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Abstrakt

Tato bakalarska prace je zamérena na experiment zaloZeny na magnetickych na-
nocastic SPIO pro transfekci 3T3 bunék. Povrch nanocastic byl modifikovan pomo-
ci PEI a Chitosanu za ucelem optimalizace této metody. Transfekéni experiment byl
proveden dvanact krat, ndsledné byla nasnimana data zpracovana a statisticky vy-
hodnocena v programovacim prostiedi Matlab R2016a a urcena transfekcni efek-
tivita. Teoreticka cast je zaméfena na magnetické nanocastice a jejich vyuziti
v mediciné, dale na transfekci a jeji metody a také konkrétné na transfekéni meto-
du zaloZenou na magnetickych nanocasticich.

Klicova slova

Nanocastice, magnetické nanocastice, transfekce, transfekéni efektivita

Abstract

This bachelor thesis is focused on an experiment based on magnetic particles SPIO
for transfection of 3T3 cells. Nanoparticle surface was modified with PEI and Chi-
tosan to optimize this method. The transfection experiment was performed twelve
times, then the scanned data was processed and statistically analyzed in Matlab
R2016a to determine the transfection efficiency. The theoretical part is focused on
magnetic nanoparticles and their application in medicine, on transfection and in
last part on a transfection of cells using magnetic nanoparticles.
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UvoD

Nepretrzity vyvoj védy a techniky umoziiuje hlubsi a podrobnéjsi poznatky v riiz-
nych oblastech vyzkumu. Diky tomu je stdle jednodussi nahlédnout do svéta nano-
technologii. Rozvoj v této oblasti poskytuje Sirokou Skalu moZnosti biologickych
aplikaci. Vyuzivame prirozené, pritom jedinecné vlastnosti nanocastic a jejich cho-
vani v biologickém prostiedi. Nanotechnologie také umoziuji zobrazovat procesy
na bunécné urovni, coZ donedavna nebylo mozné.[1]

Tato prace se zabyva primarné transfek¢nimi metodami. Transfekce je na-
stroj pro studium funkce geni a regulace funkce bilkovin exprimovanych v mode-
lovém organizmu. Vyuziva se k vyvoji terapii u genetickych onemocnéni, kdy se
prendsi pozadovany gen do bunék za ucelem cilené 1é¢by.[8][9] Dnes jsou znamé
rizné metody transfekce. Vhodna metoda se voli na zakladé experimentu. Je poza-
dovana zejména vysoka efektivita, nizka toxicita, viabilita bunék, uroven exprese
genu a dalsi.[8] V kazdém experimentu jsou poZadovany co nejlepsi vysledky
s ohledem na drive zminéné poZadavky. S novymi moZnostmi, které prinasi mo-
derni nastroje a vybaveni se dosahované vysledky strmé zlepsuji.

Cilem této prace je realizace transfekce somatickych bunék pomoci magne-
tickych nanocastic. Pro zvyseni efektivity byl povrch magnetickych nanocastic mo-
difikovan Polyethyleniminem (PEI) a Chitosanem v rGznych koncentracnich ta-
dach. Optimalizujeme transfekcni postup pro co nejvyssi transfekéni efektivitu
spolecné se zachovanim fyziologické morfologie buriky.
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TEORETICKA CAST

1. NANOCASTICE

Nanocasticemi rozumime c¢astice o velikosti od 1 do 100 nanometrl. Predpona
nano vyjadruje mocninu 109, tj. jednu miliardtinu. Ve vztahu k rozmériim ¢astic
tedy uvazujeme o velikostech v miliardtiné metru. Pro pfedstavu pouzijeme srov-
nani s tloustkou vlasu. Abychom dosahli takovych rozméri, museli bychom pouzit
asi 8000 nanocastic o velikosti 10 nm. Diky své velikosti nabyvaji tyto ¢astice no-
vych vlastnosti vii¢i jinym vétSim molekulam.[2] Manipulace s nanoc¢asticemi ne-
znamena jen praci ve stale mensich dimenzich. SpiSe umoziuje vyuZiti jedine¢nych
fyzikalnich, chemickych, mechanickych a optickych vlastnosti nanomateriald, které
jsou v tomto méritku pirirozené.[4] Vyhodou je také snadny priichod pies bunéc-
nou membranu, ¢ehoZ se vyuziva napriklad pfi cilené dopravé 1éciv.

Prvni idea o nanocasticich byla vyslovena davno pred tim, neZ se nanotech-
nologie zacaly pouzivat. V roce 1959 tuto mySlenku vyslovil fyzik Richard Feynman
na Kalifornském technologickém institutu (CalTech). Domnival se, Ze by védci
mohli manipulovat a ridit jednotlivé atomy a molekuly a pracovat tak s velmi vel-
kou presnosti. Pozdéji profesor Norio Taniguchi definoval termin nanotechnologie,
jako procesy separace, konsolidace a deformace materiali jednim atomem nebo
molekulou [3]. AZ s prichodem skenovaciho tunelového mikroskopu a mikroskopu
atomovych sil (AFM, z angl. atomic force microscopy), které jsou schopné zobrazit
atom, se zacaly rozvijet studie modernich nanotechnologii. I kdyZ jsou tyto mikro-
skopy urceny zejména pro méreni a pozorovani objektli, umoZznuji také drobnymi
predméty, jako jsou napriklad uhlikové nanotrubice, pohybovat.[4]

Dnes jsou znamé riizné typy nanocastic s riznym tvarem, velikosti, slozenim
a funkcemi. Na Obr. 1 vidime zakladni rozdéleni nanocastic podle jejich vlastnosti,
sloZeni a vyuZiti.[5] Dale se v této praci budeme zabyvat pouze magnetickymi na-
nocasticemi (MNPs, z angl. Magnetic Nanoparticles), které jsou v posledni dobé
predmétem intenzivniho vyzkumu. Tyka se predevsim vyvijeni postupt pfti jejich
syntéze a vhodné povrchové modifikace.
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Obr. 1: Rozdéleni nanocastic podle sloZeni, vlastnosti a vyuziti [5]

1.1. Magnetické nanocastice

Atomy a molekuly maji své nenulové magnetické momenty, které jsou vyrovnava-
ny ndhodnym chaotickym pohybem. Pokud je vloZime do magnetického pole, mag-
netické momenty se prizplsobi tomuto poli a stanou se také magnetickymi. Tuto
vlastnost vyuZivame u magnetickych nanocastic. Jsou to castice, které pri specific-
kych podminkach vykazuji magnetické vlastnosti. Ve své molekule obsahuji mag-
neticky prvek - nejcastéji Zelezo, kobalt, nikl nebo jejich chemické slouceniny. Na
povrch je navazana potrebna latka, poté jsou vnéjsim magnetickym polem navede-
ny na pozadované misto (napt. tkan, organ), kde je nasledné tato latka uvolné-
na.[5] Spojeni magnetickych vlastnosti a nanotechnologii prinasi radu vyhod. Jed-
nou z nich je dopraveni l1éku primo na misto, kde je potreba. Nejsou pritomny zad-
né vedlejsi ucinky na jiné tkané nebo organy.

Pro jednotlivé biomedicinské aplikace magnetickych nanocastic jsou poZa-
dovany specifické vlastnosti, které musi byt splnény. Tykaji se napt. koncentrace

14



nebo chemické ¢i termické stability.[7] Pro optimalizaci téchto a dalSich vlastnosti
provadime povrchovou modifikaci, coZ obnasi naneseni vnéjsi vrstvy na anorga-
nické magnetické jadro. Vhodna povrchova vrstva by méla eliminovat pritazlivé
sily nanocastic a udrzet je tak navzajem od sebe, ¢imZ zajisti prostorovou stabilitu
a neutralitu naboje.[22] Dalsim kritickym bodem, ktery je treba vzit v ivahu a kte-
ry je dnes intenzivné zkouman, je toxicita magnetického iontu obsaZeného v mag-
netickém jadru. Také z tohoto diivodu je nanasena povrchova vrstva. Zajist'uje totiz
oboustrannou izolaci, kterd zabranuje uvoliiovani toxickych iontii z jadra do biolo-
gického prostredi a zaroven ho chrani pred oxidaci a korozi.[22]

Dodnes bylo pouZito mnoho riznych chemickych postupli pro syntézu mag-
netickych nano a mikrocastic pouzitelnych pro biologické aplikace. Metody syntézy
do znatné miry ovliviiuji vlastnosti castic, zejména jejich velikost. Vyuziva se
koprecipitace, mikroemulze, sol-gel syntéza, termolyza prekurzori a dalsi procesy.
Mezi nejjednodussi a nejucinnéjsi metody pro ziskani téchto Castic patii v soucasné
dobé koprecipitace, tedy reakce vice malo-rozpustnych latek sraZenim. Tato meto-
da umoznuje kontrolu experimentalnich parametrq, jako je reak¢ni teplota nebo
hodnota pH. Hlavni vyhodou procesu koprecipitace je syntéza relativné velkého
mnozstvi nanocastic. Volba velikosti ¢astic je vSak omezend. Tento nedostatek lze
resit pridanim polymernich komplexnich povrchovych c¢inidel (dextran, karboxy-
dextran, skrob nebo polyvinylalkohol).[21]

Na Obr. 2 vidime zakladni strukturu magnetické nanocastice s navazanou
bioaktivni latkou a barvivem rhodamine. Vzhledem ktomu, Ze nanocastice
nejsou klasickym mikroskopem pozorovatelné, je toto barvivo nutné pro jejich
vizualizaci. Rhodamine je jedna z moZnosti této vizualizace.

