocCastice, zjistime, ze neexistuje jednotna
definice tohoto slova. V nékterych zdrojich narazime na urceni velikosti nanoc¢astice od
1 do 10 nm a v nékterych narazime na definici od 1 do 1000 nm. Navic se Casto
setkavame s dalSim dé€lenim nanocastic a to podle typu, povaze materidlu, moznosti
pouziti apod. Casto se taky miizeme setkat s tim, Ze pokud autor nevi, jestli dana &astice
je vylozené nanocastici, tak pouzije terminy jako je: jemna, resp. ultrajemna Castice,
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, pfiCemz u nanocastic s rozmery pies 50

nm se hledané unikatni vlastnosti uz vytraci. [1]

Zelezité nanoCastice jsou Castice 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 treti
typ se v medicinskych aplikacich pouziva nejvice, zejména kvuli 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 ruzné
velikosti sefazené od leva: 9, 11 a 19 nm. Prevzato z [1]



1.1 Charakteristika SPIO nanocastic

Prestoze zname spoustu oxidd zeleza a spoustu hydroxidi zeleza, v praxi vyuzivame
pouze dva typy SPIO nanocastic a to jsou: maghemit - y-Fe,O; a magnetit Fe;0,4. Obé
tyto latky maji velice dulezité vlastnosti, jedna se o superparamagnetismus a

jednodoménovost. [4]

1.1.1 Magnetické vlastnosti SPI1O nanocastic

Vsechny existujici latky vykazuji urcité magnetické vlastnosti. Rozd€lujeme tii hlavni
skupiny latek podle magnetickych vlastnosti: diamagnetismus — jedna se o latky se
zapornou magnetickou susceptibilitou, paramagnetismus — latky s magnetickou
susceptibilitou mezi O a 1 a ferromagnetismus, kde mag. susceptibilita je vét§i nez
jedna. [5]

Magneticka susceptibilita se da vyjadrit vztahem (1):

Am = ﬁ (D

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

[5]

Mezi latky diamagnetické tfadime hlavné nekovy, organické latky nebo napf.
plazmu. Tyto latky zeslabuji vnéj$i magnetické pole, protoze diky parovanym
elektronim vykazuji trvaly, nulovy magneticky moment. Paramagnetické latky
vykazuji magnetismus v okoli vn&j§iho mag. pole, jsou tedy timto polem pfiitahovany.
V nepiitomnosti vnéj§iho mag. pole maji magnetické momenty ndhodné orientované a
vysledny mag. moment je tedy nulovy. Pfi kontaktu svnéjSim 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. Vnéjsi magnetické pole
je tedy pfi paramagnetismu slabé zesilovano. Prikladem paramagnetické latky je hlinik,
vapnik sodik apod. Pfi ferromagnetismu je také bez ptitomnosti vn€jsiho mag. pole
natoc¢eni mag. momentd nahodné, nicméné tyto latky obsahuji tzv. magnetické domény
a znacné zesiluji vnéjsi mag. pole. Navic pii odpojeni od vnéjSiho mag. pole, zistava
latka CasteCn€é zmagnetizovana. Ferromagnetické latky tedy mohou vykazovat tzv.
spontanni magnetizaci, zalezi na intenzit€¢ vnéj§iho mag. pole a teplote. 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 nelinearni chovani a hysterezi (ferrimagnetické latky nevykazuji
znaky Curie-Weissova zakona nad Curieovou teplotou prechodu). Priklady
ferromagnetickych latek jsou Zzelezo, kobalt a nikl. Mezi ferrity fadime slouceniny
Fe,0s a dalsi latky napt. BaO nebo SrO. [5], [6]

1.1.2 Superparamagnetismus

Pfi zmensSovani velikosti zelezité ¢astice do nano rozméru se klasické ferromagnetické
vlastnosti zeleza velice pozoruhodn€ méni a vznika tzv. superparamagnetismus. Timto
radikalnim snizenim velikosti dochazi ke kvantovému omezeni pohybu elektront,
zvySeni poCtu atomud na povrchu nanocastice a rozpadu krystalové symetrie na povrchu
nanocastice. Toto prostorové ,nahusténi“ dale vede k zeslabeni vyménnych interakci

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

Velmi dilezité zmeény nastavaji s anizotropni energii, ktera urCuje tzv.
magnetickou energii, vytvaii magnetické osy a tim urCuje usporadanost mag. materialu.
U bézného zeleza je anizotropni energie dostateCna 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 znamena, ze energie teplotnich fluktuaci muze
samovolné pieklopit smér magnetizace zjednoho sméru do druhého a naopak, bez
pfitomnosti vnéjsiho mag. pole. Primérny cas, mezi jednotlivymi zménami téchto
smeéru urcuje tzv. relaxacni cas: [6], [7], [8]

AE
T="Tp eXp(kB_T (2)

1) - ¢asova 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 uspotradany do magnetickych domén,
tzv. Weissovych domén. V téchto doménach maji vSechny atomy své mag. momenty
shodné orientovany, nicméné domény jako takové jsou orientovany razn€, coz souvisi
se zakonem zachovani energie. Pii tvofeni SPIO nanocastic se rozméry zelezité Castice

tak rapidn€ snizuji, ze jiz neni energeticky vyhodné tvofit vice domén, ale mag.



nanocastice zustavaji v jednodoménové podobé€. [5], [6]

Vsechny atomy SPIO nanocastice tedy maji v jedné doméné stejny smer
magnetickych moment a tim, ze jsou atomy blizko sebe tak jejich magnetické
momenty spolu ,kooperuji“ a tim utvafi obrovsky magneticky moment SPIO
nanocastice jako celku. Vysledny mag. moment se pohybuje tfadové v tisicich az
desetitisicich Bohrovych magnetona' a diky tomu se SPIO nanodastice vyuzivaji jako
kontrastni latka pti NMR. [6]

1.2 Struktura SPIO nanocastic

Zakladni struktura SPIO nanocastic sestava obvykle z jadra a polymerniho obalu, na
kterém mohou byt navazany dalsi latky, zalezi na konkrétnim vyuziti. Jadro je slozeno
z oxidu Zzelezitého nebo zeleznatého, jehoz velikost ovliviiuje magnetické vlastnosti
popsané vySe. Obal se pouziva jednak kviali hydrodynamickym vlastnostem SPIO
nanocastic, tzn. ,,aby mohly SPIO nanocastice volné plout v krvi na cilové misto™ a také
kvuli tomu aby se neshlukovaly a voln€ se rozpustily. Dale se na polymerni obal nékdy
pfidavaji ligandy — napf. 1é¢iva pro ,,magneticky* transport 1é¢iv na cilové misto. Obaly
mohou byt tvofeny umélymi polymery (napf. polyethylenglykol (PEG)), pfirodnimi
polymery (napf. dextran) nebo mastnymi kyselinami, jako je napf. kyselina palmitova.

[8], [10]

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

vazebné mista, pro navazani funkéni skupiny. [38]

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

_ 24
Uy = 9,274 x 10 4 T [9]



1.3  Vyuziti v mediciné

SPIO nanocastice maji mnoho vyuziti jak pii aplikaci in vitro, tak pfi aplikaci in vivo.
Zakladni myslenkou té€chto aplikaci je vyuziti magnetickych vlastnosti SPIO nanocastic
a vyuziti moznosti vazat na obal biologicky aktivni latky.

V in vitro aplikacich se nej¢astéji potiebuji oddélit urcité, nécim specifické buriky
ze vzorku mnoha bunék. Takovému postupu se fika magnetickd separace. Provede se
navazani urcitého antigenu na obal SPIO nanocéstice a suspenze téchto nanocastic se
sttikne do vzorku bunék. Antigen SPIO nanocastice se navaze na specifickou protilatku
napt. nadorovych bunék. Poté se vyuzije magnetické pole, které oddéli SPIO
nanocastice s navazanymi rakovinovymi buiikami mimo vzorek. Podobné se daji ve
vzorku znacit specifické buriky nebo patogeny a néasledné hledat jejich umisténi na MRI

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

In vivo aplikace jsou znaméjsi. Jedna se o transport 1éCiv, kontrastni znaceni pro
MRI nebo hypertermické niceni nadorovych bunék. Transport 1éCiv je vynikajici
alternativa pro pouziti chemoterapie naddorového onemocnéni. Pfi chemoterapii, ktera se
nejcastéji provadi intravenozné, se 1€k v krvi dostane do vSech bunék v téle a na tyto
bulky ma toxické ucinky. Proto se pouzivad biokompatibilni SPIO nanocéstice
s navazanym cytotoxickym lékem, tzv. ferrofluid. Tyto SPIO nanocastice se do mista
nadoru cilené¢ vedou magnetickym polem svelkym gradientem a zde se rlznymi
zpusoby (zména teploty, pH, osmolality nebo enzymaticky apod.) uvolni 1écivo ze SPIO
nanocastice. [4], [8], [11]

Hypertermické ni¢eni nadorovych bunék je v soucasné dobé ve fazi klinickych
testd. [8] Doprava buné€k na cilové misto probiha stejn€ jako u predchozich metod —
pomoci vysoce gradientniho mag. pole. Jakmile jsou SPIO nanocastice dopraveny do
mista nadoru, provadi se ni¢eni nadoru pomoci teploty. Bylo zjisténo, ze pro niCeni
nadorovych bun¢k bude dostacujici teplota 42 °C s Casem zahfivani 30 min. Principem
generace tepla je vyuziti vnéj§iho, silného, stfidavého magnetického pole o urcité
intenzité a frekvenci nebo laserového zareni. Teplo se po aplikaci laseru generuje na
zakladé absorpce elektromagnetického zafeni, ¢imz 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. Kvili odporu Zelezitych nanocastic se v nich u vyssich proudt generuje
teplo. Mensi Cast tepla se v nanocasticich generuje v dusledku hystereznich ztrat.
Pouzita frekvence a amplituda magnetického pole se pohybuje v rozmezi £ = 0.05 — 1,2
MHz a H = 0 — 15 kAm™' podle konkrétniho nadoru. V sou¢asné dob& se hleda



optimalni pomér mezi vykonem aplikovaného magnetického pole a koncentraci
vstiikovanych nanocastic. [4], [11]

Obrazek 3: Multifunkéni vyuziti magnetickych nanocastic. DDS - drug delivery system -
kontrolovany prenos 1é¢iv. Diagnosticky prostiedek - MRI kontrastni latka. Terapie - 1éCeni
nadoru teplem. Prevzato z [39]



2  KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Konfokalni mikroskop (KM) je specialni druh svételného mikroskopu. V klasickém
svételném mikroskopu projde bézné, polychromatické, viditelné svétlo z lampy pres
vzorek a objektiv do okularu. Vysledkem je zvétSeny obraz, ktery reprezentuje
transmitanci proslého svétla. KM vyuziva jako zdroj svétla laser a na zaklade
fluorescen¢niho jevu, snima po fadcich emitované svétlo ze vzorku. Diky tomu, ze
muzeme tyto optické fezy posunovat i v rovin€ Z (rovina hloubky obrazu), tak nam
nevadi pozorovat 1 tlust§i vzorky, se kterymi mél klasicky mikroskop problém. KM
nema tak velkou rozliSovaci schopnost jako elektronovy mikroskop, ale mé ji mnohem
vys$si nez klasicky opticky, resp. fluorescencni mikroskop. Da se tedy fici, Ze v historii
mikroskopii je KM meziclanek mezi optickou a elektronovou mikroskopii, presto

dokéze vétsinou KM snimat funkéni bunééné struktury 1épe a prehledné;ji.

2.1 Stavba

Objev konfokalniho mikroskopu datujeme na rok 1957 panu Marvinu Minskému. Ve
své dobé nenaSel vhodny zdroj svétla, a proto se stvofeni prvniho funkéniho KM
piisuzuje dvou Cechim: M. Petrafiovi a M. Hadravskému, kteii ho vymysleli v roce
1967 na LF v Plzni. Jejich pfistroj je jednim ze dvou zakladnich druht KM a to
konkrétné tandemovy skenovaci (konfokalni) mikroskop (TSM). Druhym, moderné&j§im
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 ur€ité vinové délce. To dale prochazi
tzv. Nipkowovym kotoucem” a dichroickym zrcadlem, a dopada pres objektiv na
vzorek. Zde se provede excitace na vyssi energeticky stav a nové emitované fotony se
odrazi ptes dichroické zrcadlo na Cocku a zni na fotonasobiC. 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 ¢ase skenovany po bodech. [14]

2 Deska kruhového tvaru, ktera obsahuje n¢kolik desitek az stovek tisic miniaturnich dér
uspofadanych do Archimédova kotouce. Tento disk rotuje velkou rychlosti a tim se z emitovanc¢ho svétla
berou pouze urcité body. [14]



Vyhoda TSM oproti LSKM je v rychlosti. Pokud potfebujeme snimat kratkodobé,
velmi rychlé d&je v burikach, je vhodnéjsi pouzit TSM. [14]

Yokogawa Spinning Disk Unit Optical Configuration

Shaped and Collimated —

Laser lllumination Monochrome

CCD Camera

Microlens
Array

Lens
Disc

Dichromatic Lens

Pinhole Beamsplitter

(Nipkow)
I?Isr.: Psigﬁlglle Excitation
an
i Emission
Light

Objective —
} . ~ . tr’

Figure 8 Specimen

Obrazek 4: Tandemovy konfokalni mikroskop. Je vidét dva konjugované Nipkowovy kotouce.
Pievzato z [14]

2.1.2 Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop

Podobné jako u TSM se bodovy laserovy paprsek dostava pres 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 okularu (fotonasobice).
Rastrovani bod po bodu je zajistovano: pohybem podlozky, pohybem zdroje laseru,
pohybem zrcadla nebo jejich kombinaci. Software potom piifazuje ke kazdé soufadnici

urcitého bodu jejich hodnotu amplitudy jasu a propoji body do obrazu. [12], [13]
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2.2 Fluorescence

