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ABSTRAKT

Dizertacni prace pojednava o biofyzikalni interpretaci kvantitativniho fazového
zobrazovani (QPI — Quantitative Phase Imaging) ziskaného pomoci koherenci fizen¢ho
holografické mikroskopie (CCHM — Coherence-Controlled Holographic Microscopy)
v provedeni Q-PHASE mikroskop, Telight, Brno). Teoreticka ¢ast této prace se zabyva
charakteristikou kvantitativniho fazového =zobrazeni, které poskytuje neinvazivni
metodou informace o aktivit¢ zivych bunék in vitro. Hlavni ¢ast prace spociva ve
vytvoieni koncepce a ovéreni nové metody primarniho kritického ohodnoceni 1€kt pro
o¢ekavany anti-migracni/metastaticky potencial (PAMP — Primary Assessment of
Migrastatic Potential). Vysledek této metody je prvnim tfidicim hodnocenim pfi
zvazovani konkrétnich migrastatickych latek pro budouci komplexni onkologickou
1é¢bu. Hodnoti nejen rist nadorovych bunék, rychlost pohybu bunék, ale i odhaleni rizika
nebezpecnych invazivnich fenotypt. Dale je navrzena metoda korelaéni mikroskopie
mezi Q-PHASE mikroskopem a laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem
(LSCM) pro ucel hodnoceni chovani bunék a vyskytu fokalnich adhezi po aplikaci 1é¢iv.
Kvantitativni fazové zobrazeni ziskané pomoci Q-PHASE mikroskopu je srovnano
s kvantitativnim fazovym zobrazenim z HoloMonitoru (PHI AB, Svédsko), na kterém je

nasledné ovéfena metody PAMP.
KLiCOVA SLOVA

Koherenci fizeny holograficky mikroskop, kvantitativni fdzové zobrazovani, solidni
nadory, metastaze, Ziva nadorova bunécnd linie, migrastatika, laserovy skenovaci

konfokalni mikroskop, protein 4.1B, fokalni adhezni kindzy, HoloMonitor







ABSTRACT

The dissertation thesis deals with the biophysical interpretation of quantitative phase
imaging (QPI — Quantitative Phase Imaging) obtained using coherence-controlled
holographic microscopy (CCHM — Coherence-Controlled Holographic Microscopy) in
the Q-PHASE microscope, Telight, Brno). The theoretical part of this thesis deals with
the characteristics of quantitative phase imaging, which provides non-invasive
information on the activity of living cells in vitro. The main part of the work consists in
elaborating a concept and verifying it of a new methodology (PAMP — Primary
Assessment of Migrastatic Potential) for the first critical evaluation of drugs for expected
anti-migratory/metastatic potential. The result of this method is considered the first
sorting evaluation when considering specific migrastatic agents for future complex
oncological treatment. PAMP evaluates the speed of cell migration, the growth of tumor
cells and controls the risk of appearance of invasive phenotypes. Furthermore, the
correlation microscopy method between the Q-PHASE microscope and the laser scanning
confocal microscope (LSCM) is proposed to evaluate cell behavior and the occurrence of
focal adhesions after drug application. The quantitative phase image obtained using the
Q-PHASE microscope is compared with the quantitative phase image from the
HoloMonitor (PHI AB, Sweden), on which the PAMP method has been positively

verified.
KEYWORDS

Coherence-controlled holographic microscope, quantitative phase imaging, solid tumor,
metastasis, live tumor cell line, migrastatics, laser scanning confocal microscope, protein

4.1B, focal adhesion kinases, HoloMonitor







CIiLE DIZERTACNI PRACE

Cilem této prace bylo navrhnout a ovétit vhodnou metodiku pro prvotni hodnoceni
potencidlu kandidatnich migrastatik zplisobit inhibici migrace za soucasné¢ho sledovani
ristu nadorovych bun¢k v modelové situaci 2D bunééné kultury. Déle pak pro potfebna
méieni a vyhodnocovani vyuzit biofyzikdlni interpretaci kvantitativniho fazového

zobrazeni zivych nadorovych bunék v mikroskopu Q-PHASE (Telight, Brno).

AIMS OF THESIS

The aim of this work was to propose and verify a fitting methodology for the primary
evaluation of the potential of candidate migrastatics to inhibit cancer cell migration while
controlling cell growth in model situations of 2D cell culture. Use the biophysical
interpretation of the quantitative phase imaging of life tumor cells in the microscope Q-
PHASE (Telight, Brno) for necessary measurements and assessment.
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Uvod

Cilem této prace je navrhnout vhodnou metodiku pro biofyzikalni interpretace QPI
hodnotici G¢inky migrastatik, kterd brani vSem zplisobim invazivity a metastazovani
nadorovych bunék. Metastaze solidnich nadorti zplsobuji vétSinu umrti souvisejicich
s onkologickym onemocnénim. V prevenci jejich vzniku chybi vhodné antimetastaticka
léCiva. LécCiva stimto ulinkem se oznacCuji jako migrastatika. Hlavnim pfinosem
migrastatické 1é¢by [1] je omezeni schopnosti nadorovych bunék lokaln¢ migrovat do
okolich tkani. Invazi pak mohou vytvofit sekundéarni loziska, tzv. metastdze. Rozdilem
migrastatické 1écby [2] oproti cytostatické je to, Zze nadorové buiiky nejsou vystaveny
cytotoxickému stresu, nedochazi k pieruseni déliciho cyklu a bunééné smrti. Bunky jsou
pouze mén¢ pohyblivé. U vétSiny solidnich nadort by to mohlo znamenat posun od fatalni
prognozy k lokalizovanému chronickému onemocnéni. Synergie migrastatik s
antiproliferativnimi léky proti nddorovému onemocnéni se ve skutecnosti jevi jako slibny
pfistup k 1é€bé a prevenci metastdz [2]. Kritické hodnoceni téchto novych
antimetastatickych latek je opravnéné a vede k nové a vylepsené moznosti 1é¢by solidnich
nadort vytvarejici pevna loziska tvofend nadorovymi bunkami, kterd je v souladu s
prerusenim piirozené¢ho pribéhu onemocnéni. Ocekava se, ze onkologické predpisy brzy
zohledni pokyny pro vyvoj 1ékti zaméfenych na prevenci a 1écbu metastaz. Jsou jiz
zavedeny vSechny prvky pro vstup migrastatik do dalsi faze protinadorového vyzkumu a
vyvoje.

Cilem této prace je tak vytvorit metodiku, ktera by dokdzala hodnotit morfologické
zmény bunky a zaroven odhalila jeji migracni a invazivni potencial po aplikaci pfedem
vytipovanych 1éCiv €i latek. A vybrat tak potencidlni migrastatika, které by mohlo byt
dale preklinicky testovano. Proces objevovani migrastatik a jejich kontraindikaci lze
ucinné podpofit dynamickou Casosbérnou analyzou zivych néddorovych bunék pomoci
QPI ziskaného z Q-PHASE mikroskopu a hodnocenim chovani. Jiné standardni
mikroskopické techniky, jako je fdzovy kontrast, vyZaduji dlouhé doby pozorovani a
obrazy je obtizné kvantifikovat. Proto 1ze vyuzit vSech vyhod QPI pro vybér vhodného
kandidéta pro migrastatickou lécbu.

Predlozena dizertatni prace popisuje biofyzikalni interpretaci kvantitativniho
fazového zobrazovani (QPI — Quantitative Phase Imaging) ziskaného pomoci koherenci
fizeného holografického mikroskopu (CCHM - Coherence-Controlled Holographic

Microscope, Q-PHASE) [3]. Cilem této prace je navrhnout vhodnou metodiku pro in vitro
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model QPI hodnoceni migrastatik jako uU¢innych inhibitori migrace a invazivity
nadorovych bun¢k.

Prace je rozdé¢lena do 8 kapitol. Kapitoly 1 a 2 jsou vénovany popisu kvantitativnino
fazového zobrazeni a holografického mikroskopu Q-PHASE, ktery toto zobrazeni
poskytuje. V kapitole 3 jsou popsany vybrané lidské buné¢né linie, které jsou v této praci
vysetifovany pomoci Q-PHASE mikroskopu. Zejména tato kapitola popisuje bunécné
linie (A549, HT1080 a NDHF) a dale 1éCiva (migrastatika; 4-hydroxyacetofen,
belumosudil, doxycyklin, fasudil, midostaurin, niklosamid a pimosid), ktera by méla
ovlivnit migraci bunék. Druhy migrace nadorovych buncék jsou charakterizovany
Vv nésledujici kapitole 4.

Hlavni ¢ast tvofi kapitola 5, ktera pojednava o metodé PAMP (Primary Assessment
of Medicines for Expected Migrastatic Potential) vyvinuté pro hodnoceni migrastatik.
V této kapitole je popsana metodika, ktera se sklada ze tii krokli, hodnoceni morfologie,
dynamiky a invazivniho fenotypu bunék. Ovéteni této metody je provedeno na bunéénych
liniich. Buiiky jsou vystaveny ucinkiim potencidlnich migrastatik. Cilem je analyza
chovani bungk, které jsou monitorovany pomoci QPI ziskaného z mikroskopu Q-PHASE.
Vysledky ucinkt 1é¢iv na bunééné linie jsou uvefejnény v publikaci [1] a v této praci dale
rozsiteny.

Dalsi metoda, ktera hodnoti migrastaticky u¢inek vybranych 1é¢iv a navazuje na
metodu PAMP, je zde popsana v kap. 6. Jedna se metodu korela¢ni mikroskopie mezi
holografickym mikroskopem Q-PHASE alaserovym skenovacim konfokalnim
mikroskopem (LSCM) [4]. Sniméani zadina tim, Ze jsou buniky po aplikaci migrastatik
zobrazeny pomoci Q-PHASE mikroskopu a nasledné imunocytochemicky oSetieny pro
detekci proteinu 4.1B a fokalnich adheznich kinaz a snimany na LSCM.

V ptedposledni kapitole 7 jsou porovnavany dva holografické mikroskopy, a to Q-
PHASE mikroskop a HoloMonitor. Jedna se o porovnani nejen parametri optickych a
technickych, ale také vysledka jednotlivych méfeni. Metodika PAMP byla provedena i
na HoloMonitoru. Ovétovany byly reakce bunék HT1080 na migrastatika ve vSech
zakladnich koncentracich.

Posledni kapitola 8 pak popisuje navrZzené zmény v softwaru SophiQ pro buné¢nou
analyzu. Zmény byly konzultovany s firmou Telight a vétSina z nich realizovéna. Jednalo
se o zobrazeni a uklddani jednotlivych grafti a tabulek. Nejvétsim uspéchem je
zjednoduSeny systém pro hodnoceni celého vysetrovaci plata najednou, ktery byl kvili

metodé PAMP inicializovan.
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1. Kvantitativni fazové zobrazeni (QPI)

Kvantitativni fazové zobrazeni [5-10] je neinvazivni zobrazovaci systém zivych
bun¢k a tkani. Tato zobrazovaci metoda nepouziva zadnou imunochemii a umoznuje tak
monitorovani zivych bunék v realném case s minimalni fototoxicitou a bez nezadoucich
artefaktu, jako je napt. halo efekt znamy ze Zernikova fazového kontrastu. Tato technika
je pfimo umérna bunécné suché hmoté bunék a muze byt pouzita pro monitorovani
a ptimou kvantifikaci zmén suché hmotnosti uvnité bunék v pg/um? a kvili vysoké
citlivosti umoznuje detekovat a kvantifikovat i ty nejmensi zmeény hmotnosti.

Prusvitné objekty maji vlastnost pohlcovat a rozptylovat jen malé mnozstvi svétla,
viz obr. 1 (A). Diky tomu je mozné prusvitné objekty snaze pozorovat v béZnych
svételnych mikroskopech [7, 8] pomoci fazového kontrastu. Na rozdil od konvenénich
snimkt s fazovym kontrastem jsou snimky vhodné pro zpracovani pomoci softwaru pro
analyzu, protoze méteni fazového zpozdéni v bunkach poskytuje kvantitativni informace
o morfologii a rozloZeni suché hmoty jednotlivych bun¢k [11-13].

Neinvazivné jsou bun&cné kultury snimany napft. v koherenci fizeném holografickém
mikroskopu (Coherence-Controlled Holographic Microscope; CCHM), ktery je oznacen
firmou Telight jako Q-PHASE mikroskop) [11-18]. Tento mikroskop poskytuje
kvantitativni fadzové =zobrazeni (Quantitative Phase Imaging; QPI) a vyuziva
nekoherentniho osvétleni [19-28].

Zobrazovaci technika QPIl mikroskopu Q-PHASE vychazi z faktu, Ze doba Sifeni
svétla v konkrétnim prostiedi zavisi bud’ na indexu lomu a vysce objektu, nebo ptimo na
délce optické drahy, protoze ta je ddna indexem lomu a vySkou objektu. Proto, kdyz
svételna vlna prochdzi vzorkem s proménnym indexem lomu a riiznou vyskou (napt. tkani
nebo burikou), jeji vinoplocha je zdeformovana a dochazi k fazovému posuvu viny [3, 6].
Napt. stiedy bunék jsou obvykle silngjsi a dochazi zde k vétsimu fazovému posuvu nez
na tenkych okrajich, kde je posuv mensi, viz obr. 1 (B).

S referen¢ni vinou pak interferuje pouze balisticka ¢ast signalniho svazku, tedy svétlo
rozptylené pouze pozorovanym objektem (burikou) [16, 17]. Vysledkem je lepsi kontrast
zaostfeného obrazu a je umoznéno zkoumani intracelularniho prostiedi a dynamiky
buiiky. Samotné bunky maji rizné tvary a velikosti v fadu desitek mikrometri. Dochazi
ke zviditelnéni casti bunek a tkani [29, 30], jako je napft. extracelularni matrix (ECM),
ktery je slozen primarné¢ z kolagenovych a elastinovych vldken o velikosti

od 10 do 500 nm v priaméru. Bunky se taky skladaji z menSich struktur, jako jsou

3
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membrany (10 nm), organely véetné jadra (5-10 pm), mitochondrie (0,2-2 um) a mnoho
dalSich. Bunky také obsahuji cytoskelet vytvoienych z vldken o priméru 7 az
25 nm. Jadro obsahuje jadérka (0,5-1,0 um) a DNA ve formé chromatinu, které maji
riznou hustotu a tvoii globule s délkou v fadu stovek nanometra [31]. Je tedy ziejmé, ze
Vv buiice dochazi k mnoha fazovym posuviim kvili jeji heterogenité [32]. Ale pro
zjednoduseny vypocet fazového posuvu svételné viny v buiice lze piredpokladat
homogenniho rozlozeni materialu uvnitt bunky.

(A) (B)

Dopadajici svételnd vina

Laser
Autofluorescence Refrakee ‘

Epitel ustni
dutiny Médium

Absorpce
Pozorovana
buiika
(fazovy

Lamina
vzorek)

propria

} Submukoéza
@ Fluorofor (7 Rozptylujici litka @ Pohleovag l

Fazovy posuv viny

Obrizek &. 1: llustrace interakce svétla s heterogennim prostiedim tkané a buiiky. A) Sifeni svétla
ve tkani v zasadé fidi 3 jevy: rozptyl, absorpce a fluorescence (prevzato z [31]). Cast elektromagnetického
zateni vzorkem (butikou ¢i tkani) neprojde, ale miize byt jim rozptylena nebo absorbovana. B) Fazovy

posuv viny, ktera prochazi butikou.