N - Magnetické jidro (Nanoparticles)
C - Polymerni plist (Coating layer)
B - Bioaktivni litka [Bioactiv subsance)

R - Cervené barvivo {Rhodamin)

Obr. 2: Struktura magnetické nanocastice
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1.1.1. Povrchova modifikace MNPs

Magnetické nanocastice jsou konjugovany s funkénimi skupinami, jako jsou proti-
latky, peptidy, polymery aj., které umoznuji funkcionalizaci a specifické rozpoznani
bunécnych typli. Funkcionalizované nanocastice s dobrou biokompatibilitou a spe-
cificitou umoziuji spoustu vyuZiti a aplikaci v biomediciné.[24] Diky vazbé na od-
povidajici bunécny receptor funkcni skupiny nasmeéruji nanocastice ke specifické
tkani nebo k bunéénému typu. Polymerni funkéni skupiny lze klasifikovat jako bio-
polymery (chitosan, dextran, ramndza) nebo syntetické polymery (polyethylengly-
kol (PEG), polyvinylalkohol (PVA), polyethylenimin (PEI), polyvinylpyrolidon
(PVP)). V nékterych pripadech se také pouzivaji jiné organické molekuly ke zvySeni
rozpustnosti komplexi magnetickych nanocastic ve vodé.[22]

Chitosan je polysacharidovy biopolymer, ktery je netoxicky, hydrofilni, biolo-
gicky odbouratelny, biokompatibilni, snadno na sebe vaze kovové ionty. Ziskava se
riznym stupném deacetylace prirozené se vyskytujictho polymeru chitinu. Pii
tomto procesu vznikaji volné aminoskupiny, které nesou pozitivni naboj. Diky to-
mu chitosan snadno reaguje s molekulami nesoucimi zaporny naboj, jako jsou pro-
teiny, molekuly DNA nebo fosfolipidy.[23]

Dal$im biopolymerem je dextran, ktery je neutralnim rozvétvenym polysa-
charidem sloZenym z glukézovych podjednotek. Diky jeho vysoké biokompatibilité
je jednim z nejcastéji zvolenych polymert. Vyhodou je rezistence vii¢i enzymatické
degradaci, takZe povrchové imobilizovany dextran na magnetické nanocastice je
stabilni ve vétsiné tkanovych prostredi. Nevyhodou je relativné malé bunécné vy-
chytavani magnetickych nanocastic s navazanym dextranem.[22]

PEI je synteticky polymer, ktery existuje bud’ jako linearni nebo rozvétvena
forma. Ackoli je PEI toxicky a biologicky neodbouratelny, pouZiva se pro aplikaci
gent diky své schopnosti vazat se na DNA. Jedna se o kationtovy polymer se silny-
mi kovalentnimi vazbami s povrchem magnetickych nanocastic, takZe miize dale
interagovat se Sirokym spektrem zaporné nabitych komplexii.[22]

1.1.2. Oxid Zeleza

vrvs

SPIONy (z angl. Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles), hlavné maghemit
(vy-Fez203) a magnetit (Fe304). Jak je patrné z chemickych vzorcq, tyto slouCeniny
jsou oxidy Zeleza. Vzhledem k jejich vhodnym vlastnostem jsou dnes nejvice pouzi-
vanymi magnetickymi nanocasticemi. Mezi tyto vlastnosti patii celkova stabilita,
ktera je zajiSténa hydrofilnim obalem dextranu nebo jiné biokompatibilni lat-
ky.[5][7]

Superparamagnetické vlastnosti téchto jader zpiisobuji vysokou susceptibili-
tu s vnéjSim magnetickym polem. Pri jeho pilisobeni se stavaji magnetickymi a po
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odstranéni tohoto vnéjSiho pole nevykazuji Zzadny zbytkovy magnetismus. Proto se
SPIONy vyuZivaji jako kontrastni latka pro T2 vaZenou magnetickou rezonanci
(MRI). SPIONy mohou byt pouZivany pomoci magnetickych, optickych, radionukli-
dovych nebo jinych specifickych cilenych ligandi pro multimodalni zobrazovani.
Déle je vyuzivame napftiklad jako neinvazivni diagnostické nastroje nebo jako no-
si¢e 1ékd, enzymi, proteinti nebo nukleovych kyselin.[1][5][6][7]

Oxidy Zeleza bud’ ve formé magnetitu nebo maghemitu se obvykle pripravuji
reakci ze smési Zeleznatych a Zelezitych soli ve vodném alkalickém prostiedi. Pri
chemické reakci molekul Fe?* a Fe3* dochazi k syntéze magnetitu. Nicméné tato
sloucenina neni piilis stabilni a je citliva na oxidaci, ktera vede nasledné k syntéze
maghemitu.[21]

Mezi riznymi typy magnetickych nanocastic je oxid Zeleza zdaleka nejcastéji
vyuzivany pro in vivo aplikace. Je to ¢aste¢né diky fyziologické toleranci Zeleza.
Lidsky organizmus je prirozené navrzen pro zpracovani prebytecného Zeleza. Ten-
to prvek je dokonce nezbytny pro preziti. Je soucasti erytrocytii jako zakladni jed-
notka hemoglobinu - Cerveného barviva, které je zodpovédné za prenos kysliku a
dalsich plynti z plic do tkani.

1.1.3. Magnetické nanocastice v mediciné
Biokompatibilni materialy, které reaguji s vnéjSim magnetickym polem, nalezly
mnoho zajimavych aplikaci v riiznych oblastech biologickych véd a biotechnologie,
vCetné raznych 1ékarskych oborti. Konkrétné oblast nanomediciny se zabyva apli-
kacemi nanomateriald pro 1é¢bu, diagnostiku, zobrazovani, cilené poskytovani 1éki
nebo fizeni biologickych systémi.[1][7][21]

Jedno z vyuziti je v oblasti zobrazovani a diagnostiky. Magnetické rezonancni
zobrazovani je neinvazivni technika, ktera vyuziva magnetického pole pro vytva-
Feni vysoce kontrastnich obrazi tkanové struktury a funkce.[24] Jak jiZ bylo zmi-
néno vyse, magnetické nanocastice oxidl Zeleza vytvareji zdporny T2 kontrast pri
zobrazovani magnetickou rezonanci a slouZi tedy jako Ucinné kontrastni latky.
Mékké tkané jsou pri zobrazeni tmavé. Na rozdil od béZzné pouzivanych kontrast-
nich latek, zaloZenych na gadoliniu, vykazuji SPIONy zna¢né vyhody v nizké toxici-
té, zvySené citlivosti, kontrastu a specifi¢nosti zobrazeni. Dalsi vyhodou je jedno-
duchy metabolismus téchto nanocastic. V téle dochazi k degradaci na molekuly
Zeleza a oxid Zeleza, které jsou metabolizovany a uloZeny v bunikach jako bilkovina
feritin nebo jsou zaclenény do hemoglobinu.[5][22]

Pomoci nanocastic lze zviditelnit loZiska nemoci a cilené dodat 1é¢iva na dané
misto. BEhem lécby je ¢asto potrebné, aby lécebné latky s vysokymi cytotoxickymi
ucinky byly dodany primo do jednotlivych postiZenych bunék. Vtom nachazime
znacnou vyhodu, protoZe pacientovi bude aplikovana nizsi davka podavanych 1ékdj,
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z CehoZ vyplyva zmirnéni vedlejsich ucinki, nebo se vedlejsi tcinky u zdravych
tkani viibec neprojevi.[24]

Dalsi vyuziti vyplyva z jedné z vlastnosti magnetickych nanocastic, a sice z
produkce tepla ve vysokofrekven¢nim stfidavém magnetickém poli. Toho vétSinou
vyuzivame v kombinaci s dalsi konven¢ni 1écbou, jako je ozafovani nebo chemote-
rapie. Tkan je vystavena vysokym teplotdm a stane se tak citlivéjsi. Z toho diivodu
jiZ neni zapotiebi vysoka davka zatézujicich cytostatik nebo ozarovani. Tento jev
se nazyva hypertermie.[7] Dochazi k ohifevu tkané pti teplotach vrozmezi 42 -
46°C a déli se na celotélovou a lokalizovanou. Hypertermie celého téla vyZaduje
peclivé rizeni teploty pro 1é¢bu metastatickych rakovinnych bunék, které jsou roz-
Sifeny v celém organizmu. Lokalizovana hypertermie zahrnuje pouze ohtivani ma-
1é oblasti zajmu.[24]
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2. TRANSFEKCE