Zakladni vlastnosti KM pro biologické ucely je fluorescen¢ni jev. Fluorescence je
spolecn¢ s fosforescenci typ luminiscence (konkrétné fotoluminiscence). Luminiscence
je jev, pit kterém maji urcité chemické latky schopnost samovolné vyzafovat fotony
svétla nad jejich tepelnym vyzafovanim. Témto specialni chemickym latkam fikame
luminofory (resp. fluorofory). Aby ktomuto jevu doslo, musime vybudit atomy
luminoforu ze svého zakladniho energetického stavu do stavu excitovaného. Elektrony
se pak nasledné samovolné vraci zpét do svych ptivodnich hladin a pfebytecnou energii
vyzaii ve formé fotoni. Nové tzv. emisni svétlo ma vzdy vétsi vinovou délku, nez
puvodni (excitacni) svétlo. Tomuto posunu vinové délky se fika Stokesiiv posun a je
zapii¢inén ztratami energie, pii prechazeni elektroni mezi excitacni a emisni hladinou.
Luminiscenci rozdélujeme, podle typu excitaCniho zéafeni. Nejznaméjsi je praveé
fotoluminiscence (kam patfi fluorescence a fosforescence), kde je zdrojem excitacniho
zateni foton svétla. Existuji dalsi druhy: elektroluminiscence (zdrojem exc. zafeni je

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

Rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci je v typu energetického prechodu. Pii
Fluorescenci nastava excitace spontannimi piechody. U fosforescence se pfi excitaci
uplatiiuje tzv. metastabilni hladina, ktera zapficini prodlouzeni emise. Z praktické

10



stranky je fluorescence velmi rychly déj, kdy se doba emise po vypnuti zdroje pohybuje
fadové v nanosekundach (10 s). Fosforescence je naopak dé s del§im trvanim emise.
[15]
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Pievzato z [40]

2.3  Fluorescencni barviva — fluorofory

Jak jiz bylo feCeno, fluorofory jsou latky, které maji schopnost fluorescence. Délime je
do dvou zakladnich tfid: vnitfni a vnéjsi. Vnitini fluorofory jsou ty, které se vyskytuji
v organizmu (resp. builkach) pfirozené¢ a tikdme, ze se jedna o vlastni fluorescenci.
Vnitini fluorescence je pozorovana prevazné u fytoplanktonu (pigmenty fas a sinic),
vlastni fluorescenci vykazuje také zeleny fluorescenéni protein (z anglictiny GFP), ktery
se ziskava z bioluminiscen¢nich medaz Aequorea victoria. U biosenzori se pracuje

s vlastni fluorescenci nékterych enzymovych kofaktort, jako je napt. NADH apod. [15]

U konfokalni a fluorescencni mikroskopie se uplatiiuji pfedevsim vnéjsi fluorofory
a vznika jev zvany nevlastni fluorescence. Rozd€lujeme je podle toho, jak se vazi ke
vzorku. Dle Ceské literatury [16] se nevlastni fluorescence rozdeluje podle typu vazby
fluoroforu na vzorek. Pokud se vaze kovalentn€, nazyvame je fluorescencni znacky a
pokud se fluorfor vaze nekovalentné, nazyvame jej fluorescencni sonda. U kovalentnich
se reaktivni skupina fluoroforu spojuje s aminovym, sulthydrolovym nebo histidinovym
postrannim  fetézcem  proteinu. Fluorescenéni znacky se vyuzivaji pro
imunofluorescenéni metody. Casto se vyuziva specifickych interakci antigen/protilatka

a proto toto pouziti se vyuziva napf. spojeni avidin-biotin nebo protilatka-hapten. Jako
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protilatka/antigen poslouzi latka, kterou hledame (protein, lé¢ivo, polynukleotid,
polysacharid, receptor). Tento analyt oznaCime biotinem nebo haptenem a pied aplikaci
fluorescen¢niho mikroskopu pfivedeme fluorescencné znaceny avidin nebo protilatku
k haptenu. Tim se nam fluorescencni znacka ,,rozsviti“ jen v mistech kde se protilatka
navazala na antigen, resp. jen v mistech kde je naS hledany analyt. Pro
imunofluorescencni znackovani se nejznaméj§i fluorescen¢ni znaCky jmenuji
fluoresceinizothiokynat (FITC) a tetrametylrhodaminizothiokyanat (TRITC). [15], [16]

Fluorescencni sondy se vyuzivaji napt. pro fluorescencni znaCeni membran. Tyto
membranova barviva se vazou na nepolarni uhlovodikové fetézce (zbytky mastnych
kyselin). Jako piiklad téchto membranovych fluorescenc¢nich sond mizeme uvést:
mastnéd kyselina cis-parinaric, fluorescenéné znacené flosfolipidy, sfingolipidy apod.
Dale se pro znafeni 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 fluorescencnich sond je znaCeni nukleovych kyselin. Pfikladem téchto sond
muzou byt: akridinova oranz, ethidium bromid, propidium jodid, Hoechst 33342, 4'6-
diamidino-2-fenylindol dihydrochloride (DAPI) apod. Fluorescencni sondy se pouzivaji
také pro fluorescenc¢ni spektroskopii. [15], [16]

Tato kapitola je pouze vybér par typa fluorofort, pospanim vSech by byl znaéné
prekrocen rozsah této prace.

2.4  Rozdil mezi svételnym a fluorescen¢nim 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 okularu, kde pozorujeme konecny, zvétSeny
obraz (okular funguje podobné jako lupa). Celkové zvétSeni je dano soucinem zvétSeni
objektivu a okularu. Velice dulezita je rozliSovaci schopnost objektivu, protoze limituje
minimalni vzdalenost dvou rozlisitelnych bodi a okular pouze zvétSuje rozmér obrazu
podobné jako lupa, ale nezlepSuje jeho detaily. Pouzivame vétSinou neménné okulary se
zveétSenim 20-25. Minimalni vzdalenost dvou rozliSitelnych bodi neboli rozliSovaci

schopnost mikroskopu R se pocita podle: [17]

0,61.4
R =

N )

12



0,61 — opticka konstanta pouzivana pro mikroskopy
A - vlnova délka pouzitého svétla
NA = numerické apertura objektivu
NA = n.sina (4)
n index lomu prostredi pred objektivem

a polovina otvorového uhlu kuzele paprska, které mohou vstoupit do objektivu

2.4.2 Fluorescenc¢ni mikroskop

Fluorescencni mikroskop (FM) je vhodny pro pozorovani funkénich €asti butiky pomoci
specialnich specifickych fluoroford. Pokud bychom svételnym mikroskopem chtéli
pozorovat napi. pruhledné bunky tak bychom nevidéli skoro zadné detaily a tézko
bychom rozlisili bunééné struktury. Pfi pouziti specifickych barviv napft. kalceinu,

vidime ve fluorescencnim 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 typu jsou zasadni dveé soucastky — excitacni a bariérovy filtr. Excitacni
filtr slouzi k tomu, aby se z polychromatického vstupniho svétla vybrala jen vlnova
délka, které odpovida excitaci pouzitého fluorofu. Po excitaci je opét rovnéz velice
dulezité, aby se k detektoru dostalo jen to emitované svétlo, které je pro pouzity
fluorofor specifické. Tim zajistime, ze vysledny obraz bude slozen jen ztéch Casti
bunky, na které se navazal fluorofor. [18], [19]

U TFM se pouziva specidlni zastinovy kondenzor, ktery ptfivadi zdroj svétla na
vzorek z boku, coz zpusobi, Ze se excitacni svétlo nedostane do objektivu. Do objektivu

se dostane pouze emitované fluorescencni svétlo a neni potfeba pouziti dichroického
zrcadla. [18], [19]

Mnohem znaméj§i 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 nasledné do bariérového filtru, kterym projde jen to zareni, které

potfebujeme najit. Cesta emitovaného svétla kon¢i v detektoru. [18], [19]
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Obrazek 7: Princip epifluorescenéniho mikroskopu. Je zde patrna uloha vsech dulezitych casti.
[18]

2.5 Rozdil mezi fluorescené¢nim a konfokalnim

mikroskopem

Prvni je potieba fict, ze KM muze fungovat ve dvou zakladnich modech: epi -
ilumina&ni reflexe’ a fluorescence. U klasického konven&niho FM dochazi k mnoha
problémum, které fesi pravé KM. Ziejmé nejvetsi problém nastava, kdyz se
fluorescence emituje ze vzorku z nekolika rovin souc¢asné. Obrazy téchto rovin dopadaji
na detektor soucasné a vysledkem je rozmazani obrazu. KM dokaze provést skenovani
vzorku po jednotlivych bodech. Snimame body vzdy patfici do jedné roviny a obraz tak
neobsahuje parazitni svétlo z vyssich a niz§ich rovin. Obraz je tak daleko Cist&jsi nez

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

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

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

’ epi - iluminadni reflexe pracuje na principu skenovani odrazeného svétla od vzorku, misto

dichroického zrcadla obsahuje d€li¢ svazku a neobsahuje bariérovy filtr. Pro jednoduchost se tato prace
bude zabyvat jen fluorescenénim médem. [18]
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nastavit vinovou délku excitaéniho paprsku. K detekovani emitované fluorescence staci
u FM pouhé oko, pfipadné kamera. Pfi pouziti KM je tfeba zajistit idealné soustavu
fotonasobicu, kde kazdy bude uzptusoben ke snimani urCité emitované vinové délky.
Posouvanim fokusované roviny se vSem nasnimanym bodim piidé€li jejich souradnice a
pomoci softwarového zpracovani se vytvori 3D rekonstrukce vzorku. Kazda barva,
kterd ve vzorku reprezentuje jednotlivé fluorofory se ve vysledném obrazu zabarvila
pomoci softwaru pseudobarvou, protoze fotonasobiCe meéfi pouze intenzitu pfijatého
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 uren minimalni vzdalenosti dvou rozliSitelnych
boda, cili difrakéni mezi. Laserovy paprsek je hned u zdroje filtrovan zrcadlovou
bodovou clonkou na jednotlivé velmi uzké svazky. Poté mizeme excitacnim filtrem
vyfiltrovat jen ur€ité vinové délky laseru, které budou smeétovat na dichroické zrcadlo,
kde se odrazi na objektiv a nasledné na vzorek. Objektiv tyto paprsky zaostii do jedné
optické roviny a okamzité se vysle emitované svétlo. Emitované svétlo prochazi ze
vzorku na objektiv, nasledné pies 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 zjinych rovin, nez téch,
které jsou konfokalni, se na druhé zrcadlové clonce zastavi a neprojde k bariérovému

filtru a nasledné k fotonasobici. [20]

Aby byl vytvoren celistvy 3D obraz, musi se laserem projit zvolena ¢ast vzorku,
bod po bodu. Této technice se nekdy fika rastrovani (laser prochéazi vzorek po tadcich).
Metody rastrovani jsou zalozeny bud’ na pohybu preparatu a fixniho laseru, nebo
rozmitanim laseru pii fixnim preparatu, piipadn& jejich kombinace. Uplné jina a
rychlejsi varianta je vyuziti Nipkowova disku. Pfi posouvani rovin v ose z, se vyuziva
vertikalniho posunu vzorku pod objektivem nebo vertikalnim posunovanim objektivu.
K vertikalnim posuvim se vyuziva krokového motorku a u béznych snimkt se nasnima
nekolik desitek az stovek rovin. Veskeré nastaveni bodovych clonek, excita¢nich a
bariérovych filtri, 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 sledovani aktivity SPIO nanocastic se vyuzil konfokalni mikroskop ve

fluorescenénim modu znacky Leica, s pfesnym oznacenim: Leica TCS SP8 X.

Tento KM je vybaven nékolika druhy vstupnich lasert, 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 muze uzivatel vybrat sam, nebo jej doporuci
software podle potfebného excitaéné emisniho spektra. Pfistroj dale umoziiuje méfeni
v modu STED a FLIM. Pro zajisténi stabilniho, ostrého obrazu je pfistroj polozen na
antivibraénim stolu. Je moznost nastavit inkubacni atmosféru pro vzorky, coz se
vyuziva pro vytvoreni pfirozeného prostiedi bun€k. Nastavuje se zejména teplota a
vlhkost. [21]

Spektrum pouzitého svétla 1ze ménit po 1 nm vintervalu 470 — 670 nm.

Maximalni rozli$eni obrazu z jedné roviny je 8192 x 8192 pixelt. [21]

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

Pii sledovani organel ve fluorescencnim, resp. konfokalnim mikroskopu, je velice
dulezité oznacit kazdou organelu jinou barvou, abychom je mohli od sebe rozlisit. Pro
potieby této prace je velice dulezité fluorescenéné oznacit lysozomy a také

mitochondrie.

3.1  Fluorescen¢ni znaceni lysozomii

Pfi méfteni této prace je pii aplikaci SPIO nanocastic potieba obarvit lysozomy, aby se

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

Pro sledovani lysozomu se vyuziva jejich specialni vlastnost - kyselé prostiedi.
Zjednodusen¢ se da predstavit, obalenou chem. latku, ktera prostoupi pfes bunécnou
membranu do bunky, pohlti ji lysozom a tam se diky pusobeni kyselého pH vytvari
fluorescence. Potfebujeme proto latku, ktera ma specifickou schopnost vazat 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 né&jaky fluorofor. Fluorofor se k DAMP vaze pres anti - DNP protilatky
(anti-barvivo a anti-haptenové protilatky). Presny mechanizmus vychytavani tohoto
lysozomalniho fluoroforu neni znam, ale zfejmé to souvisi s protonizaci slab& bazického
amidu. Jelikoz se vlastné do lysozomu pridava lehce zasadita latka, muze dojit ke
zvySeni pH lysozomu, coz by mohlo vést k patologickym stavim buriky a proto se
doporucuje barvit buriku jen chvili pfed méfenim (max 5 min.) a pouzivat nizké
koncentrace (50 nM). [31]

3.1.1 LysoTracker® Green DND-26

Pro fluorescencni barveni lysozoma se muze pouzit barvivo Lysolracker® Green
DND-26 (vyrobce Invitrogen — Molecular Probes;, USA). Jeho emisni spektrum ma
vrchol v 504 nm a emise dosahuje vrcholu v 511nm. Navazani 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 n¢j mensi pravdépodobnost zhaseni (quenchingu), déle je
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fotostabiln€jsi a dokazeme z néj dostat vice fotont nez se barvivo ,,vyzaii“. Dulezita
vlastnost Oregonu green 514 je niz§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: Excitacni a emisni spektrum fluoroforu LysoTracker Green DND-26. Excitace je
naznaCena pieruSované a emise pln¢. V obrazku je také naznaCen excitaéni a emisni filtr a
zapocitan rozdil intenzity kvuli ztratam laseru. Stokestv posun je cca 7 nm. Vygenerovano pies
generator fluorescenénich spekter [42]

3.1.2 Cell Navigator™ Lysosome Staining Kit

Dalsi moznosti je pouziti barviva Cell Navigator™ [ysosome 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 zustat v zivych burikach déle nez tyden, s velmi minimalni toxicitou bunék,
zatimco barvy LysoTracker mohou byt pouzity pouze po dobu nékolika hodin. Barviva
LysoBrite ™ jsou opravitelna, a mohou prezit n€kolik generaci bunécného déleni.
Navic jsou barviva LysoBrite ™ mnohem fotostabilni nez barviva LysoTracker. [34]

Plvod téchto lepsich vlastnosti nicméné vyrobce neuvadi.

