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Souhrn

Tato diplomovéa prace je zaméfend na cytotoxicitu uhlikovych kvantovych tecek
(CQDs) a jejich distribuci v lidskych mezenchymalnich kmenovych buikach (hMSC).
V teoretické Casti jsou predstaveny kvantové tecky na bazi téZkych kovi (QDs) a uhliku
(CQDs) a jejich cytotoxicita i G€inky na zvifecich modelech. Pfedmétem experimentalni ¢asti
je cytotoxicita CQDs, které maji k uhlikovému jadru navazany kvartérni chlorid amonny.
Tato povrchova modifikace zajistila kladny povrchovy naboj, ktery do jisté miry ovlivnil
biokompatibilni chovani vzorku. Byla provedena série testd cytotoxicity (test viability,
analyza bunééného cyklu, méfeni mnozstvi ROS), test genotoxicity, analyza koncentracni
a casové zavislosti internalizace CQDs do bun¢k, analyza exocytézy CQDs a detekce
specifickych povrchovych CD markerti u hMSC zna¢enych CQDs. Vnitrobunécéna distribuce

uhlikovych tecek byla potvrzena fluorescencni a konfokalni mikroskopii.

Buniky byly inkubovany s riznymi koncentracemi CQDs (maximum 400 pg/ml)
po dobu 24 hod, béhem které dochazelo k jejich maximalni saturaci ¢asticemi. Fluorescenéni
mikroskopie ukazala, Ze dokonce i pii minimalni pouzité koncentraci 50 ug/ml byly CQDs
pozorovany uvnitt hMSC jako ¢ervené fluorescencni klastry. Ve vétSiné méfeni byla kritickd
koncentrace CQDs 200 pg/ml. Pii této davce bylo pozorovano poskozeni DNA, zvyseni

hladiny ROS a snizeni bun&né proliferace, aniz by doslo k vyraznému poklesu viability.

Tyto kladné nabité CQDs tak ptedstavuji vhodnou fluorescencni sondu pro znaceni

kmenovych bunék v regeneraéni terapii, avsak pti pouziti koncentrace mensi nez 200 pg/ml.



Summary

In this thesis, the carbon dots with quaternary ammonium attached on the carbon core
through amide linker have been used. Mentioned surface modification gives CQDs positive
charge, which could dramatically influence viability of cells. We performed a series
of cytotoxicity assays (viability assay, cell cycle measurement, reactive oxygen species assay)
and other tests (commet assay, concentration and time dependent uptake of CQDs, analysis
of exocytosis, detection of specific surface CD markers, fluorescent and confocal microscopy)

to reveal an influence of positive charged CQDs on human mesenchymal stem cells (hMSC).

Cells were treated with various concentrations of CQDs up to 400 pg/ml
and incubated for 24 hours, when a maximum amount of CQDs was uptaken by hMSC.
Fluorescent microscopy imaging confirmed intracellular presence of CQDs even at minimum
dose 50 pug/ml. The CQDs were visible as a red fluorescent clusters inside hMSC. Critical
concentration in all measurements was 200 pg/ml, where DNA damage and oxidative stress
occurred. Cell cycle analysis also showed a decrease in cell growth and proliferation, although

no significant viability loss was detected.

These positively charged CQDs could be suitable as a fluorescent probe for stem cell

labeling in regenerative therapy, but only at concentration less than 200 ug/ml.
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Uvod

Nanotechnologie a biomedicinské aplikace vyuzivajici kmenové buiiky jsou jednim
Z nejnovéjSich  spojeni v biotechnologickém vyzkumu. Nanomateridly totiz piedstavuji
vyborné platformy, které mohou byt uzite¢né pti manipulaci s kmenovymi bunikami (Ferreira
et al, 2008). Jedna se predev§im o magnetické nanoCastice a kvantové tecky,
které se pouzivaji pro kontrastovani kmenovych bunék a jejich sledovani v organismu pomoci

MRI nebo Xtreme (Bruker) pro optické in vivo zobrazeni (Kaur et Singhal, 2012).

Kmenové bunky zastupuji zakladni bunéCnou linii, ktera je v téle prekurzorem
k dalsim bunéénym typim. Tyto bunky maji schopnost se samy d¢lit, proliferovat
a diferenciovat se do specializovanych bunék (Beltrami et al., 2003). Existuji ve dvou
hlavnich typech: embryonalni kmenové buiiky (ESC) a neembryonélni kmenové butiky (non-
ESC), které jsou znamé také jako dospélé kmenové bunky. ESC jsou ziskavany z vnitini masy
blastocysty, kterd se vytvari nékolik dni po oplozeni vajicka, a maji schopnost pluripotence,
¢ili mohou vytvofit vSechny bunééné typy v téle (Thomson et al., 1998). Dospélé kmenové
buiiky jsou odebirany z n€kolika dospélych tkani, ze kterych se nejvice vyuziva kostni dien
a tukova tkan. Buiky jsou jiz ¢astecné diferenciovany, a tak uz mohou diky multipotentni
schopnosti vytvaiet pouze specifické bunééné linie (Ding et al., 2011). Mezenchymalni
kmenové buiky ptfedstavuji nejvyuzivanéjsi typ dospélych kmenovych bunégk, jelikoZz maji
schopnost se diferenciovat do Siroké Skaly bunécnych typid,, do které patii naptiklad
chondrocyty, adipocyty, osteocyty, osteoblasty, myocyty, kardiomyocyty a dokonce i neurony
(Oishi et al., 2009). Z téchto divodt maji nejvyssi vyuziti v regeneracnich a transplanta¢nich

medicinskych aplikacich.

Kvantové teCky (QDs) patii mezi polovodiCové nanokrystaly, které se stale vice
vyuzivaji na misto obvyklych organickych fluorescencnich sond, jelikoz maji nékolik
zfetelnych prednosti. Mezi tyto pfednosti patii pfedevSim vysoka fluorescence, rezistence
k vybélovani, vysoka fotostabilita, Siroka fluorescencni spektra a dalsi, které délaji
Z kvantovych tecek vyhodné materialy pro biologické aplikace ve formé fluorescencnich sond
(Michalet et al., 2005). Spolu s mnoha vyhodami vSak kvantové tecky maji také nékolik
nedostatktl, z nichz nejzavaznéjsi je jejich vysoka cytotoxicita. Ve vétSing pripadd se jedna
0 nanomateridly syntetizovanych z téZkych kovil, které s sebou nesou pomérné vyrazna
potencionalni zdravotni a enviromentalni rizika (Derfus et al., 2004). Stale tak probiha

vyzkum zaméfeny na zmirnéni ¢i odstranéni tohoto problému, a proto se v posledni dobé



uplatiiuje novy druh kvantovych tecek na bazi uhliku (Uhlikové kvantové tecky (CQDs)).
Uhlikové tecky totiz vykazuji velmi podobnou fluorescencni aktivitu jako polovodicové
kvantové tecky, a navic ve svém jadie obsahuji biogenni prvek uhlik, ktery
je biokompatibilni. Jedna se tedy o velmi vyhodny material pro mnoho biologickych aplikaci
(Tuerhong et al., 2017).

Tato diplomova prace je zaméfend na cytotoxicitu uhlikovych kvantovych tecek
(CQDs) a jejich distribuci v mezenchymalnich kmenovych bunikach (hMSC). Prvni kapitola
literarni Casti se vénuje uhlikovym kvantovym teckdm, jejich cytotoxickému ucinku,
distribuci v bunééném prostiedi a vyuziti v biologickych aplikacich. Ve druhé kapitole jsou
popsany mezenchymalni kmenové buiiky, jejich charakterizace, diferenciaéni schopnost

a mozné vyuziti vV regeneracni a transplanta¢ni medicing.

V experimentalni ¢asti jsou uvedeny vysledky nékolika testi, které dokumentuji vliv
specifickych uhlikovych teek s pozitivnim nabojem na viabilitu, morfologii a celkové
na chovani mezenchymalnich kmenovych bunék a snimky z fluorescen¢niho a konfokalniho

mikroskopu, které popisuji distribuci ¢astic uvniti bunck.



Literarni prehled
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1. Kvantové tecky (QDs)

Kvantové teCky obecné predstavuji polovodiCové nanokrystaly velmi malych
velikosti, u kterych dochazi k tzv. kvantovému jevu (Alivisatos, 1996). Proto maji tyto
nanomateridly velice specifické optické a elektronické vlastnosti, mezi které patii predevsim
vyrazna fluorescence a s ni spojend Sirokd absorp¢ni spektra, vysoka fotostabilita, velky
extink¢ni koeficient a laditelné emisni vinové délky. Jedna se tedy o velmi vyhodné materialy

pro biologické aplikace ve form¢ fluorescencnich sond (Michalet et al., 2005).

Pouziti kvantovych tecek pro biologické a biomedicinské aplikace se jiz v literatufe
vyskytuje v hojné mife a v porovnani s klasickymi organickymi barvivy (fluorescencni sondy)
jsou vyzdvihovany jejich unikatni optické vlastnosti. (Resch-Genger et al., 2008). Kvantové
tecky (QDs) jsou vsak i pies vSechny vyhody zdrojem cytotoxicity. Zminéné polovodicové
QDs totiz obsahuji vEétsi mnozstvi té€zkych kovi (nejcastéji kadmia Cd) nesoucich zdravotni
a environmentalni rizika, ke kterym dochazi pfedevsim z divodu uvoliovani toxickych iontd
(Cd?* apod.) (Derfus et al., 2004; Lovric et al., 2005; Chen et al., 2012). Existuji studie
kvantovych tecek na bazi kadmia indikujici toxicky ucinek na systém obratlovct jiz pfi velmi
nizkych koncentracich (144 pmol) (Geys et al., 2008), a také dalsi studie, které popisuji riziko
akumulace toxického Cd v organech a tkanich (Satarug et Moore, 2004). Z toho dtvodu
dochézelo a stale dochéazi k hledani alternativnich materiald, které by vykazovaly obdobné

fotoluminiscen¢ni vlastnosti jako kvantové tecky.

Mezi nadéjné kandidaty patii kifemikové Si a potencidlné také germaniové Ge
nanocastice (Zaitseva et al., 2007; Kang et al., 2011), které ptedstavuji vice biokompatibilni
materidl, avSak v optickych vlastnostech se casticim na bazi kadmia vyrovnat nedokazi.
Zajimavosti je, ze uhlik (C), ktery se v periodické tabulce prvka nachazi ve stejné skupiné
jako Si, ptfedstavuje mnohem vhodné€j$i material pro vyvoj velmi jasnych fluorescencnich
uhlikovych kvantovych tecek (CQDs), ¢asto ozna¢ovanych pouze jako uhlikové tecky (Sun
et al., 2006; Cao et al., 2007; Yang et al., 2009Db).

1.1. Uhlikové kvantové tecky (CQDs)

Termin uhlikové kvantové teCky obecné popisuje velmi malé uhlikové nanomaterialy
(< 10 nm) ve vodnych ¢i jinych roztocich. Informace o fotoluminiscenéni aktivité uhlikovych
Castic byla zji$téna pti pozorovani povrchovych defektii u jednosténnych (SWCNT — Single-
Walled Carbon Nanotubes) a vicesténnych (MWCNT — Multi-Walled Carbon Nanotubes)
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uhlikovych nanotrubic, které, pii specifickych podminkach, zacaly emitovat jasné zareni
(Riggs et al., 2000). Fluorescence byla jesté vice zvyraznéna, pokud byl povrch nanotrubic
funkcionalizovan raznymi typy molekul. Pasivace povrchu tedy vedla k velmi jasné a zafivé

emisi fluorescence a objevu uhlikovych tecek CQDs (viz Obrazek ¢. 1) (Sun et al., 2006).