Transfekce je prenos nukleové kyseliny do eukaryotickych bunék. Tato nukleova
kyselina se zacleni do genetické informace v buné¢ném jadre a vznikne geneticky
modifikovana burika. Tento proces je nezbytny pro naslednou expresi poZadova-
ného genu. Transfekce se déli na stabilni a prechodnou v zavislosti na povaze za-
¢lenéného genetického materidlu (DNA/RNA, z angl. deoxyribonucleic acid/ ribo-
nucleic acid).[8] Aby se dosahlo efektivniho prenosu gent transfekci, vyuziva se
komplex plazmidové DNA s lipidovymi €inidly pro zprostredkovani dc¢inného do-
davani do bunéc¢ného jadra. Plazmidy jsou malé kruhové molekuly DNA, které se
prirozené vyskytuji v bakteriich a jsou skute¢né pouZivany bakteriemi k pienosu
genetické informace. Mechanismus pridavani plazmidu DNA do savci bunky je
znamy jako plazmidova transfekce.[16]

Pro stabilni transfekci jsou obvykle pouzity genetické materidly obsahujici
tzv. transgeny, které v genomu bunky udrZuji expresi i po jeji replikaci. DNA se do-
stane do jadra priichodem pres jadernou membranu a trvale se zacleni do genomu
buriky. Na rozdil od stabilni transfekce, prechodné transfekované geny jsou expri-
movany pouze po omezenou dobu. DNA je vnesena do jadra, ale neni integrovana
do genomu. K expresi dochazi oddélené. Také je do cytosolu vnesena mRNA (Mes-
senger RNA), kde je prekladana.[8] Pri zaclenéni nové genetické informace do ge-
nomu buniky dochazi ke zméné exprese genu, pfi translaci vznikaji odliSné protei-
ny a burika tedy ziskava novou funkci.

A DNA

Transfection
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Obr. 3: Schéma dvou typi transfekci, A - Stabilni transfekce, B - Pfechodna transfekce [8]
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Hlavnim ucelem transfekce je studium funkce genti nebo genovych produktt
zvySenim nebo sniZenim specifické exprese genu v buiikach a produkci rekombi-
nantnich proteind v bunikach savcii.[8] Vyuziva se k vyvoji terapii u genetickych
onemocnénti.

2.1. Metody transfekce

Existuji riizné metody transfekce a kazda vyuziva rtzné pristupy, které je tieba
vzit v ivahu v zavislosti na druhu a acelu experimentu. Ne vSechny metody mohou
byt aplikovany na vSechny typy bunék. Idealni metoda by méla mit vysokou efekti-
vitu, nizkou bunéc¢nou toxicitu, minimalni G¢inky na normalni fyziologii burky a
méla by byt snadno pouzitelna a reprodukovatelna. Transfekéni metody délime na
chemické, biologické a fyzikalni.[8]

2.1.1. Chemické metody

Metody chemické transfekce jsou nejrozsirenéjSimi metodami v soucasném vy-
zkumu. Byly prvnimi, které byly pouzity k zavedenti cizich genli do sav¢ich bunék.
Princip spociva v interakci zaporné nabitych nukleovych kyselin s pozitivné nabi-
tymi molekularnimi nosici, jako jsou polymery nebo lipidy. Diky kladnému naboji
prijde nukleova kyselina do kontaktu s negativné nabitymi membranovymi sloz-
kami a ptejde do buniky endocytézou.

Prvni transfek¢ni nevirusova metoda je pomoci DEAE-dextranu (polykatio-
nicky derivat dextranu, uhlovodikovy polymer), ktery se smisi s DNA a diky pre-
bytku kladného naboje dojde k ptiblizeni k buné¢né membrané. Ta DNA/DEAE-
dextran komplex endocytuje. Mezi vyhody této metody patti jednoduchost a nizké
néklady. Velkou nevyhodou je ovSem nizka efektivita transfekce a cytotoxicita.

Dalsi chemicka metoda je zprostredkovana fosforecnanem vapenatym. Ten je
smichan s DNA, ptridan do PBS pufru a inkubovan za pokojové teploty. Vytvorii se
srazeniny fosforecnanu vapenatého a DNA, které ptilnou k povrchu bunék. Kom-
plex je opét endocytovan. Vyhodou je dostupnost a moZnost pouZiti pro stabilni
transfekci, coz umoZiiuje dlouhodobé studie genové exprese. Nevyhody spocivaji
v toxicité a velké citlivosti na zménu pH a teploty. Ve srovnani s jinymi metodami je
mira efektivity nizka.

Posledni a také nejvice pouzivand chemickd metoda je pomoci kationovych
lipidti. Nukleové kyseliny jsou zabaleny do lipozomovych kladné nabitych vezikult
a endocytovany.

Efektivita transfekce chemickych metod je do znacné miry zavisla na fakto-
rech, jako je pomér nukleové kyseliny a chemikalie, pH roztoku a podminky bu-
nécné membrany, takze proces vede k nizké transfekcni efektivité, zejména in vivo,
ve srovnani s metodami zprostiedkovanymi virem. Avsak tyto metody maji vyhodu
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v relativné nizké cytotoxicité, v Zadné mutagenezi a v neomezené velikosti nukleo-
vé kyseliny. Efektivita chemické transfekce se také lisi v zavislosti na typu buriky.
[81[17]

2.1.2. Biologické metody

Radime sem metody, které vyuZivaji geneticky modifikované viry. Ty jsou schopny
nést cizi gen a Uspésné jej prenaSet do burky jako virovou infekci. Pouzivaji se
adenoviry, retroviry, adeno-asociované viry, herpes simplex viry a vaccinia viry.
Obecné je dosazena transfekcni efektivita v cilovych bunikkach a bunécnych liniich
vysoka. OvSem tato metoda prinasi fadu nevyhod.[17]

Hlavni nevyhodou virové transfekce je imunogenita (navozeni tvorby protila-
tek) a cytotoxicita. Zavedeni virového vektoru miiZe zpisobit imunologickou reak-
ci nebo inser¢ni mutaci, protoZe virové vektory se integruji do hostitelského ge-
nomu nahodné, coz muze vést az k aktivaci onkogent. Ve vysledku je vétSinou
burika usmrcena.[8][17]

2.1.3. Fyzikalni metody
Fyzikalni metody umoziuji pfimy prenos nukleovych kyselin do cytoplazmy a ja-
dra fyzikalnimi nebo mechanickymi prostredky.

Metoda mikroinjekce se pouziva hlavné k manipulaci s jednotlivymi burikami,
jako jsou oocyty. Pomoci mikromanipulatoru a mikroskopu se do cytoplazmy nebo
piimo do jadra vloZi velmi tenka Spicka mikroinjekce a vnese se nukleova Kkyselina.
Vyznamnou vyhodou je vysoka efektivita, avSak tato metoda je ¢asové i financné
narocna. Také neni vhodna pro transfekci velkého poctu bunék vzhledem k tomu,
Ze se transfekuje vZdy jen jedna burika.

Biolistic particle delivery je prenos nukleovych kyselin do jadra buniky pomo-
ci vysokorychlostnich zlatych nebo wolframovych ¢astic o velikosti 0,5 - 1,5 pm.
K transfekci dochazi bombardovanim cilovych bunék témito ¢asticemi pokrytymi
danou nukleovou kyselinou. Céstice se urychluji ur¢itou hnaci silou, napt. tlakem
plynu (helia). Je to lehka a rychla technika s moZnosti maximalni kontroly, nicméné
nevyhodou je relativné vysoka cena a velka imrtnost bunék.

Casto pouZivanou fyzikalni metodou je elektroporace. Buiiky a DNA jsou sus-
pendovany v elektropora¢nim pufru, na ktery jsou privedeny vysokonapétové im-
pulzy. Ten narusuje bunécné membrany a déla v ni pory, kterymi mohou prochazet
nukleové kyseliny. ProtoZe elektroporace je snadna a rychla, je schopna transfeko-
vat velké mnoZstvi bunék v kratkém case. Dochazi vSak k vysoké umrtnosti bunék
zplUsobené elektrickymi impulzy.[8][17]

Transfekce zprostredkovana laserem (také zndma jako optoporace nebo foto-
transfekce) vyuZziva impulsni laser k ozarovani bunétné membrany za vzniku pre-
chodného péru. Pri vzniku péru v membrané jsou nukleové kyseliny preneseny do

21



bunky diky osmotickému rozdilu mezi médiem s DNA a cytosolem. Laserova meto-
da umozZznuje sledovat transfekci a vytvaret péry v libovolném misté bunky. Lze ji
pouzit i na velmi malé buriky, ale vyZaduje drahy laserovy mikroskopovy systém.
8]

Dalsi fyzikalni metodou je transfekce pomoci magnetickych nanocastic. Touto
tématikou se budeme podrobnéji zabyvat v nasledujici kapitole.