3.2  Fluorescen¢ni znaceni mitochondrii
Zadny zdroj doposud neuvadi agresivni pronikani SPIO do mitochondrii. Nicméné je

vzdy mozné, ze néjaka mala Cast se do nich dostane a proto je pro ucel této prace

znacime také.
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3.2.1 Mitochondrie

Mitochondrie je dvou membranova bunécéna organela, vétSinou valcovitého az
kulovitého tvaru. Rozméry mitochondrii se pohybuji kolem 0,5 - 20 um s Sitkou do 5
um. Vnitfni membrana je nejCastéji zvinéna v Gtvary zvané kristy a obklopuje vnitini
matrix. Kristy mnohonasobné zvétsuji plochu vnitini membrany, coz je dulezité pro
dynamickou vlastnost mitochondridlniho metabolizmu. Kristy jsou selektivné
polopropustné, kvili transportnim proteinim a pumpam. Zakladem vnitini membrany je
samoziejmé lipidova dvojvrstva. Funkéni vlastnost mitochondrii udava piitomnost
multienzymnovych komplexti dychaciho fetézce a ATP-syntazy. Jako jedina organela,
krome bunécného jadra, obsahuje své vlastni mitochondrialni DNA. [35]

Hlavni funkci mitochondrii je vyroba energie. Ta probiha na zéklad¢ citratového
cyklu, coz je systém reakci slouzici k oxidaci zivin, ktery néasledné€ navazuje na dalsi
oxidaci, znamou jako dychaci fetézec. Pfi té€chto oxidacich se uvolfiuji elektrony, které
se zachytavaji v makroergické slou¢eniné ATP. ATP je univerzalni zdroj energie pro
celou buriku. [35]

3.2.2 Barveni mitochondrii

Jednou z moznosti je pouziti BacMan technologie oznaCovanou jako Organelle
Lights™ barvivo. PouZije se rostouci baculovirus, do jehoz DNA se zakultivuje
fluorescencni protein, obsahujici ligand pro sledovanou organelu. Virus vstoupi
endocytozou do buriky a vpravi své DNA do jadra. DNA se transkribuje na RNA a v ni
dojde k translaci proteinti, mezi nimiz bude i fluorescencni protein, ktery poputuje do
mitochondrie. Jako fluorescenéni protein se zde pouziva prevazné zeleny fluorescencni
protein (GFP) nebo Cerveny fluorescencni protein (RFP). Tyto proteiny jsou pfipojeny
na ,navadéce” k bunééné organele. Pro mitochondrie se pouziva navadéci latky: hlavni
sekvence Ela pyruvat dehydrogenaza. Takto vyrobené fluorofory se nazyvaji CellLight
Mitochondria-GFP A CellLight Mitochondria-RFP. Na rozdil od béznych kationtovych
barviv (MitoTracker Red CMXRos, TMRE, rhodamine 123 apod.) neni barvivo na bazi
BacMan zavislé na pfenosu pies membranu, resp. neni zavislé na membranovém
potencialu. Na principu BacMan se daji znacit i vySe zminéné lysozomy, pomoci

navadéci latky LAMP (Lysosome-associated membrane proteins). [36]
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Obrazek 10: Schéma technologie BacMan. Do DNA viru se vloZi gen na tvorbu fluorescenéniho

proteinu a jako promotér je specialni ligand pro urcitou bunécnou organelu. [43]

Konvenéné pouzivané barviva obsahuji obecné thiol-reaktivni chloromethylové
skupiny, které maji schopnost se vazat k mitochondriim. Pfes bunécnou membranu se
dostava pasivni difuzi v submikromolarnich koncentracich. Intenzita fluorescence
téchto barviv je zavisla na gradientu membranového potencialu mitochondrii. Barvivo
se na této bazi se komercné vyrabi po znackou MitoTracker. Barviv Mitotracker je cela
fada, s riznym excita¢né emisnim spektrem. Zname napf. Orange, Red nebo Green. Pii
pouziti oranzového Mitotrackeru se vyuziva fluorescencni latky tetramethylrosamine.
Pokud pottebujeme Cervenou fluorescenci, vyuziva se latky X-rosamine. Redukované
formy tetramethylrosaminu maji dokonce schopnost fluoreskovat jedin€, pokud vstoupi
do dychaciho fetézce mitochondrii, kde jsou tyto barviva oxidovana do fluorescen¢niho
stavu a drzi se v mitochondriich. Tyto barviva nesou nazev MitoTracker Orange CM-
H2TMRos a MitoTracker Red CM-H2XRos. [36]

Jesté trochu jinak pracuje barvivo MitoTracker Green FM. Piednostné se
hromadi v mitochondriich jen urcitych typt bunék. Vyhodou je téméf nulova
fluorescence ve vodnych roztocich, fluorescence se objevi jen v pfitomnosti lipida
mitochondridlni membrany. Diky tomu se pii pouziti tohoto barviva da fluorescence

pozorovat hned po aplikaci barviva a mame jistotu, ze se objevi, jen kdyz barvivo
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vstoupi do mitochondrie. [36]
Da se samoziejmé pouzit daleko vice fluoroforti oznacenych pro mitochondrie.

Casto se také pouziva barveni mitochondrii pomoci Rhodaminu 123. Jedna se o
kationtové barvivo, které se do né€kolika minut navazuje na mitochondrie a na rozdil od
nékterych jinych barviv se nedostava do endoplazmatického retikula a neni pro buriku

toxické. [36]
Vsechny predchozi barviva vyrabi spole¢nost Invitrogen — Molecular Probes (USA)

Pro objektivnost je potfeba uvést, ze barviva podobna Mitotracker, vyrabi také napt
s oznaenim MitoLite™ nebo Cell Navigator™

firma AAT Bioquest, USA,
Mitochondrion Staining Kit. Vyrobce na svych strankach pise, ze se jedna o kationtové

barvivo, které je specifické pro mitochondrie pravdépodobné na zaklad¢ gradientu jejich
membranového potencialu. [37] Z divodu velmi podobnych emisnich spekter, bude

zfejme 1 podobné slozeni téchto barviv jako u prvné zminiovaného vyrobce.
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Obrazek 11: Spektrum fluoroforu MitoTracker Deep Red FM, ktery by mohl byt variantou pro
znadeni mitochondrii u této prace. Excitace ma vrchol v 644 nm a emise v 665 nm.

Vygenerovano z [42]
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4 METABOLISMUS NANOCASTIC
V BUNKACH A JEJICH ZNACENI

4.1 Fluorescencni znaceni SPIO nanocastic

Chemicka syntéza fluorescencné znaCenych SPIO nanocastic funguje na principu
ptidélani organického fluoroforu k obalené SPIO nanocastici. Doposud nebyla
prokdzana technika pfimé wvazby fluoroforu na cistou SPIO nanocastici bez
funkcionalizovaného povrchu (dextran, polyethyleneglycol (PEG), silica apod.) [23]
Dva hlavni organické fluorofory, které se pro tyto ucely pouzivaji, jsou fluorescein a
rhodamin. Tyto organické fluorofory se kovalentné navazou k latce zvané DMSA (m-
2,3 dimerkaptojantarova kyselina), kterda ma schopnost siln€ interagovat s povrchem
SPIO nanocastic. Vznikne SPIO nanocastice obalena smési DMSA a fluoroforu. Kvuli
obsahu DMSA kyseliny, obsahuje povrch SPIO nanocastic negativni povrchové naboje
a diky tomu se zabrani agregaci jednotlivych SPIO nanocastic v roztoku. Vysledkem
této syntézy je nestabilni koloidni roztok fluorescencné znacenych SPIO nanocastic.
[22]

Pii vyrobé téchto fluorescencnich SPIO castic je zapotiebi pfidat n€kolik riznych
chemickych latek a rizn€ upravovat pH roztoku. Pro znazornéni je pribéh téchto reakci

zobrazen nakresem:

0
1) EDC
NHCH2CH-$
2) cystamine > o 1) DMSA, ferrofluid
:N o N 2) TMAOH, pH9
2 3) HCI, pH7
o ¥
1) DMSA, pH7
o 9 9
2) KOH, pH11 O. » QO
> oM
3) pH4, ferrofluid HS co
4) TMAOH, pH9 ) 'S 0
g Q  5)HCl, pHT 20 Y
MeCO OCMe 3

Fluorescein diacetate 5-maleimide

Obrazek 12: Syntéza fluorescenéné znacenych SPIO nanocastic. Zakladem je vazba fluoroforu
Rhodamine nebo fluorescein kovalentn¢ k latce zvané DMSA.. [22]
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Dal$i moznosti zavedeni fluoroforu je pouziti SPIO nanocastic potazenych obalem
zvanym silica (oxid kfemicity). Jako fluorofor se pouziva fluorescein
isothiokyanat (FITC) nebo rhodamin B isothiokyanat, ktery je zaclenén do silikového
obalu. [23] Podobné se da vyuzit fluoroforu FITC zabudovanému do dextranu (také
obal).

Novinkou je zajimava metoda piimé vazby rhodaminu B isothiokyanatu na SPIO
nanocastici obohacenou o OH™ skupiny bez potteby SPIO polymerniho obalu. Vazba
funguje na principu opacného naboje — rhodamin ma kladny naboj a SPIO nanocastic
zaporny. Tato metoda fluorecencniho znaceni je pouzita pii konfokalni mikroskopii u
této prace. Na takto znaCenou SPIO ¢astici se mohou dale vazat dalsi biofunk¢ni latky
(napf. enzym gluk6zo oxidaza), prostfednictvim kovalentni vazby s isothiokyanatovou
skupinou rhodaminu. Diky tomu, ze takhle upravena nanocastice neobsahuje obal, ktery
muze velmi zeslabovat jeji magnetickou odezvu, hodi se vyborné pro lékaiské aplikace

(MRI kontrast, hypertermie tumoru apod.) [23]

4.2  Pouzité bunky

Z divodu perspektivy kmenovych bunék v regenerativni mediciné (napf. opravy
poskozenych chrupavek) se pfi této praci pouzily mezenchymalni kmenové burky
(MSC). SPIO nanocastice se aplikuji do MSC a nasledné se takto znacené MSC vpravi
do ,opravované“ cilové tkané (vétSinou pfes krevni obé¢h). Diky tomu, ze SPIO
nanocastice funguji jako vyborna kontrastni latka pro MRI, miizeme in vivo sledovat
polohu MCS v tkanich.

U této prace je také dualezité zjistit, kde presné se SPIO naléza v burice, zda se jeho

poloha v ¢ase méni a zda ma SPIO schopnost transportu z jedné butiky do druhé.

4.2.1 Lysozomy

Pti sledovani metabolismu SPIO nanocastic je kliCova role na bunécné organele zvané
lysozom. Jedna se o membranovou organelu, riznych tvart s primérem mezi 0,2 az 2
um. V membrané lysozomu je aktivni transportni ATPaza typu V, ktera funguje jako
protonova pumpa. Protonova pumpa piinasi do lysozomu protony a tim zpusobuje

v lysozomu kyselé prosttedi mezi 4,5 az 5 pH. [28]

Lysozom je v podstaté ,travici trakt buiky*. Primarni lysozom do sebe piijima
odumfelé organely, cizorodé Castice, bakterie apod. Lysozomy obsahuji asi 40 druhd

hydrolaz (enzymy na S§té€peni proteint, sacharidd, tukd apod.). Takové enzymy se
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spoustéji jen v kyselém prostredi (kvili zabezpeceni cytoplazmy). Tyto enzymy se tvofi
v Golgiho aparatu a jsou uzavieny do membrany, ¢imz se rodi primarni lysozom.
V momenté¢ kdy lysozom pifijme odumielou organelu nebo Castici, oznaCuje se jako
sekundarni lysozom. V sekundarnim lysozomu probihd rozklad wnitini molekuly
pomoci enzymu. Znovu vyuzitelné latky jdou s lysozomu zpét do buriky a nestravitelné
zbytky vytvori terminalni lysozom zvany autofagickd vakuola. Autofagicka vakuola

muze byt vyloucena z buriky nebo v burice zastava jako ,,odpadni latka“. [28]

V pfipadé, Zze burnika pfijala cizorodou castici endocytdézou (napt. SPIO
nanocastice), dochdzi prvni obaleni ¢astice endolytickym vackem. Nasledn€ se z n¢j
vytvoii endozom a endozomy pohlti specializovany primarmi lysozom zvany

fagolysozom. [28]

4.3 Metabolismus SPIO nanocastic v bunkach

4.3.1 Pronikani do bunky

Nanocastice se do bunky dostavaji nejcastéji endocytozou. Endocytéza mize probihat
vice zpusoby: nejznaméjsi je fagocytéoza — funguje na principu navazani antigend na
povrchu cizorodé ¢astice na membranové receptory a probiha jen u specialnich bunék
(napt. makrofag). Pinocytoza je ,,bunécné piti“ — nespecificky transport roztoku. Tietim
typem je receptorova endocytoza, kde je receptorem protein zvany klathrin.
Receptorova, klathrinova endocytoza je vysoce specificky transport a pii aplikaci SPIO
nanocastic se vyskytuje velmi Casto. Z toho plyne, ze na povrchu SPIO castice nékdy

byva navazan ligand ke klathrinu. [30]

4.3.2 Metabolismus

Pro pochopeni metabolismu Zeleza je velice dulezité znat dvé bilkoviny: transferin
a feritin. Transferin je bilkovina v krevni plazmé, ktera obsahuje bilkovinu apotransferin
a dva atomy zeleza. Transferin slouzi k transportu zZeleza z krve do bun¢k tkani. Feritin

je nitrobunééna bilkovina, do které se zelezo shromazduje ,,do zasoby*.