Vypocet fazového posuvu ¢, (x,y) indukovaného buiikou s homogennim
rozloZenim indexu lomu butiky n, , ktera je obklopena prostfedim o indexu lomu média
n,, (jako je zobrazeno na obr. 1 (B)), mize byt popsan nasledujicim vztahem podle
[3, 11]

21
Pp (x' }’) = Tdb (x, Y)(nb - nm); (1)

kde d;, (x,y) je tloustka buriky, A je vlnova délka svétla (A = 660 nm pro Q-PHASE od
firmy Telight), x,y jsou prostorové soufadnice v roviné objektu.
Celkovy fazovy posuv navozeny buikou ¢,:q; s€ vypocita jako soucet fazovych

hodnot v pixelech patficich do oblasti buiiky, tedy plati

k
Ptotal = Z @i, (2)
i=1

kde k je pocet pixeld a ¢; je hodnota faze v i — tém pixelu patiicim do oblasti bunky.
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Fazovy posuv @, (x,y) nese informaci o hustoté¢ suché hmoty, ktera je imérna

fazovému posuvu zptisobenému buiikou
1
weuy) = = pp (), (3)

kde konstanta y je znama jako specificky ptirtstek indexu lomu svétla a je primérné
0,18 pm®/pg. Hustota suché hmoty buiiky se udava v pg/um?2.

Na zékladé modelu indexu lomu buiky zavedeného Barerem [33] je efektivni index
lomu bunky linearn€ timérny koncentraci proteinu v buiice. Ze vzorce (3) se z QPI ziskava
informaci o hustoté suché hmoty buniky z kazdého pixelu. QPI snimky jsou nasledné

zobrazeny v barevné gkéle V jednotkach pg/um?, viz obr. 2 (A-C).

(A)

Obrazek ¢. 2: llustrace QPI zobrazujici buiiky adenokarcinomu plic A549 a zobrazujici $kalu
hustoty suché hmoty. Jedna se o ukazku v pseudobarevné $kale, ktera zobrazuje hustotu suché hmoty.
A) Ukézka QPI zobrazujici butiky A549. RozloZeni hustoty suché hmoty butiky v pg/m?. Objektiv
10x/0,3. Mé¢titko 200 um. B) Vybrané buriky z pfedeslého snimku QPI. C) Ilustrace 3D rozloZeni hustoty

suché hmoty bunék pomoci programu F1JI.

V poslednich letech se tak QPI ukazalo jako nenahraditelna zobrazovaci metoda
Vv biologickém vyzkumu [34, 35]. QPI poskytuje neinvazivni zobrazeni v realném case
a vysoce kontrastni kvantitativni prostfedek pro zobrazeni prithlednych vzorka. Déle je
QPI vhodné pro screening bun¢k a tkani bez nutného imunobarveni [36] a pii
automatizované analyze obrazovych dat pomoci umélé inteligence [13, 27]. Mimo jiné
slouzi pro identifikaci vzacnych déji v biologii, zejména pii objevovani a testovani 1€kt
[1, 37], zkoumani rakovinnych bun¢k [38] a kmenovych bunék [39]. Ale i pfi identifikaci
patologickych dé&ji bunék, jako jsou napf. apoptdza, nekroza atd. [40, 41]. Dale ma
uplatnéni v aplikacich sledujicich zmény migrace bun¢k a morfologie, jako je sledovani
distribuce suché hmoty v bunikach [42], nebo sledovani chovani bun€¢k ve 3D

kolagenovém matrixu [34, 43, 44].
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Jednou z dalsich vyzev a vyuziti v biomedicinském vyzkumu je vyvoj zobrazovacich
metod v zakalenych médiich [18]. Pfi zobrazeni pies zakalena média, jako jsou bunécné
struktury, je obraz degradovan svétlem rozptylenym z jinych rovin nez z rovin vzorku
[19]. Zobrazovaci metody tak Ize rozdélit do dvou skupin, pti¢emz prvni skupina se snazi
minimalizovat vliv rozptyleného svétla [12] a druha jej opticky ¢i digitalné fidit
[15]. Prvni skupina metod stale vice vyuziva efekt koherenéni brany [16, 17]. Tento efekt
filtrace vznika z omezené prostorové a Casové koherence osvétleni, a je proto soucasti
castetné koherentnich optickych systéml. Zobrazovaci techniky, které vyuzivaji
koherenéni branu k oddéleni pouze balistického svétla (rozptyleného jen objektem) od
nezadouciho mnohonasobné rozptyleného (nebalistického) svétla [17], zahrnuji optickou
koherenéni tomografii a mikroskopii [18], achromatickou digitalni holografii [3, 19],
Hornovu mikroskopii [20] nebo difrakéni tomografii v bilém svétle [21].

Ve srovnani s koherentnim osvétlenim poskytuje ¢astecné koherentni osvétleni
kvalitn€jsi QPI, bez koherentniho Sumu a se zlepSenym piicnym rozliSenim. Cilem
biologickych experimentd je vyhodnotit ptinos QPI pro klasifikaci morfologie dynamiky

tkanovych kultur a zacit zavadét QPI do klinické praxe.

1.1. Segmentace a prahovani QPI

Pti konkrétnim casosbérném experimentu jsou snimky shromdzdény v databazi.
Napf. pro metodu PAMP (popsanou v kap. 5) se obvykle filmovalo béhem jednoho
experimentu piiblizné 30 az 40 zornych poli, zalezelo na poctu 1é¢iv (migrastatik -
popsané v kap. 3) a poétu vyuzitych kanalkt v Ibidi p-slide VI°4. Snimani trvalo vzdy
20 hodin a snimky byly pofizovany kazdych 5 minut. Celkem se pracovalo s 241 QPI
snimky z kazdé pozice na vzorku. Filmovali se 3 bunécné linie (A549, HT1080 a NDHF
— popsané v kap. 3) a vytvofilo se celkem pro metodu PAMP 13 jednotlivych
experimentl, 418 videi a 100 738 snimkt QPI. Kazdy snimek QPI byl dale zpracovéan,
kazda jednotlivd buiika v ném segmentovana a analyzovana. Segmentace se provadéla
pomoci softwaru SophiQ (Telight).

Segmentace obrazu QPI [45] je metoda postavena na raznych principech digitalniho
zpracovani obrazu, kterd slouzi k automatickému rozdéleni vlastniho obrazu na oblasti
se spole¢nymi vlastnostmi. Typickym cilem segmentace obrazu je identifikace bunky
a jeji odliSeni od pozadi. Pro tento ucel segmentace pouziva software SophiQ
(k mikroskopu Q-PHASE) metodu watershed [46, 47] .
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Vyznamnou operaci je téz prahovani hran segmentu (Edge Segment Threshold). Tato
operace urcuje minimalni délku segmentace bunky, ve které se bunka dotyka okraje
obrazu. Pokud se segmentovana buinika dotyka okraje zorného pole, je odstranéna ze
segmentace tohoto obrazu a néasledné analyzy.

Samotna segmentace funguje vzdy jen s jednim obrazem QPI (viz obr. 3). V ptipadé
¢asosbérného QPI Ize zvolit algoritmus a pomoci néj urcit, ktery segment na predchozim
a aktudlnim obrazu patii ke stejné buiice. Tento algoritmus se pouziva pro sledovani
(Tracking) trajektorii bun¢k. Algoritmus pracuje se dvéma obrazy a se seznamem tézist’
bunck pro kazdy z obrazi QPI a pokousi se urcit, které z t&€zist' na novém obrazu QPI

vvvvv

kazdou bunku s nejmensim polomérem a pak pro dosud nesegmentované bunky.

r

Po celou dobu segmentace ¢asosbérného QPI maji buniky své identifikacni Cislo

2%

prahovych hodnot.
A) B

|

Obrazek ¢. 3: Ukazka segmentace QPI pomoci programu SophiQ. A) QPI ziskané z Q-PHASE
mikroskopu a ilustrujici epitelialni fenotyp bunék A549 a B) mezenchymalni fenotyp bunék NDHF.

Nejsou segmentovany buiky dotykajici se okraje zorného pole. Kazdé bunce z QPI je ptidéleno cCislo pro

Vv v

Mgetitko 200 pm.

1.2. Analyza QPI

Analyzu jsem provadéla v softwaru SophiQ, pomoci né¢hoz se hodnoti parametry pro

morfologické a dynamické zmény chovani bunék. Zde uvedené parametry [46]
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se pouzivaji pro analyzu primarniho hodnoceni 1ékii pro oéekavany migrastaticky
potencial (PAMP, metodika popsana v kap. 5).

Napft. pro hodnoceni morfologie bun¢k se vyuziva parametr tzv. celkové hmotnosti
bunky (z angl. Mass). Tento parametr je vypocitan jako soucet hodnot hustoty suché
hmoty buné¢k M a vychazi se tak ze vzorce ¢. 3 (viz kap. 1) ur¢enych z faze na kazdém

pixelu spojeném s konkrétni buiikou, tedy plati

Mass = z whM (i), (4)

kde w a h jsou Sifka a vyska pixelu, N je pocet pixeld buiiky a M je hustota suché hmoty
buiky.
Pomoci pixelt v oblasti bunky Ize vypocitat plochu bun¢k (Area) definovanou jako
Area = Nwh, (5)
Dal$im parametrem, ktery hodnoti morfologické zmény bunck, je procento

kruhovitosti (z ang. Circularity) jednotlivych bungk:

41t - Area

Circularity = 100 (6)

Perimeter?’

Pro vypocet obvodu buriky (Perimeter) pouziva software iterativni pfistup, ktery
ptesnéji sleduje drahu pixelti na okraji burky.
Pro analyzu pohybu bunék (dynamickych vlastnosti buiiky) je diilezité vypocitat
rychlost migrace (Speed) bunék nasledujicim vztahem
WCG(t,) —WCG(t,-
Speed(tn) — I ( n) ( n 1)| ’ (7)

tn - tn—l

A%

(Weighted Center of Gravity) je dvourozmérny vektor se souradnicemi x ay. Tento vektor

je dalsim dtlezitym parametrem i pro nasledné parametry a je definovan jako

N ,
D=1 whM () (x;, ;)
WCG = o . ©

Téziste je soucasti vypoctu indexu meandrovitosti (Meandering index) pohybu bun¢k
a plati pro né&j nasledujici vztah
WCG(t,) —WCG(to)!
LA WCG(tn) = WCG (o],

Meanderingl(t,) = 9

Citatel zlomku (9) ptedstavuje Euklidovskou vzdalenost (Euclidean distance).
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2. Koherenci rizeny holograficky mikroskop Q-PHASE

V této praci je popsan Q-PHASE mikroskop od firmy Telight Brno vyvinuty ve
spolupraci s VUT v Brné¢. Tento piistroj je zaloZen na patentované technologii CCHM.

Koherenci fizeny holograficky mikroskop CCHM (Q-PHASE) [3, 48], kombinuje
konfiguraci off-axis a achromaticky mfizkovy interferometr umoznujici pouziti osvétleni
libovoIn¢ nizké koherence. Kdyz se totiz objektovy a referen¢ni paprsek tohoto
mikroskopu rekombinuji ve vystupni roviné, objevi se interferen¢ni obrazec, ktery
odpovida obrazu drazek difrakéni miizky. To umozinuje Q-PHASE mikroskopu [3] vyuzit

popsané vyhody in-line i off-axis systému pii sou¢asném odstranéni nevyhod.

2.1. Optické nastaveni a principy fungovani

Optické nastaveni Q-PHASE mikroskopu (2. generace) je zalozeno na
Mach-Zehnderové interferometru [49] upraveného pro achromatickou mimoosovou
holografickou mikroskopii Tomasem Slabym [3] a Pavlem Kolmanem [28]. Vychazi
se z 1. generace tohoto mikroskopu, ktery byl zkonstruovan profesorem Chmelikem
a docentem Harnou [50].

Oproti 1. generaci mikroskopu je docileno vyssi spektralni propustnosti zménou
umisténi difrakéni mtizky. Dale jsou pouzity identické kondenzory (C), na nekonecno
korigované objektivy (O) a tubusové ¢ocky (TL), aby se ziskal vétsi pracovni prostor.

Opticka sestava Q-PHASE mikroskopu 2. generace, viz obr. 4, se sklada z opticky
ekvivalentniho objektového a referenéniho ramene, pifi¢emz v objektovém rameni je
pfitomen fazovy vzorek.

V systému Q-PHASE se k osvétleni (S) pouzivda LED (LED Engin LZ4-00R208,
vlnova délka 660 nm, vykon az 2,9 W) pro zajiSténi prostorove Sirokého nekoherentniho
osvétleni. Je pouzit interferencnti filtr (IF) s centralni vinovou délkou 660 nm a polositkou
10 nm. Zdroj je zobrazen dvojici achromatickych cocek - dubletli (L; ohniskové
vzdalenosti 63,5 a 350 mm) pres déli¢ svazkid (BS) do ptfednich ohniskovych rovin

kondenzoru (C; kondenzory Nikon LWD, 0,52 NA).



https://opg.optica.org/ol/fulltext.cfm?uri=ol-46-18-4486&id=458482#g001
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M
Obrazek ¢. 4: Optické nastaveni koherenci Fizeného holografického mikroskopu: S, svételny zdroj;

IF, interferencni filtr; L, ¢ocka; BS, déli¢e svazku; M, zrcadla; Mm, pohybliva zrcatka; C, kondenzory;

O, objektivy; TL, tubusové ¢oc¢ky; DG, difrakéni miizka; OL, vystupni Coc¢ky; IP, interferenéni rovina.

Rozhodujici funkce a vyhody tohoto mikroskopu zavisi na difrakéni miizce (DG;
transmisni fAzova miiZka s frekvenci drazek 150 mm™') implementované v referen¢nim
rameni podle principt navrzenych Leithem [19]. Zajistuje tvorbu mimoosového
hologramu v interferen¢ni roviné (IP) pro zdroje libovolného stupné koherence.

Zéakladni obrazové vlastnosti zavisi na parametrech kondenzort (C; kondenzorové
¢ocky Nikon LWD, 0,52 NA) a objektivi (O; Nikon Plan Fluorite Objectives,
10x/0,3 NA/16 mm WD a Nikon Plan Fluorite 20x/0,5 NA/2,1 mm WD) v kombinaci
s tubusovymi ¢o¢kami (TL; Nikon, ohniskova vzdalenost 200 mm).

Dvoubodové rozliSeni v mikroskopu Q-PHASE se pro vySe uvedené experimentalni
parametry bliZi teoretické hodnoté 1,3 um (pro objektiv 10x/0,3) a 0,8 um (pro objektiv
20x/0,5) stanovené polomérem Airyho disku mikroskopové rozptylové funkce
(Point Spread Function — PSF), viz [48], kap. 6.2. Rozptylova funkce popisuje svétlo
vznikajici v jednotlivych bodech snimaného obrazu.

Mikroskop je velmi dobfe automatizovan a lze jej jemné nastavit diky piezomotoram.
Hologramy jsou zaznamenany v IP pomoci kamery Andor Zyla 4.2 sSCMOS. Hologram
zaznamenany kamerou se dale zpracovava a Ize z néj extrahovat kvantitativni fazové
informace. Pro zobrazeni se pouziva pouze +1. fad difrakéni miizky (ostatni fady difrakce

jsou eliminovany prostorovou filtraci v ohniskové roviné vystupnich ¢oc¢ek OL).

10
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2.2. Multimodalni zobrazeni

Q-PHASE je multimodalni holograficky mikroskop. Jakmile je ziskan fazovy obraz,
1ze z n¢j pomoci dalSich algoritmil pro zpracovani obrazu ziskat obraz se simulovanym
diferencidlnim interferenénim kontrastem, piipadné pouzit filtr typu horni propust
(viz obr. 5).