Uhlikové jadro nanodastice

Povrch nanodastice pasivovan ruznymi
molekulami (PEG, EDA, Betain, apod.)

Obrazek ¢. 1 — Ilustracni schéma uhlikové teCky skladajici se z uhlikového jadra, ke kterému

je siln¢ adsorbovana molekula povrchové pasivace. Pievzato z (Liu et al., 2015b).

Efektivni pasivace povrchu uhlikovych nanocastic tak pravdépodobné piedstavuje
nezbytny krok k jejich vyraznym fluorescenénim vlastnostem, ackoliv existuji i studie, které
dokazuji barevné fluorescenéni emise také u nepasivovanych (tzv. ,,nahych®) uhlikovych
nanocastic, avSak s velmi nizkymi kvantovymi vytézky (Ray et al., 2009; Li et al., 2011b;
Shen et al., 2012). Koncep¢né tedy neni nutné od sebe odliSovat uhlikové tecky ,,s“a ,,bez*
povrchové funkcionalizace (nebo s jinou formou efektivni povrchové pasivace),
jelikoZ povrchova pasivace pouze ovliviluje (i kdyZ v n&kterych piipadech velmi vyrazn¢)

fluorescencéni vlastnosti teéek.

V soucasnosti se vyviji né€kolik riznych syntetickych metod, které se snazi
0 jednoduchou, nizko nédkladovou syntézu uhlikovych te€ek vysoké kvality
s kontrolovatelnou velikosti. S ohledem na vztah mezi zdroji a produkty syntézy je mozZné
shrnout soucasné syntetické metody do dvou tfid top-down a bottom-up (viz. Obrazek ¢. 2)
(Wang et Hu, 2014).
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Obrazek €. 2 — Ilustracni schéma ptipravy uhlikovych kvantovych te¢ek (CQDs), grafenovych
kvantovych tecCek (GQDs) a polymernich tecek (PDs) top-down a bottom-up syntézou.
Pievzato z (Namdari et al., 2017).

Pro tfidu top-down metod jsou CQDs syntetizovany za pomoci chemickych
a fyzikalnich procest z relativné makroskopickych struktur uhliku, mezi které¢ patii uhlikové
nanotrubice, sloupce grafitu, grafen, aktivni uhlik a rozpustny uhlikovy prasek. Vétsina téchto
procest je neselektivnich a mezi hlavni patii elektrochemie, chemicka oxidace a laserové

ozafovani (Hu et al., 2009; Qiao et al., 2010; Shinde et Pillai, 2012).

Ttida bottom-up zahrnuje metody, kde dochazi k syntéze z organickych prekurzort,
ze kterych nésledné za specifickych podminek vznikaji CQDs. Mikrovinné, tepelné
a ultrazvukové viny pfedstavuji primarni pfistupy vyuzivany pro energetickou agregaci
a transformaci molekularni struktury. Diky pfitomnosti prekurzord se jednda o tfidu,
ktera vykazuje niz§i naroky na uhlikové zdroje, které tak mohou byt velmi rliznorodé, jako
napiiklad sachardza, kyselina citronova, aminokyseliny nebo dokonce i proslé potraviny (Li et

al., 2011a; Zhai et al., 2012; Yu et al., 2015; Edison et al., 2016).
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1.2. Cytotoxicita uhlikovych tecek

Nejvétsi  vyhodu uhlikovych tecek predstavuje nepochybné jejich vyborna
biokompatibilita a nizky toxicky ucinek, jelikoz neobsahuji zadny prvek tézkych kovu.
Zajeden z hlavnich mechanismi toxického ué¢inku polovodicovych kvantovych tecek
se povazuje postupné uvoliiovani toxickych ionti té€zkych kovu (Derfus et al., 2004; Kirchner
et al., 2005). Uhlik vsak patii do skupiny biogennich prvku, které se pfirozené vyskytuji

Vv zivych organismech a tkanich a nepfedstavuje tedy primarné toxicky material.

Pokud se otestuji toxické ucinky rtznych polovodicovych kvantovych tecek, at’ uz
se jedna o zménu morfologie, oxidacni stres, genotoxicitu nebo jiné mechanismy cytotoxicity,
je patrné, Ze k vyraznéjSimu poskozeni bunék dochazi jiz pfi nizkych koncentracich (20
ug/ml; 20 nM)(Kauffer et al., 2014; Liu et al., 2015a; Manshian et al., 2015). V posledni dobé
tedy dochazi k intenzivnimu vyzkumu, ktery by toxické Uc¢inky kvantovych tecek snizil,
ato bud’ pomoci biokompatibilni vrstvy na povrchu QDs nebo pouzitim méné¢ toxickych
zdrojii nanomaterialu (napt. Zinek, Zn) (Mirnajafizadeh et al., 2016; Ratnesh et Mehata,
2017). Uhlikové kvantové tecky vsak stale vykazuji lepsi biokompatibilitu i bez jakychkoliv
ptidanych biokompatibilnich vrstev. Prvni vyrazngjsi toxické Uc€inky se u uhlikovych tecek
zaCinaji projevovat ve vétsin¢ piipadi od koncentrace 200 pg/ml a vyse, coz zpravidla
nékolikandsobné pievySuje koncentraci potfebnou pro potenciondlni biologické aplikace
(Zhao et al., 2008; Yang et al., 2009b; Chandra et al., 2011; Yang et al., 2012; Du et al.,
2017).

Dalsi studie dokonce naznacuji, Ze uhlikové tecky vykazuji niz§i nebo podobné
toxické cinky jako specifické oligomerni nebo polymerni latky, které se vyuzivaji jako
¢inidla pro jejich povrchovou pasivaci (PEG, PEI, apod.) (Yang et al., 2009b; Tao et al.,
2012).

1.3. Biologické aplikace uhlikovych tecek

Jednou z nejvice nadéjnych a velmi ¢asto zminovanych aplikaci uhlikovych tecek je
biologické zobrazovani v medicin€. Tento fluorescenéni materidl nabizi uzite¢nou platformu
pfedevSim pro zkouméni v oblasti nanomediciny, zejména v diagnostice a 1écbé rakoviny
(Chapman et al., 2013). Jak jiz bylo prokazano, uhlikové tecky spliuji dvé zakladni kritéria
pro klinicky vyzkum: mohou byt rychle vylouceny z téla a vykazuji nizkou cytotoxicitu,

pficemz stale produkuji spolehlivy opticky signal (Huang et al., 2013). Uhlikové tecky
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predstavuji tedy vyborny material pro Siroké spektrum biologickych a biomedicinskych
aplikacich jako je naptiklad biologické zobrazovani (in vitro/in vivo), biosenzory, sondy

pro cilené dodavani 1éciv/genti a dalsi.

V soucasnosti nejvyznamnégj$i aplikaci CQDs zastupuje biologické zobrazovani,
kde se vyuziva jejich excitacnich a emisnich vinovych délek ve viditelném spektru, intenzity
fluorescence na trovni jednotlivych tecek, nizké cytotoxicity, excelentni rozpustnosti ve vodé
a vyborné fotostability. Pro in vitro studie byly CQDs tspésné pouzity v mnoha zobrazeni
oznac¢enych bungk, jako jsou bunécné linie HeLa (Choi et al., 2014), lidské neuralni kmenové
bunky (Shang et al., 2014), NIH-3T3 (Zhang et al., 2012b), A549 (Vedamalai et al., 2014),
HepG-2 (Xu et al., 2013) MD-MBA-231 (Kang et al., 2015a) a dalsi (viz Obrazek ¢.3).
Ve vétsiné piipadu byly CQDs pohlceny endocytézou a hromadily se v cytoplazmé, pouze

v n¢kolika pripadech se vyskytovaly i v jadie (Ray et al., 2009).

MD-MBA-231 bunky

DAPI N-CDs Slouceni

Obrazek ¢. 3 — Fluorescencni obrazky MD-MBA-231 bun¢k znacenych CQDs. Prevzato
z (Kang et al., 2015a).

Pfi in vivo zkoumani vyvojovych mechanismi riznych onemocnéni se vyuziva
modelovy organismus Déanio pruhované, protoze mé velmi dobfe definované vyvojova stadia
a je pristupny pro optické zobrazeni (Lieschke et Currie, 2007). Akumulace CQDs byla
zjisténa v oku, Zloutkovém vacku a ve stievé (viz Obrazek ¢. 4) (Xu et al., 2014; Kang et al.,
2015b). Avsak standardnim modelem pro in vivo pozorovani jsou laboratorni mysi. | v téchto

studiich byly ziskany fluorescencni obrazky CQDs a nebyla potvrzena zadna vyrazna toxicita
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organu ani tkani (Yang et al., 2009a). Fluorescence CQDs byla po intraven6znim podani
pozorovana V zaludku a po 1 hodiné¢ doslo k akumulaci v mocovém méchyti (viz Obrazek ¢.
5). Po 4 hodinach od injekce doslo k poklesu fluorescence v moc¢ovém méchyii a nartstu
fluorescence v ledvinach, coz znacilo vylouceni tecek moci. V dalsi studii byla zjisténa

ptitomnost uhlikovych tecek dokonce v mozku mysi (Li et al., 2012).

$00 um
m—

gut

500 wum (/= -, 250 um 200 um
— pe— [E— s

Obrazek ¢. 4 — Fluorescenéni obrazky Dania pruhovaného inkubovaného CQDs. Prevzato

z (Xu et al., 2014).
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Obrazek ¢. 5 — Fluorescenéni obrazky mysi, do které byly injekéné vpraveny CQDs. Prevzato

z (Yang et al., 2009a).
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2. Kmenové bunky

Kmenové bunky reprezentuji biologické bunky, které maji dvé vyznamné vlastnosti,
ato schopnost diferenciovat se do riznych bunécnych linii a schopnost samo-obnoveni.
Kmenové bunky jsou rozdéleny na dva hlavni typy: embryonalni kmenové buiky (ESC)
a dospélé kmenové bunky (Ding et al., 2011). ESC se ziskavaji z vnitini bunécné masy
blastocysty a maji schopnost pluripotence, ¢ili schopnosti se diferenciovat v kteroukoliv
bunku v téle, avsak jejich vyuziti musi zohlediiovat pravni a etické aspekty (Wu et al., 2007).
U dospé€lych kmenovych bunék, také zndmych jako somatické kmenové bunky, nejsou tyto
problémy tak zavazné, jelikoz se mohou ziskavat jak z juvenilni, tak z tkané dospélé. Navic
tyto buitky maji schopnost multipotence, ktera jim umoziuje diferenciovat se do specifickych
bunéénych linii. Pravé tyto vlastnosti dé€laji ze somatickych kmenovych bunék vyborné

kandidaty pro klinickou aplikaci pfedevsim v regenerativni mediciné (Ding et al., 2011).

2.1. Mezenchymalni kmenové bunky

Mezenchymalni kmenové bunky (hMSC) piedstavuji typ somatickych kmenovych
buné¢k se schopnosti samoobnoveni a obnovovani mezenchymalni a krvetvorné tkané. hMSC
také projevuji multipotentni schopnost se diferenciovat do Siroké Skaly bunécnych typt
(chondrocytu, adipocytu, osteocytt, osteoblastt, myocyta, kardiomyocyta, neuront ¢i inzulin
produkujicich bungk) (Oishi et al., 2009). Jejich izolace probiha nejcastéji z kostni diené nebo
tukové tkané, ale také byly nalezeny v témé&f vSech postnatalnich organech a tkanich véetné
pupecni $idry, d€lozni sliznice, okostici, svalech, synovialni tekuting. (Si et al., 2011). Jejich
relativné snadna izolace pfispiva k stale castéjSimu vyuzivani v transplanta¢nich

a regenerativnich aplikacich.