2.2. Transfekc¢ni efektivita

Transfekéni efektivita urCuje uspésnost provedeného experimentu. Zavisi na vice
faktorech, jako je napriklad typ a hustota bunék, pocet pasazi, pomér DNA k
transfekénim c¢inidlim, mnozZstvi pouZitého transfek¢niho cinidla, inkubac¢ni doba
atd.[9] Také zaleZi na vybrané transfek¢ni metodé. Ta se voli na zadkladé pozado-
vanych vysledkd.

Mezi postupy urcovani efektivity patii zjiSténi poctu transferovanych bunék.
Tyto buniky je moZné spocitat pod mikroskopem. K vizualizaci transfekovanych
bunék pak slouZi fluorescencni proteiny, které reaguji na expresi poZadovaného
proteinu. Mezi né patii GFP, luciferaza nebo (-galaktosidaza. Transfekci poté vidi-
me jako barevné oblasti, charakteristické pro dany protein, a to zejména kolem
bunécné stény, protoZe protein, ktery vznikl po transfekci, je zde uvoliiovan
z butiky. U¢innost transfekce definujeme jako pocet bunék, které exprimuji dodany
gen déleno celkovym poctem bunék v kultute.

DalSimi metodami jsou real-time PCR a western blot analyza. Fluorimetrie a
pritokova cytometrie také vyuZziva k urc¢eni miry exprese pozadovaného proteinu
fluorecsenci.[6]

Jak jiZ bylo zminéno, nasim cilem je dosahnout co nejvyssi transfekcni efekti-
vity. Proto transfekéni postup optimalizujeme pro ziskani co nejlepsich vysledki
spole¢né se zachovanim fyziologické morfologie bunék. Jedna z moZnosti optimali-
zace je pouziti PEI, které vyznamné zvysuje efektivitu transfekce. Nukleova kyseli-
na nese zaporny naboj, takze kladné nabité PEI ji obklopi a tim se kolem plazmidu
vytvori kontinudlni vrstva kationtli. Tak miize komplex DNA/PEI dale interagovat
se zaporné nabitymi fosfolipidovymi dvouvrstvami v bunééné membrané.[22]
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3. TRANSFEKCE POMOCI MAGNETIC-
KYCH NANOCASTIC

Dilezitym aspektem transfekcnich castic je jejich velikost. Na cizi télesa
v organizmu prirozené reaguje imunitni systém. Aby k né¢emu takovému nedo-
chazelo, je potieba zajistit vhodnou velikost téchto ¢astic a obejit tak mechanizmy,
které imunitni reakci vyvolavaji. Optimalni velikost se pohybuje v rozmezi jedno-
tek aZ desitek nanometrQ.[8] Tuto podminku spliiuji magnetické nanocastice pfi in
vitro transfekci. Jak jiZ bylo popsano vySe, vyhodou je snadné navadéni, rychlost a
také vysoka efektivita této metody, pricemz umoziuje vyuzivat vice typt nukleo-
vych kyselin, jako je plasmidova DNA, siRNA nebo oligonukleotidy.

Tato technika (MATra, z angl. Magnet-Assisted Transfection, viz Obr. 4) vyu-
Zivad magnetického pole k prenosu nukleové kyseliny do burky. V prvnim kroku
jsou nukleové kyseliny spojeny s magnetickymi nanocasticemi. Vazba zaporné na-
bitych nukleovych kyselin s kladné nabitymi ¢asticemi Zeleza probiha pomérné
rychle. S vyuzitim silného magnetu se tyto komplexy privedou k povrchu buriky.
Vysledkem je tedy velmi tésny kontakt mezi bunéfnou membranou a magneticky-
mi nanocasticemi s navazanymi nukleovymi kyselinami, které jsou nakonec endo-
cytovany. Pfritom nedochazi k naruseni membranové struktury ani k poskozeni
chromozomi. Nukleova Kkyselina se uvolni do cytoplazmy a magnetické nanocasti-
ce jsou metabolizovany organizmem jako piebytek Zeleza.

Pro transfekci lze vyuZit také neadherentni bunky rozptylené v suspenzi.
Nicméné ty se nejprve musi imobilizovat na dno vice-jamkového pole. Vse je reali-
zovano kultivaci s reagentem, ktery bunky imobilizuje. Jsou to specificky potazené
magnetické nanocastice, které na sebe vazi volné plovouci burky. Aplikace silné
magnetické sily (umisténi silné magnetické desky pod kultiva¢ni vice-jamkové po-
le) zpiisobi pokles bunék ke dnu. Tim se bunky stavaji docasné adherentni a lze
vyuzit transfek¢ni postup pro adherentni bunky.[15]

Pokud srovndme transfekci pomoci magnetickych nanocastic s dalSimi
transfekénimi metodami, sledujeme mnoho vyhod. Patii mezi né vyssi efektivita,
témér Zadna toxicita, neporusenost membrany, nepiitomnost neZadoucich ucinkd,
snadné provedeni experimentu, UspésSné pouziti na mnoha bunécnych liniich (do-
sud bylo pozitivné transfekovano témér 200 druhd bunék) nebo spravna funkce
pro rizné typy nukleovych kyselin.[14]
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Obr. 4: Princip MATra reagentu [15]

3.1. VyuZziti

V rliznych studiich se miZeme docist o regulac¢nich procesech pomoci transfekce
zaloZené na magnetickych nanocasticich, které ovliviiuji migraci bunék nebo axo-
novy ruast. Transfekce mizZe potencialné umoznit rychlou zménu bunécné adheze
mezi buiitkami navzajem. VyuZiti nalézame pro neuronové buiky v CNS (centralni
nervova soustava). Uspésné byly transferovany napf. neurony hipokampu. Vyho-
dou je, Ze pomoci této metody je mozné regulovat exprese proteinti ve vysoce citli-
vych neuronech bez jakékoli toxicity.

Dalsi vyuziti bylo pro transfekci bunék hepatocelularniho karcinomu. Tato
transfekce byla porovnana s lipofekci. MATra po ukonceni vykazovala mnohem
vyssi efektivitu neZ lipofek¢ni ¢inidlo.

Vyuzivd se také k optimalizaci nadmérné exprese konkrétnich proteint
(napf. proteint rakovinnych bunék hlavy a krku). Lécba karcinomu probiha diky
specifické siRNA, ktera zptlsobi jasnou inhibici exprese proteinu karcinomu. I po
této transfekci byla lipofekce aZ osmkrat méné ¢inna.[14]
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EXPERIMENTALNI CAST

4. PRACE S BUNKAMI

Soucasti transfekce je vZdy prace s bunécnymi liniemi. Pro ucely této bakalarské
prace byly pouzity buriky 3T3. Jsou to bunécné linie mysSich embryonalnich fibrob-
lastli. Behem bunécného déleni dochazelo k prenosu linii (T, ,transfer”) kazdé 3
dny, pricemz na misku bylo nasazeno 3 x 10> bunék. 3T3 linie jsou v soucasnosti
diky svym vhodnym vlastnostem velmi pouZivanymi bunécnymi liniemi ve vyzku-
mu.[10][11]

4.1. Kultivace a pasazovani

Bunky jsou kultivovany v kultiva¢nich lahvich, kde jsou vyZivovany kultivacnim
médiem DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), které ma podobné sloZeni,
jako prirozené prostiedi buiiky. Obsahuje anorganické soli, aminokyseliny, mastné
kyseliny a lipidy, vitaminy, gluk6zu, proteiny a peptidy podporujici bunécné déleni
a sérum, které udrZuje také stalé pH.[12]

Burniky, nasazené v kultiva¢ni lahvi, jsou zpocatku rozptyleny v Zivném médiu.
Aby bylo jejich prostredi co nejprirozenéjsi, kultivujeme v buné¢ném inkubatoru
pii teploté 37°C pii vysoké relativni vlhkosti. Uvnitf je udrZovana stala atmosféra
COz2na hodnoté kolem 5%.[13]

Fibroblasty jsou buniky adherentni, proto postupné prilnou ke dnu lahve, kde
se déli. Pri dosaZeni 100% konfluence buriky nemaji dalsi prostor k déleni, proto je
nutné buriky uvolnit ptisobenim traviciho enzymu trypsin a centrifugaci je oddélit
od supernatantu. Cast bunék se odebere a nasadi do nové kultiva¢ni lahve, ptipad-
né lze Cast pouZzit pro dany experiment. Tento proces se nazyva pasazovani a je
nutné jej neustale opakovat pro zachovani bunécné linie.
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5. POPIS EXPERIMENTU

Velikost pouzitych nanocastic se pohybovala kolem 8 nm. Postup experimentt bylo
vZdy potieba optimalizovat tak, abychom dosahli co nejvyssi transfekéni efektivity.
Proto se jednotlivé postupy od sebe nepatrné lisi v zavislosti na zvolenych optima-
liza¢nich podminkach. Z pohledu nasazovani bunék byl experiment proveden dvo-
jim zplisobem.