Pii aplikact SPIO nanocastic se zelezo navaze na transferin a pomoci
receptorové endocytozy se dostane dovniti buriky. Vznikne endozom, ve kterém je
nizka hodnota pH, ktera zpisobi disociaci zeleza od transferinu. Dale se Zelezita
nanoCastice muze spojit s primarnim lysozomem a nasledné se obvykle promeéni
v perinuklearni vacky (sekundarni lysozom, pfipadné autofagicka vakuola). Dalsi

moznosti degradace je transport Zeleza z endozomu do cytosolu bunky, vétSinou za
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pomoci malomolekularniho citratu, pfipadné isocitratu. V cytosolu buiky se zelezo

navaze na feritin a mize poslouzit napfi. jako zdroj zeleza pro tvorbu hemu. [24]

Pro pouziti SPIO nanocastice jako kontrastni latky pro MRI je potreba, aby
biodegradace v lysozomech trvala co nejdéle. Bylo zjisténo, ze komeréné vyrabéné
SPIO nanocastice (slouzici jako MRI kontrastni latka) pokryté dextranem s velikosti
120-180 nm maji velkou tendenci k rychlé biodegradaci v burikach. Zejména se
degraduji pomoci intercelularnich enzymu, kyselin a rychlym délenim bunék. Urcitym
feSenim je pouziti mensich SPIO, pokrytych tenkou vrstvou oxidu kiemicitého (silica),
kde se konecna velikost pohybuje kolem 8 nm. U téchto mensich SPION se miize pouzit
veétsi mnozstvi Castic a je zde vétsi pravdépodobnost jejich distribuce i po mnozeni
bunék. Pro dalsi zlepSeni transportu SPIO do bunék, se ke SPIO-SiO, piidala aminova
skupina (na zakladé elektrostatické reakce) a vysledkem je Fe;04@Si0,-NH,. Pokud je
potfeba mizou si na vrstvu SiO, pfidat monoklonalni protilatky nebo jiné, podobné
molekuly. Pfi aplikaci Fe;04@Si0O; nebo Fe;04@Si10,-NH; do butiky se pii pozorovani
v elektronovém mikroskopu, objevily nanocastice pouze v lysozomech. Nebyly
nalezeny v zadnych jinych organelach a nedoslo k apoptdze, nekroze, ¢i jinym
problematickym jevim. Pfi pfidani NH, pomocné skupiny bylo velmi zlepSené

pronikani SPION do lysozomu oproti obyCejnym SPION s SiO, obalem. [27]

V ¢lanku [29] se veénuji sledovani buiiky ve fluorescenénim mikroskopu po ptidani
SPIO nanocastic. Zjistili, ze aplikace SPION zpusobila vyraznou expresi proteinu
zvaného ferroportin. Ferroportin je trans membranovy protein, ktery slouzi k Cerpani
zeleza zbunék. Aktivita tohoto proteinu je dikazem zvySené koncentrace Zzeleza
v butikach po aplikaci SPIO nanocastic. Zaroven je to dukaz rozkladu SPIO -

obalového komplexu na ¢isté zelezo.

4.3.3 Toxicita SPIO

Podle clanku [24] se SPIO castice dostavaji do endozomu/lysozomi za 3 hodiny od
aplikace nanocastic a nékteré komplexy SPIO + polymerni obal se v endozomech (resp.
lysozomech) rozpousti vlivem snizené¢ho pH a nékteré ne. Autofi tohoto ¢lanku pouzili
SPIO nanocastice s polymerem poly-L-lysine (PLL). Pfi redukci komplexu SPIO-PLL
v endozomech/lysozomech se kvili kyselému pH objevilo nepatrné mnozstvi
kyslikovych radikald, které mohou byt pro buriku toxické.

Mnohé studie prokazaly snizenou zivotaschopnost bunék pfi prekroCeni
koncentrace 12,5 pg/ml roztoku SPIO nanocastic. Strasi ¢lanky napt. [24] uvadéji tuto
koncentraci na 50 pg/ml. Pii téchto vysSich koncentracich se také snizuje
chondrogeneze a osteogeneze fibroblastovych kmenovych buné€k a byly pozorovany
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zmeény bunécného markéru Oct-4 a markéru bunécného povrchu CD45. Piesny
mechanizmus téchto poskozeni neni znam, ziejmé se jedna o fentonovou reakci (druh
Haber-Weiss reakcti), pii které dvojmocné zelezo reaguje s peroxidem vodiku a vznikaji
problematické hydroxilové radikaly. [25]

Schifer ve svém clanku [26] upozoriiuje na snizenou schopnost migrace a snizenou
schopnost tvofit kolonie u kmenovych bunék po oznaceni SPIO nanocasticemi.
Nicméné presny mechanizmus téchto funkcnich disledkii vtomto clanku nebyl

objasnén.

5 TESTY FLUOROFORU

5.1  Test fluorescence lysozomi

Jako prvni bylo potieba zjistit, jak dobfe se daji v KM znacit lysozomy. Lysozomy jsou
bunécné organely, kde se uchovavaji malé cizorodé Ccastice, pravé tieba SPIO

nanocastice.

Pouzilo se mezenchymalni kmenové buriky umisténé v médiu. Aby se dalo buriky
pod KM pozorovat, prikaplo se 100 pul barviva snazvem CellNavigator-
LysozomeStainingKit, které je pfimo urcené pro pozorovani lysozomu. Toto barvivo ma
doporucenou excitacni vlnou délku laseru na 575 nm a emitovanou na 597 nm.
Z divodu potieby zjisténi, jak dlouho dokazou lysozomy vyzafovat emitované svétlo,
umistily se buiiky do rezimu dlouhodobého snimani — 50 hodin.

Ex/Em = 575/587 nm
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Obrazek 13: excita¢ni a emisni spektra barviva CellNavigator-LysozomeStainingKit red. [44]
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Potvrdilo se, ze barvivo pro znaeni lysozomu funguje dobie a spolehlive.
Buiiky prezily pod mikroskopem 25 hod, pficemz fluorescence lysozomu §la pozorovat
zhruba do 15. hodiny. Jelikoz nelze v dlouhodobém snimani pod KM ménit zaostfovani
v rovin€ Z, tak nastal problém s neostrosti obrazu v priabéhu ¢asu, z divodu pohybu
bunék v médiu. Tento nedostatek by se dal vyftesit fixaci bunék k podkladu, ale to se

nedélalo z ¢asovych davodu.

Obrazek 14: Cas pozorovani 0, jasn¢ zietelna fluorescence lysozomu na levé stran€, na prave

stran¢ je fluorescence v kombinaci s klasickym opt. mikroskopem

| .

oy

Obrazek 15: ¢as pozorovani 10 hodin, jasny ubytek fluorescenéniho barviva
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5.2 Test fluorescence mitochondrii

Dal§im kontrolnim krokem pfed pozorovanim nanocastic bylo zjistit, jak v KM
vypadaji mitochondrie. Mitochondrie jsou v podstaté metabolicka centra buiiky se svou
vlastni DNA. Pouzili jsme fluorofor cytopainter mitochondrial staining kit - green
Sfluorescence od firmy abcam.Vyrobce u tohoto barviva uvadi spektrum ex/em: 485 /525

nm.

Obrazek 16: Mitochondrie znacena pomoci cytopainter mitochondrial green. Vidime ukazkové

,retizky®, které tvori MSC burika v cytoplazmé kolem jadra.

5.3 Test fluorescence nanocastic

Vyroba zelezitych nanocastic probihala ve spolupraci s UP Olomouc. V UP Olomouc se
podarilo vyrobit tfi typy nanoc¢astic: QCD, FeNV-R, PEG. QCD jsou SPIO nanocastice
obalené vrstvou kvantovych teek* z uhliku, diky nimZ maji fluorescenéni aktivitu.
FeNV-R jsou SPIO castice s navazanou povrchovou vrstvou fluoroforu rhodamin (viz
kapitola 4.1) a PEG jsou kvantové tecky na bazi uhliku bez pfitomnosti zeleza. U SPIO
se pro kultivaci s butikami pouziva koncentrace 50 pg/ml (ovéfeno testovanim, Ze tato
koncentrace pfi 24. hodinové inkubaci jesté neni pro buiky toxicka). VSechny tyto typy

nanocastic jsou experimentalni a nedaji se bézné zakoupit.

* QD jsou polovodivé nanokrystaly o velikosti nékolika nanometri, existuji bud’ samostatné, nebo mohou
byt uspofadany do klastri. Asi nejcastéjsi je usporadani, kdy jeden typ polovodice vytvaii jadro QD
(core, napt. CdSe) a n€kolik vrstev atomii druhého typu polovodice vytvaii obal kolem tohoto jadra.
Vyhodné jsou jejich optické vlastnosti: Pti ozafeni piejdou jejich elektrony na vyssi energetickou hladinu
a po urCité¢ dob¢ dochazi k uvolnéni této energic ve form¢ fotontl, které maji delsi vinovou délku, nez
m¢la excitaCni energie. [45]
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Pfi pouziti experimentalnich, nekomeréné vyrabénych zelezitych nanocastic nastal
problém s neznalosti jejich excitatn€é / emisniho spektra. Jejich spektrum se nam
podarilo nalézt pomoci analyzy spekter, tzv. A-scanem piimo v Leica softwaru (Obrazek
16). Spektrum QCD je pomémé Siroké (excitani peak 510-520 nm a emisni peak 600
nm) a muze zasahovat napt. do fluorescencniho spektra pouzitého lysozomalniho
barviva cell navigator- lysozome staining kit, které ma excitacni vrchol v 575 nm a

emisi na 597 nm.

Podobné spektrum vykazuji FeNV-R nanocastice zna¢ené rhodaminem. Podatilo
se nalézt nejlepsi fluorescenci pii excitaci 570 nm a emisi pozorovat pii 600 — 700 nm. I
zde je nebezpeci prekryvu s Cervenym fluoroforem na lysozomy. Tato podezfeni na
prekryv se nasledné potvrdila a v dalSich kapitolach prace bude popsana i uprava téchto
ptvodnich spekter.

Spektrum uhlikovych nanocastic PEG jsme uspésné optimalizovali na hodnotu
500/550-600 nm. Tyto nanocastice jsme pouzili navic, jen pro zajimavost, tkolem bylo
predev§im zjistit jejich dynamiku pronikani do buriky a proto jsme je nelokalizovali

s bunécnymi organelami.
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Obrazek 17: : d-scan Zelezitych nanotecek (QCD). Vodorovna osa znaci emisi a svisla excitaci v
nm. Nejvétsi jas fluorescence ukazuje zluto-zelena barva pfiblizné uprostred grafu.
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Obrazek 18: Srovnani fluorescence tii typu pouzitych nanocastic. a-QCD, b-FeNV-R, c-PEG.
Rozdily jasu mohou byt zpusobené jinym nastavenim intenzity excitacnich laseri. Vidime, Ze
tvarem jsou si QCD a FeNV-R podobné. PEG maji v burice jiné usporadani.

5.3.1 Detekce PEG nanocastic v bunce

PEG nanocastice jsou experimentalné pfipravené kvantové tecky vyrobené na

uhlikovém zakladé. Jejich nejsilnéjsi excitacné / emisni spektrum jsme nalezli na 500 /
550-600 nm.

PEG nanocéstice mély v burikdich mnohem mensi jas fluorescence nez FeNV-R
nebo QCD nanocastice. PEG vytvareji slabé kulovité utvary, které pravdépodobné
signalizuji umisténi PEG v lysozomech. Tuto mySlenku jsme se nesnazili potvrdit

spole¢nym znaCenim pro lysozomy z ¢asovych davoda.
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Obrazek 19: Znaceni PEG nanocastic (Cervené) v bunce. Je vidét slaba fluorescence a
hromadéni PEG do kulovitych utvaru

6 KOLOKALIZACE NANOCASTIC A
ORGANEL

6.1 Kolokalizace QCD a lysozomi

Jak jiz bylo zminéno vySe, lysozomy jsou idealni bunécéna organela pro ukladani
nanocastic. Fyziologicky by si lysozom mél poradit s metabolickou cestou rozkladani
zelezitych nanocastic, mél by je pohltit a chranit tak dulezité funk¢ni Casti jako je jadro

nebo mitochondrie.