Ackoliv bylo provedeno né¢kolik intenzivnich prizkumt imunitnich fenotyptt hMSC,
nedostatek unikatnich specifickych markerti stale predstavuje problém pro piesnou
charakterizaci hMSC. Piestoze bylo identifikovano nékolik fenotypovych markert,
které vykazuji expresi na povrchu hMSC, neexistuje zatim zadny unikatni marker, ktery by
mohl byt pouzit k zjisténi tiplné homogenity populace hMSC. Z tohoto diivodu Mezinarodni
spolecnost pro bunécnou terapii (ISCT) pfiSla s minimalni sadou standardnich kritérii
pro charakterizaci hMSC: 1) za standardnich kultiva¢nich podminek jsou buiky schopné
pfilnout K plastickému povrchu a vytvaret kolonie; 2) vykazuji expresi markert CD73, CD90

a CDI105 a zaroven postradaji expresi markeri CD14, CD19, CD31, CD34 a CDA45; 3)
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patficnymi stimuly je mozné navodit diferenciaci na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty a 4)

vykazuji imunomodulacni vlastnosti (Dominici et al., 2006).

Diferenciacni potencial mezenchymalnich kmenovych bun¢k pfitahoval velkou
pozornost a nadéji v 1€cbé riznych doposud tézko 1€citelnych nemoci. ZvySujici se pocet
experimentalnich dat demonstroval schopnost hMSC diferenciovat se do mezodermalni linie
jako osteocyt, chondrocyt, adipocyt a pojivova buiika stromatu (viz Obrazek ¢. 6) (Pittenger
etal., 1999). Kromé toho byla zjisténa schopnost hMSC diferenciovat se nejen
do ektodermalni linie jako neuron a epitel, ale také do endodermalni jako myocyt a hepatocyt
(viz Obrazek €. 6). 1 kdyz vétsina téchto vysledkl byla zjisténa z pokust in vitro, poskytuji
velmi zajimavé dukazy pro rozpoznani diferenciace hMSC in vivo (Lee et al., 2004; Tomita et
al., 2007).

Ektodermalni diferenciace
(neuron, epitel)

Notch-1
Protein kindza A

lidské
mezenchymalni
kmenové bunky
(hMSC)

BMP, FGi:/ \'I’G‘F-Beta, Smad3, SOX9

Mezodermalni diferenciace
(kost, adipocyt, chrupavka)

Endodermalni diferenciace
(sval, hepatocyt)

Obrazek €. 6 — Ilustracni schéma ucinkl riznych cytokind a signalnich drah na diferenciacni

schopnost mezenchymalnich kmenovych bun¢k. Pievzato z (Ding et al., 2011).

2.2. Znaceni kmenovych bunék kvantovymi teCkami

Vzhledem k vyznamné potencialni klinické aplikaci hMSC v regeneraéni
a transplantaéni medicin€, je monitorovani zivotnosti, funkce a distribuce bunck
V hostitelském organizmu po transplantaci nesmirné dulezitd. Z tohoto diivodu bylo vyvinuto
nekolik metod efektivniho znaceni kmenovych bunék. Mezi hlavni patii magnetickd

rezonance (MRI), radionukleotidové zobrazovani a optické zobrazovani (Srinivas et al., 2010;
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Terrovitis et al., 2010). Ackoli MRI dokaze odhalit 3-D anatomii ve vybornych detailech, jeji
nizka senzitivita pfedstavuje problém pfi detekci malého mnozstvi bunék v Zivém organismu
(Nohroudi et al., 2010). Radionukleotidové zobrazovani, které zahrnuje n¢kolik metod (napf.
jedno fotonova emisni tomografie (SPECT)), je také schopno poskytnout 3-D informaci
v relativné vysokém rozliSeni, avSak vyzaduje vystaveni zivého organismu vysokym davkam
radiacniho zafeni (Aicher et al., 2003). V porovnani s témito metodami vykazuje optické
zobrazovani, které zahrnuje bioluminiscenci a fluorescenci, mnohem vyssi senzitivitu
a detekci na trovni jednotlivych bunék, i kdyz je stale ¢aste¢né limitovano s ohledem na 3-D

informaci (Nishimura et al., 2008).

Vzhledem Kk velkym vyhodam kvantovych teéek oproti tradiénim organickym
fluorescenénim sondam (FITC, Rhodamine, GFP apod.) mnoho usili bylo zaméfeno
na znaceni kmenovych bun¢k kvantovymi teckami. QDs se do bun€k obvykle dostavaji
riiznym typem endocytozy (viz Obrazek &. 7) (Yukawa et al., 2010). Uginnosti internalizace
QDs vsak také zalezi na riznych zptusobech modifikace nebo stimulti. Napiiklad internalizace
pomoci fyzikalnich stimuld, mezi které patii ultrazvuk (Slotkin et al., 2007), elektroporace
(Delehanty et al., 2009) a mikroinjekce (Dubertret et al., 2002), mtize vykazovat velmi nizkou
efektivnost. Oproti tomu pfirozena internalizace QDs do bunék rGznymi typy endocytozy
nebo pomoci chemické modifikace (tzv. transfekéni ¢inidla jako napf. Kationické lipozomy,
peptidy pronikajici buiikou nebo polymerni micely) vykazovaly mnohem vysSi uspéSnost
(Yukawa et al., 2010; Higuchi et al., 2011; Ranjbarvaziri et al., 2011), protoze Se tyto
transfekéni molekuly pouzivaji pro transdukci DNA nebo proteinti do bunék (viz Obrazek ¢.
7). Vsechny metody se vSak potykaji s nejvétsim problémem znaceni kmenovych bunék

kvantovymi teckami a ten ptedstavuje jejich pomérné vysoka cytotoxicita.
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1) Receptorem

zprostredkovana Endoz;m / \

endocytoza -\ ,. — \‘Wf 2) Nespecificka
"\ A & endocytoza

Obrazek ¢. 7 — llustra¢ni schéma internalizace QDs do cytosolu kmenové buiky. 1)
Receptorem zprostiedkovand endocytoza; 2) Nespecificka endocytdza. V obou piipadech jsou
nanomaterialy zachyceny endozomy a nésledn€ uvolnény do cytoplazmy nebo transportovany
do lyzozomu, kde jsou v kyselém prostiedi degradovany. Poté mohou byt nanomaterialy
uvolnény do cytoplazmy a nasledné transportovany do jadra buiiky. Ptevzato z (Ferreira et al.,
2008).

2.3. Cytotoxicita QDs a CQDs a jejich distribuce

vV mezenchymalnich kmenovych buinkach

Cytotoxicita kvantovych te¢ek se povazuje za obecné znamy problém, v piipadé
Vv regeneracnich a transplantacnich terapiich je tedy zékladem, aby QDs nezptisobily tumrti
bunék, ani neptsobily negativné na morfologii, fenotyp, proliferaci a diferenciaci kmenovych
bungk (Ferreira et al., 2008).

Bylo provedeno mnoho studii zabyvajicich se na u¢inkem kvantovych tecek
na kmenové buiky s velice rozporuplnymi vysledky. Nékolik studii uvadi pozitivni vysledky,
kdy kvantové tecky nemély zadny negativni vliv na viabilitu, proliferaci ani morfologii, a také

neinterferovaly s diferencia¢nim programem kmenovych bunék (Chakraborty et al., 2007; Lin
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et al., 2007; Shah et al., 2007; Yukawa et al., 2010). Najdou se vSak také studie, ve kterych
kvantové tecky naruSuji nebo pozménuji diferenciacni potencidl kmenovych bunék, i ptestoze
viabilita, morfologie a pribéh bunééného cyklu zistava nezménén (Dubertret et al., 2002;
Hsieh et al., 2006a; Hsieh et al., 2006b). Takto rozporuplné vysledky jsou pravdépodobné
zpusobeny rozdilem v chemickém slozeni, ve velikosti a v povrchové tupravé tecek (Derfus et

al., 2004).

Biokompatibilita/cytotoxicita tecek je uzce spojena S prekurzorem, ze kterého
se kvantové teCky syntetizuji. Ke znac¢eni kmenovych bun¢k je tedy vhodné pouzit kvantové
teCky na bazi uhliku (CQDs) nebo grafenové kvantové tecky (GQDs) vykazujici velice
podobné fluorescencni vlastnosti a lepsi biokompatibilitu nez QDS na bazi tézkych kovi (viz.
podkapitola Cytotoxicita uhlikovych tecek). Studie, ve kterych byly pouzivany rizné typy
uhlikovych kvantovych tecek, prezentovaly kladné vysledky, jelikoz nedochazelo k zadnym
zménam ve Viabilité, morfologii a diferenciaci kmenovych bunék (Wang et al., 2012; Zhang
et al., 2012a; Shang et al., 2014; Chen et al., 2016a; Qiu et al., 2016). Ve vsech studiich byly
navic pouzity maximdlni koncentrace pohybujici se okolo 200 pg/ml, které
az nékolikanasobné ptrevysuji koncentrace obvykle pouzivany pro studie kvantovych tecek

na bazi tézkych kovi.

Distribuce CQDs i QDs tézkych kovi v kmenovych bunkach zavisi ptredevsim
najejich povrchové upravé a sni spojeném povrchovém naboji (Chang et al., 2006).
Kvantové tecky se do bunék obvykle dostavaji bunéénou endocytézou do endozomd,
ze kterych se nasledn€ mohou uvolnit do cytoplazmy nebo se v endozomech dostat do dalSich
riaznych bunéénych casti (viz Obrazek ¢. 7) (Shah et al., 2007; Wang et al., 2012; Zhang et
al., 2012a). Nanomaterialy, které bunika nemize vyuzit, jsou transportovany do kyselého
a oxidacniho prostiedi lyzozomi a peroxizomt, kde dochazi k jejich degradaci. Akumulace
QDs v jadfe kmenovych bun¢k byla také dokumentovana, ale dochazi k ni jen velice zfidka,
jelikoz vyzaduje velmi specifické vlastnosti QDs (velikost, povrchova vrstva). Vyskyt
kvantovych tecek v jadie byl zaznamenan u kvantovych teek na bazi kadmia a selenu Cd/Se
QDs s peptidovym povrchem (Narayanan et al., 2013). Pfitomnost nanomaterialu Vv jadre
kmenovych bunék byla popsana také u uhlikovych nanotrubic (SWCNT) a CQDs
po funkcionalizaci Castic gadoliniem (Mooney et al., 2008; Chen et al., 2016a). Vyskyt
nepasivovanych CQDs v jadie kmenovych bun¢k doposud zadna studie nezminiuje, byl vSak

popsan prinik nepasivovanych CQDs do jadra mySich fibroblastti (bunécéna linie NIH3T3)
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(Datta et al., 2014). Dalsim typem uhlikovych ¢astic pozorovanych v jadie kmenovych buné¢k
byly grafenové tecky (Shang et al., 2014)
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3. Materialy a metody
3.1. Materialy

3.1.1. Pristrojové vybaveni

Svételny mikroskop s fluorescencnim médem Olympus IX 70, CO2 inkubator (N —
Biotek), multidetek¢ni reader Tecan infinite M200 pro (Schoeller Instruments), digitalni
sucha lazen (Major Science), digitalni vodni lazen (BIOER), centrifuga (Eppendorf),
biohazard flow box (Bio-Ban), priitokovy cytometr BD FacsVerse™ (BD Biosciences),

pristroj na ultra ¢istou vodu (Mirae ST), vakuovy systém na odsavani média (Mediset)

3.1.2. Chemikalie a pouzité kity

Deionizovana voda, 0,25 % roztok Trypsin — EDTA (Sigma), Penicilin — Streptomycin
(Thermo Fisher Scientific), 1x koncentrovany PBS roztok, indikator intracelularniho
oxida¢niho stresu CM-H2DCFDA (Life Technologies), LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity
Kit (Thermo Fisher scientific), BD Cycletest ™ Plus DNA Kit (BD Biosciences), 4',6-

diamidin-2-fenylindol (DAPI), fluorescenéni znacka ActinGreen™ 488

3.1.3. Seznam a priprava pouzitych médii

DMEM (1X) + GlutaMAX™

Bylo pfipraveno Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) obsahujici 1 g/l D-
glukozy, pyruvat, 10 % FBS a 1 % PEN/STR; pozn.: FBS — fetalni bovinni sérum — zdroj
bilkovin, PEN/STR — penicilin (10 000 U/ml) a streptomycin (10 000 ug/ml) — prevence pted

infekeci.