Simulovany diferencialni interferen¢ni kontrast (simulovany DIC) je vypocten jako
1D gradient kvantitativniho fazového obrazu [51]. Technika DIC je dobie zavedena mezi
uzivateli. Zde je toto zobrazeni ziskano bez jakychkoliv dalSich nastaveni mikroskopu,
které jsou pii pouziti bézného mikroskopu jinak nutné. Filtr shorni propusti [52]
zvyraznuje vysoké prostorové frekvence (jemné detaily bun¢k) a zaroven potlacuje nizké
prostorové frekvence (vétsi objekty) v obraze.

Dale lze ziskat systémem Q-PHASE timelapse (¢asosbérné snimani), multi-position,
multi-channel a Z-stack, aby se synergicky poskytl Gplnéjsi obraz a kompletné&jsi analyza

vzorku.

3. Material pro biofyzikalni interpretace QPI

Pro pozorovani, vyhodnocovani chovani zivych lidskych bunék in vitro a pro ukazku
metodiky PAMP pomoci zobrazovaci techniky QPI jsou Vv této kapitole popsany vybrané

tii bunééné linie a sedm 1é¢iv tzv. migrastatik.
3.1. Bunééné linie

Pro metodu PAMP a dalsi studii v této praci jsou vybrany a zkoumany zivé lidské
nadorové a nenadorové bunécné linie A549, HT1080 a NDHF. Tyto bunky se li§i nejen
morfologii (obr. 5), ale i dynamikou migrace (kap. 5).

Buriky nemalobunééného karcinomu plic A549 [52] jsou lidské alveolarni buriky
epitelidlniho typu. Jsou Siroce pouzivany jako model plicnich epitelidlnich bunék typu II
pro vyzkum metabolismu 1é€iv a jako transfek¢ni hostitel.

Bunécna linie HT1080 [53-55] piedstavuje typ fibroblastického sarkomu. Tento

sarkom je maligni mezenchymalni nador odvozeny z fibrozni pojivové tkané. Vznika ve

11
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vazivovych tkanich kosti. Napada dlouh¢ a ploché kosti jako napf. stehenni a holenni
kost a ptekryvajici sval.

Bunéc¢na linie NDHF [56] normalnich dermalnich lidskych fibroblast (dar Dr. Evy
Pagacové, Biofyzikalni ustav, Brno, Akademie véd CR) hraje daleZitou roli v systému
buné¢né obnovy a pii udrzovani integrity kuize. Jedna se o nenadorovou bunécnou linii.

Morfologie téchto bunék je odlisné, buiiky A549 jsou podle ziskanych QPI vice
zakulaceny nez HT1080 a NDHF buiiky, které maji vice protahly charakter.

Vsechny ti1 bunééné linie jsou kultivovany pii 37 °C ve zvlh¢eném inkubatoru s 3,5%
CO2 v Hankové minimalnim esencidlnim médiu (HMEM) doplnéném o neesencialni
aminokyseliny, 1 mM pyruvatu sodného, 2 mM L-glutaminu, 10% fetalni hovézi sérum
a gentamicin (10 ug/ml). Pro ¢asosbérny zaznam je médium obohaceno o 20 mM HEPES

pro udrzeni pH 7,4. V inkubétoru mikroskopu Q-PHASE je udrZovana teplota 37 °C.

(a) (b)
3D model QPI

AS549

Obrazek ¢. 5: Ukazka QPI snimki jednotlivych bunéénych linii. A) Jsou zobrazeny buniky A549,
HT1080 a NDHF pomoci QPI. Objektiv 10x/0,3.8ed4 §kala je v pg/um?). Métitko 200 pm. B) 3D

zobrazeni bunék pomoci programu FIJI.
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3.2. Potencialni migrastatika

Siteni nadorovych bunék z mista pavodniho primarniho solidniho nadoru vede
k vytvafeni dcefinych lozisek tzv. metastaz po celém téle. Metastazovani [57] zpusobuje
vice nez 90 % mortality onkologickych pacientt [58, 59]. I kdyz jde o kli¢ovou pfic¢inu
selhani 1é¢by solidnich nadort a vysoké imrtnosti, metastazovani neni natolik objasnéno,
aby mu mohlo byt u¢inn¢ zabranéno.

Metastazovani je komplexni jev [60], ktery vyzaduje pouziti vice terapeutickych
zasahi, aby se mu u¢inn¢ zabranilo. Proto pfijeti modelu kombinované terapie a soucasné
cileni na vice signdlnich cest jevi klicem k boji proti vyznamnym genomickym a
fenotypovym zméndm metastazujicich nadorovych bunék.

Lécba solidnich nadord by proto méla byt doplnéna I1éky, které snizuji schopnost
nadorovych bunék pronikat ptfes extracelularni matrix (ECM) a nasledné vytvaiet
metastazy. Vzhledem k tomu, Ze mechanismy ur€ujici klonalni proliferaci a migraci
bunck jsou odlisné, mély by byt antiproliferativni strategie pii objevovani
protinadorovych 1é¢iv doplnény o mechanismy cilené na motilitu a migraci [59].

V protinadorovych terapiich se v nedavné dobé zaCala do vyzkumu zavadét
migrastatika. Termin ,,migrastatika® (z latinského ,,migrare* a feckého ,statikos*) je
urcen pro lé¢iva interferujici se v§emi zptisoby migrace nadorovych bungk [1, 2, 58, 59,
61, 62]. Migrastatika se zasadné 1isi od tradi¢nich cytostatik, které jsou primarné
zaméfeny na inhibici bunééné proliferace a interferuji s mechanismy migrace bunék. Tim
zabranuji invazivité a naslednému metastdzovani nddorovych bunék.

Pro nasledujici metodu PAMP (viz kap. 5) provadénou pomoci QPI jsou vybrana tato
migrastatika:

4-hydroxyacetofenon (4-HAP) [64], ktery je znamy jako bioaktivni slou¢enina
nachazejici se v n€kolika 1écivych bylinach, ma silny stimulacni G¢inek na sekreci zluci
v jatrech. Tato chemikalie inhibuje adhezi a migraci nadorovych bunék in vitro a snizuje
metastatickou zat¢z v modelu jaternich metastaz in vivo.

Belumosudil (BEL) je inhibitor proteinkindzy obsahujici vinuté spirdlky (ROCK)
souvisejici s Rho [65], ktery byl vyvinut spole¢nosti Kadmon Pharmaceuticals pro 1é¢bu
chronické reakce $tépu proti hostiteli (cGVHD) a systémové sklerdzy (sklerodermie). Byl
podle [66] schvalen pro lékatrské ucely v USA v Cervenci 2021, zejména pro 1éCbu
dospélych a détskych pacientti ve véku > 12 let s cGVHD po selhdni alespon dvou
piedchozich linii systémové terapie. BEL podléha regulacnimu prezkumu v Australii,

Kanadg, Velké Britanii a Svycarsku pro cGVHD. V USA probihala klinicka studie [65]
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beumosudilu na 1é¢bu systémové sklerdzy. Studie Grazianiho a kol. [67] ukazuje, Ze tento
1ék miize inhibovat pohyb améboidnich bun¢k.

Doxycyklin (DOXY) je tetracyklinové antibiotikum druhé generace [68], které bylo
schvaleno Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA) pro prevenci a 1é¢bu specifickych
infek¢nich stavi, jako jsou sexudlné prenosné infekce, respiracni infekce, bakterialni
infekce, lymska borelidza, o¢ni infekce, antrax, akutni stievni amébiasis, cestovatelsky
prujem a tézké akné. Byl také zkouman [69] pro 1écbu specifickych nadord, protoze
nékteré studie naznacuji, ze doxycyklin miize inhibovat bunéénou proliferaci a migraci,
indukovat apoptozu a blokovat mezeru v bunééném cyklu.

Fasudil (FAS) je chemicka latka, kterd je silnym inhibitorem Rho-kindzy a
vazodilatatorem [70]. Od jeho objeveni se pouziva k 1é¢bé cerebralnich vazospasmu,
které jsou Casto zpuisobeny subarachnoidalnim krvacenim, a také ke zlepseni kognitivniho
poklesu pozorovaného u pacientl s mrtvici. Bylo zjisténo ve studii [70], Ze je G¢inny pii
1€¢bé plicni hypertenze, kterd by mohla mit pozitivni vliv na migraci bun¢k z hlediska
migrastatické 1écby. Podle studie [71] jsou moznymi mechanismy FAS jesté zlepSeni
koronarni vazodilatace, inhibice apoptdzy a oxidacniho stresu, zmirnéni zanétu a snizeni
endoplazmatického retikula.

Midostaurin (MID) je vice cileny inhibitor proteinkinazy, ktery byl zkouman pro
1éEbu akutni myeloidni leukémie, myelodysplastického syndromu a pokrocilé systémové
mastocytozy. Podle studie Stone et al. [72] pfidani midostaurinu do standardni
chemoterapie vyznamné prodlouZilo celkové pieZiti u onkologickych pacientl a také
pacientit s akutni myeloidni leukémii a mutaci FLT3. Klinicka studie [73] zkoumala
uzite¢nost MID u solidnich nadorti, leukemie a lymfomt, ale nepodafilo se zopakovat
preklinické nalezy.

Niklosamid (NICL) je antihelmintikum pouzivané k 1é¢bé zamoteni tasemnicemi
[74], ale neni u¢inny proti jinym Cervim, jako jsou motolice nebo Skrkavky. Studie [75-
78] ale ukazaly, ze NICL muze mit $iroké klinické vyuziti pro 1é¢bu jinych onemocnéni,
nez jsou onemocnéni zpusobena parazity. Tato onemocnéni a symptomy mohou
zahrnovat nadory, bakterialni a virové infekce, metabolicka onemocnéni, jako je diabetes
typu I, NASH a NAFLD, zzeni tepen, endometridza, neuropaticka bolest, revmatoidni
artritida, sklerodermozni reakce §t€pu proti hostiteli a systémova skler6za. Mezi zakladni
mechanismy spojené s Iékovym ptsobenim NICL patii odpojeni oxidativni fosforylace a
modulace signalnich drah Wnt/B-kateninu, nTORC1, STAT3, NF-KB a Notch. Tento 1ék

dale indukuje apoptdzu u lidskych nemalobunéénych plicnich nadorti linie A549 a CL1-
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5 bunék podle studie Chai a kol. [79]. Dalsi studie od Lin a kol. [80] a Yeh a kol. [81]
potvrdily, Ze tento 1€k inhibuje migraci bunék.

Pimozid (PIM) je antipsychotikum ze tiidy difenylbutylpiperidinu, ktery ma ve
srovnani s chlorpromazinem vys§i U€innost nez haloperidol. Ma také specialni
neurologické indikace pro Tourettiv syndrom a rezistentni tiky [82]. Studie Dakir a kol.
[83] demonstruje toto 1é¢ivo jako novou in vitro a in vivo protinadorovou 1é¢bu proti
buitkdm nadoru prsu a plic a poskytuje dikaz koncepce domnélého 1éku jako nového
pfistupu k protinddorové terapii.

Pro ovéteni 2D navrhované metody PAMP (kap. 4) jsou zkoumany interakce vyse
uvedenych sedmi migrastatickych kandidati: 4-hydroxyacetofenonu, belumosudilu,
doxycyklinu, fasudilu, midostaurinu, niklosamidu a pimozidu s lidskymi buné¢nymi
liniemi A549, HT1080 a NDHF. Vychazi se z teorie, Ze jednotlivé nadorové buiky
vykazuji dva zpusoby invaze, a to mezenchymalni a améboidni [84, 85]. Proto pro
zkoumdni riznych lékovych inhibitord bunécné invaze jsou vybrani zastupci obou skupin
invaze.

Predpokladani migrastaticti kandidati jsou dale charakterizovani v tabulce 1
(zkoumané koncentrace) a v tabulce 2 (jaky druh invazivity inhibuji). Koncentrace jsou
stanoveny podle doporucené terapeutické plazmatické koncentrace pii podavani 1éku.

Vysledky zkouméani snizenych (faktor 0,1 a 0,3) a zvySenych (faktor 1,3) koncentrace

Tabulka €. 1: Koncentrace potencialnich migrastatik

Lécivo (L) Koncentrace
Potencidlni nebo
migrastatika chemicka Pl Faktorl | o tor03 | Faktor 0.1
litka (CH) 1,3 (zakladni)
4-Hydroxyacetofenon
CH 52 uM 4 uM 1,2 uyM 0,4 uM
(4HAP)

Belumosudil (BEL) L 1,3 uM 1 uM 0,3 uM 0,1 uM
Doxycyklin (DOXY) L 1,3 pg/ ml 1 pg/ml 0,3 pg/ ml 0,1 pg/ ml
Fasudil (FAS) LiCH 13 uM 10 pM 3 uM 1 uM
Midostaurin (MID) L 1,3 uM 1 uM 0,3 uM 0,1 uM
Niclosamid (NICL) L 1,3 uM 1 uM 0,3 uM 0,1 uM
Pimozid (PIM) L 13 uM 10 uM 3 uM 1 uM
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Tabulka ¢. 2: Migrastatika jako inhibitory améboidni a mesenchymalni bunééné invaze

Potencidalni X e . . .
. . Diivod vybéru / inhibitor bunécéné invazivity Ref.
Migrastatika
4-Hydroxyacetofenon o . .
Inhibuji zejména améboidni invazivitu [64]
(4HAP)
Belumosudil (BEL) Inhibitor améboidni invazivity [67]
Doxycyklin (DOXY) Inhibitor mezenchymalni invazivity [86]
Fasudil (FAS) Inhibitor améboidni invaziv ity [70]
Midostaurin (MID) Inhibitor mezenchymalni invazivity [87]
. . Potencialné inhibuje mezenchymalni a améboidni
Niclosamid (NICL) . [80]
invazivitu
Inhibitor mezenchymalni invazivity
Pimozid (PIM) [83, 88]
Inhibuje metastazy na zvifecim modelu

4. Migrace nadorovych bunék

Migrace nadorovych bunék je zdsadni pro vznik metastaz. Pribéh metastaz zahrnuje
fadu fazi, které¢ vedou ke vzniku sekundarnich nadorii ve vzdalenych organech a jsou z
velké casti odpovédné za mortalitu a morbiditu pacientii. Pro invazi do okolnich tkéani
vyuzivaji buniky rizné typy migrace a invaze, proto je Zadouci zohlednit typ migrace
nadorovych bunék pifi vybéru vhodného migrastatika, aby doSlo ke spravnému
antiimigracnimu ucinku léC€iv.

Tvorba metastaz zacina. jakmile nadorové bunky ziskaji schopnost pronikat do
okolnich tkani, je iniciovan proces invaze a nasledné tvorba metastaz. Tento proces je
organizovan molekularnimi cestami ptsobicimi v buitkéch karcinomu. Metastazy se tvorfi
po dokonceni komplexniho sledu bunécéné biologickych udalosti, které se souhrnné
nazyvaji ,,metastatickou kaskadou* [89-91], viz obr. 7. Tato kaskada za¢ina, kdyz jsou
epitelidlni buiikky v primarnich nddorech schopné lokalné pronikat (lokdlni invaze,
intravazace) pres okolni extracelularni matrix (ECM). Stromalni bunky [92, 93], pak
intravazuji do prisvitu krevnich cév, pteziji ztizeny transport a ndsledné se dostanou do
vzdalenych mist v lidském téle (translokace) [94, 95]. Ze vzdalenych mist se bunky
extravazuji do parenchymu vzdalenych tkani, kde pokud pieziji v téchto cizich

mikroprostiedich, jsou schopné vytvorit mikrometastazy. Pokud bunky v mikroprostiedi
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zahaji své proliferacni programy v metastatickych mistech, vytvoii se tim tzv.
,,metastatické kolonizace* [96]. Deregulace téchto vnitinich a vnéjSich signalnich kaskad
umoznuje bunkdm pocinajiciho metastatického karcinomu generovat Zivot ohrozujici
malignity vysokého stupné.