Provedlo se mnoho pozorovani, pii riznych nastavenich mikroskopu, nez jsme
nalezli optimalni feSeni. Jedno z prvnich pozorovani bylo pfi pouziti zelezitych QCD
sexc. / em. spektrem 520 / 570-600 nm s 24 hodinovou kultivaci a lysozomalnim
fluoroforem cell navigator- lysozome staining kit od firmy AAT Bioquest s exc. / em.
Spektrem 575 / 600-700 nm. Lysozomalni barvivo bylo v buiice kultivovano rovnéz 24

hodin, zkouseli jsme 1 variantu 3. denniho barveni, ale ta se neosved¢ila.
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Tabulka 1: Analyza nanocastic a lysozomu pomoci programu v Matlabu. Hodnoty jsou seéteny
(zpramérovany) pro vSechny roviny (viz kap. 2.6) a tim se vytvari objektivni hodnoceni celého

objemu buriky — aproximace rovin. Prah zvolen manualn¢.

obsah obrazku celkem 1024 pix”2
Obsah pm v oblasti 1.1371e+03 |
pocet pixelt vybrané oblasti 752335 pix
suma pixelu organel v oblasti 292045 pix
suma nanocasticovych pixeli v oblasti | 141713 pix
suma prekrytych pixela celkem 135111 pix
suma prekrytych pixelt v oblasti 130723 pix
praméma kolokalizace celkem 0.8590 %
praméma kolokalizace v oblasti 1.1584 %
pramémy obsah nanocastic v oblasti | 1.58 %
pramémy obsah organel v oblasti 2.79 %
prumérna saturace nanocastic 93.1003 %
prumémé zaplnéni organel 34.7108 %
pocet nanocastic v oblasti na u”2 124.6275 pix
pocet organel v oblasti na u*2 256.8349 pix
pocet kolokalizace v oblasti na p”2 114.9625 pix

Z tabulky 1 vyplyva, Ze necelych 90 % nanocastic bylo umisténo v lysozomech,

ale jen necela tfetina lysozomi byla obsazena nanocasticemi. Z tohoto faktu vyplyva, ze

jen velmi malo nanocastic bylo rozmisténo v cytoplazmé a existovalo je§té hodné

volnych lysozomu, ktera mohly Cerpat dalsi Castice. Vysledky patii pro nize uvedené

snimky.

Obrazek 20: a) Spojené ti vstupni kanaly (nanocastice Cervené, lysozomy zelené a priuchozi
svétlo) b) Graficka lokalizace prekryvu lysozomu a nanocastic. ¢) bile jsou zvyraznéné pixely
piekryvu na obrazku a). Je vidét tendence nanocastic obklopovat zelené lysozomy, prekryté

pixely tvofi kruhovité utvary. Rovina=1
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Obrazek 21: Ukazka zpracovani obrazkli v Leica softwaru. Jedna se o spojeni obrazka tii
vstupnich kanali a tprava vystupu pomoci prahovani. Je vidét podobny vysledek jako v
Matlabu.

6.1.1 Dalsi zkracené statistiky pro QCD a lysozomy

Tabulka 2: Ctyii rizné buiiky ve dvou riznych miskach. Jedna se o vybér analyzy QCD a
lysozomu v prostfedi Matlab. Volba prahu je manualni, podle tvaru struktur. Vybrana byla vzdy

jedna burika pomoci nastroje imfreehand a analyza probchla aproximaci vSech rovin buiky.

bunikal |bunka2 |bunka3 |bunka4 -

58.9545 111.0646 |36.4764 |34.2631 |35,18965

53.1048 [2.38 17.2065 |17.9593 |22.66265
pocet nanocastic v oblasti na u”2 (pix/u”2) 30.6670 ]9.89 59.9827 |18.6551 | 29,7987
pocet organel v oblasti na u2 (pix/u”2) 33.5516 [25.1890 |106.9796]33.7757 |49,87398
pocet kolokalizace v oblasti na u*2 (pix/u~2) |26.6131 [0.8596 ]24.5637 |6.33 14,5916

Je vidét, ze hodnoty zaplnéni organel a priniku nanoCastic jsou zvlast u druhé
buriky velmi rizné. Toto kolisani mize byt zptisobeno nevhodné zvolenym prahem (v
ptipadé zvoleni automatického prahu jsou hodnoty jesté horsi), nehomogenitou
intenzity fluorescence v jednotlivych rovinach, pfipadné pocitani s nezafokusovanymi
rovinami. Z téchto divodu je vzdy presnéjsi pocitat tyto statistiky v ramci jedné predem
vybrané roviny, av§ak nerespektuje se tim pfirozena prostorova nehomogenita rozlozeni

struktur samotné buriky.
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6.2 Kolokalizace QCD a mitochondrii

Pro uspésnou lokalizaci mitochondrii bylo rovnéz potieba zjistit, jak se chovaji spektra
barviva a nanocastic najednou. Podobné jako u lysozomélniho barviva jsme zjistili, ze
spektrum mitochondrialniho fluoroforu je mnohem Sirsi, resp. ma silnou intenzitu i
v jinych c¢astech spektra, nez v kterych uvadi vyrobce. Pouzili jsme vySe zminény
cytopainter mitochondrial staining kit - green fluorescence. Na zaklad€¢ par desitek
snimani jsme Uspésné optimalizovali spektra pro snimani nanoc¢astic a mitochondrii bez

prekryvu takto:

Tabulka 3: Nastaveni excitacné-emisniho spektra pro pouzité zelené mitochondrialni barvivo.
Vidime nutnost posunuti emisnich vlnovych délek nanocastic na vyssi hodnoty.

Fluorofor Excitace Emise (nm)
(nm)

QCD zeleza 540 640-750

FeNV-R + rhodamin 570 680-760

cytopainter mitochondrial staining kit - | 490 500-550

green fluorescence

cytopainter mitochondrial staining kit - | 485 520
green fluorescence: doporuceno vyrobcem
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Obrazek 22: fluorescence mitochondrii pred upravou spekter. Vlevo je zelena fluorescence

mitochondrii podle nastaveni vyrobce. Vpravo je snimano puvodni spektrum nanocastic, které
tam nyni nejsou a detekuji se stejné mitochondrie jako vlevo. Mizeme tedy vidét parazitni,
falesnou fluorescenci, ktera je zptisobena zasahem ¢asti jednoho spektra do druhého.

V prabéhu Casu jsme zjistili zajimavou, le¢ nepfijemnou skutecnost. Rhodamin,
ktery je soucasti Castic FeNV-R, se v prabéhu ¢asu z komplexu rozpadl, uvolnil se
z polymeru a zachytava se na povrch mitochondrii (z literatury, napt. [36] je znamo, ze
samotny rhodamin ma silnou afinitu k mitochondriim). Bez tohoto zjisténi bychom ze
scanu vyvozovali ze FeNV-R se vaze na nebo do mitochondrii. Pro dokazani tohoto
tvrzeni jsme pouzili 1 barvivo mitochondrial green, které vykazovalo uplné stejny tvar
mitochondrii jako rhodamin. Rozpad FeNV-R komplexu je zobrazen na nasledujicim
obrazku.
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Obrazek 23: Samotné FeNV-R v MSC bunikach. Podlouhlé¢ &ervené '"fetizky" jsou
mitochondrie, které vyznacil rhodamin. Skuteéné FeNV-R jsou malé, kulaté¢ utvary, coz jsou
shluky FeNV-R v lysozomech.

6.2.1 Analyza kolokalizace mitochondrii a QCD

Uvodem se da obecné fict, e umistdni mitochondrii a QCD se po Gpravé spekter moc
neshodovalo, coz je z hlediska toxicity dobra zprava. Nanocastice byly v analyzované
bunce kultivovany 24 hodin. Vidime, ze 1 kdyz bylo v oblasti relativné hodné nanoc¢astic
(15545 pix) a mitochondrii (9484 pix), tak skutecné kolokalizace byla velmi mala. Jen
cca 2% nanocastic se dostaly do mitochondrii a 2% mitochondrii byly obsazené
nanocasticemi. Vysledky potvrzuje i nize pfilozeny obrazek (Obrazek 24). Analyza
probéhla aproximaci tfi rovin. Nize nasleduje analyza provedena v prostiedi Matlab a

Tabulka 4 ukazuje vySe pospany vysledek.
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Tabulka 4: Statistika QCD nanocastic a mitochondrii v oblasti jedné vybrané buriky.

Prah pro nanocastice 0.0700 manual
Prah pro organely 0.1200 manual
hrana obrazku celkem 1024 pix~2
Obsah um v oblasti 2.4245e+03 |

pocet pixell vybrané oblasti 186036 pix
suma pixel( organel v oblasti 9484 pix
suma nanocasticovych pixeld v oblasti | 15545 pix
suma prekrytych pixell celkem 1380 pix
suma prekrytych pixeld v oblasti 479 pix
pramérna kolokalizace celkem 0.0439 %
prameérna kolokalizace v oblasti 0.0858 %
pramérny obsah nanocastic v oblasti 2.53 %
pramérny obsah organel v oblasti 1.93 %
primérna saturace nanocastic 2.02 %
primeérné zaplnéni organel 2.03 %
pocet nanocastic v oblasti na u”2 6.16 pix/p"2
pocet organel v oblasti na pr2 3.17 pix/p"2
pocet kolokalizace v oblasti na ut2 0.1976 pix/p"2

Obrazek 24: Mitochondric a QCD pro vySe uvedenou statistiku. Zelen€ jsou vyznaceny

mitochondrie, cervené QCD. Modfe jsou vyznaceny pixely prekryvu. Je vidét, Ze 1 pfes velké

mnozstvi nanocastic je pfekryv minimalni.

37




6.2.2 Analyza kolokalizace QCD a mitochondrii u dalSich bunék

Analyzy probéhly pro 4 nahodné vybrané buriky s riznym poctem rovin. Prah byl volen
manualné a u buiky ¢islo 3 automaticky. Vidime, ze vysledky (Tabulka 5) potvrzuji
o¢ekavani, kdyz je pouhych cca 20% nanocastic lokalizovano v mitochondriich a jen
cca 10% mitochondrii obsazeno QCD nanocasticemi. Dle subjektivniho posouzeni
viability, rozlozeni a tvaru mitochondrii se zda, ze nejsou QCD nanocasticemi nijak

poskozovany.

Tabulka 5: Vysledky kolokalizace QCD a mitochondrii pro 4 nahodné buriky.

bunkal |bunka2 |bunka3 |burnka4 _
primérna saturace nanocastic 35,6926 | 32,3898 14,6256 0,735| 20,86075
primérné zaplnéni organel 6,88 | 25,8677 6,5| 0,626| 9,968425
pocet nanocastic v oblasti na u”2 3,98 3,0741| 26,8557 | 35,0958 17,2514
pocet organel v oblasti na pr2 14,5731 4,61 | 46,8401 | 45,0173 | 27,760125
pocet kolokalizace v oblasti na ut2 1,0104 1,3| 4,0522| 0,3303| 1,673225

6.3 Kolokalizace FeNV-R a lysozomii - prvni metoda

(puvodni spektrum barviva lyso RED)

Z dtvodu prevence prekryvu spekter FeNV-R (rhodamin) a barviva cell navigator-
lysozome staining kit RED (deklarované maximum emise 600 nm) jsme se rozhodli
pozorovat FeNV-R abarvivo cell navigator™ [ysosome staining kit GREEN
(deklarované maximum emise 525 nm), Cili barvivo které ma emisi fluorescence ve
vzdalenéjsi oblasti od fluorescence FeNV-R. U tohoto barviva uvadi vyrobce exc. / em.
spektrum 490 / 525 nm a tim by rozhodné nemélo tvofit parazitni obrazy v oblasti
nanocastic (570 / 600-700 nm). Tento predpoklad se nicméné nenaplnil, protoze zelené
lysozomalni barvivo mélo ve skutec¢nosti velmi silné Siroké spektrum (490 / 525-650) a
tvorilo parazitni, zavadéjici prekryvy. Kdyby se snimalo stimto nastavenim spekter
(FeNV-R: 570/600-700; Lyso green: 490/525), doSlo by k znehodnoceni celého
experimentu a vysledky by byly velmi neobjektivni.

Z téchto divodi jsme upravili nastaveni excitace a detekce mikroskopu takto:
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Tabulka 6: Uprava spekter pro spoleéné pozorovani zeleného lysozomalniho barviva a FeNV-R

nanocastic

Fluorofor Excitace (nm) Emise (nm)
FeNV-R + rhodamin 600 710-800
Cell navigator lysosome staining kit GREEN 470 479-513
Cell navigator lysosome staining kit GREEN, dle | 490 525

vyrobce

Obrazek 25: Spole¢né pozorovani pred upravou spekter. Vlevo zelena fluorescence lysozomil,

vpravo FeNV-R. Je vidét, az prili§ napadna podobnost, ktera byla zptisobena presvitem zelené

do Gervené.
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Obrazek 26: Zajimavy snimek délici se burniky. Zelené jsou znaceny lysozomy, par ¢ervenych
pixeli zna¢i samotné nanoc¢astice a modie je vykreslena kolokalizace. Snimek je zachycen pred
upravou spekter a je tedy mozné, Zze doslo k urcitému prekryvu. DéElici se burika s relativné
velkym obsahem nanodastic je dikazem, ze nedoslo k toxikaci buriky.

Analyza soucCasného znaCeni FeNV-R a lysozomd podle vyrobcem
doporuceného spektra a FeNV-R nanocastic dopadla podle ofekavani. U analyzované
buriky se do cytoplazmy dostalo relativné malo nanocéstic, takze obsadili jen cca 20 %
lysozomt. Nicméné z celkového poCtu nanocastic se jich do lysozomt dostaly témer
2/3. Je mozné, ze zbyla 1/3 by postupné obsadila i zbylé neobsazené organely. Analyza
byla aplikovéana na vSechny roviny. Maximalni hodnota byla u saturace necelych 73 %
(3. rovina) a u zaplnéni 46 % (1. rovina). Vysledky jsou zobrazeny v tabulce (Tabulka
7).
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Tabulka 7: Analyza spole¢ného znadeni lysozomi podle vyrobcem doporuceného spektra a
FeNV-R nanodastic.