3.1.4. Seznam a priprava pouzitych roztoki

1x PBS

8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,44 g Na2HPO4 a 0,24 g KH2PO3 bylo rozpusténo v 800 ml
destilované vody. Nasledné bylo pomoci HCI upraveno pH nahodnotu 7,4 a objem byl
doplnén opét destilovanou vodou na 1000 ml. Lahev sroztokem PBS byla nasledné

autokldvovana a pfipravena na pouZziti.

24



3.1.5. Biologicky material

Biologicky material pouzity v diplomové préci pfedstavovala bunécéné linie lidskych
mesenchymalnich kmenovych bun¢k (human Mesenchymal Stem Cells — hMSC) (Obrazek ¢.
8). Kmenové buiky byly izolovany Mgr. Josefem Skopalikem na Lékatské fakulte

Masarykovy Univerzity v Brné z tukové tkan¢ pacientt podle ptislusného protokolu.

Obrazek ¢. 8 — Lidské mezenchymalni kmenové bunky. Méfitko je 200 pm.

3.15.1. Kultivace a pasaZzovani

Vsechny experimenty byly provadény in vitro, ¢ili s kmenovymi buiikami
se pracovalo v prostiedi mimo organismus. Kultivace bunék tedy probihala v inkubatoru
pri teploté¢ 37 °C a 5 % atmosféte CO, aby byly navozeny podminky podobné prostiedi
Vv Zivém organismu. Bunky byly kultivovany v plastové kultivacni 1dhvi o objemu 10 ml
Vv kultivaénim médiu (Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Sigma-Aldrich)
a veSkera interakce s bunécnou linii a médii probihala ve sterilnich podminkach v laminarnim
boxu.

hMSC byly pravidelné pasazovany, aby nedoSlo ke kontaktni inhibici, ktera by vedla
K bunécné smrti. Po mikroskopické kontrole bun€k bylo odstranéno ristové médium,
které se nahradilo roztokem PBS (37 °C). Timto krokem se buiiky promyly od fetalniho
bovinniho séra, které by potla¢ilo enzymatické plsobeni trypsinu ptfidaného v nasledujicim
kroku (1 ml trypsinu na stéedni kultiva¢ni lahev). Pasobeni trypsinu (5 min v CO2 inkubatoru)

zajistilo odlougeni bunék ode dna kultiva¢ni lahve. Uginek trypsinu byl zastaven piidanim
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kultiva¢niho média obsahujici FBS. Nasledné byly bunky spocitany a nafedény podle potieby

poétu bunék na cm? vybraného kultiva¢niho plastu.

3.1.6. Fyzikalni material (Uhlikové kvantové tecky - CQDs)

Uhlikové kvantové tecky (CQDs) pouzity v diplomové praci byly syntetizovany
védeckym tymem v laboratofi fyzikalniho oddéleni Univerzity Ioannina v Recku (Bourlinos
et al., 2012). Pro syntézu téchto CQDs byl pouzit novy postup pfipravy, ktery zahrnoval
tepelnou oxidaci nového prekurzoru soli vyrobeného z acidobazické kombinace
tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris) a hydrochloridu betainu, na odpovidajici amonny
karboxylovy komplex. Tenhle systém tedy vyuziva Tris jako zdroj uhliku a betain jako
povrchovy modifikator (viz Obrazek €. 9).

(HOCH,);C-NH; i} "00C-CH,=N(CHy); CI

0 0

“Tris” Betain
Zdroj uhliku Povrchovy ligand
250 °C
Uhlikovy + -
povrch NI I(()“(:llz‘\((,llj)_g Cl
Amidovy Kvartérni
linker amonium

Obrazek ¢. 9 — Syntéza a struktura uhlikovych kvantovych te¢ek (CQDs) (Bourlinos et al.,
2012).

Velka vyhoda v pouziti zminéného nového prekurzoru soli spoc¢iva ve tvorbé vysoce
uniformnich kvantovych tecek z hlediska jejich velikosti a povrchového naboje. lontovy
charakter betainového ligandu dale ud¢luje Easticim vybornou disperzibilitu ve vodg,
anexovou kapacitu, dlouhodobou fluorescenci ve viditelném spektru a koloidni stabilitou
ve vode 1 po vystaveni podminkam o vysoké teploté a tlaku.

Povrchovy naboj CQDs je pozitivni, ¢ehoz je dosazeno hlavné diky pfitomnosti
kvartérniho chloridu amonného na povrchu tecek. Pfedevs§im jeho vlivem jsou CQDs vysoce

disperzni ve vod¢ a vytvareji stabilni koloidy s hodnotou zeta potencialu + 43 mV. Takto
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pozitivné nabité Castice flokuluji s objemnymi anionty (pf. ferrokyanidy, jodidy) a dobie
reaguji se substraty nesouci zaporny naboj (jily, zeolity, biomolekuly nebo barviva).

Hlavni vyhodou CQDs a Vv podstaté¢ divodem, pro¢ byla tahle studie pro potvrzeni
jejich biokompatibility provedena, jsou jejich vyborné a dlouhodob¢ stabilni fluorescenéni
vlastnosti. Excitacn¢ a emisni spektrum CQDs je uvedeno na obrazku ¢. 10. S ohledem
na fluorescencni spektra, pokud je vlnovéa délka excitace mezi 375 a 400 nm, emisni vlnova
délka ziistava stabilni, coz znamend, ze jeden druh fluorescence v této oblasti emisi teCek
dominuje (Mao et al., 2010; Sun et al., 2010). Pokud se vSak excita¢ni vlnova délka liSila
0d 400 do 500 nm, fluorescen¢ni spektrum se posunulo smérem k ¢ervené oblasti a intenzita
fluorescence postupné klesla. Takové fluorescencni chovani naznacuje pfitomnost rtiznych
typtl fluoroforti, které maji rizny stupent konjugace dvojné vazby a tim i rizné emisni vinové

délky (Mao et al., 2010; Sun et al., 2010). Kvantovy vytézek CQDs byl vypocitan na 4 %.
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Obrazek ¢. 10 — Absorp¢ni (Cerna ¢ara) a na vlnové délce zavislad emisni (barevné kiivky)
spektra CQDs ve vodé. Emise pro excitaci pii 375 a 400 nm se objevuje pii 460 nm (Cervena
a zelena kiivka), zatimco emise pro excitace pii 450 a 500 nm se objevuje pii 520 (modra

ktivka) a 550 nm (oranZova ktivka). Pfevzato z (Bourlinos et al., 2012).

Pro potvrzeni téchto specifickych vlastnosti CQDs bylo pouzito nékolik metod.
Transmisni elektronovéd mikroskopie (TEM) odhalila velmi uniformni, skoro az sférické
nanocastice s primérnou velikosti 7 nm (Obrazek ¢. 11). Dale byla pro potvrzeni uniformity
ve velikosti a povrchové chemii CQDs pouzita kapilarni elektroforéza (CE), ktera predstavuje
velmi citlivou analytickou techniku pro charakterizaci nanocastic v riznych elektrolytech
(Carrillo-Carrion et al., 2011). CE byla pouzita pro porovnani CQDs s uhlikovymi teckami,
které byly syntetizované pomoci citratové metody (Bourlinos et al., 2008a; Bourlinos et al.,

2008b) (Obrazek ¢. 12). CQDs vykazaly vice symetricky a uzsi pik, ktery naznacuje vétsi

27



uniformitu z hlediska velikosti a naboje tecek. Intenzita fluorescence vodniho roztoku CQDs
byla sledovana po dobu 72, 96 a 144 h (Obrazek ¢. 13). Bylo pozorovano, ze intenzita
fluorescence nejprve vzrostla a nasledné zlstala stabilni, coz indikuje dlouhodobou
fluorescen¢ni stabilitu. Kromé& toho nebyla pozorovana zadna precipitace CQDs,

coz naznacuje také dlouhodobou koloidni stabilitu.

Obrazek ¢. 11 — Obrazky CQDs z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM). Detail
vV levém hornim rohu pifedstavuje jednu nanocastici. Métitko je 100 nm (Bourlinos et al.,

2012).
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Obrazek ¢. 12 — CE charakterizace CQDs (A) a uhlikovych tecek syntetizovanych pomoci
citratové metody (B) v octanovém elektrolytu. Podminky: 35 mM elektrolyt octanu sodného,

pH 4,5, +20 kV, 25 °C (Bourlinos et al., 2012).
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Obrazek ¢. 13 — Intenzita fluorescence vodni disperze CQDs Vv zavislosti na dobé expozice
podminkam o vysoké teploté/tlaku za pouziti riznych vinovych délek excitace (excitace
pti 375 nm Cervena kiivka, pii 400 nm zelend kiivka, pfi 450 nm modré kiivka a pfi 500 nm
oranzova kiivka). Vlozeny detail ukazuje sadu vodnich disperzi pouzitych v experimentu

bez znamek precipitace (Bourlinos et al., 2012).

3.2. Metody

3.2.1. Méreni produkce ROS (reaktivnich kyslikovych radikali)

Meéfteni generace reaktivnich kyslikovych radikdlu a s tim spojeny vznik oxidac¢niho
stresu v buitkach byl detekovan dvéma metodami. U obou metod byla pouzita stejna sonda
pro detekci generace ROS uvniti bunék (CM-H2DCFDA). V prvni metodé byl testovan vliv
CQDs na generaci radikali v kmenovych bunkach po 24 hod inkubaci. V prvni fadé bylo
vyseto 5000 hMSC na jamku v 96 — jamkové desti¢ce, buiky se nechaly adherovat
anasledujici den se naznacily rGznymi koncentracemi CQDs. Po 24 hod inkubaci bylo
do kazdé jamky (obsahujici bunky s CQDs) pfidano 2 ul fluorescenéni ROS proby, ktera byla
pfedem rozpusténa v roztoku dimethylsulfoxidu (DMSO). V poslednim kroku byl zméfen
fluorescen¢ni  signal pomoci  multidetekéniho readeru Tecan infinite  M200
pfi excitacni/emisni vinové délce 505/529 nm.

Druhou metodou byla testovana kinetika generace ROS a oxida¢niho stresu. Kmenové
bunky byly opét vysety a naznaCeny riznymi koncentracemi CQDs stejné jako v prvni
metod¢, avSak 2 pl fluorescencni ROS proby byly pfidany ihned po znaceni. V poslednim
kroku byla po 30 min inkubaci méfena generace ROS po dob¢ 180 min v 10 min intervalech.