Pri prvnim byly buriky nasazeny do osmi-jamkového pole 72 hodin pred
samotnou transfekci a inkubovany v bunécném inkubatoru. Nasazeni bunék probi-
halo vzdy po pasazi, kdy byly k dispozici centrifugované buriky. Nejdrive byla pfi-
pravena zkumavka s 1,6 ml DMEM a 60 pul bunék 3T3. Do kazdé jamky ve vice-
jamkovém poli bylo ptidano asi 207,5 ul tohoto roztoku.

Druhy zptisob byl realizovan jako transfekce pti pasazi. Buiiky nebyly pred
samotnou transfekci inkubovany. Byly nasazeny a ihned transferovany. Podrobnéj-
$i postup je popsan v kapitolach Transfekce V - IX a Transfekce X - XII.

5.1. Pouzity material

e DMEM/bezsérové medium
e 3T3 bunécné linie

e PBS (fosfatovy pufr)

e Trypsin

e Magnetické nanocastice (SP10)
e plazmidova DNA

[ ] PEI

e Chitosan

o 4% formaldehyd

e Triton X-100

e barvivo DAPI

e Mounting medium

e NaCl

5.2. Transfekce I - IV

Prvni Ctyti experimenty byly provedeny stejnym zplisobem - po dosazeni asi 70%
konfluence bunék byla provedena transfekce. Pouzit byl MATra Short Prototol pro
adherentni buriky. V prvnim kroku byl vytvoren roztok 392 ul bezsérového média
a 17,5 ul MNPs. Po diikladném vortexovani bylo do sedmi zkumavek odebrano 58,5
pl tohoto roztoku. Poté bylo pridano PEI do 2. az 4. zkumavky a chitosan do 6. az 8.
zkumavky podle poZadovaného mnoZstvi. Takto vytvoreny komplex byl inkubovan
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po dobu dvaceti minut pri pokojové teploté. V prvnich dvou experimentech byly

pouzity mensi koncentrace PEI a chitosanu, v nasledujicich dvou byly koncentrace

zvySeny na dvojnasobek. Zkumavky byly ocislovany tak, aby obsah souhlasil

s vyslednym komplexem ve vice-jamkovém poli. V nasledujicich tabulkach je uve-

deno presné mnozstvi PEI a chitosanu spole¢né s MNPs v jednotlivych zkumavkach

(viz Tabulka 1, Tabulka 2).

1 2 3 4
- MNPs MNPs MNPs
PEI 0,87 ul PEI 1,74 ul PEI 2,61 pl
5 6 7 8
MNPs MNPs MNPs MNPs
Chit 5,62 ul | Chit 11,24 pl | Chit 16,86 pl
Tabulka 1: Koncentrace PEI a chitosanu pro I. a II. experiment
1 2 3 4
- MNPs MNPs MNPs
PEI 1,74 ul PEI 3,48 pl PEI 5,22 pl
5 6 7 8
MNPs MNPs MNPs MNPs
Chit 11,24 pl | Chit 22,48 ul | Chit 33,72 ul

Tabulka 2: Koncentrace PEI a chitosanu pro III. a IV. experiment

Do vSech zkumavek, kromé paté, bylo pridano 2,246 pl DNA a poté 500 pl

DMEM. Takto pripravené roztoky byly pridany k bunikkdm do vice-jamkového pole a

inkubovany dalSich dvacet minut na silném magnetu v inkubatoru.

Do prvni jamky byly vZdy nasazeny jen samotné buriky jako kontrolni vzorek,

vpaté byly jen buiiky a MNPs. Vysledny obsah kazdé jamky je znazornén
v nasledujicich tabulkach (viz Tabulka 3, Tabulka 4).

1 2 3 4
Buriky Burniky Buriky Buiiky
MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA
PEI0,87ul | PEI1,74pul | PEI2,61pl
5 6 7 8
Buriky Burniky Buriky Buiiky
MNPs MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA
Chit 5,62 ul | Chit 11,24 pul | Chit 16,86 pl

Tabulka 3: Obsah vice-jamkového pole v I. a II. experimentu
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1 2 3 4
Bunky Burnky Burnky Burnky
MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA
PEI 1,74l | PEI3,48ul | PEI5,22 pl
5 6 7 8
Bunky Burnky Burnky Burnky
MNPs MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA
Chit 11,24 pl | Chit 22,48 pul | Chit 33,72 pul

Tabulka 4: Obsah vice-jamkového pole ve III. a IV. experimentu

5.3. Transfekce V - IX

Tyto experimenty byly od predchozich pozménény. Do prvni jamky byly pridany k
buiikam jen MNPs, pata jamka obsahovala buriky, MNPs a DNA - byla tak kontrolou
transfekce. Paty experiment probéhl s burikami, které byly nasazeny 72 hodin pre-
dem. Nasledujici experimenty (VI - IX) se liSily tim, Ze bunky byly transferovany
pri pasazi. Jednotlivé postupy byly nasledovné.

V pomocné zkumavce bylo pripraveno 448 pl bezsérového média a 20 pl
MNPs. Po dikladném vortexovani bylo do osmi zkumavek odebrano 58,5 pul tohoto
pripraveného roztoku. Nasledné bylo pridano stejné mnoZzstvi PEI a chitosanu, jako
v predeslych experimentech. Po dvaceti minutach bylo pridano 2,246 ul DNA a 500
pl média. Obsah vSech zkumavek byl premistén do osmi-jamkového pole.
V experimentech, kde byla provedena transfekce prti pasazi (VI - IX), bylo nutné do
vice-jamkového pole pridat 7,5 pl bunék. Tyto vzorky byly ihned pfemistény na
silny magnet a inkubovany v inkubatoru po dobu dvaceti minut.

Kvili nedostatecnym vysledkiim byly u nékterych experimentii pouzity no-
vé materialy. Pti transfekci VIII bylo aplikovano nové PEI i DNA. Kviili vyssi kon-
centraci pripravené DNA muselo byt nasledné upraveno mnoZstvi na 0,989 pl.
V dalSich experimentech bylo aplikovano staré PEI a nova DNA. Presny obsah kaz-
dé jamky je opét v nasledujici tabulce.

1 2 3 4
Buriky Buriky Buriky Buriky
MNPs MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA
PEI 1,74 ul | PEI3,48ul | PEI5,22 pl
5 6 7 8
Burnky Burnky Burnky Burnky
MNPs MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA DNA
Chit 11,24 pl | Chit 22,48 pl | Chit 33,72 ul

Tabulka 5: Obsah vice-jamkového pole v V. az IX. experimentu
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5.4. Transfekce X - XII, negativni kontrola

Pri téchto experimentech probihala transfekce pomoci magnetickych nanocastic
pouze ve ctyfech spodnich jamkach. Postup transfekce byl stejny jako v predcho-
zich experimentech. V paté a Sesté jamce byly MNPs optimalizovany pomoci PEI,
v sedmé a osmé jamce pomoci chitosanu. Pri transfekcich XI a XII bylo mnoZstvi
PEI sniZzenona 0,5a 1 pl.

V prvnich ctyfech jamkach probihala kontrolni transfekce. Do prvni jamky
byly nasazeny jen burky, abychom mohli sledovat jejich déleni a konfluenci bez
vlivu dalSich substanci. Do druhé jamky byly nasazeny bunky spole¢né s MNPs pro
kontrolu rozloZeni nanocastic. Treti a ¢tvrta jamka slouZily jako negativni kontrola
transfekce pri pouziti dvou riznych PEI - star$iho, u kterého by nékolikandsobné
rozmrazovani mohlo mit negativni vliv na jeho Gc¢innost, a nového PEI aplikované-
ho pri transfekci VIII. Kontrolni vzorky byly pripraveny ve dvou pomocnych zku-
mavkach. V experimentu X bylo smichano 25 pl NaCl, 3 pl PEI a 0,989 ul DNA, po
deseti minutach bylo piidano 500 ul DMEM a takto pripravené roztoky byly prene-
seny do vice-jamkového pole. Poté bylo pridano 7,5 pl bunék.

Pii negativni kontrole v experimentu XI a XII bylo mnoZstvi PEI a bunék
upraveno. Koncentraci PEI bylo nutné snizit, kviili vysoké imrtnosti bunék, na 0,5
pl. MnoZstvi bunék bylo naopak zvysSeno a to na 10 pl, nasledné na 12,5 pl na jednu
jamKku. Vysledny obsah celého vice-jamkového pole je v Tabulka 6 a Tabulka 7.