Prah pro nanocastice 0.0900 | manual
Prah pro organely 0.2200 manual
hrana obrazku celkem 1024 pix~2
Obsah um v oblasti 395.7799 | 1
pocet pixell vybrané oblasti 1016064 | pix
suma pixel( organel v oblasti 394431 | pix
suma nanocasticovych pixeld v oblasti 135491 | pix
suma prekrytych pixell celkem 91751 pix
suma prekrytych pixeld v oblasti 90303 pix
pramérna kolokalizace celkem 0.8750 |%
prameérna kolokalizace v oblasti 0.8888 |%
pramérny obsah nanocastic v oblasti 1.35 %
pramérny obsah organel v oblasti 3.20 %
primérna saturace nanocastic 61.7054 | %
primeérné zaplnéni organel 22.0198 | %
pocet nanocastic v oblasti na pr2 342.3392 | pix/u"2
pocet organel v oblasti na ut2 996.5917 | pix/u"2
pocet kolokalizace v oblasti na pu”2 228.1647 | pix/ur2

Obrazek 27: Grafické vysledky pro analyzu v tabulce (Tabulka 7). a) prekryté vstupni kanaly, b)

kolokaliza¢ni pixely na pruchozim svétle, ¢) kolokalizacni pixely prekryté pres obrazek a. na
obrazku b je krasn¢ vidét, ze nanocastice vytvorili v buiice hustou ¢ernou sit. Excita¢ni laser
nedokaze prosvitit tak hrubou strukturu a proto se z fluorescen¢niho pohledu zda, ze bylo

v bunice nanocastic malo a mozna proto, neni kolokalizace vyssi nez 61 resp. 22 %.
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6.3.1 ZKkracena statistika pro dalSi bunky znacené FeNV-R a zelenym

lysozomalnim barvivem (prvni metoda)

Tabulka 8: Analyza FeNV-R nanocastic a barviva lyso green. Analyza prob¢hla pred upravou
spekter a tak mohou byt hodnoty znehodnoceny. Je vidét silna saturace nanocastic, pricemz je

jesté dost lysozomu volnych. Analyza prob¢hla aproximaci v§ech rovin bunky.

buikal |bufika2 |buika3 |butika 4 -

97.7334 |92.6909 |54.1865 |76.5058 |80,27915
15.7649 |43.4642 |34.0723 |43.3155 |34,15423

pocet nanocastic v oblasti na u”2 (pix/u”2) 10.85 13.6285 |116.2990|12.1171 |38,22365
pocet organel v oblasti na p"2 (pix/u”2) 64.8348 |28.3628 |375.2114]22.3474 |122,6891
pocet kolokalizace v oblasti na u”2 (pix/u*2) |10.61 12.00 62.6466 9.8923,78665

6.4 Kolokalizace FeNV-R a lysozomii — druha metoda
(upravené spektrum barviva lyso GREEN)
Z duvodu piekryvu spekter jsme u dal§i misky pouzili optimalizované spektrum, kde by

meé nyni mély vykazovat fluorescenci jen skutecné FeNV-R, nikoliv parazitni obrazy

lysozomi.

Obrazek 28: Stejna miska jako v obrazku (Obrazek 25), ale nastaveni spekter podle tabulky

(Tabulka 6). Je vidét, Ze zelené lysozomy tvofi menSi kulicky a nanocastice tvori prostornéjsi
shluky a kulicky s vétsim jasem pravdépodobn¢ znaci prinik do lysozomu.
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Obrazek 29: Pro ilustraci - obrazek stejné pozice jako v prechozim obrazku, ale jedna se
transmisni svétlo. I v klasickém optickém mikroskopu je jasné vidét, jak vypada cema zZelezita

nanocastice v burice.

Tabulka 9: Analyza FeNV-R nanocastic a barviva lyso green.

obsah obrazku celkem 1024 pix”2
Obsah pm v oblasti 1.0900e+04 | u

pocet pixelt vybrané oblasti 335691 pix
suma pixelu organel v oblasti 22501 pix
suma nanocasticovych pixeli v oblasti | 207060 pix
suma prekrytych pixelu celkem 21525 pix
suma prekrytych pixelt v oblasti 18205 pix
praméma kolokalizace celkem 0.2053 %
praméma kolokalizace v oblasti 0.5423 %
pramémy obsah nanocastic v oblasti 6.1682 %
pramémy obsah organel v oblasti 0.6703 %
pramérna saturace nanoc¢astic 6.1682 %
pramémé zaplnéni organel 66.7338 %
pocet nanocastic v oblasti na p2 18.9963 pix/pi2
pocet organel v oblasti na u*2 2.0643 pix/pu2
pocet kolokalizace v oblasti na p2 1753896 pix/pi2

Z vysledkt v tabulce (Tabulka 9) vidime, ze 2/3 lysozomu jsou jiZ obsazené

nanocasticemi a spousta nanocastic je jesté¢ v cytoplazmé. Tato obrovska saturace byla
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viditelna 1 na obrazku (Obrazek 29). Prah byl zvolen manualné a analyza probéhla

aproximaci vSech rovin. Nanocastice byly kultivovany 24 hodin, lysozomy byly

barvené 40 minut.

a) b) ©)

Obrazek 30: a) Spojené tfi vstupni kanaly (nanocastice Cervené, lysozomy zelen¢ a prichozi
svétlo) b) Graficka lokalizace prekryvu lysozomiu a nanocastic na prichozim svétle. ¢) Modry
prekryv na pavodnim obrazku a. Je vidét, Ze nanocastice obsazuji okrajovy prostor buriky a
nevstupuji do jadra. Rovina=4, upravena spektra.

6.4.1 ZKkracena statistika pro dalSi bunky znacené FeNV-R a zelenym

lysozomalnim barvivem (druha metoda)

Tabulka 10: Analyza FeNV-R nanocastic a barviva lyso green. Jedna se o méfeni s upravenymi
spektry, bez prekryvu. Povedlo se nasnimat jen dvé buriky v 10 rovinach. U buiky 2 doslo
ziejm¢ k chybnému nastaveni parametru. Analyza prob¢hla aproximaci v§ech rovin bunky.

buiikal |buiika2 |butika3 |burka 4 -

69.3148 | 6.1682 36.8859 |45.5481|32,81704

71560 | 66.7338 66.6550 |27.2232|46,90036

pocet nanocastic v oblasti na u2 (pix/u”2) | 3.58 18.9963 2.13 4273331 17,2993

pocet organel v oblasti na p"2 (pix/u”2) 38.3295 |2.0643 1.63 77.3680 | 24,23122
" : : —~

?;SSL lf\cz);okahzace v oblasti na u”2 317 1753896 |1:0040 | 28.6834|701565
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6.5 Kolokalizace FeNV-R a mitochondrii

Opét bylo potieba prvni optimalizovat nastaveni excitace a emise, protoze FeNV-R maji
jiné spektrum nez QCD. Toto nastaveni je uvedeno v tabulce (Tabulka 3). Obecné se da
fict, ze FeNV-R nanocastice maji oproti QCD tendenci tvofit malé kruhové shluky

podobné lysozomum.

Tabulka 11: Analyza spole¢né detekce mitochondrii a FeNV-R nanocastic. Vysledky jsou

aproximaci vsech rovin.

Prah pro nanocastice 0.0800 manual
Prah pro organely 0.1700 manual
hrana obrazku 1024 pix
rozmér hrany obrazku 76.6200 vl
Obsah um v oblasti 1.3359e+03 | u
pocet pixell vybrané oblasti 238602 pix
suma pixel( organel v oblasti 36467 pix
suma nanocasticovych pixeld v oblasti 3691 pix
suma prekrytych pixell celkem 2418 pix
suma prekrytych pixeld v oblasti 264 pix
pramérna kolokalizace celkem 0.0384 %
prameérna kolokalizace v oblasti 0.0184 %
pramérny obsah nanocastic v oblasti 0.2578 %
pramérny obsah organel v oblasti 2.73 %
pocet nanocastic v oblasti na pr2 2.30 pix/uA2
pocet organel v oblasti na ut2 27.2987 pix/uA2
pocet kolokalizace v oblasti na pu”2 0.1976 pix/uA2

Z tabulky (Tabulka 11) muzeme vycCist podobné vysledky jako u tabulky
(Tabulka 4). Pouze necelych 6 procent FeNV-R se dostalo do mitochondrii, které byly
zaplnéné zhruba z pul procenta. Z toho vyplyva, ze velké mnozstvi nanocastic je
lokalizovano v cytoplazmé (pravdépodobné v lysozomech) a neovliviiuje funkci

mitochondrii. Vysledky opticky potvrzuje i nize vlozeny obrazek.
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Obrazek 31: Spolecna detekce FENV-R (Cerven€) a mitochondrii (zelen¢). Par modrych pixelu
znadi pixely prekryvu. Na obrazku je snimek 1. roviny buniky, ktera poslouzila pro statistiku
v tabulce (Tabulka 11).

Obrazek 32: 3D zobrazeni 10 rovin v Leica softwaru. Zelen¢ jsou znaceny mitochondrie a
cerven¢ FeNV-R. Zde je kolokalizace znacena oranzovou barvou. Je vidét, Ze nanocastice jsou

umistény zcela mimo mitochondrie a jadro.

46



Obrazek 33: 3D zoobrazeni 10 rovin jiné burky (Leica software). Stejné jako v pfedchozim
obrazku jsou Cerven¢ barveny FeNv-R a zluto-zelené mitochondrie. Opét vidime, Ze se

nanocastice do mitochondrii prevazné nedostaly. Bunécné jadro je rovnéz bez nanocastic.

6.5.1 Analyza FeNV-R a mitochondrii u dalSich bunék

Tabulka 12: Analyza detekce FeNV-R a mitochondrii souc¢asné u ¢tyt nahodnych bunék.

bunkal |[bunka2 |bunka3 buﬁka4-

primérna saturace nanocastic 18,9394 | 28,3881 4,31(51,9869| 25,9061
primérné zaplnéni organel 0,9958| 3,1028| 0,1904 8,95| 3,30975
pocet nanocastic v oblasti na p/2 0,0373| 0,1473| 0,1559| 0,5298]0,217575
pocet organel v oblasti na p"2 0,7088 1,75 2,21 3,179| 1,96195
pocet kolokalizace v oblasti na ut2 0,0071 0,0418 | 0,0073 0,336| 0,09805

Pro objektivni potvrzeni vysledki v tabulce (Tabulka 11) se opét provedla tataz analyza
pro Ctyfi nahodné vybrané bunky zriznych kultivaénich misek. Vysledky jsou
zprumérovany pro vSechny roviny. Dle vysledkid v tabulce (Tabulka 12) je vidét, Ze se
potvrdil pfedpoklad z tabulky (Tabulka 11). Necela ctvrtina FeNV-R se dostala zhruba

do 3 % mitochondrii, coz se da pozadovat za velmi nizkou kolokalizaci.
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7 LOKALIZACNI SOFTWARE

Pro potreby této prace byl vytvoren lokalizacni software ve vyvojovém prostredi
Matlab. Hlavni motivace byla vytvorit algoritmus, ktery bude porovnavat obrazky
organel a nanoCastic. Hlavnimi analyzovanymi vlastnostmi je otazka prekryvu vstupi:
pronikéani nanocastic do organel, dale kvantifikovana analyza po¢tu nanoc¢astic a organel
a objektivni procentualni zhodnoceni.

7.1  Nastaveni mikroskopu pro tvorbu vstupnich dat

Existuje spousta okolnosti, které mohou znehodnotit objektivnost vysledkt. Proto
je velice dualezité hodnotu nasledujicich nastaveni optimalizovat a drzet se ho pro
vSechny dalsi experimenty. Jedna se pfedev§im o nastaveni intenzity excitaCnich lasert.
V pfipadé, Ze je nastaveni excitaCni intenzity silnéjsi, tak ve vysledném obrazku je
samoziejme vice pixell daného fluoroforu na jednotku plochy. Proto jsme po nékolika
experimentech optimalizovali excitaéni emisi u nanocastic na 7 % intenzity laseru, pfi
smartgainu hybridniho detektoru (koeficient nasobeni intenzity) 369 %. U organel jsme
postupné optimalizovali 1% intenzity laseru a smartgain hybridniho detektoru jsme
nastavovali na 100 %.

Dal$i nastavovana hodnota je zoom mikroskopu, jedna se o rozmér oblasti vzorku,
kterou mikroskop rastruje. Cim vétsi zoom nastavime, tim vice pixelt bude znazornovat
emisi fluoroforu (za cenu snizené ostrosti obrazu). Ukazalo se, ze zoom 1,75 pii 60x

zvétSujicim objektivu je idealni pomér piiblizeni celé buriky a ostrého obrazu.

Posledni dulezita hodnota je tzv. pinhole. Jedna se o bodovou clonku, zaklad
rozdilu mezi fluorescennim a konfokalnim mikroskopem. Velikost pinhole urcuje, jaké
mnozstvi svétla doputuje k detektoru — ¢im vétsi pinhole je, tim vice signalu mimo
fokusovany bod (ohnisko) doputuje k detektoru (viz kap. 2.5, 2.6). Pii velice slabych
emisich (PEG) jsme nastavovali pinhole na hodnotu 2,62. U vétSiny kolokaliza¢nich

detekci jsme nastavili pinhole na vychozi hodnotu 1.

7.2 Zpracovani a nastaveni vstupnich parametri dat

Snimani a detekce kazdého objektu, respektive kazdé roviny daného objektu, se
realizuje vétSinou paraleln€ v nékolika intervalech emisnich vinovych délek a KM pak

realizuje ukladani snimkt paralelné v nékolika vystupnich kanalech. Burika tedy muze
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byt naptiklad sniméana v oblasti zeleného emisniho svétla, Cerveného emisniho svétla a
navic jest¢ v modu priichoziho svétla. V nasem piipadé napf. pfi snimani mitochondrii
(zelena fluorescence), nanocastic (Cervena fluorescence v buiice) a pruchoziho svétla
mame zapnuté tii detektory a mizeme exportovat az tii vystupni kanaly, pficemz
odpovidaji postupné: kanal 1: zelené organely, kanal 2: ¢ervené nanocastice a kanal 3:

pruchozi svétlo.
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Obrazek 34: Ukazka nastavovani detektoru v Leica softwaru. V tomto pfipad¢ je zapnut
fotonasobi¢ 2 (emisni filtr 500-540 nm), hybridni detektor 3 (emisni filtr 580-650 nm) a

fotonasobic pro detekcei proslého svétla.