Pro stanoveni chybové tsecky byla obé méfeni provedena v triplikatech.
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3.2.2. Prutokova cytometrie

Pro stanoveni efektu CQDs na viabilitu a zménu v bunééném cyklu kmenovych bun¢k
byla pouzita metoda pratokové cytometric (BD FACSVerse viz Obrazek ¢. 14),
kterd umoznuje analyzovat jednotlivé buiiky. Pro stanoveni celkové viability bunék po 24 hod
inkubaci s riznymi koncentracemi CQDs byl pouzit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity
Kit. Ptiprava kmenovych bun¢k probihala stejn¢ jako u métfeni generace ROS avsak v 24
jamkové kultivaéni desti¢ce z davodu potieby vétsiho poétu bunék. Po 24 hod inkubaci byl
postup stejny jako u pasazovani bunék. Z jamek se znaCenymi bunikami se odsalo kultivaéni
médium, promyly se roztokem PBS a nésledné bylo pfidano takové mnozstvi trypsinu,
aby bylo pokryto dno jamky. Po ziskani bunétné suspenze byly piidany jednotlivé
komponenty Kitu - 2 ul roztoku ethidium bromidu (koncentrace 2 mM) a 2 ul roztoku calcein-
AM (koncentrace 50 uM), ktery byl ptedem nafedén DMSO. Cerveny fluorescenéni signél
ethidium bromidu vykazovaly bunky, které ztratily membranovou integritu a byly oznaceny
za mrtvé. Zelenym fluorescenénim signalem calceinu svitily zivé bunky, které mély aktivni
intracelularni esterazy a katalyzovaly pfeménu nefluorescen¢nhiho calceinu-AM na vysoce
zelen¢ fluorescencni calcein. Fluorescen¢ni signal byl méfen na pritokovém cytometru
pii ptisluSnych excitacnich/emisnich vinovych délkéach (Cerveny signal - 488/700 nm, zeleny
signal — 488/527). Takto bylo mozné snadno rozlisit populaci zivych bunék od populace
mrtvych bunék, a ur¢it tak celkovou viabilitu hMSC po inkubaci s CQDs.

Pro stanoveni vlivu CQDs na zménu bunééného cyklus hMSC byl vyuzit BD Cycletest
™ Plus DNA Kit. Tento kit obsahuje 3 roztoky (A, B, C). Slozeni roztoku A je trypsin
Vv detergentnim pufru tetrahydrochloridu sperminu, v roztoku B je ve sperminovém pufru
RNéza A a inhibitor trypsinu a obsahem roztoku C je propidium jodid (PI) a sperminovy
roztok. Pro analyzu byly opét pouzity kmenové bunky ve 24 - jamkové desticce, které byly 24
hod inkubovany s riznymi koncentracemi CQDs. Po inkubaci bylo opét odsato kultivacni
médium, jamky byly promyty roztokem PBS a nasledné se postupovalo podle ptiloZzeného
navodu (125 ul roztoku A 10 min, 100 ul roztoku B 10 min, 100 ul vychlazeného roztoku C
10 min ve tm¢). Poté byl analyzovan bunécény cyklus kmenovych bunék pritokovym
cytometrem pii pfislusné ex/em vinové délce (488/586 pro detekci PI). Jednotlivé faze
bunééného cyklus byly odliseny diky rozdilné intenzit¢ fluorescencéniho signalu, kdy bylo
mozné urcit populace bungk, které byly v Go/G1, S a G2/M fazi.

Doplnujici méfeni na pratokovém cytometru zahrnovala analyzu specifickych markera

hMSC po kultivaci s kvantovymi teCkami a méfeni potvrzujici koncentracni a ¢asovou
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internalizaci CQDs a analyzu exocytdzy ¢astic z bunék. Pro analyzu specifickych markert
byly vybrany markery CD73, CD90 a CD105, které tyto builkky na svém povrchu exprimuji.
Jako negativni kontrola byl pouzit marker CD34, ktery se na povrchu hMSC nevyskytuje
(Maleki et al., 2014; Sullivan et al., 2015). Pti méfeni byly bunky po 24 hod inkubaci hMSC
s CQDs (c200 ug/ml) trypsinizovany, po ziskani suspenze bun¢k byla provedena centrifugace
(5 min, 1000 rpm), byl odsan supernatant, pfidalo se 100 pul PBS ve kterém byl pelet
rozmichan, ptidalo se 1 pul fluorescenéné znacenych protilatek viici markertim a byla zmétena
intenzita fluorescence na pratokovém cytometru. V piipad¢ analyzy koncentracni zévislosti
internalizace CQDs do hMSC byl opét po 24 hod inkubaci hMSC s riznymi koncentracemi
CQDs (50 - 1000 pg/ml) postup stejny jako pii pasazovani bunék a po ziskani bunécné
suspenze byla na pritokovém cytometru zméfena intenzita fluorescence. Stejny postup byl
pouzit také pfi analyze Casové zavislosti internalizace CQDs do hMSC pouze s tim rozdilem,
ze inkubace hMSC s CQDs (c200 pg/ml) probihala 4, 12, 24, 48 a 72 hod. Pii méfeni
exocytozy Castic z bun¢k byla zméfena intenzita fluorescence bunck pfi jejich maximalni
saturaci Casticemi, nasledné bylo v dalSich jamkach odsato kultivaéni médium, jamky byly
promyty roztokem PBS a nakonec bylo ptfiddno opét kultivaéni médium. Po uplynuti
Casového useku inkubace (48, 72 hod) byla ziskdna bunécnd suspenze a opét zméfena
intenzita fluorescence buné€k. Pro stanoveni chybové useCky byla méfeni viability a

buné&¢ného cyklu hMSC provedena v triplikatech.

;LI !

Obrazek ¢. 14 — Pritokovy cytometr BD FACSVerse od firmy BD Biosciences

3.2.3. Comet assay - méreni genotoxicity

Pro analyzu poskozeni DNA kmenovych bunék byla pouzita comet assay. Bunky byly
pfipraveny i naznaceny stejné jako v ostatnich experimentech, ale jelikoz se na institutu, kde
byla prace provedena, nenachazi potfebné vybaveni k provedeni comet assay, byly naznacené

bunky po 24 hod inkubaci zaslany na Lékatskou fakultu Univerzity Palackého v Olomouci,
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kde byla comet assay Doc. Ing. Katefinou Tomankovou, PhD. provedena. Nésledné byly zpét
zaslany vysledky, které tak mohly byt vyhodnoceny. Pro stanoveni chybové usecky bylo

méfeni provedeno dvakrat.

3.2.4. Fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie

Pro ziskani snimkt z mikroskopu s fluorescenénim médem byly bunky pfipraveny
stejné¢ jako v ostatnich experimentech (24 - jamkova desticka), naznaCeny rdznymi
koncentracemi CQDs a inkubovany 24 hod. Po inkubaci bylo odstranéno kultiva¢ni médium,
jamky byly promyty v PBS a ponechany v 500 ul. Takto pfipravené buniky byly nasledné
pozorovany.

Pro detailngjsi informaci o distribuci CQDs v hMSC byla provedena také analyza
na konfokalnim mikroskopu (Obrazek ¢. 15). JelikoZ se vSak na institutu, na kterém byla
diplomova prace provadéna, konfokalni mikroskop nenachézi, byla analyza distribuce CQDs
v hMSC pomoci konfokalni mikroskopie provedena Mgr. Josefem Skopalikem na Lékatské
fakulté Masarykovy Univerzity v Brn¢. Kmenové bunky s CQDs byly pievezeny do Brna,

kde byla zmétena distribuce nanomaterialu uvnitt bunék.

Obrazek ¢. 15 — Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 X od firmy Leica Microsystems
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4. Vysledky

4.1. Meéreni oxidaéniho stresu — vznik reaktivnich
kyslikovych radikala (ROS)

Tvorba reaktivnich kyslikovych radikalti (ROS) a s nimi nasledné spojeny oxidativni
stres predstavuje hlavni mechanismus toxického pisobeni uhlikovych nanomaterialt
na bunécéné linie (Garza et al., 2008). Jelikoz buné¢né linie interaguji s nanomaterialem
okamzité¢ po pridani materidlu do kultivacniho média, byly provedeny 2 typy analyzy
generace ROS. Pro ob& méfeni byla pouzita sonda CM-H2DCFDA, ktera interaguje s riznymi
typy ROS zahrnujici pfedevsim peroxid vodiku (H202), dale pak hydroxylovy radikal (OH')
a peroxynitrit (ONOO-) (Oparka et al., 2016).

Nejprve byl zméfen vznik ROS po 24 hod inkubaci s CQDs a nasledné i oxida¢ni
stres, ktery vznikl okamzité po oznaceni mezenchymadlnich kmenovych bun€k koncentracemi
CQDs 50-400 pg/ml. Intenzita fluorescence pouzité proby urCené k detekci ROS byla
snimana kazdych 10 min béhem 3 hod od aplikace CQDs k buiikdm. Souhrn hodnot ROS

pro jednotlivé koncentrace CQDS je ukazan v grafu ¢. 1.

Druhé meéteni hodnot ROS bylo provedeno po 24 hod inkubaci CQDs v hMSC.
V tomto méfeni byla analyzovana generace ROS v hMSC po internalizaci rtznych
koncentraci CQDs (50 az 400 pg/ml). Souhrn hodnot pro jednotlivé koncentrace CQDs je

uveden v grafu ¢. 2.
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Graf ¢. 1 — Kinetika generace ROS v prvnich 180 min inkubace CQDs s hMSC.
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Graf ¢. 2 — Generace ROS v hMSC po 24 hod inkubaci s riznymi koncentracemi CQDs.

Z vysledkli obou meéfeni vyplyva, ze je velmi podobna koncentraéni zévislost

pii vyvoji ROS béhem prvnich tfech hodin i po 24 hod. Nejvyssi nartist ROS nenastal u

nejvyssi koncentrace, ale u koncentraci skoro o polovinu nizsi (250 pg/ml u kinetiky ROS
(viz Graf ¢. 1) a 200 pg/ml u ROS po 24 hod (viz Graf ¢. 2)).
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4.2. Analyza pritokovou cytometrii

4.2.1. Cytotoxicita CQDs — méieni viability hMSC

Jelikoz klasickd metoda stanoveni viability bunék MTT (test metabolické aktivity
bunék pomoci tetrazoliovych soli) neni doporu¢ovana pro analyzu uhlikovych nanomaterialu,
jelikoz mize dochazet kinterakci mezi nanomateridlem a barvivem pouzivanym
pro stanoveni viability bunék (tetrazoliové soli MTT - (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid)), coz zpusobuje falesné pozitivni nebo negativni vysledky (Worle-
Knirsch et al., 2006; Belyanskaya et al., 2007; Casey et al., 2007; Liao et al., 2011), byla
pro stanoveni cytotoxického uc¢inku CQDs vi¢i hMSC pouzita metoda priitokové cytometrie.
Meéfeni zahrnovalo stanoveni cytotoxického uc¢inku koncentraci CQDs 50, 100, 200 a 400

pg/ml po 24 hod inkubaci s hMSC. Vysledna viabilita hMSC je zobrazena v grafu €. 3.
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Graf ¢. 3 — Vysledek analyzy viability hMSC po 24 hod inkubaci s 50, 100, 200 a 400 ug/ml
CQDs.