1 2 3 4
Bunky Bunky Burnky Burnky
MNPs DNA DNA
Stare PEI3 ul | Nové PEI 3 pl
5 6 7 8
Buriky Burniky Buriky Buiiky
MNPs MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA DNA
PEI 1,74 pl PEI 3,48 pl Chit 22,48 ul Chit 33,72 ul
Tabulka 6: Obsah vice-jamkového pole v X. experimentu
1 2 3 4
Buriky Buriky Buriky Burnky
MNPs DNA DNA
Starée PEI 0,5 pul | Nové PEI 0,5 pl
5 6 7 8
Bunky Bunky Bunky Bunky
MNPs MNPs MNPs MNPs
DNA DNA DNA DNA
PEI 0,5 pl PEI1 pl Chit 22,48 pl Chit 33,72 pl

Tabulka 7: Obsah vice-jamkového pole v XI. a XII. experimentu
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5.5. Fixace bunék

Po transfekci bylo dtileZité pravidelné meénit Zivné medium, aby mély bunky dosta-
te¢nou vyzZivu a mohl tak probihat bunécny cyklus. Transfekce v téchto experimen-
tech je prechodna, proto exprese poZadovaného proteinu po urcité dobé vymizi.
Bylo pottfeba kontrolovat proliferaci bunék a zvolit vhodnou dobu pro jejich zafi-
xovani, kdy jesté k expresi tohoto proteinu dochazelo. Fixace probihala treti az pa-
ty den po transfekci. Tim byla zplsobena rychld smrt bunék, aniZ by doslo
k denaturaci bilkovin.[18]

Fixace byla realizovana ptisobenim 4% formaldehydu, ktery byl ve vodni laz-
ni ohi‘an na teplotu 37°C. Z vice-jamkového pole bylo odebrano medium a do kazdé
jamky se pridalo 200 pl formaldehydu. Po 30 minutach byl odebran a bunky se
dvakrat proplachly 200 ul PBS. Tim byla fixace dokoncena.

V experimentech I - VII bylo po zafixovani obarveno jadro barvivem DAPI. Do
kazdé jamky byl pridan Triton X-100 (8 x 200 pl), coz je chemicka sloucenina, ktera
naleptd membranu. Po péti minutach pisobeni byl rychle odstranén a buriky opét
dvakrat proplachnuty 200 ul PBS. V pomocné zkumavce byl pripraven roztok 10 pl
barviva DAPI a 1990 pl PBS. Po dlikladném vortexovani bylo do kazdé jamky pfti-
dano 200 pl tohoto roztoku. Vice-jamkové pole bylo zabaleno do alobalu, aby ne-
dochéazelo k degradaci barviva na svétle, a nechalo se 30 minut ptisobit pti pokojo-
vé teploté. Poté se buiiky oplachly 200 pl PBS a zakaply 2 kapkami mounting medi-
em. Takto fixované bunky byly nachystany pro skenovani pod konfokalnim mikro-
skopem.

5.6. Vizualizace

Pro vizualizaci jednotlivych struktur a tedy pro urceni transfekéni efektivity je po-
tfebné nékteré komplexy obarvit fluorescen¢nimi barvivy. V téchto experimentech
nas zajimaji jadra bunék, lokalizace nanocastic a samotna exprese poZadovaného
proteinu.

Pro vizualizaci jader prvnich sedmi experimentt bylo pouzito barvivo DAP],
coZe je fluorescencni barvivo, které bylo aplikovano az po fixaci. Do jadra se dosta-
lo diky naruseni membrany ptisobenim 0,02% Tritonu X. Maximalni excitace pro
DAPI je pti vinové délce 358 nm, coZ odpovida UV zateni. Maximalni emise je pri
hodnoté 461 nm. DAPI tedy vidime jako modré fluorescencni barvivo. Celé fluo-
rescenc¢ni spektrum barviva DAPI je na Obr. 5.[19]
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Obr. 5: Fluorescenc¢ni spektrum barviva DAPIchyba! Nenalezen zdroj odkaz(.

Vzhledem k tomu, Ze nanocastice jsou velmi malych rozmérd, nelze je pozo-
rovat ani pod konfokalnim mikroskopem, a proto je nutné obarvit je také fluo-
rescentnim barvivem. Zde se vyuZiva fluorescentni barvivo Rhodamine B
s maximalni excitac{ 560 nm a maximalni emisi 627 nm. Nanocastice vidime jako
cervené oblasti.

Nejdulezitéjsi vizualizace je sledovani genové exprese a lokalizace proteing,
¢imz Ize urcit efektivitu transfekce. Pro tento ucel bylo pouZzito barvivo GFP. Je to
fluorescencni protein, ktery pohlcuje modré svétlo (maximum emise 475 nm) a
vyzaruje svétlo zelené (maximum excitace 508 nm). Celé jeho spektrum je na Obr.
6.[19]
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Obr. 6: Fluorescen¢ni spektrum proteinu GFP[19]

31



6. ZPRACOVANI OBRAZU

Pro statistické vyhodnoceni a zpracovani nasnimanych dat bylo pouZzito progra-
movaci prostiedi Matlab R2016a. Ziskana data byla zpracovana dvojim zplisobem
v zavislosti na vlastnostech obrazu. Barevné (RGB) obrazy jsou nejprve zpracovany
pomoci aplikace Color Thresholder, kde prahovanim ziskdme binarn{ obraz.

6.1. RGB obrazy

RGB obrazy jsou zpracovany pomoci Image Processing Toolbox™, ktery poskytuje
Fadu algoritmi a aplikaci pro zpracovani a analyzu dat. Lze provadét segmentaci
obrazu, zlepSeni kvality, redukci Sumu, zpracovani 3D obrazu a dalsi. Dostupné
aplikace umoznuji praci prostrednictvim interaktivniho prostiedi - je mozZné ma-
nualné nastavit vlastnosti obrazu, vytvaret histogramy a manipulovat s oblastmi
zajmu.

Pomoci aplikace Color Thresholder lze vytvorit binarni masku RGB obrazu,
kterou poZadujeme pro nasledné vyhodnoceni dat. Po nacteni RGB obrazu je
nejdrive nutné vybrat vhodné prostredi, ve kterém chceme dale pracovat. Pro na-
snimand data bylo pouzito prostredi HSV - barevny model, ktery pracuje se tfemi
parametry. Parametr H (Hue) urcCuje odstin. Pomoci této komponenty volime po-
Zadovanou barvu. S (Saturation) urcuje sytost a V (Value) jas barvy. Sytost a jas se
voli v rozmezi [0, 1] nastavovanim histogramt. Na Obr. 7 vidime moZnou manipu-
laci s komponentou H pro vybér barev a pripadné nastaveni dalSich vlastnosti po-
moci histogrami S a V. Po tom, co byla vybrana pozadovana oblast, je mozné zob-
razit binarni masku. Segmentované obrazy lze exportovat do workspace. [25][26]
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IMAGE
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Obr. 7: Aplikace Color Tresholder - HSV
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Pro statistické vyhodnoceni nasnimanych dat byly ziskany binarni masky
dvou hlavnich oblasti zdjmu - jader a transfekovanych oblasti. Po spusténi pro-
gramu je nejprve nutné tato data nacist do workspace. Dal byly vytvotreny funkce s
nazvem Jadra a Transfekce, které pomoci prikazu bwareaopen upravi binarni obraz
tak, aby byly odstranény objekty mensi nez zvoleny prah P. Ten je pro funkci Jadra
nastaven na hodnotu 100, ve funkci Transfekce na hodnotu 70 pixelti. Priklad
zpracovani jader bunék pomoci tohoto prikazu je na Obr. 8. Poté je piikazem regi-
onprops vytvorena struktura udavajici pocet pixelt kazdého objektu.[25][26] Dél-
ka struktury tedy udava pocet nalezenych objektli. Jednotlivé vyvojové diagramy
pro obé pouzité funkce jsou na Obr. 9.

Timto zplisobem je nalezen celkovy pocet bunék v obraze a pocet bunék
s uspésSnou transfekci. Funkce jsou volany ze skriptu transfekcni_efektivitaRGB.
Vysledna transfekcni efektivita je vypocitdna jako podil poctu transfekovanych
bunék a celkového poctu bunék. Vysledek je preveden na procenta a zapsan do
tabulky pro konkrétni experiment. Pri zpracovani dat, u kterych transfekce ne-
mohla nastat (jamka obsahovala pouze buriky nebo burniky a MNPs), je volana jen
funkce pro pocitani jader bunék. Transfek¢ni efektivita zde neni pocitana a do ta-
bulky je zapsana jen informace o poc¢tu bunék.

Obr. 8: Binarni obraz jader bez upraveni Vlevo), binarni obraz jader po upravé (vpravo)
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function [ pocet bunek ] = Jadra( BW, P ) function [ transfekce ] = Transfekce ( BWtr )

BW2 = bwareaopen(BW, P); /

: :

§ = regionprops (BWZ, 'Area'); BW2 = bwareaopen (BWtr,P);
pocet_bunek = length(s); § = regionprops(BWZ, 'Area');
end transfekce = length(S);

end

Obr. 9: Vyvojovy diagram funkci Jadra (vlevo) a Transfekce (vpravo)

6.2. BW obrazy

Nékteré pivodni obrazy byly naskenovany jako jednotlivé kanaly - modry pro ja-
dra bunék, zeleny pro transfekované bunky a erveny pro magnetické nanocastice.
Kanaly jsou naskenovany jednotlivé kvili lepSimu rozliSeni a zobrazeni pouze vy-
brané oblasti. Ziskané obrazy jsou dvourozmérné ve formatu uint8.