Kromé migrace mohou buiiky také provadét invazi. V biologii se termin migrace a
invaze bun¢k ¢asto zaménuje. Bunééna migrace je definovana jako fizena translokace
bun¢k na 2D substrat nebo pres 3D matrici. Naproti tomu bunécné invaze je definovéana
jako pohyb bunky skrze 3D matrici, ktery je doprovazen restrukturalizaci 3D
prostfedi. Proces bunécné invaze zahrnuje bunécnou adherenci k extraceluldrni matrici
(ECM) a naslednou remodelaci ECM pomoci degradace stavajicich slozek ECM a
ukladani novych slozek ECM, nez budou moci migrovat ptes ECM. Termin invaze tedy
popisuje specificky zptsob 3D migrace, v¢etné degradace ECM.

Bunéénou migraci 1ze kategorizovat na individualni a kolektivni. Kazdy typ migrace

je dale rozdé€len do né€kolika riznych typt migrace, viz obr. 8 a nasledujici kapitoly.

4.1. Kolektivni migrace bunék

Kolektivni bunéna migrace ma klicovou roli pfi morfogenezi, pfi hojeni ran a
obnové tkani u dospélych a podili se na $ifeni nadorovych bunék [97, 98]. Kromé toho,
ze bunky vykazuji koordinované migra¢ni chovani, kolektivné migrujici bunky se
pohybuji efektivnéji, nez kdyby migrovaly odd€lené. Coz naznacuje, Ze béhem kolektivni
migrace bun¢k dochazi k bunécné souhie [99]. Béhem poslednich let se nashromazdily
dikazy potvrzujici dilezitost mezibunééné komunikace a zkoumani molekularnich
mechanismi. Tyto mechanismy jsou zaloZeny jak na piimych fyzikéalnich interakcich,
které koordinuji bunécné reakce, tak na spolecném chovani bunék, které vytvati prostredi
optimalni pro G¢innou fizenou migraci. Tyto studie [97, 100] popsaly, jak vidéi buiky v
predni ¢asti bunécnych skupin tidi migraci, a zdlraznily vyznam nasledujicich bunék,
které komunikuji mezi sebou a nasleduji bunky tzv. viidce, aby se zlepsila efektivita
kolektivniho pohybu.

Béhem kolektivni migrace migruje vice bunék stejnym smérem a podobnou
rychlosti. Napt. pohyb bunck uréitym smérem na zakladé chemického podnétu se nazyva
chemotaxe [102, 103]. Fototaxe [104, 105] je pak pohyb bun¢k za svétlem. Pti hydrotaxii
[106, 107] se bunky pohybuji za vodou a pfi termotaxi za teplem [108, 109].
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Kolektivni migraci bunék [110] Ize rozd¢€lit na migraci epitelidlnich bunék a
mezenchymalnich bungk. Jakykoli mezistupen mezi epitelidlni a mezenchymalni
kolektivni migraci bun¢k muiize probihat v zavislosti na typu bunky a jejim stavu, jedna

se pak o epitelidlné-mezenchymalni tranzici (EMT).
4.1.1. Epitelialni migrace

Epitelova tkan [111] je tvofena pevné semknutymi buiikami, které maji pravidelny
tvar a lezi na sobé v jedné nebo ve vice vrstvach, viz obr. 6. Navzajem jsou
propojeny mezibunéénymi spoji jako jsou tésné, vodivé, adhezni spoje a desmozomy. Na
nich se vyznamné podili proteiny jako napf. epitelovy E-cadherin, integriny a
cytokeratiny, které zaroven pomahaji udrzovat a stabilizovat epitelidlni stav.

Béhem kolektivni migrace si epitelialni bunky [112] udrzuji stabilni bunécnou
adhezi, a tak stale plni svou bariérovou funkci. Toto spojeni je Casto spojeni buiika-buinika

(adheren junctions, desmosomes, tight junctions a gap junctions).

Zacatek méfeni Po 20 hodinach

Obrizek ¢. 6: Ukazka QPI epitelialni migrace bunék A549. Kolektivné migrujici epitelialni bunky
A549 se nachazeji ve shluku bunék po 20 hodinach. V oranzovych ¢tvercich je ukazano, ze buiky maji

pravidelny tvar. Objektiv 10x/0,3.
4.1.2. Mezenchymalni migrace

Mezenchymova buiika [113, 114] nema piesné definovany tvar (pfipomina
stavbou fibroblast). Nema pevné mezibunétné spojeni se svym okolim a ani neni
polarizovana. S timto se vazou i specificky produkované proteiny a markery, mezi které
patti napif. mezenchymové kadheriny (N-kadherin) a integriny (Bl a
B3), vimentin, fibronektin a dalsi.

Mezenchymalni bunka [115, 116] je schopna pomoci stresovych vlaken a tvorbou

vybézkt (filopodia a lamellipodia) vys$Si pohyblivosti a vys$S$iho pronikani (az
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invazivity). Pii interakci a zachyceni na jiné bunky ¢ina extracellularnim
matrixu vyuzivaji fokalni adhezi prostfednictvim svych integrind. Jelikoz se jedna
0 multipotentni kmenové bunky, maji dalsi vlastnosti jako schopnost diferenciace a

rezistenci k apoptoze.
4.1.3. Epitelialné-mezenchymalni tranzice (EMT)

Epitelialné-mezenchymalni tranzice (EMT) je dulezity biologicky proces, ktery je
kriticky ve vyvojové biologii a hojeni ran, ale také se podili na fibréze a malignité [117,
118]. Jde o reverzibilni biologicky proces spojeny se ztratou bunécné polarity a
kadherinem zprostfedkované bun&cné adheze v epitelialnich bunikach [119]. Tyto bufiky
pfechazeji na mezenchymalni buiniky, a naopak ziskdvaji migracni a invazivni
schopnosti. EMT je zprostfedkovana fadou signalnich drah, véetné transformacniho
rastového faktoru-beta (TGF-p), Wnt-B-kateninu, Hedgehog (Hh), Notch, kostniho
morfogenetického proteinu a receptorovych tyrosinkinaz [120]. Ztrata E-cadherinu je
povazovana za klicovy krok v EMT [121, 122]. V kontextu malignity mize EMT vést
podle [123] k metastazdm bunék z primarnich nadorovych lokalizaci, coz je spojeno s
horsi prognozou.

Preména v mechanicky odolnéjsi buiiku je nezbytna pro odlouceni se od své bunééné
tkdné a vycestovani do krevniho obéhu, kterym je pfivedena na cilové misto. Zde se poté
uplatiuje opacny proces, mezenchymalné-epitelialni pfechod (MET), pfi kterém buniky

ziskaji puvodni epitelialni fenotyp a zakladaji nova loziska [124].

4.2. Individualni imigrace bunék

Podle riznych morfologickych znakl a molekularni exprese 1ze migraci jednotlivych
bunék rozdélit na dva odlisSné morfologické a funkéni typy pohybu: améboidni a
mezenchymalni. Tento typ migrace je charakterizovan ztratou mezibunéénych spojeni a
Sifenim jako jedina nadorova bunka. Ackoli jednotlivé bunky [125] maji vyssi okamzitou
rychlost, podléhaji méné trvalé migraci, rychle a ¢asto méni smér.

4.2.1. Améboidni pohyb

Migrace améboidi je pojmenovana podle specifického typu motility améby, ktera je
charakterizovana cykly expanze a kontrakce bunééného téla, zprosttedkované kortikalné
lokalizovanym aktinem a myosine [126]. Améboidni pohyb u vysSich eukaryot je popsan

u leukocytt [127] a nékterych typl nadorovych bun¢k [128-131].
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Prvni forma migrace améboidi se nazyva migrace blebby (obr. 7) a je
charakterizovana pohybem zaoblenych nebo elipsoidnich bunék bez zralych fokalnich
adhezi a filopodii.

Druhy typ migrace je plazivy typ pohybu dosazeny vy¢nélkem cytoplazmy bunky,
ktery zahrnuje tvorbu pseudopodii (falesnych nohou, obr. 8) a zadnich uropodi. V
zavislosti na organismu muze byt produkovana jedna nebo vice pseudopodii najednou.
Sarkomy nebo nadory [132, 133] vznikajici z bun¢k pojivové tkan¢€ jsou zvlasté zbehlé
v pohybu améboidt, coz vede k jejich vysoké mife metastaz.

Nédorové bunky, které piijimaji améboidni styl migrace, maji charakteristicky
zaobleny tvar ve 3D. Migrac¢ni strategie améboidnich bunéénych linii ve 3D substratech
je zalozena na kontraktilit¢ Rho/ROCK. Pivodné¢ navrhovany model améboidni migrace
ve 3D mfizkach spocival v tom, ze bunky se protlacuji jiz existujicimi prostory v ECM
bez remodelace okolni matrice Nedavno se vSak ukazalo, ze kontraktilita Rho/ROCK
nejen udrzuje vysokou deformovatelnost bunék, ale také vyviji dostatecnou silu ke
strukturalni zméné¢ ECM [134]. Améboidné migrujici bunky se pohybuji ve 3D
substratech nezavisle na degradaci ECM.

Améboidni pohyb umozZiluje buitkdm ve 3D prostiedi pohybovat se relativné
vysokou rychlosti - v rozmezi od 2 pm/min do 25 um/min. Tato rychlost byla pozorovana
U bunééné linie A375m2 ve studii Sahai et al. [129] a pfedstavuje maximalni migraéni
rychlost lymfocytt v kolagennim gelu [134].

Pro nasledné studium migrastatik jsou zkoumané bunky A549 ve 2D prosttedi, ale
pro srovnani morfologickych a dynamickych vlastnosti jsou zobrazeny pomoci QPI i ve

3D kolagenovém matrixi, viz obr. 9.

Obrazek ¢. 7: Ukazka QPI bunék A549 a zvyraznéni améboidniho pohybu blebby. Je vybrana
burika pfedstavuji tento typ migrace. Objektiv 10x/0,3. Méfitko 120 um.
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Obrizek ¢. 8: Ukazka QPI bunék A549 a zvyraznéni améboidniho pohybu pomoci pseudopodii.
Je vybrana butika predstavuji tento typ migrace. Objektiv 10x/0,3. Méftitko 120 pm.

Obrazek ¢. 9: Ukazka améboidnich bunék A549 v kolagenovém matrixu. Snimek QPI pofizeny

pomoci holografického mikroskopu Q-PHASE. Objektiv 20x/0,5 Métitko 50 pm.

4.2.2. Mezenchymalni pohyb

Mezenchymalni typ migrace nadorovych bunék lze ptirovnat k fibroblastové
motilité. Kromé& fibroblastii tento zplsob migrace vyuzivaji také keratinocyty,
endotelidlni bunky a n€které¢ nadorové bunky. Builkky s mezenchymalnim typem motility
maji specificky podlouhly tvar vietena, jako je zobrazeno na obr. 10.

Ve 3D matricich jsou buniky polarizovany, coz vytvati zfejmou nab&znou hranu s
jednim nebo vice vedoucimi pseudopody [133] a zaostavajicim bunéénym télem
(obsahujicim jadro, cytoplazmu a organely).

Translokace mezenchymalné migrujicich bun€k zacina tvorbou filopodii bohatych

na aktin a lamellipodii na nabézné hrané. Tento proces je fizen malymi GTPazami z
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rodiny Rho, pfedev§im Rac a Cdc42 [135, 136]. Adhezivni interakce s ECM jsou
pritomny na obou bunéénych polech a kontraktilni aktinova stresova vlakna, ktera jsou k
nim pfipojena, vytvareji tazné sily mezi pfednim a zadnim bunéénym okrajem [137].
Rychlost migrace mezenchymalnich bunék ve 3D matricich je pfiblizné 0,1-0,5 pm/min
podle [138]. Pomérné nizka rychlost je zptsobena relativné pomalym obratem
ohniskovych adhezi béhem translokace [139].

Pro ukézku mezenchymalniho pohybu bun¢k ve 3D kolagenovém matrixu jsou

zvoleny bunky HT1080, které jsou pomoci QPI zobrazeny na obr. 11.

Obrazek ¢. 10: Ukazka QPI bunék HT1080 a zvyraznéni mezenchymalniho pohybu pomoci
specifickych podlouhlych vi‘eten. Je vybrana buiika predstavuji tento typ migrace. Objektiv 10x/0,3.

00:00 00:30

T — T —

Obrazek ¢. 11: Ukazka mezenchymalnich bunék HT1080 v kolagenovém matrixu. Snimek QPI
potizeny pomoci holografického mikroskopu Q-PHASE. Objektiv 20x/0,5. Métitko 100 pm.

Ze snimka 12-16 QPI a tabulky 3 je patrné, Ze améboidni bunky vykazuji dynamické
zmény Vv distribuci bunééné hmoty. Béhem invaze blebby-améboidi je translokace

bunééné hmoty do zna¢né miry nepolarizovana uvnitt buiiky. Naopak podle [31] zvysené
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pierozdéleni bunééné hmoty do vedouciho vybézku je charakteristické pro
mezenchymalni bunky. Dale je zjisténo ve studii [140], ze améboidni motilita je
preferovana v situacich metabolického stresu, jako je hypoxie, coz mlize znamenat, Ze
rezim améboidniho pohybu je méné energeticky narocny a efektivnéj$i ve srovnani s

mezenchymalnim rezimem.

Tabulka €. 3: Srovnani améboidniho a mezenchymalniho pohybu bunék [133].

Parametr Améboidni pohyb Mezenchymalnich pohyb

Morfologie Zaobleny tvar Prodlouzeny tvar

Prosttednictvim integrinovych klastrti
Slabé, kratkodobé, integriny rozptylené ) ]
Pripevnéni k ECM vytvarejicich ohniskové kontakty a
v membrané

adheze
Proteolyza nezavisla tlaceni )
Migrace v ECM ) Degradace ECM, remodeling
prostiednictvim ECM
Organizace Aktinova sit’ (nabézna hrana),
aktinového Kontraktilni aktinova kiira napétova vlakna (prochazejici
cytoskeletu bunkou)
Rychlost pohybu Vysoka Nizky
ve 3D ptiblizn€ 2 um/min priblizné 0,1-0,5 um/min
Rozsifeni bunééné
Intenzivni blebbing Filopodia a lamellipodia

membrany

4.2.3. Mezenchymalné-améboidni tranzice (MAT)

Nékteré typy bunék mohou pouzivat oba rezimy invazivity. Pfechody se nazyvaji
mezenchymalni-améboidni (MAT) nebo améboidné-mezenchymalni tranzice (AMT).
Tranzice MAT / AMT [141, 142] zahrnuje rychlé zmény v migraénim rezimu, které
vznikaji jako odpovéd’ na soucasnd specifika prostfedi. Pfechody mohou hrat roli v
ruznych fazich metastatického procesu, kdy urcité mikroprostredi vyzaduje fenotypovou
adaptaci nadorovych bunék. Studie mechanismi, které mohou ptipadné spustit MAT /
AMT tranzice [61] pomaha pochopit plasticitu v migrac¢nich strategiich nadorovych
bunék, obr. 18. To je dilezité pro vyvoj 1écby nadoru, ktera by u¢inng potlacila invazivitu

nadorovych bunék prostfednictvim inhibice obou zptisobti migrace [133].
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Oboustranny mezenchymalné-améboidni tranzice [142] byla prokazana pouze v in

vitro prostiedi, jeji relevance v in vivo musi byt jesté potvrzena.

Vyzkum améboidnich a mezenchymalnich bun¢k ve 3D kolagenovém matrixu je
podpofen organizaci Czech-Bioimaging: National Infrastructure for Biological and
Medical Imaging (LM2018129) a vysledky byly prezentovany na Czech-Bioimaging
Scientific Conference, 2022 [41].