Z vysledktt LIVE/DEAD testu viability je patrné, ze dokonce i u nejvyssi pouzité
koncentrace CQDs (400 pg/ml) zustalo po 24 hod inkubaci 82,67 % zivych bunék,

které vykazovaly vnitrobunécnou aktivitu esteraz a zachovaly si membranovou integritu.
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4.2.2. Vliv CQDs na prubéh bunééného cyklu hMSC

Me¢éteni vlivu CQDs na zménu bunécného cyklu hMSC po 24 hod inkubaci probihalo
se stejnymi koncentracemi jako analyza viability. Detekce bunétného profilu napoméha
odhalit, jak nanocastice ovliviiuji bunéény rast, déleni i celkovou proliferaci. Vysledek

analyzy je vyobrazen na grafu €. 4.
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Graf ¢. 4 — Vysledek analyzy prubéhu bunééného cyklu hMSC po 24 hod inkubaci s 50, 100,
200 a 400 pg/ml CQDs

Z vysledkl analyzy bunécného cyklu hMSC lze usoudit, ze k prvni vaznéj$i zméné
V procentudlnim vyjadfeni jednotlivych fazi dochdzi u koncentrace 200 pg/ml CQDs,
kdy klesa S faze asi o polovinu (5,34 % oproti 10,25 % u kontrolniho vzorku) a to pfedevsim
na ukor Go/G: faze (narist na 80,19 % oproti 73,88 % u kontrolniho vzorku). Velmi podobny
vysledek byl ziskdn také u nejvyssi pouzité koncentrace CQDs 400 pg/ml, kde bylo
procentualni vyjadieni S faze 5,37 % a Go/G1 faze 79,44 %.

4.2.3. Vliv CQDs na expresi specifickych CD markeri hMSC

Mg¢teni vlivu CQDs na expresi specifickych CD markerat hMSC je dulezité z hlediska
zachovani ptirozené morfologie a charakterizace kmenovych bun¢k po jejich 24 hod inkubaci
se vzorkem. Porovnani CD markert bylo provedeno mezi vzorkem kmenovych bungk

znacenych 200 pg/ml CQDs a vzorkem kontrolnim. Jednalo se pouze o kvalitativni analyzu,
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kterda méla ovéfit pfitomnost membranovych markerd CD73, CD90 a CD105 pomoci
fluorescenéné znacenych protilatek u hMSC po 24 hod inkubaci s CQDs. Jako negativni
kontrola byla pouzita fluorescen¢né znacena protilatka proti markeru CD34, jehoz ptitomnost
na povrchu hMSC méla byt vyvracena. Vysledky obou vzorki jsou uvedeny na grafu ¢. 5

respektive grafu €. 6.
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Graf ¢. 5 — Vysledek kvalitativni analyzy exprese pozitivnich markeri CD73, CD90, CD105 a
negativniho markeru CD34 hMSC u kontrolniho vzorku hMSC.
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Graf ¢. 6 — Vysledek kvalitativni analyzy exprese pozitivnich markeri CD73, CD90, CD105 a
negativniho markeru CD34 hMSC po 24 hod inkubaci s koncentraci CQDs 200 pg/ml.

Z vysledki kvalitativni analyzy exprese specifickych CD markerti na povrchu hMSC
u kontrolniho vzorku je mozné urcit, ze se markery CD73, CD90, CD105 na povrchu hMSC
nachdzeji, zatimco marker CD34 se na povrchu nevyskytuje. Stejny vysledek byl naméren

také u hMSC, které byly 24 hod inkubovany s koncentraci CQDs 200 pg/ml.

4.2.4. Stanoveni koncentracni a ¢asové zavislosti internalizace CQDs

do hMSC

Koncentraéni zavislost internalizace CQDs do hMSC byla méfena pti koncentracich
50, 100, 200, 400, 600, 800 a 1000 pg/ml. Po 24 hod inkubaci bunék se vzorkem byla

zméfena intenzita fluorescence, jejiz hodnoty jsou uvedeny v grafu 7.
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Graf ¢. 7 — Koncentra¢ni zavislost internalizace CQDs do hMSC.

Z vysledné kiivky koncentracni zdvislosti Ize vyvodit, Ze maximalni intenzita byla

naméfena pii koncentraci 400 pg/ml (989 RFU) a se zvySujici se koncentraci jiz zlstava

pomeérné stabilni.

Casova zavislost byla méfena pii koncentraci CQDs 200 pg/ml, se kterou byly buiiky
inkubovéany 4, 12, 24, 48 a 72 hod. Néasledné¢ byla zméfena intenzita fluorescence bunék,

jejiz vysledek je uveden na grafu ¢. 8.

39



1000

900 —.\0

800

700

600

500

400

300

Intenzita fluorescence [RFU]

200

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80
€as [hod]

Graf ¢&. 8 — Casova zavislost internalizace CQDs do hMSC.

Z grafu €. 8 vyplyva, Ze k maximalni saturaci bun¢k dochazi po 24 hod inkubaci (926
RFU). Pii delsi inkubaci se vzorkem (48 hod a 72 hod) jiz intenzita zistavd na pomérné

stabilni hodnoté¢ (942 RFU a 902 RFU).

4.2.5. Analyza exocytézy CQDs z hMSC

Pro analyzu exocytdzy c¢astic z bunék byla pouzita koncentrace CQDs 200 pg/ml.
Jelikoz z vysledkt zavislosti internalizace ¢éstic na Case je patrné, Zze k maximalni saturaci
bun¢k nanocésticemi dochazi po 24 hod, bylo po této dobé z jamek odstranéno kultivaéni
médium. Nasledné byly jamky promyty roztokem PBS a opé&tovné naplnény novym
kultivatnim médiem. Po 48 a 72 hod byla naméfena intenzita fluorescence bunck. Vysledek

meéfeni je uveden na grafu €. 9.
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Graf ¢. 9 — Analyza exocytozy CQDs z hMSC; Pozn. Po 24 hod inkubace bylo vyménéno

kultiva¢ni médium obsahujici CQDs za nové bez nanocastic.

Z vysledku analyzy exocytozy je mozné vycist, Ze k exocytoze ¢astic dochazi jiz po 48
hod inkubace, kdy dochazi k poklesu intenzity o0 322 RFU. Po 72 hod inkubace dochazi jesté
k dalsimu poklesu 0 172 RFU.

4.3. Comet assay — méreni genotoxického ucinku CQDs na
hMSC

Jak jiz bylo zminéno, poskozeni DNA hMSC po 24 hod inkubaci s koncentracemi
CQDs 50, 100, 200, 400 pg/ml bylo uréeno pomoci comet assay na Lékaiské fakulté
Univerzity Palackého v Olomouci Doc. Ing. Katefinou Tomankovou, Ph.D. Jedna
se o metodu elektroforézy v mikrogelu, kterd umoznuje detekovat poSkozeni DNA
Vv jednotlivych eukaryotickych buiikéach, ptedev§im diky jeji schopnosti méfit jednovlaknové
DNA zlomy, dvouvlaknové DNA zlomy, poSkozeni bazi apod. Kazda bunka ptedstavuje tzv.
kometu, ve které¢ je méfeno mnozstvi DNA, které se nachdzi v ,hlavé“ komety a je
neposkozeno a mnozstvi DNA nachdzejici se v ,,ocasu“ komety, které je poskozeno (viz
Obrazek ¢. 16) (Speit et Hartmann, 2006; Collins et al., 2008). Vysledek genotoxické studie
CQDs na hMSC je uveden v grafu ¢. 10.
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Obrazek ¢. 16 — Fotografie lidskych lymfocyti béhem comet assay. A — Kontrolni buiika. B —
Buiika vykazujici zvySené poSkozeni DNA (Speit et Hartmann, 2006).

100%
90%
80%
70%
60%
50%

40%

MnozZstvi DNA [%]

30%
20%
10%

0%

0 50 100
Koncentrace [ug/ml]

B Hlava ®Ocas

Graf ¢. 10 — Vysledek poskozeni DNA hMSC po 24 hod inkubaci s 50, 100, 200 a 400 pg/ml
CQDs.

Z vysledku genotoxické studie CQDs na hMSC vyplyva, ze k prvnimu vyraznéjSimu
poskozeni DNA dochazi az pii koncentraci 200 pg/ml, kdy dochazi k poskozeni 28,91 %
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DNA. U maximalni pouzité koncentrace CQDs 400 pg/ml dochézi jest¢ k procentudlnimu

navyseni poskozené DNA na 34,85 %.

4.4, Mikroskopické zobrazeni CQDs uvnitf hMSC

4.4.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Diky fazovému kontrastu, kterym je svételny mikroskop Olympus IX70 vybaven, je
mozné sledovat bezbarvé bunécéné struktury (hMSC). Pro zobrazeni a prokazani piitomnosti
fluorescencnich CQDs v hMSC vsak samotny svételny mikroskop nestaci, a proto je tieba
mefit s fluorescenénim zdrojem, se kterym je mozné cCastice CQDs pozorovat. Diky
specifickym fluorescen¢nim vlastnostem CQDs, které vykazuji fluorescenci pii riznych
excitaénich a emisnich vlnovych délkach je mozné tyto Castice pozorovat pomoci dvou
riznych filtrd (U-MWB2 — excitace 460 — 490 nm/emise 520 nm — IF; U-MWG2 — excitace
510-550 nm/emise >590 nm) (viz Obrazek ¢. 17). Vyskyt nanoc¢astic v buiice 1ze rozpoznat
z ostrosti fluorescen¢niho signalu a relativni pravidelnosti uspotadani CQDs. K internalizaci
klastrt CQDs dochazi pravdépodobné endocytozou, a proto se ¢astice nachazi v endozomech,
navazany na povrchu membrany bunék nebo ve form¢ shlukt v roztoku PBS (viz Obrazek ¢.
18). Intracelularni distribuce CQDs byla pozorovana u hMSC znacenych koncentracemi 50,
100, 200, 400 pg/ml. Po 24 hod inkubaci byly vzorky porovnany s neznacenymi kontrolnimi
bunikami (viz Obrazek ¢. 19, 20 a 21). Bunééna jadra byla kontrastovana fluorescenénim

barvivem DAPI, aby se potvrdilo, Ze se CQDs nevyskytuji uvnitf jader (viz Obrazek ¢. 22).
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A)

Obrazek ¢. 17: Fazovy kontrast a fluorescencni snimky hMSC znacenych CQDs (200 pg/ml,
24 hod inkubace). A) hMSC + CQDs zobrazeny fazovym kontrastem, B) hMSC + CQDs
zobrazeny ve fluorescen¢nim modu pod filtrem excitace U-MWB2 (exc.460-490 nm/em. 520
nm — IF), C) hMSC + CQDs zobrazeny ve fluorescencnim modu pod filtrem U-MWG2 (exc.
510-550 nm/em. >590 nm). M¢titko je 200 um.
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Oblak CQDs piitomny v roztoku PBS

Klastry CQDs na povrchu buiiky

Klastry CQDs uvniti
buiiky (pravdépodobné v

endozomech)

Obrazek ¢. 18 — Vyskyt nanocéastic CQDs (znazornény bilymi Sipkami) v lidské

mezenchymalni kmenové buiice. Métitko je 100 pm.
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Obrazek ¢. 19 — Kontrolni vzorek hMSC bez CQDs zobrazeny fazovym kontrastem. Métitko

je 100 pm.
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A)

Obrazek ¢. 20 — Fazovy kontrast a fluorescencni snimky hMSC znacenych CQDs koncentrace
50 pg/ml (A — C) a 100 pg/ml (D — F). Snimky A) a D) — hMSC + CQDs zobrazeny fazovym
kontrastem; B) a E) — hMSC + CQDs zobrazeny ve fluorescenénim médu pod filtrem U-
MWG2 (exc. 510-550 nm/em. > 590 nm); C) a F) — Slozené snimky. M¢fitko je 100 um.
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A)

B)

)

Obrazek ¢. 21 - Fazovy kontrast a fluorescen¢ni snimky hMSC zna¢enych CQDs koncentrace
200 pg/ml (A — C) a 400 pug/ml (D — F). Snimky A) a D) — hMSC + CQDs zobrazeny
fazovym kontrastem; B) a E) — hMSC + CQDs zobrazeny ve fluorescenénim moédu
pod filtrem U-MWG2 (exc. 510-550 nm/em. > 590 nm); C) a F) — Slozené snimky. Mé&fitko je
100 um.
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Obrazek ¢. 22 — Fazovy kontrast a fluorescenc¢ni snimky hMSC znacenych CQDs 400 pg/ml
+ barvivem DAPI. A) Snimek zobrazen fazovym kontrastem, B) Snimek zobrazen filtrem U-
MWG2 exc. 510-550 nm/em. > 590 nm C) Snimek zobrazen filtrem U-MNUA2 (exc. - 360-
370 nm/em. — 420 - 460 nm), D) a E) SloZené snimky. U vSech snimkt je méfitko 50 pm.