Ve skriptu transfekcni_efektivitaBW a negativni_kontrola jsou obrazy po nacteni
prevedeny do binarniho datového typu pomoci piikazu im2bw. K prevodu se vyu-
Ziva nastaveny prah v rozmezi [0, 1].[25] Poté jsou jiZ data zpracovana stejné, jako
u RGB obrazt. Jsou volany funkce Jadra a Transfekce pro ziskani po¢tu pozadova-
nych oblasti. Pro funkci Jadra je nastaven prah na hodnotu 150 pixelfi, pro funkci
Transfekce prah zistava nezménén, tedy na hodnoté 70 pixell. Dale je vypocitana
transfekéni efektivita jako podil vysledkl obou funkci a konecny vysledek je za-
psan do predem definované tabulky.
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7. STATISTICKE VYHODNOCENI

Bunky byly naskenované konfokalnim mikroskopem. Takto byly ziskany obrazy
z dvanacti experimenti. VZdy byl spocitan pocet bunék v jednom obraze jako pocet
modre sviticich jader. Poté bylo spocitano mnozZstvi bunék ve stejném obraze, kte-
ré svitily zelené diky barvivu GFP. Transfekcni efektivita byla urcena jako podil
transfekovanyh bunék a celkového poctu bunék. Nicméné transfekce nebyla pozo-
rovana u vSech experimentd. V nasledujicim textu jsou popsany jednotlivé pouze
ty, které dopadly dspésné. Vysledky experimentu I jsou pouze ilustrativni.

7.1. Vysledky experimentu I

Vysledkem prvniho experimentu jsou obrazy, které bychom chtéli ziskat v dalSich
experimentech. Neni zde pouzit fluorescen¢ni protein GFP, ale WGA, ktery zvidi-
telni vnitini strukturu bunky. Nanocastice nejsou rozptyleny zcela rovnomérné.
Vidime v nékterych bunkach vétsi mnoZstvi nanocastic, v nékterych naopak mensi.
To pochopitelné také ovliviiuje vyslednou transfekci.

Obr. 10: Vysledek experimentu |

7.2. VysledKky experimentu Il

U druhého experimentu byly buniky naskenovany po 72 hodinové a 120 hodinové
inkubaci. Pri prvnim skenovani po 72 hodinach inkubace nebyla pozorovana zadna
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transfekce. AZ po 120 hodinach bylo mozné u nékterych obrazl urcit transfekcni

efektivitu. Nejvétsi hodnotu pozorujeme pii optimalizaci chitosanem o koncentraci

16,86 ul, a to az 95,87%. Dalsi transfekce, ale s mnohem mensi efektivitou, je pozo-

rovana u bunék s modifikaci PEI a také s modifikaci chitosanu o koncentraci 11,24

ul. V Tabulka 8 jsou vysledky tohoto experimentu ze vSech jamek, ziskané zpraco-

vanim obrazl v programovacim prostfedi Matlab. V1. a 5. jamce jsme Zadnou

transfekci neocekavali, protoZe k témto buiikdm nebyla pridana DNA, v ptipadé 1.

jamKky ani MNPs. Tabulka 9 byla vytvorena manualnim pocitanim bunék.

Modifikace Pocet bunék Pocet transfe- Transfekéni
kovanych bu- efektivita [%]
nék

1. - 99 0 0
2. PEI 0,87 ul 31 1 3,23
3. PEI 1,74 ul 247 11 4,45
4. PEI 2,61 pl 151 13 8,61
5. - 422 0 0
6. Chitosan 5,62 ul 193 0 0
7. Chitosan 11,24 ul | 119 5 4,20
8. Chitosan 16,86 ul | 121 116 95,87
Tabulka 8: Transfek¢ni efektivita experimentu I1
Modifikace Poméry bunék | Transfeké¢ni
efektivita [%]
1. - 0/71 0,00
2. PEI 0,87 pl 6/19 31,58
3. PEI 1,74 pl 43/95 45,26
4. PEI 2,61 pl 2/45 4,44
5. - 0/332 0,00
6. Chitosan 5,62 ul | 0/219 0,00
7. Chitosan 11,24 ul | 3/86 3,49
8. Chitosan 16,86 ul | 47/68 69,12

Tabulka 9: Transfek¢ni efektivita v experimentu Il - manualni vypocet
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Po srovnani téchto metod vidime rozdily nejen ve vysledné transfekcni efek-
tivité, ale také v poctech nalezenych objekti. Musime brat v ivahu, Ze algoritmus
pro zpracovani obrazi hleda oblasti s nastavenym minimalnim poctem pixelQ. Pri
Upravé obrazu ale mohlo dojit k rozdéleni jadra, naptiklad pokud barvivo nebylo
v jadie dostatecné symetricky rozloZeno. Systém tak vyhodnotil vice objekt(i, ne-
zavisle na tom, zda se jedna o to stejné jadro. Manualnim vypocCtem se této chyby
snadno vyvarujeme, protoZe lidské oko vidi objekt jako celek. Nicméné tato meto-
da je zdlouhava a ¢asové naroc¢na. Také zde miZe dojit k chybé zplisobené nepres-
nym pocitanim, zejména v obrazech s velkym poCtem bunék. Na Obr. 11 vlevo je
plivodni obraz z osmé jamky, tedy jamky s nejlepsim vysledkem tohoto experimen-
tu. Vpravo je zpracovany obraz s viditelnymi jadry bunék (zelené) a transfekova-
nymi oblastmi (fialové).

- T 4
e k3
|~ (3.- — == \\ ¥
V. O
2 pl
& J :/ {/ ™ 2
A b 7 L 8 ¥
v / S
e e :
= ', o - .
e\
/4 \ia -
L EN !
4 \,\
A & \
3 e \ L \"\ y
J ,/ 3 -
-
e Al
N T i
Obr. 11: Exp II - ptivodni obraz (vlevo), zpracovany obraz - jaddra a oblast transfekce

(vpravo)

7.3. Vysledky experimentu V

VSechna data z tohoto experimentu byla vyhodnocena pomoci algoritmu pro zpra-
covani RGB obrazi. V Tabulka 10 jsou vysledky ze vSech poli. Nejvyssi transfek¢ni
efektivita (16,67 %) je pri modifikaci PEI s mnoZstvim 5,22 pl. Vysledek z této jam-
Ky je na Obr. 12, kde vlevo vidime ptivodni obraz a vpravo zpracovany obraz. Jako
na predchozim obrazku, i zde jsou dvé segmentované oblasti - jddra jsou znazor-
néna zelenou barvou a transfekované oblasti barvou fialovou.

37



Modifikace Pocet bunék Pocet transfe- Transfekcni
kovanych bu- efektivita [%]
nék

1. |- 83 0 0

2. | PEI1,74ul 9 0 0

3. | PEI3,48 153 2 1,31
4. | PEI522 pl 78 13 16,67
5 |- 139 0 0

6. | Chitosan 11,24 pl | 121 0 0

7. | Chitosan 22,48 pl | 84 3 3,57
8. | Chitosan 33,72l |0 0 0

Tabulka 10: Transfekcni efektivita experimentu V

Obr. 12: Exp V - ptivodni obraz (vlevo), zpracovana jadra a oblast transfekce (vpravo)

7.4. Experimenty III, 1V, VII, IX

V téchto experimentech nebyla pozorovana Zadna transfekce. Proto musime kon-
statovat, Ze dopadly netspésné. Na nékterych obrazech lze pozorovat nanocastice
v burikach, avsak transfekci zde nevidime Zadnou. Na Obr. 13 je vysledek ze tretiho
experimentu, pfi modifikaci chitosanem s koncentraci 11,24 pl a na Obr. 14 je vy-
sledek z experimentu IX. Na obou obrazcich vlevo vidime pivodni obraz bunék,
kde jsou jasné viditelné jadra i oblasti s magnetickymi nanocasticemi. Vpravo je
binarni obraz, na kterém jsou viditelna pouze jadra bunék.
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» B

Obr. 14: Exp IX - ptivodni obraz (vlevo), zpracova;ly'; obraz - oblast jader bunék (Vpravo-).'