5. Primarni hodnoceni 1éku pro o¢ekavany migrastaticky

potencial (PAMP)

Pro efektivni perspektivu realizace konceptu migrastatik musi byt splnény dva
kli¢ové pozadavky. Nejprve je potieba doladit piedpisy pro schvalovani protinadorovych
1ékd s dirazem na antimetastatické ucinky charakterizujici migrastatika (souvisejici
motilitou a invazivitou nadorovych bun¢k). To umozni klinické hodnoceni kandidat na
1€ky 1 pti absenci efektu zmenSeni tumoru.

Dalsim pozadavkem jsou screeningové knihovny, které by mély byt dostupné ve
velkém méfitku a mély by se vyuzivat zejména pro predbézné v in vitro 2D zjist'ovani na
vybranych liniich nddorovych bunék nové migrastatické funkce u prokazatelné
bezpecnych 1€kl s vytipovanym migrastatickym potencidlem. RovnéZ nelze opomenout
vyhledani novych sloucenin, které vykazuji nizkou toxicitu a interferuji s migraci
nadorovych bun¢k.

Jako feSeni téchto dvou pozadavkd je zde vypracovana 2D metodologie PAMP
(Primary Assessment of Migrastatic Potential) zalozena na QPI, ktera poskytuje rychlé
posouzeni migrastatického potencidlu 1€k na zivych bunkach. Vzhledem k tomu, ze
metoda zahrnuje zobrazovani nadorovych bunék ve zjednodusenych 2D prostiedich in
vitro a jeji vystupy vyzaduji dalsi validaci ve slozitéjsich kultivacnich systémech, je tato
metoda oznacena jako Primarni hodnoceni 1€kl pro ocekavany migrastaticky potencial
(PAMP). Tato metoda mize také slouzit jako prvni krok pii zvazovani konkrétnich
migrastatickych latek pro individualizaci onkologické 1é€by. Ukazuje se, ze migrastatické
kandidaty 1ze rychle vyhodnotit na zdkladé bunécné dynamiky migrace, morfologickych

zmén, bunécného rlstu a cytopathogenicity pii sledovani bunék v redlném case. To
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pomaha sledovat i neocekdvané zmény v chovani naddorovych bun¢k vici nezadouci

zvysené smeérovosti ndhodné migrace po aplikaci migrastatik.

5.1. Material

Metoda PAMP spociva v tom, Ze jsou buniky (A549, HT1080 a NDHF) kultivovany
v poétu 60 000 bunék/ml v Ibidi p-Slide VI%#po dobu 24 hodin v inkubatoru s 3,5 % CO,.
Nasledné je médium nahrazeno migrastatickym ¢inidlem v dané koncentraci uvedené v
tabulce 1 kap. 3 (viz obr. 12). Biokompatibilni silikonovy olej (Ibidi anti-evaporation oil)
je piidan do zasobnikd Ibidi p-Slide V14, aby se zabranilo nezidoucimu odpafovani
média béhem ¢asosbérného zaznamu. Zasobniky jsou uzavieny konektory (Elbow Luer
Connector Male, Ibidi). Vzorek je vloZen do objektového ramene Q-PHASE. Casosbérny
zdaznam probihd po dobu 20 hodin (pfiblizné¢ délka jednoho bunécného cyklu) v
Sminutovych intervalech. Snimani QPI je realizovano pomoci objektivu Nikon Plan
Fluorite 10x/0,3 NA/16 mm WD. Mikroskop Q-PHASE je vybaven motorizovanym
stolkem, ktery umoznuje snimat vice zornych poli v jednom experimentu. Zaznam vice
pozic je tak velkou vyhodou pfi pouziti vicekanalové Ibidi p-Slide V1. Po naskenovani
jednoho zorného pole se mikroskop pfesune do jiného zorného pole ve vySetfovacim
kanalku.

V Ibidi p-Slide V1°4 je pouzito viech 3est vysetfovacich kanaltl. V tomto ptipadé je
jeden kanal vybran jako kontrolni vzorek (CNT) a dalSich 5 obsahuje médium s
migrastatikem. V jednom platé Ibidi je vzdy kultivovana pouze jedna buné¢na linie. Pfi
pouziti kovového drzaku 1ze zkoumat buiiky ve dvou platech Ibidi (12 kanalkl) najednou.
Kazdé realizované méteni ma vzdy svoji kontrolu (CNT). Nejsou slouc¢eny data ziskana
z ruznych méfeni. Je to pro ucely presnéjsi statistiky.

Zaznamy obvykle zacinaji do jedné hodiny po ptidani migrastatika do media a k
bunkam. Toto zpozdéni je zplisobené potfebnym ladénim mikroskopu a vSech zornych
poli. Software SophiQ poskytuje parametry pro bunéfnou analyzu a umoziuje tak
hodnotit morfologické a dynamické vlastnosti bunék, které jsou popsany v kap. 1. Cely

klasifika¢ni postup je proveden v programech SophiQ, Microsoft Excel a OriginPro.
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| f |

1 tyden 24 hodin 1 hodina 20 hodin 24 hodin

Obriazek ¢. 12: Diagram ukazujici postup pripravy bunécnych linii a hodnoceni QPI.

Zjednodus$ené schéma ukazujici postup od rozmrazeni bunek po analyzu dat z QPI.

5.2. Metodika

Metoda PAMP se sklada ze tii na sebe navazujicich kroku (viz obr. 13).
PAMP methodology workflow

ell line Tumor cell line \ Ph
| Morphology Morphology . . :
2 S : = S = High circulari
Morphological 2ynchanged Morphological Fynchanged g Ay N AR E
parameters = parameters Low meander. index £
Morphology Morphology Short Euclid. distance
changed changed

Low circularity Invasive

Dynamic Dynamic High meander. index

| parameters Motility parameters hN | Long Euclid. distance
increased

Obrazek ¢. 13: Diagram ukazujici postup metody PAMP. Tento koncept se sklada ze tii ¢asti
(hodnoceni nenadorovych bunék, nadorového a invazivniho fenotypu). Nésledné se tyto Casti rozeberou a

urci se vhodny kandidat na migrastatickou 1écbu.

Prvnim krokem je vyhodnoceni stavu kontrolniho vzorku (CNT) v nenddorové
buné&¢né linii NDHF. Individualni ¢asosbérné QPI nenadorovych bunék NDHF (obr. 14
(a)) lze zobrazit za Ucelem zjiSténi pifitomnosti bunéné smrti, infekce nebo jinych
nepiiznivych G¢inkd. Dllezitym parametrem pro hodnoceni stavu téchto bunék je nardst
poctu bunék (obr. 14 (b)) v kontrolnim vzorku. Pokud se pocet bun€k v kontrolnim vzorku

snizi, l1ze pfedpokladat, ze buiiky jsou ovlivnény nezadoucim vedlejsim u¢inkem a mohou
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byt ovlivnény 1 vysledky migrace. Dalsi parametry hmotnost a plocha jsou znazornény na
obr. 14 (c - d) a pomahaji urcit, zda bunky prestaly rust. Zastaveni déleni bun¢k neni
ucelem migrastatik, ale cytostatik. Zastaveni ristu nebo bunééna smrt vede k ovlivnéni
ktivky hmotnosti a plochy. Hodnoty téchto parametrt ziskané na zacatku méteni by se
nem¢ly piilis 1iSit od hodnot na konci méieni.

Kromé morfologickych zmén v chovani bun¢k je nutné hodnotit také dynamické
vlastnosti bunék v kontrolnim vzorku, zejména rychlost migrace zndzornénou na grafu
na obr. 14 (e). V kontrolnim vzorku by rychlost migrace méla byt ptiblizn¢ konstantni.

Tento postup vyhodnoceni kontrolniho vzorku plati také pro kontroly nadorové linie
A549 a HT1080 znazornéné na obr. 14 (a - e). Analyza téchto parametrd je shodna s
analyzou ucinku migrastatického kandidata a hodnoty jsou porovnany s hodnotami
kontrolniho vzorku.

Pokud je negativné¢ ovlivnéno morfologické a dynamické chovani bunék

Vv kontrolnim vzorku, neni mozné dany experiment analyzovat.

Druhym krokem je hodnoceni migrastatického potencidlu U nadorovych bunék
(A549 a HT1080) a nenadorovych bunék NDHF.

Vychozi hypotézou pro tuto studii je, ze by migrastatika neméla zadnym zptsobem
ovlivitovat morfologické chovani nenadorovych bunék, ¢ili je také nezadouci, aby
dochazelo k bunééné smrti nebo zastavé bunécného cyklu. To lze pozorovat v grafech
plochy (area) a hmoty (mass), ale také grafech cirkularity (kruhovitost). Pro tu plati, Ze
¢im vyssi procento zakulaceni bungk (cirkularity), tim vyssi vyskyt apoptoz nebo nekroz.
Dynamické zmény a rychlost migrace lze opé&t porovnat s kontrolnim vzorkem. Je
zadouci, aby migrastati¢ti kandidati snizovali rychlost bunééné migrace oproti kontrole.

Néktera potencidlni migrastatika mohou mit pozdni nebo rychly nastup u¢inku. Proto
jsou vysledky 20hodinového ¢asosbérného zdznamu rozdéleny do dvou stejné dlouhych
Casovych usekd.

PoZadavkem je, aby migrastati¢ti kandidati zachovali primérnou rychlost migrace
nenadorovych bun€k a zaroven zpomalili migraci nddorovych bunék a nezptsobovali

morfologické zmény signalizujici cytopatogenitu, zejména nenadorovych bunék.

Ttetim krokem je posouzeni invazivniho fenotypu. Tento krok se opira o buné¢nou

segmentaci (obr. 15 (a)) a nasledné tfidéni bun¢k pomoci parametri hmotnosti (y) a
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kruhovitosti (x), viz obr. 15 (b). Hodnoty bunék 1ze rozdélit do ¢tyt skupin podle procenta
cirkularity (viz tabulka 4). Kazdé butice je pti analyze piifazena barevna segmentace a ID
¢islo, které mé po celou dobu hodnoceni. Lze také vyhodnotit trajektorie jednotlivych

bungk, jak je znazornéno na obr. 15 (C).
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Obrazek ¢. 14: Piiklad prvniho kroku metody PAMP — hodnoceni nenddorovych bunék NDHF a
nddorovych bunécnych linii A549 a HT1080 v kontrolnim vzorku. (a) Obrazky QPI bunék NDHF, A549
a HT1080 v kontrolnim vzorku. Barevny pruh v pg/um?. Casosbérné QPI na zacatku a na konci mérent.

Objektiv 10x/0,3. MéFitko 200 um. (b) Casovy graf poctu bunék. (c) Casovy graf oblasti. Tento parametr
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se vypocitd v um?. Jsou zobrazeny primérné hodnoty v case. (d) Casovy graf hmotnosti. Tento parametr
Je vypocitan v str. Jsou zobrazeny priimérné hodnoty v case. (e) Casovy graf rychlosti pohybu bunék
NDHF v [um/h].
Tabulka €. 4: Separace bunék podle procenta cirkularity (kruhovitosti bunék) pro posouzeni a

hledani invazivniho fenotypu.

. Anomalni nebo migrujici burika
j 0-25 Velmi protahly . . _
— pravdépodobné invazivni fenotyp
L 25 _50 Protahly Pravdépodobné migrujici buiika
e 50— 75 Ovalny Klidovy stav
Q Zaobleny Délici se bunka nebo buiika
75-100 Y podléhajici bundéné smrti

Nasledné jsou buniky zobrazeny na grafu Euklidovské vzdalenosti (na ose X, znaci
vzdalenost z poc¢ate¢niho bodu do kone¢ného bodu) a indexu meandrovitosti (na ose vy,
¢im vyssi procento, tim je pohyb vice pfimy a naopak). Procento invazivnich bunék je v
pravém hornim kvadrantu tohoto grafu, tj. Euklidovska vzdalenost vétsi nez 100 um a
index meandrovitosti je vétsi nez 25 % (obr. 15 (d)).

Ugelem je upiesnit klasifikaci invazivniho fenotypu nadorovych bunék na zakladé
pozice v bodovém grafu a urcit tak procento bunék, které jsou invazivni a mohly by
ptipadné zptisobit metastaze. Cim vy3§i poéet invazivnich bunék opusti primarni nador,
tim vetsi je Sance, ze nékteré buiiky pteziji metastatickou kaskadu a vznikne sekundarni
lozisko nadoru. Proto jsou tyto bunky zkoumany i po ucéinku migrastatik. V piipadé
invazivniho fenotypu ma buika nizké procento cirkularity (znaci protadhly tvar bung€k),
vysoky index meandrovitosti (trajektorie pohybu je pfima) a vysokou hodnotu
Euklidovské vzdalenosti (délka trajektorie z pocate¢niho bodu do kone¢ného bodu je
delsi nez 100 pm).

Pro presn€j$i analyzu bunék je mozné vyhodnotit morfologické a dynamické
parametry pro jednotlivé skupiny bunék pomoci tabulek (obr. 15 (e)), casovych graft
(obr. 15 (f)) a rizicovych graf trajektorii (obr. 15 (g)). Barevné odliseni odpovida déleni

podle procenta kruhovitosti z tabulky 4.
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Obrazek ¢. 15: Ukazka hodnoceni invazivniho fenotypu jednotlivych nadorovych bunék A549 v

kontrolnim vzorku. (a) Ukazka QPI jednoho snimaného zorného pole na zac¢atku a na konci
experimentu. Objektiv 10x/0,3. Méfitko 200 um. Barevna $kala v pg/um?. (b) Ukazka grafu kruhovitosti
na hmotu na zacatku a na konci experimentu. (c) Ptiklad snimkt QPI s trajektoriemi jednotlivych bunék
na konci méfeni. Trajektorie jsou v um. (d) Graf ryst pro invazivni fenotyp. Graf poméru Euklidovské
vzdalenosti (x) a indexu meandrovani (y) s rozdélenim bunék do ¢tyt kvadrantt. (e) Tabulka vSech
parametrti jednotlivych skupin bunék. (f) Casovy graf primérnych hodnot obvodu (perimetr) (g)
Ruzicovy graf migrace bunék. Zadatky jednotlivych trajektorii jsou posunuty do spole¢ného ptiivodu. Osy

jsou uvedeny v pum.
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5.3. Vysledky metody

5.3.1. Analyza ristu bunék

Mikroskop Q-PHASE umoziuje hodnoceni morfologického profilu migrujicich
bun¢k spolu s méfenim jejich distribuce suché hmot¢ v jadie a periferni. V této ¢asti
metody PAMP se hodnoti nejen zminéna sucha hmota bun¢k - densita [pg/um?], ale i
cirkularita (kruhovitost v [%]) zkoumanych bungk.

Analyza je rozdélena do dvou ¢asovych tsekii - prvnich 10 hodin (obr. 16 (a)) a
druhych 10 hodin méfeni (obr. 16 (b)). Jedna se o ukazku reakce bunécnych linii na
migrastatika v zakladni koncentraci (faktor 1, viz kapitola 3.2.).

Densita buniky je vypoctena v PAMP jako pomér hmotnosti [pg] k plose [um?].
Hodnoceni je opét rozdéleno do dvou ¢asovych tsekd - prvnich 10 hodin (obr. 17 (2)) a
druhych 10 hodin méfeni (obr. 17 (b)). Pro pfesnéjsi analyzu hustoty jsou hodnoty v
¢asovych obdobich 0, 10 a 20 hodin zapsany v tabulce 5.

Tabulky udavaji hodnoty poctu bungk, cirkularity (primérna hodnota) a density
(primérnd hodnota) na zac¢atku méfeni a na konci méfeni, tedy po 20 hodinach snimani
bunék.