Z vysledkl fluorescencni mikroskopie je patrné, ze CQDs jsou schopny velmi dobie
oznacit kmenové buniky ve vSech pouzitych koncentracich, jelikoz jiz pii koncentraci CQDs
50 pg/ml je mozné po 24 hod inkubaci s hMSC vidét ¢astice uvniti bunék v pravidelnych
agregatech v endozomech nebo lyzozomech (viz Obrazek ¢. 20). Ze snimki hMSC s CQDs
koncentraci 400 pg/ml a barvivem DAPI je ziejmé, Ze ani pii nejvyssi pouzité koncentraci

nedochdzi k priniku ¢astic do jadra bunék.
4.4.2. Konfokalni mikroskopie

Analyza distribuce CQDs v hMSC pomoci konfokdlni mikroskopie byla provedena
hlavné proto, Ze konfokalni mikroskopie umoziuje diky ptfidané ose Z ¢astecnou 3D analyzu

obrazu a je mozné tak potvrdit ¢i vyvratit vyskyt Castic uvnitt bunky. Analyza konfokalni
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mikroskopii byla provedena v Brné Mgr. Josefem Skopalikem. Pro lepsi rozeznani byly
buiiky naznaceny zelenym barvivem ActinGreen™ 488, ktery zelen& obarvi aktin bunék.
Pro zobrazeni aktinu bunék byly pouZity vinové délky exc. — 490 nm/em. — 500 - 525 nm,
zatimco pro zobrazeni CQDs vInové délky exc. — 490/em. 600 - 650 nm. Snimky z konfokalni

mikroskopie jsou zobrazeny na obrazku 23 — 25.

Obrazek ¢. 23 — Snimek bo¢niho pohledu na hMSC znacenou 200 pg/ml CQDs poftizeny
konfokalni mikroskopii. A — C) 3 vertikélni fezy lidskou mezenchymalni kmenovou buiikou.

Metitko je 10 pm.
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Obrazek ¢. 24 — Snimek horniho pohledu na hMSC znacenou 200 pg/ml CQDs potizeny
konfokalni mikroskopii. A — C) 3 horizontalni fezy lidskou mezenchymalni kmenovou

buitkou. Méfitko je 10 pm.

Obrazek €. 25 — Snimek ptedniho pohledu na hMSC znacenou 200 pg/ml CQDs potizeny

konfokalni mikroskopii. Métitko je 5 um.

Vysledky z konfokalni mikroskopie potvrdily vyskyt CQDs o koncentraci 200 pg/ml
uvnitt hMSC (viz Obrazek ¢. 23 — 25). Snimky z bo¢niho a pfedniho pohledu navic ukazaly,

ze k pruniku ¢astic do jader bunék opravdu nedochazi (viz Obrazek ¢ 23 a 25).
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5. Diskuze

Pro stanoveni optimalni doby inkubace s maximdlni koncentraci pro vSechny
provedené testy byla provedena analyza koncentracni a Casové zavislosti internalizace CQDs
do hMSC. Vysledek koncentra¢ni zavislosti internalizace CQDs do hMSC ukézal,
Ze maximalni intenzita fluorescence byla namétena pii koncentraci 400 pg/ml (989 RFU) (viz
Graf ¢. 7). Nasledné je mozné si v§imnout, ze Se mezi koncentracemi CQDs 100, 200 a 400
pug/ml vyrazné snizuje rozdil mezi naméfenou intenzitou fluorescence. Zatimco mezi
koncentracemi 50 a 100 pg/ml je rozdil 269 RFU, tak u koncentraci 100 a 200 pg/ml se tato
hodnota snizuje na 123 RFU a mezi koncentracemi 200 a 400 pg/ml je tato hodnota dokonce
jen 34 RFU. Dale se jiz intenzita se zvySujici koncentraci nezvySuje a zistava na pomé&rné
stabilni hodnoté. Byla tedy potvrzena koncentra¢ni zavislost na internalizaci CQDs do hMSC,
avSak se zvySujici se koncentraci nedochdzi k pfimo Umérnému zvySeni intenzity
fluorescence. Tento jev je pravdépodobné zplisoben agregaci vétSiho mnozstvi CQDs
Vv kultivaénim médiu nebo obrannou reakci hMSC proti internalizaci ptilis velkého mnozstvi
CQDs (Buford et al., 2007). Z vysledku ¢asové zavislosti internalizace CQDs do hMSC je
mozné vidét, ze k maximalni saturaci bun¢k dochazi po 24 hod inkubaci s Casticemi (926
RFU) a po delsi inkubaci (48 a 72 hod) jiz intenzita fluorescence zlstava pomérné stabilni
(942 RFU a 902 RFU) (viz Graf ¢. 8). Zavislost mezi internalizaci nanoc¢astic a délkou jejich
inkubace byla tedy potvrzena pouze do délky inkubace 24 hod, kdy jiz dochdzelo k uplné
saturaci bun€k. Pfi obou méfenich je nutné brat v potaz, ze na pritokovém cytometru neni
mozné odlisit CQDs, které se nachdzeji na povrchu bunék od téch CQDs které se vyskytuji

V bunkach.

Z analyzy koncentra¢ni a Casové zavislosti internalizace CQDs do hMSC byla tedy
stanovena optimalni doba inkubace na 24 hod a maximalni pouzitad koncentrace CQDs na 400

ng/ml, jelikoz pti téchto hodnotach dochazi k maximalni internalizaci ¢astic do bunék.

Vysledek méfeni oxidacniho stresu pfinesl kiivky s velice specifickym trendem,
jelikoz u obou méfeni byla nejvyssi hodnota ROS u nizsich koncentraci (250 pg/ml u kinetiky
ROS (viz Graf ¢. 1) a 200 pg/ml u ROS po 24 hod (viz Graf ¢&. 2)). Tento jev je
U nanomaterialii vzacny, jelikoZ obvykle nejvyssi koncentrace €astic a s ni spojen nejvyssi
toxicky ucinek zpusobuje nejvyssi produkci ROS (Chang et al., 2011; Ahamed et al., 2016).
Nebo miize byt niz§i produkce ROS u bunék inkubovanych s vyssi koncentraci Céstic

pfisuzovana vysokému umrti bunék, které jiz nejsou schopné ROS produkovat (Song et al.,
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2014; Chen et al., 2016b). V tomhle ptipad¢ se vSak o umrti bun¢k nejednd, coz potvrzuji
snimky z fluorescenéniho mikroskopu (viz Obrazek ¢. 20 a 21). Dochazi k tomu
pravdépodobné z diivodu maximalni internalizace CQDs jiz pii nizSich koncentracich. Tato
domnénka byla potvrzena sledovanim internalizace CQDs pomoci prutokové cytometrie (viz
podkapitola Stanoveni koncentracni a c¢asové zavislosti internalizace CQDs do hMSC)
Vysledky ukazaly, ze k téméf maximalni internalizaci CQDs do hMSC dochazelo jiz pii
koncentraci 200 pg/ml a Vv piipadé dvojnasobné koncentrace 400 pg/ml buiky nebyly
schopny internalizovat tak velké mnozstvi (viz Graf ¢. 7) Podobné vysledky potvrdila také
studie (Kaur et Tikoo, 2013).

Stanoveni cytotoxického u¢inku CQDs na viabilitu hMSC ukézalo, Ze dokonce
I U maximalni pouzité koncentrace CQDs (400 pg/ml) zistalo po 24 hod inkubaci az 82,67 %
zivych bunék (viz Graf ¢. 3). Navic je tfeba si uvédomit, ze hMSC je adherentni buné¢na
linie, ktera pfi analyze viability pratokovou cytometrii musi byt v bunééné suspenzi. Béhem
procesu trypsinizace vSak muze dochazet k poskozeni bunééné membrany, a K proniknuti
fluorescenéni znacky (ethidium bromidu) do bunék. Tyto bunky jsou poté povazovany
za mrtvé, cemuz odpovida 8,25 % bunck u kontrolniho vzorku. Je mozné tedy predpokladat,
ze by bez procesu trypsinizace byla viabilita bun€k 1 u nejvyssi pouzité koncentrace CQDs
jesté vyssi a mohla by potencialné dosahnout az 90,92 %. Po porovnani cytotoxického tcinku
CQDs s jinymi CDs (Zhao et al., 2008; Sahu et al., 2012; Yuan et al., 2014; Edison et al.,
2016; Wu et al., 2017) je mozné potvrdit jejich velmi dobrou biokompatibilitu, jelikoz

ani pii koncentraci 400 pg/ml vyrazné nesnizuji viabilitu kmenovych bunék.

Analyzou vlivu CQDs na bunéény cyklus hMSC bylo zjisténo, Ze k vyraznéjsi zmeéné
V procentudlnim vyjadfeni jednotlivych fazi cyklu dochéazi pouze u koncentrace 200 pg/ml
CQDs, kdy klesa S faze (5,34 % oproti 10,25 % u kontrolniho vzorku) pfedev§im na ukor
Go/Gy faze (narust na 80,19 % oproti 73,88 % u kontrolniho vzorku) a u koncentrace 400
ug/ml, kde bylo procentualni vyjadieni S faze 5,37 % a Go/G1 faze 79,44 % (viz Graf ¢. 4).
Tyto vysledky mohou naznafovat snizenou schopnost bunééného ristu, protoZe buiiky déle
zustavaji v Go/G1 fazi, jelikoz buiiky v Go fazi nerostou a pouze c¢ekaji na navrat
do bunécného cyklu, zatimco v G: fazi dochazi ke zdvojovani organel a ristu bunky (Foster et
al., 2010). Tuto moznost potvrzuji také fotky z fluorescencniho mikroskopu, ze kterych je
patrné, ze kmenové bunky kontrolniho vzorku jsou vétsi nez kmenové bunky nachazejici se
ve vzorcich s koncentraci CQDs 200 a 400 pug/ml (viz Obrazek ¢. 19 - 21), z ¢ehoz vyplyva,

ze se bunky nachazeji ptedevsim v Go fazi. Druhou moznosti, kterd by takové chovani bun¢k
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mohla vysvétlovat, je G1 ,,arrest, nebo-li zastaveni bun¢k v kontrolnim bod¢é na konci G
faze, ke kterému dochazi z divodu poskozeni bunky, ptedevS§im DNA nebo vzniku bunék
nesoucich mutace (Elledge, 1996). Tuto teorii potvrzuji data ziskana z testu genotoxicity
CQDs (viz Graf ¢. 10), kde se genotoxicky téinek zadina projevovat od koncentrace 200
png/ml. Po Gy arrestu vSak mize dochézet ke spusténi specifickych kaskad, kter¢ mohou vést
az k apoptoze (Ye et al., 2011; Xu et al., 2016), nicmén¢ vysledky viability hMSC v této praci

(viz Graf ¢. 3) toto tvrzeni vyvraci, jelikoz k amrti bun€k nedochazelo.