7.5. Vysledky negativni kontroly

Tyto kontroly slouzi pro srovnani s uskutecnénymi experimenty, ve kterych jsou
pouzity dva riizné roztoky PEI a DNA. Presna aplikace je popsana v kapitole 5. Ne-
gativni kontrola byla realizovana dvakrat - se starSimi a s novéjSimi roztoky.
Transfekce zde neni provedena pomoci magnetickych nanocastic, ale pouze aplika-
ci PEI a DNA k burikdm. Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 11. Lepsi vysledek pozo-
rujeme u transfekce, kde bylo pouZito staré PEI a DNA. Efektivita je zde 78,13 %. U
transfekce s aplikovanym novym PEI a DNA je efektivita 40 %. Na Obr. 15 jsou ob-
razy negativni kontroly s novéjsimi roztoky, na Obr. 16 se starSimi. V obou pripa-
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dech je vlevo originalni obraz, ziskany skenovanim bunék konfokalnim mikrosko-
pem, a vpravo segmentovany obraz jader (zelené oblasti) a transfekce (fialové ob-
lasti).

Pocéet bu- Pocet Transfekc-
nék transfeko- | ni efektivi-
vanych bu- | ta [%]
nék
Nové DNA i PEI 20 8 40
Staré DNA i PEI 96 75 78,13

Tabulka 11: Transfek¢ni efektivita negativni kontroly

Obr. 16: Kontrola se starym PEI a DNA - originalni obraz (vlevo), zpracovany obraz (vpravo)
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7.6. Post-transfekcni lokalizace MNPs

Jak bylo popsano v kapitole 3, pri transfekci jsou nejprve magnetické nanocastice
s navazanou DNA endocytovany. Nukleova kyselina je poté uvolnéna a dostava se
do bunécného jadra. Na Obr. 17 vidime rozloZeni nanocastic v bunikach (¢ervené
oblasti). Jadra (modré oblasti) maji na povrchu jadernou membranu, pies kterou
magnetické nanocastice neprostupuji, ale jsou distribuovany v cytoplasmé, dokud
nejsou organizmem metabolizovany.

Obr. 17: RozloZeni MNPs v cytoplazmé
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ZAVER

Tato bakalarska prace byla rozdélena na dvé casti. Nejdrive jsme se zabyvali teore-
tickymi znalostmi z oblasti nanocastic, zejména magnetickymi, a jejich vyuZitim
v mediciné. Byly popsany zmény vlastnosti pri naneseni funkc¢ni vrstvy a jejich
funkcionalizace. Nasledné bylo rozebrano téma transfekce, tedy vneseni dodatecné
genetické informace do intracelularniho prostredi buiiky a nasledny vliv na bunku
a jeji genetickou expresi. Byly také popsany znamé metody transfekce a vyhodno-
ceni jeji efektivity. Jedna kapitola byla vénovana konkrétni aplikaci magnetickych
nanocastic pro transfekci bunék. Zminény byly také vyhody této metody ve srov-
nani sostatnimi transfekénimi metodami, mezi néZz patii predevSim vyssi
transfekcni efektivita. Proto byl v této bakalarské praci kladen dliraz na experi-
mentalni ¢ast, ktera byla nosnikem prace. Cilem bylo dosahnout co nejvyssi efekti-
vity.

V experimentalni ¢asti byla nejdrive popsana somaticka bunéc¢na linie 3T3, se
kterou se pii experimentech pracovalo, rovnéz je diskutovana prace s témito bun-
kami, ktera vzdy predchazela samotnému experimentu, jako je kultivace a pasazo-
vani. Nasledné byl popsan presny postup experimentu. Nejprve transfekce, véetné
modifikace nanocastic pomoci PEI nebo chitosanu, poté negativni kontrola, fixace
bunék a pouzita fluorescenc¢ni barviva. K obarveni bunécnych jader bylo pouZito
barvivo DAPI, takze jadra jsou vidét modie. Na nanocastice bylo navazano cervené
barvivo rhodamine a Uspésnost transfekce byla sledovana zelenym barvivem GFP,
které reaguje na specifické genové exprese a prispiva tak k lokalizaci proteind.

Zpracovani ziskanych obrazli bylo realizovdno v programovacim prostredi
Matlab R2016a s vyuZitim aplikace Color Thresholder. Vyhodnoceni transfekéni
efektivity probihalo na zadkladé poméru poctu transfekovanych bunék a celkového
poctu bunék v obraze. Transfekci bylo moZné pozorovat ve druhém experimentu,
ve kterém byla jako nejlepsi vysledek urcena osma jamka, tedy modifikace chito-
sanem s koncentraci 16,86 ul, a to 95,87%. Transfekce byla pozorovana také na
dalsich bunikach, nicméné s mensi efektivitou.

[ pres pocatecni netspéch prinasi tato metoda transfekce mnoho vyhod a
uplatnéni v mediciné. Napf. pfi nadorovych onemocnénich lze optimalizovat nad-
meérnou expresi urcitych proteint a tim omezit nddorové bujeni. I kdyZ je manipu-
lace s lidskou DNA velmi casto rozebirana v oblastech etiky, v budoucnu by mohla
resit fadu dosud nelécitelnych nemoci.
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Seznam zKkratek

AFM: Mikroskop atomovych sil, z angl. atomic force microscopy
BW: binarni obraz (black-white)

CO02: Oxid uhlicity

CNS: Centralni nervova soustava

DAPI: 4',6-diamidin-2-fenylindol

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA: Kyselina deoxyribonukleova

Fe304: Magnetit

GFP: Green fluorescent protein

HSV: Barevny model (hue-saturation-value)

Chit: Chitosan

MATra: Magnet-Assisted Transfection

MNPs: Magnetické nanocastice, z angl. magnetic nanoparticles
MRI: Magneticka rezonance, angl. Magnetic Resonance Imaging
mRNA: Messenger RNA

NacCl: Chlorid sodny

nm: nanometr

PBS: Fosfatovy pufr

PCR: Polymerazova retézova reakce, z angl. Polymerase Chain Reaction
PEG: Polyethylenglykol

PEI: Polyethylenimin

PVA: Polyvinylalkohol

PVP: Polyvinylpyrolidon

RGB: Barevny model (red-green-blue)

RNA: Kyselina ribonukleova

siRNA: small interfering RNA

SPION: Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles

WGA: Wheat Germ Agglutinin

y-Fe203: Maghemit
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Priloha A
Tabulky vyhodnocenych experimentt

Modifikace Pocet bunék Pocet transfe- Transfekéni
kovanych bu- efektivita [%]
nék

1. - 99 0 0

2. PEI 0,87 ul 31 1 3,23
3. PEI 1,74 ul 247 11 4,45
4. PEI 2,61 ul 151 13 8,61
5. - 422 0 0

6. Chitosan 5,62 ul 193 0 0

7. Chitosan 11,24 ul | 119 5 4,20
8. Chitosan 16,86 ul | 121 116 95,87

Tabulka 1: Experiment Il

Modifikace Pocet bunék Pocet transfe- Transfekéni
kovanych bu- efektivita [%]
nék

1. - 57 0 0
2. PEI 1,74 ul 19 0 0
3. PEI 3,48 nul 8 0 0
4. PEI 5,22 ul 6 0 0
5. - 30 0 0
6. Chitosan 11,24 ul | 34 0 0
7. Chitosan 22,48 ul | 44 0 0
8. Chitosan 33,72 ul | 7 0 0

Tabulka 2: Experiment III




Modifikace Pocet bunék Pocet transfe- Transfekéni
kovanych bu- efektivita [%]
nék

1. - 140 0 0
2. PEI 1,74 pl 14 0 0
3. PEI 3,48 pul 0 0 0
4. PEI 5,22 ul 0 0 0
5. - 153 0 0
6. Chitosan 11,24 nul | 247 0 0
7. Chitosan 22,48 ul | 94 0 0
8. Chitosan 33,72 ul | 41 0 0
Tabulka 3: Experiment [V

Modifikace Pocet bunék Pocet transfe- Transfekéni
kovanych bu- efektivita [%]
nék

1. - 83 0 0

2. PEI 1,74 pl 9 0 0

3. PEI 3,48 ul 153 2 1,31
4. PEI 5,22 ul 78 13 16,67
5. - 139 0 0

6. Chitosan 11,24 pl | 121 0 0

7. Chitosan 22,48 ul | 84 3 3,57
8. Chitosan 33,72 ul | 0 0 0

Tabulka 4: Experiment V




Modifikace Pocet bunék Pocet transfe- Transfekc¢ni
kovanych bu- efektivita [%]
nék

1. - 232 0 0
2. PEI 1,74 ul 97 0 0
3. PEI 3,48 nul 5 0 0
4, PEI 5,22 ul 7 0 0
5. - 105 0 0
6. Chitosan 11,24 ul | 91 0 0
7. Chitosan 22,48 ul | 67 0 0
8. Chitosan 33,72 ul | 87 0 0
Tabulka 5: Experiment VII
Poc¢et bu- Pocet Transfekc¢-
nék transfeko- | ni efektivi-
vanych bu- | ta [%]
nék
Nové DNA i PEI 20 8 40
Staré DNA i PEI 96 75 78,13

Tabulka 6: Negativni kontrola




Priloha B

v v/

Obrazy nejvyssi transfekcni efektivity

En )

Obr. 2: Nejvyssi transfekéni efektivita exp. V



 Obr. 3: Nejvyssi transfekeni efektivita negativni kontroly