Cely software byl rozdélen na dva typy uloh: Analyza kolokalizace z jedné
roviny buriky (dale jen analyza 1) a analyza kolokalizace pro vice rovin (€asi snimani),
dale jen analyza 2 (ukdzka vybéru ulohy je v piiloze 1). Zakladni rozdil mezi programy
je v mnozstvi vstupnich dat. Analyza 1 ma tii vstupy, které se vkladaji zvlast. Kazdy
vstup nalezi jednomu kanalu. Analyza 2 potiebuje na vstupu pouze urcit cestu k adresari
kde je libovolny pocet trojic kanald. Tim padem je analyza 2 vhodna pro detailni
snimky napft. 20 rovin jedné bunky (20 x 3 kanal = 60 vstupnich obrazka) nebo snimek
jedné buriky v jedné roviné ve 20 ¢asovych okamzicich, kde bude rovnéz 60 vstupnich

obrazku.

U obou typu analyz je dulezité nastaveni praht intenzity detekovaného signalu

pro organely 1 nanocastice. Prahovani slouzi k filtraci pozadi, Sumu a moznych

49



spektralnich prekryvid. Je umoznén dvoji vybér prahu: automaticky a manualné.
Automaticky prah je poéitan n zakladé tzv. Otsu metody’. Manualni prah si uZivatel
vybira pomoci posuvniku a méa hodnotu v intervalu (0,1). Prah by mél mit idealné
takovou hodnotu, aby tvar organel a nanocastic fyziologicky odpovidal skute¢nosti, dale

tak aby bylo odstranéno pozadi a Sum.

|— Nastaveni prahu
‘yherte rovinu: Manodistice Organela FrEIE GE
3 -
@ auto auto
manual B @ manual
‘ ol 025 | Pran p | | 0zs | Pranz

Obrazek 35: Ukazka vybéru prahu v okné¢ GUIDE. Vidime moZnost volby mezi automatickym a

manualnim vybérem prahu pro organely i nanocastice.

Dal§im krokem je vybér oblasti vypoctu. Tato prace se zaméfuje na analyzu
vnitiniho obsahu buiky, ¢ili idealné by méla vybrana oblast kopirovat presnou hranici
bunky (naptiklad Obrazek 36). Oblast vybirame proto, abychom nezabiraly pfipadné
fluorescen¢ni (napiiklad anorganické) komplexy mimo buriku a zarovern abychom
dusledné analyzovaly vSechny organely a veskeré mista v cytoplazmé bunky. Na vybér
jsou tfi typy vybéru oblasti: Ctverec, elipsa a nakresleni oblasti mysi, pfiCemz vzdy
nejpresnéj§i oblast nakreslime pomoci nastroje imfreehand (nakresleni mysi).
Imfreehand muze byt nékdy zdlouhavy a proto je zde vybér i rychlejSich nastroja.
Aditivni informace je o rozméru obrazku v mikrometrech. Tento udaj uklada mikroskop

> Otsu metoda je relativné jednoducha metoda na vypocet prahu, ktera realizuje hledani prahu na
zéklad¢ vypoctu rozptylu. Hledani rozptylu probihd na zdklad¢ vypoctu histogramu. Otsu hleda vnitini
rozptyl a mezi rozptyl, pfi¢emz prah lezi v mist¢ maximalniho mezi rozptylu nebo minimalniho vnitiniho
rozptylu. [46]
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v ptidavnych souborech ke vSem analyzam. V pfipadé pouzitého Leica KM lze tento
vydaj vycist ze souboru ,Nazev experimentu Properties.xml“ ktery je standardné
ulozen do slozky ,Metadata“. V tomto souboru najdeme rozmér obrazku
v mikrometrech nahofe ve soupci ,,Physical Length“. V pfipadé urCeni této hodnoty

ziskame objektivni posouzeni kvantifikace pixelti na mikrometr ¢tverecni.

— Pokud znéte
YloZte delku hrany obrazkuy mikrometrech: 0

— “olba ohlasti wypodtu

MNakreslete obrys a
rmacknéte enter

— MNastroj wyhén ——

@ Volny vybér

i) Ctverec

() Elipsa

Obrazek 36: Ukazka volby oblasti vypoctu. Je vidét panel pro vybér vybérového nastroje.
Zelené dolni tlacitko aktivuje zacatek kresleni a pri stisku klavesy enter se spusti dalsi vypocty.
Nabhofte je vidét editovaci pole pro vypsani hrany obrazku v realném rozméru.

7.3  Analyza kolokalizace z jedné roviny

Po nastaveni vySe uvedenych vstupnich parametrti (vlozeni obrazkl, nastaveni prahu,
vybéru oblasti vypoctu a vlozeni hrany obrazku v mikrometrech) se pfistupuje
k samotnému vypoctu a analyze kolokalizace. Vyuziva se toho, ze vstupni obrazky maji
stejné rozmery a tim je bereme jako matice, které se prochazi bod po bodu a v ptipadé,
ze se prahované pozice dvou obrazku shoduji, ulozi se tato pozice do nové jiz
kolokaliza¢ni vysledné matice. Z této matice jsou nasledné odebrany hodnoty, které se
neshoduji s maskou obrysu uzivatelem vybrané oblasti. Nasledné se po stisku tlacitka na
otevieni grafickych vysledka objevi modfe oznacené kolokalizované pixely v burice, je
moznost také prohlédnout si vstupy. V tomto okné jsou tfi tlacitka- jedno pro pfiblizeni

obrazku na oblast zajmu, druhé je pro vykresleni vybrané oblasti a tfeti je pro export
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obrazku do nového figure okna, kde si uzivatel miuze vysledny obrazek exportovat napf.
do jpg forméatu a ulozit na disk.

iyalehy
typ hodnota jedr
6 |pocet pixell vybrane oblasti 445430 pix -
7 |pocet pixell organel v oblasti TE2TT pix
8 |pofet nanocasticovych pixell v oblasti 113701 pix
9 |podet pfekrytych pixeld v celém obrazku 83084 pix
10 |pocet prekrytych pixeld v oblasti 75791 pix 3
11 |zastoupeni kolokalizace v celém obrazku 7.9235 %
12 |zastoupeni kolokalizace v oblasti 16.9771 %
13 |zastoupeni nanocastic v oblasti 25,4689 %
14 |zastoupenicrganel v oblasti 17.0860 % £
15 |saturace nanotastic v oblasti 66.6582 % -
16 |zapinéni organel nanoéasticemi v oblasti 99,3628 %
17 |pocet nanocastic v oblasti na p*2 B83.2847 pix
18 |pocet organel v oblastina p*2 59.2263 pix A Aktualizovat
19 |poéet kolokalizace v oblasti na p*2 58.8490 pix - -
1 | i} | 3

Obrazek 37: Ukazka vystupni tabulky kolokalizac¢ni analyzy z jedné roviny. Vidime zelené
tlacitko pro otevieni okna s vybérem vystupnich obrazka a zluté tlacitko pro aktualizaci hodnot

v tabulce.

V piipad€, ze se uzivatel rozhodl zménit hodnoty prahu, ale chce zachovat
nakreslenou oblast, nemusi spoustét celé méfit znovu, ale staCi stisknout tlacitko
aktualizovat, které aktualizuje tabulku vysledkt a grafické vysledky podle novych
prahti. Vysvétleni vyznamu vybranych vysledkt v tabulce (viz Obrazek 37) je uvedeno
niZe.

Zastoupeni kolokalizace v celém obrazku a zastoupeni kolokalizace v oblasti

Urcuyje kolik procent pixell z celého obrazku (nebo oblasti) jsou pixely prekryvu
organely a nanocastic.
Saturace nanocdstic v oblasti

Urcuje kolik procent nanocasticovych pixeli z celku se prekryva s pixely
organel (v uzivatelem vybrané oblasti). Je to statisticky dulezita hodnota, v pripadé
lysozomu by méla byt vyssi nez v piipadé mitochondrii.
Zaplnéni organel nanocdsticemi v oblasti

Vypovida o tom, kolik procent organel je jiz zaplnéno nanocasticemi z celkového

poctu pixell organel v uzivatelem vybrané oblasti. V pfipad€ lysozomt by mélo byt

toto Cislo vysoké. Je to rovnéz velice dilezita hodnota.

Pocet nanocastic v oblasti na u2, pocet organel v oblasti na u"2, pocet kolokalizace v
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oblasti na u"2

Objektivni vypoved obsahu pixell na jednotku realného rozméru. Tento pomeér
je pocitan v uzivatelem vybrané oblasti. Pokud se vybrana oblast blizi (resp. rovna)
velikosti buriky, tak tato hodnota pfidava informaci o poméru poctu pixelu a velikosti

buriky. Ukézka celého programu analyza 1 je v pfiloze €. 2

7.4  Analyza kolokalizace z vice rovin (z adresare)

Vstupem pro analyzu je cesta k adresafi, kde jsou ulozeny trojice vstupt. Jako prvni zde
musi jesté probéhnout roztfidéni vstupt. Probiha na zakladé nacteni prvni trojice
snimkt v adresafi a uzivatel sam rozhodne, zda je prvni v trojici nanocastice, organely
nebo pruchozi svétlo a stejné to provede pro druhy a tieti vstup trojice (viz Obrazek 38).
Predpoklada se, ze u dalSich trojic je potadi stejné, protoze mikroskop uklada své
vystupy vzdy stejnym zpusobem a logicky je sefazuje. Dale si uzivatel podobné jako
v predchozi kapitole nastavi prah, oblast vypo¢tu a mize si nastavit rozmér obrazku
v mikrometrech. Prdh si uzivatel vybira v jakékoliv roviné, program ale pocita jen
s jednim prahem pro vSechny roviny a to s tim, ktery je napsan v editovacim okénku.

gui_adresar

: C:lzers\Honza'\Documertzthakalafkaexport 4 5PI0 5_odstai barvivalSPIO 5_odsati
Nacteni adresare barviva\Series022

— Roztfidéni vatupl

Organ... = Mano&... = Prucho... =

Roztridéni: OK

Obrazek 38: Ukazka roztfidéni vstupt na jednotlivé trojice.

Zdalo by se fict, ze vypocet kolokalizace bude stejny jako v pfedchozim
zjednoduSeném programu. Je sice podobny, ale v mnoha zélezitostech odli§ny. Nejvétsi
odlisnost je v roztfidéni vstupt, kde se musi respektovat nastaveni trojice podle
uzivatele. V kazd¢ trojici probiha vypocet podobné analyzy jako v predchozi kapitole a
uklada se do vektoru, kde jsou na konci vSechny mezivysledky ulozeny. Vypocet je
celkem komplikovany, protoze kazdy vstupni obrazek je rastrovan a rozméry obrazka
z mikroskopu jsou veétSinou minimalné 1024x1024 pixeld. Téchto divodi je doba

vypoctu piimo zavisla na poctu vstupd.
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Vysledky jsou v tabulce vyhodnoceny primarné pro vSechny roviny. Znamena to,
ze pixely kvantifikace jsou seCteny a procentualni zastoupeni je zprimeérovano pro
jednotlivé trojice. Diky tomu mame komplexni hodnoty pro cely objem buiky. Dé&la se
to z divodu, ze velké mnozstvi bunék je nehomogenni, jejich tvar je rizné zohyban a
proto se muze stat, ze ne vzdy je prostiedni rovina nejvice zaplnéna organelami a
nanocasticemi apod. Toto komplexni zhodnoceni je nicméné zavislé na ¢loveku, ktery
snimal bunky. Pro spravné a objektivni vysledky je nutné nasnimat roviny celého
objemu buriky, ale nesnimat roviny mimo buiiku. Detailn&jsi statistiky je mozné otevfit
v pripadé stisku tlacitka pro otevieni okna statistiky pro jednotlivé roviny. Tato analyza
se da vyhodné vyuzit i v pfipadé, ze neanalyzujeme roviny, ale Casové snimky. Zde se
zobrazi hodnoty postupné podle ¢asti. Dalsi moznost je otevieni statistiky maximalnich

hodnot a pfifazeni jednotlivych rovin.

K otevieni grafickych vysledkt slouzi dalsi tlacitko (Grafické vysledky). Je
moznost zobrazit stejné grafické vysledky jako v analyze zjedné roviny. Uzivatel si
vzdy vybere z které roviny a jaky typ vysledkd chce vidét. Je zde opét moznost
pfiblizeni, zobrazeni oblasti vypoctu a exportu. Ukazka grafického okna této Casti

programu je v piiloze ¢. 4

Vyhoda analyzy 2, oproti analyze 1 je ve vétSim mnozstvi statisticky dalezitych
dat a respektovani prostorové struktury buriky. Dalsi vyhoda je alternativni vyuziti jako
analyzatoru Casovych snimkii. Analyza 2 se da vyuzit i na analyzu jedné roviny,
vyhodnoceni jedné roviny nebo jednoho Casu vyhodnéj$§i vyuzit program Analyza 1.

Ukazka celého programu analyza 2 je v priloze €. 3

8 DISKUZE A ZHODNOCENI VYSLEDKU

Cilem této prace bylo ziskat objektivni posouzeni chovani nanocastic v buinikach. Zjistili
jsme, ze doba pro kumulaci maximalniho mnozstvi nanocastic do buriky se pohybuje
mezi 12 — 24 hodinami, pii koncentraci 50 pg/ml. VétSina bunék byla po této dobé jeste
ziva a bez znamek poSkozeni (zdravé kulaté jadro, normalni tvar buiky apod.). Pri
lokalizovani nanocastic v burikach jsme se zaméfili na dvé bunéCné organely:
mitochondrie a lysozomy. Tyto dvé organely byly vybrany na zakladé literarni reSerse,
z divodu pravdépodobného vychytavani nanocastic do lysozomi a mozného nebezpeci
toxicity nanocastic pii vstupu do mitochondrii (viz kap. 4.3). Tyto analyzy probihaly
pro dva typy fluoroforti v Zelezitych nanocasticich: Rhodamin (FeNV-R) a kvantové
teCky z uhliku (QCD). Nize je uvedeno srovnani zjednodusenych statistik pro 5 nahodné
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vybranych bunék zkazdého typu experimentu. U kazdé buiky bylo vybrano 5
parametrd, které se daji povazovat za nejvice objektivni. Jedna se o: primérnou saturaci
nanocastic (%), prumérné zaplnéni organel (%), poCet nanocastic v oblasti na pu"2
(pix/u”"2), pocet organel v oblasti na p2 (pix/u”2) a pocet kolokalizace v oblasti na p”2
(pix/u"2). Popis téchto parametra je uveden v kap. 7.3.