Vysledky z tabulek 5-7 ukazuji, Ze pocet bun¢k ve vSech kontrolach se zvysili, cozZ
je znamka spravného rustu bunék v kontrole a data s 1é¢ivy mohli byt dale hodnoceny. V
pfipadé¢ nenddorovych bunc¢k NDHF nedoSlo ke sniZeni poctu bunc¢k po aplikaci
migrastatik. Tabulka bunék NDHF ukazuje, Ze MID a BEL nejvice ovlivnily hustotu
(densita). Nejnizsi cirkularita je zaznamenana u FAS.

Zde doslo ke snizeni poctu bunék po aplikaci MID, PIM a NICL. Cirkularita je u

téchto 1é¢iv téz snizena, a densita je zvySena pouze po aplikaci PIM.
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Obrazek ¢. 16: Ukazka krabicovych grafa cirkularity ilustrujici odpovédi nenadorové bunééné linie

NDHF a nadorovych bunécénych linii A549 a HT1080 na vybrana migrastatika v zakladni

koncentraci. Cara predstavuje mediany a ¢tverec predstavuje pramér. (a) Krabicové grafy v prvnich 10
hodinach méfeni (00:00—10:00). (b) Krabicové grafy béhem druhych 10 hodin (10:05-20:00) méteni.

Kruhovitost se pocita v %. Kazda migrastatika ma ve vSech grafech svou barvu.

Il 25%~75% 1 Range within 1.51QR — Median Line © Mean ¢ Outliers

(a)
4 0,75
o NDHF 055 A549 o HT1080
—035] } T 05 0,65
£ i 5 . 5 06
S 03 2045 I 2
=) L 2 T 1 RO0SS
£2.0,25 .o = 0,4 —= 0,5
2 02] " ;é ; ’?035 %é 2 08
sabsthak
(7] o c B
oy
2015 ; A 031 éi 80633?.}% % =
01CNT BEL _FAS NICL 025 CNT_FASTNICL 4HAP PIM  5c[CNT _FAS NICL 4HAP PIM
" T4HAP DOXY MID PIM 7T BEL MID CNT2 DOXY BEL MID CNT 2 DOXY
b
(b) 04 NDHE 0,55 A549 067? HT1080
E0,35* * E 0,5 ) Eo’és_
S 03] . 2045 ‘-}005657
‘a) . . o 0,554
20,25/ i + S04l ii S 051
> = T 2 ]
Z 02/ ; é F035 % o & 3%l %
2 X
gots Zoa| g Bosimtdd o*g
01 CNT__BEL _FAS NICL 0.25.CNT _FASENICL 4HAP _PIM 2 iCNT FAS TNICL T4HAP™ PIM
4HAP DOXY MID  PIM ’ BEL MID CNT2 DOXY '

BEL MID CNT2 DOXY

Obrazek ¢. 17: Ukazka krabicovych grafia hustoty (density v pg/um?) ilustrujici odpovédi

neniadorové bunécné linie NDHF a nadorovych bunéénych linii A549 a HT1080 na vybrana

migrastatika v zakladni koncentraci. Cara pfedstavuje mediany a Gtverec predstavuje pramér. (a)

Krabicové grafy v prvnich 10 hodinach méteni (00:00-10:00). (b) Krabicové grafy béhem druhych 10

hodin (10:05-20:00) méfeni. Kazd4 migrastatika ma ve vSech grafech svou barvu.
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Tabulka ¢. 5: Hodnoceni morfologickych parametri bunéénych linii NDHF.

Vzorek Pocet bunék Cirkularita [ % | Densita [ pg/nm? |
Na zacatku Na konci Na zacatku Na konci Na zacatku Na konci
NDHF méfeni méfeni méfeni méfeni méfeni méfeni
CNT 1 24 37 20,2 19,6 0,3 0,2
4HAP 22 38 21,6 27,1 0,2 0,3
BEL 17 25 18,5 21,6 0,1 0,3
DOXY 18 37 20,8 28,0 0,2 0,3
FAS 24 42 16,7 16,8 0,1 0,2
MID 26 27 25,1 17,5 0,2 0,2
NICL 27 31 20,0 26,0 0,2 0,3
PIM 24 39 23,5 24,0 0,2 0,2

Tabulka €. 6: Hodnoceni morfologickych parametri bunéénych linii A549

Vzorek Pocet bunék Cirkularita [ % ] Densita [ pg/nm? |
Na zacatku Na konci Na zacatku Na konci Na zacatku Na konci
A549 méfeni méfeni méfeni méfeni méfeni méfeni
CNT 1 65 122 50,7 46,8 0,4 0,4
4HAP 106 189 54,2 51,7 0,4 0,4
BEL 116 193 56,2 50,3 0,4 0,4
DOXY 108 174 54,5 48,4 0,4 0,3
FAS 98 157 51,0 45,2 0,4 0,4
MID 90 74 48,6 40,8 0,4 0,3
NICL 84 87 47,8 39,8 0,5 0,4
PIM 100 125 52,6 45,4 0,4 0,4

Tabulka €. 7: Hodnoceni morfologickych parametria bunéénych linii HT1080

Vzorek Pocet bunék Cirkularita [ % | Densita [ pg/pm? |
Na zacatku Na konci Na zacatku Na konci Na zacatku Na konci

HT1080 méfenti méfeni méfenti méfenti méfeni méfent
CNT 1 93 135 44,9 36,0 0,4 0,4
4HAP 75 116 47,2 36,7 0,5 0,5
BEL 84 134 50,5 36,5 0,4 0,4
DOXY 92 116 43,7 35,8 0.4 0,5
FAS 71 109 34,0 34,1 0,4 0,4
MID 74 75 35,1 27,3 0.4 0,4
NICL 76 78 46,7 36,7 0.4 0,4
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PIM 63 77 45,1 28,8 0,5 0,6

5.3.2. Vyskyt patologickych jevi

Nejbéznéjsimi patologickymi jevy detekovatelnymi in vitro jsou zvysSeni procenta
cirkularity bun¢k, zmény plochy a hmoty bunék béhem ¢asosbérného QPI. Tyto zmény
morfologickych parametri mohou znamenat buné¢nou smrt (apoptoézu a nekrdézu) nebo
napf. tvorbu cytoplazmatické vakuolizace.

D¢éleni bunék je sice nepatologicky jev, ale vzhledem k faktu, ze je mozné jej zobrazit
pomoci QPI a analyzovat zmény morfologickych parametri, je zatazen do této kategorie.
Obvykle plati, Ze pokud se buitka nemuze rozdélit, piejde zpét do klidového stavu nebo

u ni nastane buné¢na smrt.
5.3.2.1. Cytoplasmaticka vakuolizace

Zmény v okoli jadra bun€k jsou varovnym signalem, ze na buiiku plsobi néco
negativné. Takovy pfipad mlze nastat napt. po aplikaci niklosamidu. V tomto piipadé
dojde k vytvofeni cytoplazmatické vakuolizace po stresu endoplazmatického retikula
[143]. Pomoci QPI jsou zobrazeny vakuolizace na buitkach NDHF a HT1080 po aplikaci
niklosamidu v zakladni koncentraci (obr. 18).

Vakuoly obvykle obklopuji membrany bunék, z nichz nékteré obsahuji ribozomy. To
ukazuje na moznost vytvafet intracelularni vakuolizace [143, 144] v hrubém
endoplasmatickém retikulu. Kromé toho jsou vakuoly obklopeny jednovrstvou
membranou a nékteré bunky vykazuji vétsi vakuoly blizko jadra, ty vznikaji dilataci
lumenu endoplasmatického retikula.

Bunécnd smrt spojend s cytoplazmatickou vakuolizaci je zpisobena piredevSim
stresem endoplazmatického retikula a nedostatkem aktivace kaspazy navozené napf.

1éCivem.
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Obrazek ¢. 18: Piiklady obrazkia QPI ziskanych z ¢asosbérnych zaznamua bunék NDHF, A549
a HT1080 ukazuji morfologické zmény vyvolané niklosamidem. Ve zvétSenych oblastech jsou

zobrazeny cervené Sipky ukazujici na cytoplazmatickou vakuolizaci. Objektiv 10x/0,3. Métitko 200 pm.

5.3.2.2. Apoptéoza

Apoptdza je forma programované bunécné smrti, kterd se vyskytuje u mnohobunéénych
organismul. Pfi apoptoze dochdzi k tvorbé bublin, smr§tovani bunék, fragmentaci jadra,
kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA a rozkladu mRNA [145, 146]. Morfologie
bunky v apoptdze je vice zakulacena (viz obr. 19 a ¢as 3:35).

Ozatovani nebo 1éky pouzivané pro chemoterapii nadorti maji za nasledek poskozeni

DNA v n¢kterych burikach, coz mize vést k apoptotické smrti [147].
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Apoptdzu je mozné zaznamenat pomoci QPI [148] napf. po aplikaci vinkristinu
(cytostatikum). Jsou zobrazeny i ¢asové grafy hmoty (mass) a plochy (area) bunky. Je
patrny narist plochy a hmoty do ¢asu cca 6:00 hodin, ktery vede podle QPI k zakulaceni
bunky.

Mass

600
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7 300
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2200
100
0
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Obrazek ¢. 19: Ukazka apoptozy bunék A549. Apoptdza je zpuisobend puisobenim vinkristinu. Ukazka
Casovych grafii plochy a hmotnosti analyzované buriky v ¢ase. Objektiv 20x/0,5. Métitko 100 pm.

5.3.2.3. Nekroza

Nekroza je forma poskozeni bun¢k , ktera ma za nasledek pred¢asnou smrt bunék v
zivé tkani autolyzou. Nekréza je zplsobena faktory vné buiikky nebo tkané, jako je
infekce nebo trauma, které vedou k neregulovanému traveni bunéénych slozek. Naproti
tomu apoptdza [149] je piirozené se vyskytujici naprogramovana a cilena pti¢ina bunééné
smrti. Buné¢na smrt v disledku nekrdzy je aktivovana riznymi receptory a vede ke ztraté
integrity bunééné membrany a nekontrolovanému uvolfiovani produkti buiky do
extracelularniho prostoru [150].

Nekrozu navozenou léCivem je mozné zaznamenat pomoci QPI [148]. Jsou
zobrazeny opét 1 Casové grafy hmoty (mass) a plochy (area) buiiky. Je patrny pozvolny
pokles plochy a hmoty do ¢asu cca 6:20 hodin a nasledné dojde k prudkému poklesu obou

téchto parametrti z divodii uvolnéni bunééného obsahu, viz obr. 20.
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Obrazek ¢. 20: Ukazka apoptézy bunék AS549. Nekroza je zpisobena plisobenim niklosamidu. Ukézka
Casovych grafti plochy a hmotnosti analyzované buniky v ¢ase. Objektiv 20x/0,5. Méfitko 100 pm.

5.3.2.4. Déleni bunék

Déleni buniky neboli cytokineze je d¢j, pti kterém se matetska buiika fyzicky rozdéli
na dvé dcefiné bunky. V piipadé mitdzy [151] jsou bunky identické, v piipadé meidzy Si
jsou sesterskeé.

Tento d&j sice nepatii mezi patologické déje, ale 1ze jej téz zaznamenat pomoci QPI

[148]. Déleni je Casto patrné zejména u kontrolnich vzorki, viz obr. 21.
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Obrazek ¢. 21: Ukazka apoptozy bunék A549. Jedna se o déleni bun€k v kontrolnim vzorku. Ukazka

Casovych grafii plochy a hmotnosti analyzované bunky v ¢ase. Objektiv 20x/0,5. Méfitko 100 pm.
5.3.3. Hodnoceni migra¢ni reakce

5.3.3.1. Posouzeni migrac¢ni reakce nenadorové linie NDHF
Po 20 hodinach si buniky v kontrolnich podminkéach udrzely sviyj fyziologicky stav,
zatimco buiiky vystavené plisobeni migrastatik reagovaly na dané prostfedi. Klasifikace

rychlosti migrace je nejprve provedena na kontrolnich nenadorovych bunikach NDHF.
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Stejny postup je poté opakovan pro nadorové linie. Klasifikace je zaloZena na

vyhodnoceni metody na zaklad¢ ¢asosbérného QPI.

Median zde ptedstavuje stfedni hodnotu v daném ¢asovém obdobi a pouziva se pro

srovnani s prumérem rychlosti migrace. Rychlost migrace bunék v procentech je

vypoctena jako procento poméru rychlosti danych 1€ka ke kontrole.

Signifikance je uréena p-hodnotou dvou-vybérového F-testu pro rozptyl a nasledné

je proveden T-test. P-hodnota zapsana v tabulkach odpovida T-testu. Symboly indikujici

vyznamnost jsou umistény v tabulce: * predstavuje P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

an. s. neni vyznamné/signifikantni.

Vysledky v tabulce 8 ukazuji rychlosti bunék po aplikaci migrastatickych kandidatt

v zékladni koncentraci (faktor 1). Z této tabulky vyplyva, ze BEL a NICL jsou schopni

snizit rychlost migrace v obou ¢asovych usecich.

Tabulka ¢. 8: Hodnoceni hodnot rychlosti bunééné migrace v nenadorovém NDHF po aplikaci

doporucené koncentrace migrastatik

Vzorek Casovy tisek Primér [pm/h] Median [pm/h] Rychlost [%0] P-value
00:05-10:00 24,4 + 8,6 22,6 = =
CNT
10:05-20:00 38,6+11,2 35,7 - -
00:05-10:00 332+9,9 32,9 136,1 falaia
4HAP
10:05-20:00 36,7 +10,5 34,4 151 N. S.
BEL 00:05-10:00 19,5+10,5 15,7 120,2 EXE
10:05-20:00 372+11,9 34,0 138 N. S.
00:05-10:00 31,5+9,5 29,1 129,2 falaia
DOXY
10:05-20:00 36,0+ 7,6 34,3 169 *
FAS 00:05-10:00 32,5+12,8 30,5 1333 falaia
10:05-20:00 32,1+10,0 30,0 1169 kel
MID 00:05-10:00 354 +£11,2 33,4 145,22 falaia
10:05-20:00 29,5+10,6 27,7 1237 kel
NICL 00:05-10:00 20,6 £9,4 16,9 1154 £
10:05-20:00 26,2+95 24,3 1323 el
PIM 00:05-10:00 28,8+7,8 27,8 118,22 BEX
10:05-20:00 36,8+9,2 35,0 148 N. S.

5.3.3.2. Posouzeni migracni reakce nadorové linie A549

Hodnoty pro hodnoceni rychlosti migrace nadorové bunécné linie A549 (tabulka 9)
jsou také vypocteny za pouziti stejnych metod jako v piipadé nenadorovych bungk.
Vysledky ukézaly, Ze u A549 pouze FAS nezpusobil nesignifikantni zmény rychlosti
bunék. Nejvice (0 30 % a vice) snizili rychlost MID, NICL a PIM.
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Tabulka ¢. 9: Hodnoceni hodnot rychlosti bunééné migrace v nenadorovém A549 po aplikaci
doporuéené koncentrace migrastatik

Vzorek Casovy tisek Primér [pm/h] Medidn [pm/h] Rychlost [%0] P-value
00:05-10:00 13,0+3,9 11,9 - —
CNT
10:05-20:00 13,4+3,0 13,2 — -
00:05-10:00 112+1,7 10,9 1138 Fxx
AHAP
10:05-20:00 99+1,7 9,5 126,1 Fxx
BEL 00:05-10:00 10,5+2,0 10,2 119,2 Fxx
10:05-20:00 102+2,1 9,8 1239 Fxx
00:05-10:00 10,9+ 1,7 10,5 116,2 Fxx
DOXY
10:05-20:00 10,5+ 1,9 10,0 1216 Fxx
FAS 00:05-10:00 12,5+2,2 12,3 13,8 N.S.
10:05-20:00 10,8+1,9 10,6 1194 il
MID 00:05-10:00 9,1£2,2 8,7 130,0 Fkk
10:05-20:00 88+25 8,3 1343 Fokk
00:05-10:00 84+2,1 8,0 1354 Fkk
NICL
10:05-20:00 8,625 8,1 139,6 Fokk
PIM 00:05-10:00 78+1,6 7.4 1431 Frx
10:05-20:00 84+1,8 8,1 139,6 Fokk

5.3.3.3. Posouzeni migracni reakce nadorové linie HT 1080

Hodnoty pro hodnoceni rychlosti migrace nadorové bunééné linie HT1080 (tabulka

10) jsou vypocteny za pouziti stejnych postupii jako v piipadé nenadorovych bunék
NDHF. Vysledky z tab. 10 ukazaly, Ze u bunétné linie HT1080 rychlost migrace bun¢k

snizili pouze DOXY a NICL.