Analyza exprese specifickych CD markerd na povrchu hMSC u kontrolniho vzorku
au vzorku hMSC, které byly 24 hod inkubovany s CQDs koncentraci 200 pg/ml pfinesla
pozitivni vysledek, jelikoz je zfejmé, Ze se pozitivni markery CD73, CD90, CD105
na povrchu hMSC nachazeji, zatimco negativni marker CD34 ne (viz Graf ¢. 5 a 6). Rozdil
mezi intenzitami fluorescence u vzorkd sa bez protilatek vSak neni tak vyrazny, jako
U kontrolniho vzorku hMSC. Tenhle ukaz se déje z toho divodu, ze fluorescen¢ni znacky
pouzity pro oznaceni protilatek viici markerim (fluorochromy PE, FITC, APC a PerCP-
Cy5.5) svymi excita¢nimi a emisnimi vlnovymi délkami zasahuji do fluorescen¢niho spektra
CQDs (viz Obrazek ¢. 10). Z tohoto divodu byla pomérné vysoka intenzita také u vzorku
s buitkkami, kde nebyly pfitomny protilatky, ale byly ptfitomny CQDs, at’ uz na povrchu nebo
uvnitf bun¢k a davaly tedy fluorescencni signdl. I pfes men$i rozdil mezi intenzitami
fluorescence ve vzorcich s a bez protilatek lze stale jasné urcit, ze se i po 24 hod inkubaci
s koncentraci CQDs 200 pug/ml markery CD73, CD90, CD105 na povrchu hMSC nachazeji,
zatimco marker CD34 se na povrchu nenachazi a je tak potvrzeno, ze CQDsS nemaji vliv

na pfirozenou morfologii a charakterizaci hMSC.

Vysledek exocytozy cCastic ukézal, Ze k CasteCné exocytdoze dochézi jiz po 48 hod
inkubace, jelikoz dochazi k poklesu intenzity fluorescence o 322 RFU (viz Graf ¢. 9). Po 72
hod inkubace dochézi jesté k dalsimu poklesu intenzity o 172 RFU. Je mozné tedy potvrdit,
ze k CasteCné exocytoze dochézi jiz po 48 hod inkubace, ale urcité mnozstvi CQDs zistava
v bunikach 1 po 72 hod inkubace. Stejn¢ jako v ptipad¢ zavislosti internalizace na koncentraci
a Case je nutné zohlednit fakt, ze neni mozné jednoznacéné odlisit ¢astice na povrchu od Castic

uvnitf bunék.

Z analyzy genotoxického poskozeni hMSC po 24 hod inkubaci s CQDs je ziejmé,
7e k vyraznému poskozeni DNA dochazi pouze u koncentrace 200 pug/ml (28,91 % DNA) a
400 pg/ml (34,85 %), viz. Graf ¢. 10. Oproti kontrolnimu vzorku (1,48 % poskozené DNA)
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a vzorklim s koncentraci CQDs 50 a 100 pg/ml (oba vzorky kolem 8,5 % poskozené DNA)
se jednd o vyrazné navySeni a je mozné konstatovat, ze ke genotoxickému ucinku CQDs viici
hMSC dochazi od koncentrace 200 pg/ml. Jelikoz snimky z fluorescencniho a konfokalniho
mikroskopu neukazuji pritomnost CQDs v jadie (viz Obrazek ¢. 20 - 25), 1ze predpokladat,
ze ke genotoxickému G¢inku CQDs dochazi nepiimo pravdépodobné puisobenim oxida¢niho
stresu, ktery je zptisoben nartistem ROS (viz Graf ¢. 2) (Manshian et al., 2013; Alarifi et Ali,
2015; Rubio et al., 2016). V piipadé koncentrace CQDs 400 pg/ml byl vSak naméfen vyssi
genotoxicky ucinek soucasné s nizsi generaci ROS nez u koncentrace CQDs 200 pg/ml, takze
je vysoce pravdépodobné, ze poSkozeni DNA je zpusobeno odliSnym mechanismem,
napiiklad mize DNA interagovat s ¢asticemi béhem mit6zy, kdy dochazi k rozpadu jaderné

membrany (Singh et al., 2009).

Snimky z fluorescenéni mikroskopie ukazaly, ze oproti kontrolnimu vzorku jsou
uvsech pouzitych koncentracich velmi dobfe vidét agregaity CQDs v endozomech
nebo lyzozomech uvnitf hMSC (viz Obrazek ¢. 19 - 21). Dale je mozné si vSimnout, Ze
zvysujici se koncentrace CQDs neznamena vy$$i mnozstvi Castic, které se nachazeji na
bunééné membrané nebo Vv bunkach, coz potvrzuje analyzu koncentra¢ni zavislosti
internalizace (viz Graf ¢. 7). Pfi porovnani vzorkit hMSC s koncentracemi CQDs a
kontrolniho vzorku hMSC bez ¢astic je také moZzné rozeznat rozdil ve velikosti bunck
v prospéch kontrolniho vzorku, ktery obsahuje vétsi kmenové buiky, coz odpovida
vysledktim analyzy bunééného cyklu (viz Graf ¢. 4). Snimky hMSC s koncentraci CQDs 400
ug/ml a barvivem DAPI prokazaly, ze ani pii nejvy$si pouzité koncentraci nedochazi
K priniku ¢astic do jadra bunék (viz Obrazek ¢. 22). Tyto vysledky byly potvrzeny také
konfokalni mikroskopii, jelikoz byly CQDs pii koncentraci 200 pg/ml velmi dobte vidét
v agregatech uvnitt hMSC jak pii horizontélnich, tak i pfi vertikalnich fezech buitkou (viz
Obrazek €. 23 a 24). Snimek z pfedniho pohledu na buiiku také vyloucil vyskyt CQDs uvnitt
jadra kmenovych bunék (Obrazek ¢. 25).
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Zavér

Uhlikové kvantové tecky (CQDs) obecné predstavuji nanomaterial vhodny ke znaceni
lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék (hMSC) pro sledovani a lokalizaci kmenovych
bunék pfi regeneracni a transplantacni mediciné. CQDs pouzity v této praci byly povrchové
modifikovany betainem, ¢imz diky pfitomnosti kvartérniho chloridu amonného ziskaly
pozitivni néboj. Mezenchymalni kmenové buiikky byly odebrany z tukové tkané dospélych
pacientd a vliv CQDs na chovani hMSC byl analyzovan pomoci nékolika in vitro test.

Distribuce ¢astic v burikach byla zkoumana pouzitim fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie.

Z vysledku in vitro testi vyplyva, ze koncentra¢ni fada s maximalni koncentraci 400
pug/ml byla sestavena spravné, jelikoz k maximalni internalizaci ¢astic doslo mezi
koncentracemi 200 a 400 ug/ml. Pouziti vysSich koncentraci by tedy bylo zbytecné, jelikoz
by se pouze zvySovalo mnozstvi ¢astic v kultivaénim médiu, a ne v samotnych bunikach. Dale
byla potvrzena vynikajici biokompatibilita CQDs, jelikoz ani pii maximalni koncentraci
nedochazelo k vyraznému poklesu viability ¢i abnormalitdm pifi mitéze. Pribéh bunééného
cyklu se téméf nelisil od kontrolnich bunék, pouze od koncentrace 200 pg/ml doslo ke snizeni
S faze na tkor Go/G: faze, pravdépodobné z divodu snizené proliferace bunék. CQDs mély
vliv na zvySenou tvorbu reaktivnich kyslikovych radikald v kmenovych bunikach a s nimi
spojeného oxidacniho stresu, ktery pravdépodobné zpusobil genotoxicky ucinek castic
od koncentrace CQDs 200 ug/ml. Uginek vsak nebyl natolik markantni, aby zplisobil
bunéénou smrt. Nezménény charakter mezenchymalnich kmenovych bunék byl po inkubaci

S ¢asticemi potvrzen expresi specifickych povrchovych markert.

Fluorescenc¢ni a konfokalni mikroskopie potvrdila pfitomnost ¢astic uvnitt kmenovych
bunék jiz od nejmensi pouzité koncentrace 50 ug/ml. Castice se nachazely v cytosolu buiiky
v endozomech a/nebo lyzozomech, avSak nevstupovaly do jadra. Série in vitro testi tedy
potvrdila vynikajici biokompatibilni a fluorescencni vlastnosti CQDs, které do koncentrace
200 pg/ml nevykazovaly vilbec zadny negativni vliv na chovani hMSC. Koncentrace 200
a 400 pg/ml mély caste¢ny vliv na tvorbu ROS, pribéh bunééného cyklu a poskozeni DNA,

avsak zivotnost bunék ziistala stale velmi vysoka.

Pro potvrzeni potencialni aplikace CQDs v regeneracni nebo transplantacni medicing

je tieba jeste provést test diferenciacni schopnosti hMSC po inkubaci s ¢asticemi a postupné
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zacit provadét testy in vivo. VSechny zminéné testy jsou naplanovany a o¢ekava se, ze budou

Vv blizké budoucnosti provedeny.

V nasledujicich védeckych letech bych rad pokracoval s problematikou interakce
nanomateridll a bunéCnych systémi, a to predevSim nanomateridll na bdazi uhliku,

které zahrnuji predevsim uhlikové kvantové tecky a riizné modifikace grafenu.
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Seznam pouzitych zkratek

A549
APC
BMP
CE
CQDs
DAPI
DMSO
DNA
EDA
EDTA
ESC
FBS
FGF
FITC
GFP
GQDs
HelLa
HepG2
hMSC
In vitro
In vivo
ISCT

MDA-MB-231

bunky lidského plicniho karcinomu
fluorofor allofykocyanin

kostni morfogeneticky protein
kapilarni elektroforéza

uhlikové kvantové tecky
4',6-diamidin-2-fenylindol
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

2,2¢ — (etylendioxy)bis(etylenamin)
kyselina ethylendiamintetraoctova
embryonalni kmenové bunky

fetalni bovinni sérum

fibroblastovy rastovy faktor

fluorofor fluorescein-5-isothiokyanat
zeleny fluorescencni protein

grafenové kvantové tecky

buiiky lidského cervikalniho karcinomu
buiky lidského karcinomu jater

lidské mezenchymalni kmenové bunky
pokusy ve zkumavkach

pokusy na zvifecich modelech
mezinarodni spole¢nost pro buné¢nou terapii

bunky lidského karcinomu prsu
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MRI

MTT

MWCNT
NIH-3T3
PBS

PDs

PE

PEG

PEI

PEN
PerCP-Cy5.5
Pl

QDs

RFU

ROS
SPECT
STR
SWCNT
TEM

TGF — Beta

Tris

magnetickd rezonance

tetrazoliova sil 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5

difenyltetrazolium bromid
vicesténné uhlikové nanotrubice
bunky mysich fibroblastt

fosfatovy pufr

polymerni tecky

fluorofor fykoerytrin
polyethylenglykol

polyethylenimin

penicilin

slozeny fluorofor z peridinin chlorofylového proteinu a kyaninu5.5
propidium jodid

kvantové tecky

relativni fluorescencni jednotky
reaktivni kyslikove radikaly

jedno fotonova emisni tomografie
streptomycin

jednosténné uhlikové nanotrubice
transmisni elektronova mikroskopie
transformujici rastovy faktor beta

tris(hydroxymethyl)aminomethanu
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