8.1  Statistika spole¢né detekce nanocastic a lysozomii

Z vyhotovenych vysledki vyplyva, ze FeNV-R maji vétsi tendenci pronikat do
lysozomu nez QCD. Obecné vychazi, ze cca polovina nanocastic se dostava v bufice do
zhruba tfetiny lysozomd. Zbytek nanocastic je bud’ v cytoplazmé, nebo je mozné, Ze
pronikly do jinych organel, viz tabulka (Tabulka 13).

Tabulka 13: Spole¢né vyhodnoceni tabulek: Tabulka 1, Tabulka 2, Tabulka 7, Tabulka 8,
Tabulka 9, Tabulka 10

primérna hodnota pro FeNV-R

prameérna
hodnota Druhd Celkovy
pro QCD |Prvni metoda | metoda primér prameér

46,77178 32,81704 76,5644 |54,69072152,05107
25,07228 46,90036 | 31,72734|39,31385]34,56666
pocet nanocastic v oblasti na u”2
(pix/u”2) 48,76446 17,2993 | 99,04676 | 58,17303 | 55,03684
pocet organel v oblasti na u2
(pix/u”"2) 91,26616 24,29122 | 297,46962 | 160,8804 | 137,6757
pocet kolokalizace v oblasti na
u"2 (pix/p”2) 34,66578 | 701564,9715| 64,66226 |350814,8 | 233888,1

8.2  Statistika spolecné detekce nanocastic a mitochondrii

V ramci statistického zhodnoceni kolokalizace nanocéastic a mitochondrii vyplyva, ze
QCD nanocastice se dostavaly do mitochondrii vice nez FeNV-R. U QCD bylo vyuzito
na obsazeni necelych 8. % mitochondrii 17% nanocastic z celku a u FeNV-R se
obsadily jen necelé 3 % mitochondrii, s tim, ze zhruba 80 % obsadilo jiny bunécny
prostor. Celkové to vypada, ze do mitochondrii se dostava zhruba 20 % zelezitych
nanocastic a zapliiuji pfiblizn€ 5% jejich objemu, viz tabulka (Tabulka 14).
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Tabulka 14: Spole¢né vyhodnoceni tabulek Tabulka 4, Tabulka 5, Tabulka 11 a Tabulka 12

Primérna Pramérna

hodnota pro hodnota Celkovy

QCD pro FeNV-R | pramér
primérna saturace nanocastic 17,0926 22,04088]19,56674
primeérné zaplnéni organel 8,43474 2,76468 | 5,59971
pocet nanocastic v oblasti na u”2 15,03312 0,63406] 7,83359
pocet organel v oblasti na pr2 22,8421 7,0293| 14,9357
pocet kolokalizace v oblasti na p”2 1,3781 0,11796] 0,74803

8.3

v lysozomech a mitochondriich

Porovnani primérnych obsahi Zelezitych nanocastic

Ze spolecného srovnani tabulek: Tabulka 13 a Tabulka 14 vyplyva, Ze se potvrzuje

teoreticky predpoklad z kapitoly 4 a dalsi literatury. V lysozomech se primérmné¢ usazuje

kolem 50 % inkubovanych nanocCastic, které obsazuji zhruba tfetinu vSech lysozomu.

Mitochondrie jsou obsazovany jen z péti procent a selektuje se do nich jen necelych 20

% nanocastic. Tyto vysledky potvrzuje i srovnani na realny rozmér. Vidime, ze na jeden

u2 buriky (oblasti) se dostava nékolika nasobné vice pixelti nanoc¢astic do lysozomu, nez
do mitochondrii, viz tabulka (Tabulka 15).

Tabulka 15: Spole¢né srovnani tabulek: Tabulka 13 a Tabulka 14.

Zelezita nano&éstice QCD FeNV-R Celkoveé
organela Lyso. Mito. Lyso. Mito. Lyso. Mito.
primérna saturace nanocastic 46,77178 | 17,0926| 76,5644 (22,0409] 52,05107 | 19,56674
primeérné zaplnéni organel 25,07228 | 8,43474| 31,72734|2,76468] 34,56666 | 5,59971
pocet nanocastic v oblasti na u”2 48,76446 | 15,03312 | 99,04676 |0,63406§ 55,03684 | 7,83359
pocet organel v oblasti na pr2 91,26616 | 22,8421 |297,46962| 7,0293§137,6757| 14,9357
pocet kolokalizace v oblasti na u*2 | 34,66578 1,3781| 64,66226(0,11796] 233888,1| 0,74803
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9 ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo zhodnoceni chovani Zzelezitych nanocastic
v mezenchymalnich kmenovych burikach. Zaméfili jsme se na optimalizaci metody
barveni dvou organel: lysozomi a mitochondrii. V pribéhu optimalizace jsme se
rozhodli pouzit jina fluorescen¢ni barviva nez ty, ktera jsou napsana v zadani této prace.
Z divodu prevence spektralnich prekryva s excitacné-emisnim spektrem pouzitych
nanocastic jsme optimalizovali metodu pro barvivo cell navigator™ lysosome staining
kit GREEN (lysozomy) a cytopainter mitochondrial staining kit - green fluorescence
(mitochondrie). Dale jsme uspéSné optimalizovali nastaveni konfokalniho mikroskopu
pro snimani tii typu experimentalnich nanocastic. Dva typy byly nanocastice zeleza a
jeden typ byl z uhlikovych kvantovych tecek, ktery byl pouzit jen pro srovnani detekce.
Uspé$né jsme nalezli feSeni pro spoleéné snimani fluoroforu k barveni organel a

nanocastic.

Na zakladeé teoretickych poznatk(i ziskanych pii literarni reSersi se Zzelezité
nanocastice dostavaji primarné do lysozomd a jen mala Cast nanocastic by méla
obsazovat mitochondrie. Tento pfedpoklad byl potvrzen u statistiky z dvaceti péti
nahodné vybranych bunék. Pro aplikaci v medicinég je to velice pozitivni zprava, protoze
lysozomy jsou organely, které by mély biodegradaci nanocastic zvladnout bez toxikace
buriky, kdezto u mitochondrii hrozi vznik nebezpecnych radikal a posSkozeni DNA.
Rovnéz velice pozitivni zprava je, ze se v zadném experimentu nanocastice neobjevily
v jadre buiky, coz by také mohlo vést k toxikaci buriky. Provedli jsme mnohem vice
experimenti nez 25 nahodné vybranych bunék, ale uvedeni rozsahlejsi statistiky by
znaéné presahlo rozsah uz tak rozsahlé prace. Z divodu zkoumani jen dvaceti péti
bunék je tézké fict do jaké miry je vysledek statistiky vyznamny a objektivni. Dalsi
prace by se tedy mohla zabyvat vytvorenim rozsahlé analyzy nékolika desitek az stovek

experimentt a potvrzenim vysledkl v této praci.

Analyza snimki z konfokalniho mikroskopu probihala v softwaru vytvoreném
v prostfedi Matlab (verze 2010a). Program byl vytvoren tak, aby ho zvladat ovladat i
Clovek, ktery bézné s Matlabem nepracuje (biolog, farmakolog, biochemik apod.) a je
zde proto kladen diraz na grafickou jednoduchost a prehlednost. Software bude
s nejvetsi pravdépodobnosti vyuzivan déale farmakologickym ustavem MU pro analyzu
podobnych mikroskopickych dat. V pfipadé analyzy nékolika desitek snimk neni
potfeba zkoumat kazdy snimek zvlast, ale je zde moznost zadat pouze cestu k adresari
se snimky a program vypocte veskeré parametry sam pro vSechny roviny fezu bunky.
Podobné se da software vyuzit i pro analyzu nékolika desitek snimka jedné buriky
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z vice Casovych okamzikd. Je zde také moznost usporadat si vstupy ve slozce rovnou
pred vypoctem v Matlabu, coz se da povazovat za velkou vyhodu oproti komerénim
programum na analyzu obrazu. Program zvlada vypocet minimalné patnacti dalezitych
kolokalizac¢nich parametri. Jedna se jednak o pixelovou kvantifikaci jednotlivych
slozek, jednak o objektivni procentualni vyjadieni jednotlivych slozek snimk.

Cely projekt bakalaiské prace trval pies pul roku. Jednalo se o védeckou praci
s nutnosti vynalozeni spousty volného Casu k optimalizaci metody. Z divodu studia
védeckych odbornych ¢lankd a publikaci zejména v oblasti metabolismu a znaCeni
nanocastic a zobrazeni grafickych vysledkt do textu je prace obsahové rozsahlejsi nez
bézné bakalarské prace. Prace byla rovnéz prezentovana na soutézni konferenci
STUDENT EEICT 2014, kde obsadila 2. misto v sekci Biomedicinské inzenyrstvi a
bioinformatika. V tuto chvili je prace pfipravena na pokracovani vyzkumu dalSich
velice dualezitych parametri nanocastic. Jedna se predevs§im o sledovani dynamiky
vstupu nanocastic do bunék, jejich koncentrace v buiice v prabéhu casu, sledovani
viability bunék sinkubovanymi nanocasticemi, studium transportu nanocéstic pies
membranu z jedné buriky do druhé a sledovani redistribuci nanocastic pii déleni bunék.
Na tyto ulohy bude velice vhodné pftipravit vyhodnocovaci software. Pii urcitych
malych upravach se da kolokalizacni software pfitomny v této praci upravit na software

sledujici pouze nanocastice a vyhodnocovani jejich pozice, koncentrace, tvaru apod.
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PRILOHY

Ptiloha 1: tvodni okno kolokaliza¢niho programu
guil

=DR= A

Vitejte v programu pro lokalizaci nanoéastic v bunéénych organelach.
Lokalizace je na principu ex post snimki z fluoresenénich mikroskopul.

—“yberte si prosim typ Olohy

Nanocastice a organela-v... |7

Manocastice a organela - jedna rovina

MWanocastice a organela - vEechny roviny z adresare

— Popis funkce

Analiza kolokalizace libovalng organely & nanocastic pro vice
rovin nekha pro vice Sasl. Systém sém urduje struktury podle
pofadi obrdzkl. UZivatel wwhitd prah a oblast v jakékoliv roving
a systém = témito hodnotami pocita pro vEechny roviny .
Wysledky jzou v detailnd tabulkové statistice a v arafickém
okné. Statistika je aproximace hodnot pro wEechny roviny a je
moznost zoobrazovat wysledky a3 T pro jednotlive roviny.
Watupem je adresaf, kde jzou 2 mikroskopu exportovany ti
kandly: organely, nanotastice a obrazky ze svételného
mikroskopu & nezéle?i na celkoveém podtu téchio vetupd.

Jan Solaf, 2014
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Priloha 2: Ukazka programu pro analyzu bunék z jedné roviny (Analyza 1, kap. 7.3)

guil

— Macteni obrazkl & nastaveni prahu

— Kontrols vatupl

Mattéte obrazek organely

Mactéte obrazek nanocastic

Mactéte obr. prichoziho svétla I organs -
nanocastice

pruchozi svetlo
Spojene kanaly

@ auto ) auto organely prahovane
nanocastice prahovane
(2 manual @ manual
‘ Pokud znate
‘l ,luzssm <r ,l 0.16 _
YloZte rozmér hrany ohrazku v mikrometrech: 50
Prah OK
— %yhEr oblasti a spusténi vypoctu Visledky
| Vybrat oblast zajmu a spustit vypotet e Tocnoia Bl ednotka
1 |prah pro org... 0.2887 automaticky -
— Néstroj vibir—— 2 |prah pro nan... 0.1600 manuainé T
3 |rozmér hran... 1024 pix
= s 4 |rozmér hran... 50p
() Volny vybér
5 |Obsahpvo.. 545.5685
6 |poBet pixell ... 396768 pix | Zobrazeni grafickych visledki
7 |podet pixelli ... 21927 pix 1
© Civerec 8 |pocet nanoc... 72138 pix
9 |pocet prekryt... 28058 pix
10 |pocet prekryt... 21512 pix -
@) Elipsa 11 |zastoupenik... 24851 % ||
12 |zastoupenik... 54218 %
13 |zastoupenin... 181814 % Aktualizovat
14 |zastoupenio.. 55264 %
15 |saturace nan... 29.8206 % )
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Priloha 3: Ukézka programu pro analyzu bun¢k z vice rovin (Analyza 2, kap. 7.4)

gui_adresar

U CUzers'Honza'Documents bakalafkahatlabdobre Skrlptylspmnyeﬂv;;lgdky IO FSEChY TOYINY typ | hodnota jednotka

1 |Prah pro nan... 0.0941 automaticky -
— Roztfidéni vstupl 2 |Prah proorg... 0.0700 manual M

3 |hrana obrazku 1024 pix

|organ... v: [Nano&... - |Prucho... - 4 |rozmér hran... 64.8900 p

5 |Obsahpmv .. 2840257 p L
6 |podet pixell 73220 pix S

7 |suma pixeld ... 14623 pix

r=— & |suma nanoé... 1354 pix

LS 9 |suma prekryt... 4132 pix
10 |suma plekryt... 300 pix e

— Mastaveni prahu 11 |primémé kol.. 0.0563 %

Wyberte rovinu: Manotdstice Organels Fe @ 12 |primérna kol... 0.0585 %
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Ptiloha 4: Ukazka okna pro ziskani grafickych vysledka

gui_grafika2

1. Wyherte ravinu

2 -

PribliZeni na cblast zajmu

‘ Export do noveho okna

Zobraz vybranou oblast

2. wyherte wystup

vstupni nanocastice -
vstupni organety

spojene kanaly vetupu

nanocastice prahovane

organely prahovane

prekryte pixely vybrane oblasti na cernem pozadi
prek ixely vybrane oblasti na pruchozim svetle
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