Tabulka €. 10: Hodnoceni hodnot rychlosti bunééné migrace v nenadorovém HT1080 po

aplikaci doporucené koncentrace migrastatik

Vzorek

Casovy iisek

Primér [pm/h] Median [pm/h] Rychlost [%0] P-value
00:05-10:00 433+78 42,2 - -
CNT
10:05-20:00 46,0 £8,0 45,0 - -
00:05-10:00 44,1 +8,6 43,9 11,8 N.S.
4HAP
10:05-20:00 422+74 41,1 183 Frx
BEL 00:05-10:00 44,8 +8,8 43,5 135 N.S.
10:05-20:00 41,6 £8,2 41,0 19,6 Frx
00:05-10:00 412+8,3 39,3 14,8 N.S.
DOXY
10:05-20:00 42,5+8,7 41,0 176 ok
FAS 00:05-10:00 439 +10,4 42,0 t1,4 N.S.
10:05-20:00 452+9,6 43,7 117 N.S.
MID 00:05-10:00 49,5+13,2 47,2 114,3 BEX
10:05-20:00 38,0+6,5 36,1 1174 el
NICL 00:05-10:00 41,8 +8,0 40,6 135 N.S.
10:05-20:00 30,8+11,6 315 133,0 ol
PIM 00:05-10:00 47,8 £10,2 44,9 110,4 Hxx
10:05-20:00 37,8+6,3 36,2 1178 ekl
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5.3.4. Invazivni fenotyp

Ttetim krokem metody PAMP je hodnoceni miry invazivity bunék po aplikaci
migrastatik. Tabulka 11 ukazuje procento bungk, které jsou stale invazivni i po pusobeni
1é¢iva v zakladni koncentraci (faktor 1). Invazivnimi buiikami jsou oznaéeny buiky,
jejichz trajektorie je del§i nez 100 pm (pocitano pomoci Euklidovské vzdalenosti) a index
meandrovitosti je vyssi nez 25 %.

Pro obé& nadorové bunééné linie je kontrolni vzorek CNT 1 navazan k méfeni BEL,
FAST, MID a NICL a kontrolni vzorek CNT 2 se vaze k 4HAP, DOXY a PIM, aby
nedoslo ke spojeni dvou riiznych méteni ziskanych v rtiznych dnech.

Vysledky ukazuji, Zze v ptipadé bunék A549 nejvice snizil pocet invazivnich bun¢k
NICL. Naopak po 4HAP, DOXY a PIM nedoslo k zddnému vyznamnému snizeni
procenta invazivnich bunck. V buiikdch HT1080 nemél NICL tak silny ucinek jako v
ptipadé bunék A549. Nejvétsiho snizeni poctu invazivnich bunék se dosahlo po aplikaci
PIM.

Stejnym zpiisobem jsou hodnoceny nejen dal$i koncentrace 1éCiv a latek, ale i

kombinace migrastatik, viz nezkracend verze dizertacni prace.
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Tabulka €. 11: Ukazka exprese invazivniho fenotypu bunék NDHF po 10 a 20 hodinach 1é¢by

migrastatik v zakladni koncentraci

Invazivni fenotyp [%6]
Vzorek
10 h 20 h
Kontrola 38,3 22,5
4-hydroxyacetofenon 25 26,9
Belumosudil 36 34,1
Doxycyklin 39,3 27,8
NDHF _

Fasudil 45,1 37,3
Midostaurin 34,1 31,7

Niklosamid 48,8 35

Pimozid 30 10

Kontrola 1 16,2 29

Belumosudil 13,3 20
Fasudil 12 21,3
Midostaurin 9,2 14,2

A549 Niklosamid 0 8,8
Kontrola 2 25,1 38,5
4-hydroxyacetofenon 22,5 37,4
Doxycyklin 15,3 29,9
Pimozid 28,6 41,2
Kontrola 1 32,7 30,7
Belumosudil 38,9 30,3
Fasudil 34,5 29,3
Midostaurin 37,5 37,4
HT1080 Niklosamid 32,9 34,5
Kontrola 2 36,4 40,8
4-hydroxyacetophenone 36,6 34,2
Doxycyklin 34,2 31,9
Pimozid 41,7 32,5

6. Korelacni mikroskopie s fluorescenci

V mnoha oblastech biologie patti mezi zakladni vyzkumné metody mikroskopicka studie
chovani a migrace bunék, stejné jako vyzkum nadord, objevovani 1ékt, smrt bungk,
fenotypovy screening, studium patologickych procesti nebo interakce bunék s biomaterialy.

Tato metoda zahrnuje postup pro korelacni mikroskopii mezi kvantitativnim
fazovym zobrazovanim (QPI) a laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem
(LSCM). Hlavnim cilem je ziskat pocate¢ni povédomi o chovani bunééné kultury, které

by mohlo byt pfeneseno do dal§iho vyvoje metody. Data ziskana z obou mikroskopt (Q-
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PHASE a LSCM) by méla dale slouzit k rozsifeni projektu o studiu dalSich buné¢nych
struktur nadorovych bunék v reakci na systémovou lé¢bu nebo cilenou diagnostiku
solidniho nédoru, jakoz i G¢innost 1écby. Zavedeny postup korelaéni mikroskopie mezi
QP1 a LSCM je neocenitelny pro jiné projekty se spolecnym cilem identifikovat korelaci
mezi presnou kvantifikaci chovéani bun€k a expresi/lokalizaci konkrétnich molekularnich
druhti v jednotlivych bunkach v tkanové kulture.

V této metod¢ je testovana pfitomnost a nepfitomnost biomarkerd fokalnich
adheznich kindzi (FAK) a proteinu 4.1B Vv nddorovych liniich po aplikaci migrastatik
pomoci laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu. Snimky QPI jsou tak
korelovany se snimky z bodového LSCM A1R NIKON.

Fokalni adhezni kinaza (FAK) je nereceptorova proteinova tyrosinkinaza [153], ktera
je nadmérné exprimovana a aktivovana u n¢kolika druhli nddorového onemocnéni a
pfispivd k progresi a metastazovani prostfednictvim své dilezité role v bunécné
proliferaci, pteziti, adhezi, Sifeni, invazi a migraci. FAK také hraje roli v imunitni
odpovédi nadort, epitelidlné mezenchymalnich ptechodech, opravé poskozeni DNA a
regulaci kmenovych bunck.

Protein 4.1B je protein obsahujici doménu 4.1/ezrin/radixin/moesin [154], jehoz
exprese je Casto ztracena u rliznych lidskych nadord, vcetné meningeom,
nemalobunéénych karcinomil plic a karcinomi prsu. Nicmén¢ jeho potencialni funkce v
podminkach in vivo zbyva ovéfit. Pii screeningu genti zapojenych do metastaz nadoru
prostaty bylo zjisténo ve studii Wong a kol. [155], Ze exprese 4.1B je snizena u vysoce

metastatickych nadort.

6.1. Korelace

Bunky jsou snimany s migrastatiky v ¢asosbérném rezimu s 5 minutovym intervalem
po dobu 20 hodin s vyuzitim rezimu vice poli v Ibidi p-Slide V1°4 pomoci Q-PHASE
mikroskopu a jsou zaznamenany QPI jednotlivych poli, viz obr. 22. Nasleduje fixace 4%
folmaldehydem snimanych bunék a imunobarveni pomoci protilatek. Jako primarni
protilatky jsou zvoleny: FAK (Tyr 861, Rabbit antibody), 4.1B (Mouse antibody) a jako
sekundarni pak Alexa 488 a 647.

Drzak vzorka z Q-PHASE mikroskopu je pifenesen na motorizovany stolek LSCM.
Soufadnice jednotlivych snimanych zornych poli z holografického mikroskopu jsou
exportovany z SophiQ a transformovany pro softwaru NIKON od LSCM a to specialné

vyvinutym postupem pro tento projekt. Tyto pozice se nasledné importuji do softwaru
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LSCM a po jejich nacteni se automaticky identifikuji buniky. Snimky z LSCM jsou
pofizeny pomoci argonového (emise 488 nm) a diodového laseru (emise 647 nm).

Analyza ¢asosbérnych QPI bunék A549 a 1éCiv je popsana v kapitole 3 a 5. Zde jsou
pouze zobrazeny snimky z LSCM.

QPI z Q-PHASE Snimky z LSCM
(posledni snimek |
z ¢asoveho ( \
zaznamu) 4.1B FAK OVERLAY
5y x ‘ P 4

Obrazek €. 22: Ukazka bunék A549 z QPI po nasledném imunocytochemii. Pomoci specialni

transformace je nalezena stejna pozice QPI na LSCM. Jedna se o snimky s 4-hydroxyacetophenonem
v koncentraci s faktorem 0,3. Méfitko 100 um. Objektiv Q-PHASE 10x/0,3 a objektiv LSCM 20x/0,8.

6.2. Fokalni adhezni kinazy

Fokalni adhezni kindzy jsou patrné na periferii bunék, viz obrazek 23 a 24.
Piedpoklada se, Ze tyto kinazy jsou zvlasté dulezité pro adenokarcinom plic. Jsou znamy
svou agresivitou a v pfipad¢ snizeni/inhibice FAK [157] dochazi k vyznamnému poklesu
bunééné proliferace, invaze, migrace a k indukované zastavé buné¢ného cyklu a k tvorbé
apoptoz.

U bun¢k A549 plati podle studie [158, 159], ze zvySena aktivita FAK po oddéleni
bunék mize ptispivat k potencidlu metastaz malignich nadorti .

Podle dat v kap. 5nejvyznamnéji snizili migraci bunek A549 pravé FAS, MID a
NICL. Podle snimku je zfetelné, ze FAK se vyskytovaly v periferiich bun¢k A549 po
predeslé aplikaci MID 0,3 a NICL 0,3. Naopak po aplikaci FAS 0,3 nejsou FAK pfilis

zietelné. Snizené koncentrace jsou vybrany, aby se zachovala odpovidajici morfologie
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bunék. Po vyssich davkach 1é¢iva neni mozné na buiikach piesné proteiny identifikovat
kvali velkym morfologickym zménam v buiikach.

Pracuje se s hypotézou, Ze po aplikaci migrastatik by buiky nemély byt vystaveny
stresu a nemély by tak tvofit stresova vlakna. Na tyto vladkna v periferii se tak navaze
FAK.

Zde jsou zobrazeny snimky z LSCM, které ukazuji vyskyt a velikost fokalnich
adheznich kinazi po aplikaci vybranych migrastatik, viz obr. 23.

Z ukazek vyplyva, ze po aplikaci MID 0,3 a NICL 0,3 je velky vyskyt FAK na rozdil
od FAS 0,3. Lze se domnivat, ze buiiky byly vystavenu stresu po aplikaci MID 0,3 a
NICL 0,3.

NICL 0.3

.

Obrazek ¢. 23: Ukazka snimka bunék A549 vizualizovanych pomoci LSCM a nasledné
imunocytochemii po ¢asosbérném snimani na QPI po aplikaci migrastatik. Sipky oznacuji priklady
fokalnich adhezi. Méfitko 10 um. Objektiv 20x/0,8.
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IRM

Obrazek ¢. 24: Ukazka snimka bunék A549 vizualizovanych pomoci LSCM a nasledné
imunocytochemii oSetieny proteinem 4.1B. Ctverec oznaduje piiklady fokalnich adhezi se zvysenymi

koncentracemi 4.1B. Méfitko 50 um. Objektiv 20x/0,8.

Tento vyzkum korela¢ni mikroskopie je podpofen organizaci Czech-Bioimaging:
National Infrastructure for Biological and Medical Imaging (LM2018129) a vysledky
byly prezentovany na Czech-Bioimaging Scientific Conference, 2021 [4].

7. Srovnani holografickych mikroskopi Q-PHASE a
HoloMonitor

Pro ovéteni platnosti metody PAMP (popsané v kapitole 3) je nutné otestovat vzorky
a postup i na jiném holografickém mikroskopu. Ktomu byl zvolen holograficky
mikroskop HoloMonitor M4 (Phase Holographic Imaging PHI AB, Svédsko). Parametry
mikroskopu HoloMonitor jsou porovnany Vv této kapitole s parametry koherenci fizeného

holografického mikroskopu Q-PHASE popsaného v kapitole 2.
7.1.  HoloMonitor

Soucasné verze pristroji HoloMonitor (M4 — ktera se pro cely této prace testovala
v BIOCEVuU vV laboratofi pana prof. Jana Brabka) vychazi z konceptu tii pfedchozich

verzi zaloZzenych na QPI konceptu, viz obr. 25.
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HoloMonitor M1

* Oveéfeni konceptu HoloMonitor M3

¢ Cely integrovany *Vyhrazeny software
systém *Plné automatizované

+ Hardwarova *Vse v jednom
rekonstrukce systému

LI

HoloMonitor M2 HoloMonitor M4
 Dukaz trhu * zobrazovani zivych
« Kombinace bunek

fazového ¢ dlouhodobou

kontrastu neinvazivni analyzu
¢ Analyza zivych dat

bunék ¢ standardni inkubator

¢ zobrazovani bunék bez
stitka

udaje o morfologii,
migraci a proliferaci
zivych bunék

Obrazek ¢. 25: Klicové vlastnosti HoloMonitoru béhem evoluce. Jedna se o zobrazeni vSech 4

generaci tohoto mikroskopu.
7.1.1. Soucasna verze M4 mikroskopu

S rostoucim poétem pouZzivanych piistrojit HoloMonitor je specifikace pozadavki na
dalsi generaci pfistroji  HoloMonitor M4 [160-162] zalozena na uzivatelskych
zkuSenostech a zpétné vazbeé. Vyvojove Usili upfednostiiovalo snadnost pouziti, cenovou
dostupnost, robustnost a provoz v prostfedi inkubatoru. Piekryti fazovym kontrastem
pouzivané v HoloMonitor M2 a M3 je vyfazeno, protoze podstatné zvysilo optickou
sloZitost, aniZ by poskytlo néjaké vétsi vyhody. Kromé toho maji nyni uZivatelé pfistup
ke stale vétsimu mnozstvi ovéfenych publikovanych vysledki QPI, které vedou k
interpretaci fazovych obrazili, ¢imz se snizi prahova hodnota pro pfijeti nové technologie.

Jediny pevny objektiv mikroskopu s nizkym rozliSenim (Olympus PLCN 20x/0,4
Plan Achromat) je vybran za Gi¢elem potieby Sirokého zorného pole pro analyzu populace
namisto analyzy jednotlivych bunék s vysokym rozliSenim. Tato konfigurace povzbudila
pouziti pristroje pro aplikace, jako jsou testy hojeni ran nebo studie motility bunék,
trasovani bunék, kde existuje poZadavek na kvantifikaci neinvazivni instrumentace.
Pevna optickd konfigurace zaroven snizila riziko a vyvojové Usili nutné k tomu, aby
HoloMonitor M4 obstél v prostfedi bézného inkubatoru napajené¢ho COo.

Optické nastaveni HoloMonitor M4 je znazornéno na obrazku 26 (a). Svételnym
zdrojem je externi laserové svétlo o vinové délce 635 nm, které vede do mikroskopu pies

polarizaci udrzujici vlaknovy patch kabel a vstupuje do pfistroje ptes utésnény FC/APC
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vlaknovy konektor. Laserové svétlo je kolimovano achromatickou ¢ockou (CL) do
paralelniho paprsku, jehoz intenzita je omezena absorpénim neutralnim filtrem (NF).
Paprsek je rozdélen délicem paprski do dvou vétvi: predmétové a referencni. Paprsek
predmétové vétve je smerovan zrcadlem (M) pies utésnéné okénko (W) na vzorek. Svétlo
prochazejici vzorkem je shromazdéno objektivem mikroskopu Olympus PLN 20x/0,4 (O)
a poté je smérovano délicem paprski (BS) pies polarizacni filtr (PF) do 1,3 MP CMOS
fotoaparatu. Paprsek v referen¢ni vétvi je smérovan zrcadlem (M) pies neutralni filtr (NF)
a achromatickou ¢ocku (AL) a je poté kombinovan se svétlem piedmétu pomoci délice
(BS) paprsku. Déli¢ paprsku (BS) je naklonén pod malym thlem k optické ose, aby se
vytvorila konfigurace mimo osu. Veskera optika nebo optické podsestavy jsou
pfipevnény k Sasi. Aby se minimalizovaly u€inky vnégjSich vibraci a maximalizovala
opticka robustnost, jsou v celé optické konfiguraci pouze dva setizovaci body.
Holograficky mikroskop tak vytvaii (kvantitativni) fazové obrazy tim, Zze necha
paprsek vzorku (objektové vétve) a referencni paprsek (referenéni vétve) interferovat a
vytvofi hologram, jak je znazornéno na obrazku ¢. 26 (b). Hologram je zaznamenan
obrazovym snimacem a pocitacove zpracovan za ucelem vytvotreni koneéného fazového
obrazu (obr. 26 (c)). Tato verze mikroskopu pouziva pro nastaveni vzorku, snimani a

naslednou analyzu bunék software App Suite.

A) B)
CL NF,F’.S_f,.,_ M

| OBJEKTOVE

/ ~ RAMENO
= 4 o
° ° W 4 DIODOVY

LASER

)
= =]
\ /

, —
o FAZOVA RETARDACE VINY
P x
- Z =

OBJEKTIV

= @

VZOREK

REFERENCNI
RAMENO

SENZOR OBRAZU HOLOGRAM

REKONSTRUOVANY OBRAZ

&)

—J

NF AL BS PF

HOLOGRAM

SENZOR OBRAZU WEECS

Obrizek ¢. 26: Optické schéma holografického mikroskopu HoloMonitor. A) Optické schéma: CL,
koliméatorova ¢ocka; ND, neutralni filtr; BS, déli¢ paprski; M, zrcadlo; W, okno pro vzorek; O, objektiv;
PF, polariza¢ni filtr; AL achromaticka ¢ocka. B) Znazormnéni chodu paprsku laseru v mikroskopu. C)

Zobrazeni rekonstrukce obrazu.
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Z rekonstruovaného fazového obrazu ale nelze ziskat parametr mass jako u Q-PHASE
mikroskopu, ale pro méfeni buiky lze pouzit tzv. opticky objem (V). Ten se odhaduje
nezavisle na tvaru burnky a vypocita se z fazového posuvu [160]

A~ 5%,

— , 11
Ne — Ny Psum (11)

kde V znaci opticky objem v [um?], szy je kalibrovana velikost oblasti zobrazené jednim
pixelem a N je pocet pixeld bunky. A je vinova délka pouzitého svétla (externi diodovy
laser s vinovou délkou 635 nm ). Dale n, je indexu lomu bunky a n,, znaci index lomu
média. Soucet fazového posuvu zptisobeny bunikami pii prichodu svétla je oznacen jako

@sum @ j€ definovan jako [160]

N
Psum = Z Qi (12)
i=1

kde ¢; je primérny fazovy posuv Vv [rad] vytvoteny plochou zobrazenou pixelem objektu
i a déleny 2m.

Primé&rna opticka tloustka buriky (Optical thickness —Tavg) se ziska z objemu bunky
a plochy buiiky

— V — A . (psum
Area n.—n, N

, (13)

Tavg

kde Area je plocha bunky [um] a N je pocet pixelt, které zobrazuji oblast buiiky. Opticka
tloustka je udavana v [um] a podle ni se rekonstruuji 3D obrazy.
Plocha bunky Area se vypocitd stejnym zplUsobem jako pifi pouziti b&zné
mikroskopie
Area = NsZ,, (14)
kde S,?y je kalibrovana velikost oblasti zobrazené jednim pixelem a N je pocet pixelil

buiky.
7.2. Srovnani Q-PHASE mikroskopu a HoloMonitoru

Oba mikroskopy umoziiuji zobrazit systém zivych bunck jako kompletni zobrazovaci
feSeni na Grovni jedné buiiky bez barveni za idealnich kultiva¢nich podminek.

Srovnava se Q-PHASE mikroskop druhé generace a HoloMonitor ¢tvrté generace.
Oba mikroskopy maji vlastni softwary pro obsluhu a analyzu dat. V piipadé¢ Q-PHASE
mikroskopu se program nazyva SophiQ (Telight, Ceska republika) a pro HoloMonitor
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byl vyvinut program App Suite (PHI AB, Svédsko). Oba programy jsou ukézany na obr.
27.

Rozdil mezi mikroskopy je v jejich hmotnosti a velikosti, viz tabulka 12. Zasadni
rozdil mezi obéma je ve vybéru zdroje svétla. Zatim co Q-PHASE mikroskop vyuziva
LED osvétleni, HoloMonitor vyuziva diodovy laser, ktery je vysoce koherentni, viz
tabulka 13.

Q-PHASE nabizi vice mikroskopickych technik zjednoho hologramu a ma
k dispozici vEtsi pocet objektivii a tim i rozliSeni obrazu nez HoloMonitor. Jsou srovnany
1 fazové obrazy, viz obr. 28. Je ziejmé, ze fazovy obraz z HoloMonitoru je vice zatizen
koherentnim Sumem. Neni zfetelnd pfesnd hranice buiky, zejména jeji hranice
membrany. Ladéni hologramu je u tohoto mikroskopu sice jednodussi, ale vysledné
fazové zobrazeni nedosahuje kvality QPI z Q-PHASE. Vyhodou Q-PHASE je tak méteni
suché hmoty (barevna skala v pg/um?). HoloMonitor méii tloustku buiiky v pm a ne jako
Q-PHASE ve fazovém zpozdéni na pixel v [rad], které se dale pievadi na pg. Tedy se
burika vazi a navic topologicky, coz je hlavni rozdil mezi Q-PHASE a HoloMonitor.

Segmentace jednotlivych bunék a nasledné trasovani pohybu bunék (obr. 29) je
mozné u obou mikroskopt a v jejich softwarech (SophiQ a App Suite). V ptipadé
HoloMonioru neni segmentace tak presna jako v ptipad¢ SophiQ. Na druhou stranu tento
program nabizi vice parametrl pro analyzu bunééného chovani.

Data parametr pro bunécnou analyzu je mozné v piipadé obou softwart zobrazit
riznymi typy grafii. App Suite nabizi i analyzu déleni bunék a sledovani dcetinych bungk.
Vytvoii tak rodokmen bunék. Ukazky nejsou velmi graficky upravovany, aby bylo mozné
lépe porovnat jejich rozdily.

Ruzicové grafy (motility rose graph) jsou odlisné, protoze SophiQ zobrazuje v§echny
trajektorie bun¢k jednou barvou, na rozdil od App Suite. Barevna varianta t€chto grafii je
mozn4, ale pouze po rozdéleni bun€k do vice skupin podle feature table, jako je ukdzano
Vv kapitole 3 (tfeti krok- invazivni fenotyp). SophiQ zobrazuje trajektorie bunék, které jsou
analyzovany v konkrétnim QPI v daném case méteni. App Suite ale zobrazi trajektorie
vSech bungk z celého nahravani.

Casové grafy (time graph) lze zobrazit dvojim zptisobem, bud’ pro kazdou buiiku
zv14st’ nebo jako primér vSech bunék zorného pole. To je vyhoda SophiQ. V piipadé App
Suite se zobrazi hodnoty vSech buné€k (odliSeny barvami) a mezi nimi priimérna hodnota

(obvykle zvyraznéna ¢ernou barvou) v jednom grafu.
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Oba mikroskopy nabizi grafy pro libovolné zvoleni parametrii na ose x a y. (feature
table) a histogramy. Rozdil mezi obéma je ale v zobrazeni poctu bunék. Zatimco SophiQ
zobrazuje v grafu jen hodnoty bunék urcitého Casosbérného QPI, App Suite zobrazi
v grafu vSechny hodnoty ze vSech ¢asosbérnych QPI. Proto je pocet bun¢k na ilustracnich

obrazcich rizny. Tohle je ptipad i histogramd.

V neposledni fadé je nutné ke grafickym ilustracim ziskat i tabulky s daty pro
vSechny parametry, ze kterych byly tyto grafy zhotoveny. SophiQ umoziuje ulozeni dat
jako textového souboru s oddélovaci pro Microsoft Excel (.csv) a App Suite pak uklada
data ve formatu List Microsoft Excelu (.xIsx). Nutno ale podotknout, ze data z App Suite
jsou dale zpracovatelnd. V jednom dokumentu jsou vSechny parametry vSech bunék,
priaméri a grafil z celého méfeni. V ptipad€ SophiQ je nutné kazdy parametr zv1ast ru¢né
ulozit a primérnou hodnotu si ru¢né vypocitat.

A)

SophiQ, Telight Q-Phase software

Obrazek ¢&. 27: Ukazka analyzy bunék v softwarech SophiQ a App Suite. A) SophiQ, TELIGHT Brno
s.r.0. B) App Suite, Phase Holographic Imaging PHI AB (upraveno z [160]).
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Tabulka €. 12: Srovnani technickych parametri mikroskopi [43, 160, 161]

Princip Q-PHASE HoloMonitor

1100 mm x 950 mm X 1620 mm 290%200x190mm
Rozméry microscope with incubator, HoloMonitor® M4 dimensions,

(W x L x H) 2515 mm % 974 mm x 1620 mm total 400%270x190mm

with operator table Space required in incubator
Viaha 350 kg 5,15kg
Cells: Adherent cell monolayer
Cells: Adherent cell monolayer,
) ) i Cell culture vessels: 6 —, 24 —, 96 —well,
Vysetiovaci samples in scattering media ) )
Petri, IBIDI Operating temperature: 10 —
plata Cell culture vessels:1, 6-, 24-IBIDI
) 40°C
um-slide ) o
Operating humidity: Max 95%
Teplota
37°C 37°C
inkubatoru
Neni standardné soucasti inkubatoru,
CO: ale je moznost jej pripojit Ano, pfimo v inkubatoru

TES, HEPES do média

Parametry pro

analyzu bunék

Area, mass, speed, density,
confluence, perimeter, growth speed,
circularity, Euclidean distance,
Meandering index, motility rose,

histogram, time-graphs

Area, optical volume, Optical thickness,
Optical thickness Max, Optical path
length, Boxed length and breadth, Boxed
center position x and y, Centroid position
x and y, Eccentricity, Hull convexity,
Irregularity, Migration distance, Motility
distance and speed, Migration directness,
Peak position, Perimeter length, Phase
shif, Roughness, Shape convexity,

Texture
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Tabulka €. 13: Srovnani optickych parametri mikroskopiu [43, 160, 161]

Parametr Q-PHASE HoloMonitor
Halogenova lampa nebo LED Externi diodovy laser
Osvétleni
660 nm, 0,9 mw/cm? 635 nm, 0,2 mw/cm?
Holography (quantitative phase imaging),
Mikroskopické ) ] ) ) Holography (quantitative
epifluorescence, simulated DIC, brightfield, high- o
techniky phase imaging)
pass filtered phase
Nikon Plan 4x/0,10 NA/30 mm WD
Nikon Plan Fluorite Objectives, 10x/0.3 NA/16 mm
WD
; ) Olympus PLCN 20x/0,4
Objektivy Nikon Plan Fluorite 20x/0,5 NA/,1 mm WD
Plan Achromat
Nikon Plan Apo 40x/1,0 NA/0,16 mm WD DIC H
Nikon Plan Apo VC 60x/1,4 NA/0,13 mm WD Oil
Zaosttovaci motorizovana véz objektivu
Kondenzorové ¢ocky Nikon LWD, 0,52 NA, s )
Kondenzor i Nespecifikovano
nastavitelnym dorazem apertury
4 um with 4x NA 0,1 objective
Bo¢ni rozliSeni 1 pm

0,58 um with 60x NA 1,4 objective

Zorné pole

598x598 um pro objektiv 10x/0,3

567x567 um pro objektiv
20x/0,4

Velikost obrazu

1200 x 1200 pixel

1024 x 1024 pixel

Mikroskopicky o
Ano, s antivibra¢nim odpruzenim Ne
stul
Motorizovany, rozsah zdvihu
130 mm x 90 mm Stage travel range:
Motorizovany ) o
Zaostfovaci motorizovana véz objektivu, 100%70%10 (xxyxz)
XYZ-stage

Rozsah zdvihu 8 mm

Volitelné piezo ostreni — rozsah zdvihu 500 pm

Stage repeatability: Spm
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A) B) ;
Q-PHASE HoloMonitor

Obrazek ¢. 28: Srovnani fazovych obrazkii z holografickych mikroskopu. A) Kvantitativni fazové
zobrazeni z Q-PHASE mikroskopu. Buiiky HT1080. Barevna $kéala v pg/um?. Objektiv 10x/0,3. Méfitko
200 um. B) Kvantitativni fazové zobrazeni z HoloMonitoru. Buiiky HT1080. Barevna $kala v pm.
Objektiv 20x/0,4. M¢titko 200 pm.

A) Q-PHASE (SophiQ) B) HoloMonitor (App Suite)

Obrazek ¢. 29: Srovnani segmentace a trasova bunék z holografickych mikroskopi . A)
Kvantitativni fazové zobrazeni z Q-PHASE mikroskopu bunék HT1080, segmentace a trasovani bunék
provedeno v softwaru SophiQ. Cervené jsou zobrazeny trajektorie bunék. Objektiv 10x/0,3. B)
Kvantitativni fazové zobrazeni z HoloMonitoru bun¢k HT1080, segmentace a trasovani bunék provedeno

v softwaru App Suite. Kazda butika matefska a dcefind ma stejnou barvu. Objektiv 20x/0,4.
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7.3. Srovnani vysledkii metody PAMP mérené na mikroskopech

V této kapitole je metoda PAMP aplikovana i na holograficky mikroskop
HoloMonitor. Pro tento test jsou zvoleny bunky HT 1080 a migrastatika. Vysledky méteni

téchto bun¢k na obou mikroskopech jsou porovnany.
7.3.1. Material

Bunky HT1080 [163] jsou kultivovany pro filmovani na Q-PHASE mikroskopu
stejnym zpusobem jako v kap. 3.1.

Pro filmovani na mikroskopu HoloMonitor se pouzilo médium DMEM, které je
modifikované a plivodné navrzené pro mysSi fibroblasty. DMEM ma dvojnasobnou
koncentraci aminokyselin a ¢tyfnasobnou koncentraci vitamind oproti MEM, s
dvojnasobnou koncentraci HCOz- a CO> pro lepsi pufrovani. Inkubator je vytopen na
37°C s 5 % COs». Buriky jsou kultivovany v poétu 1 000 — 2 000 na jednu jamku. Objem
jamky je 170 pl média. Kultivaéni médium je po 24 hodinach nahrazeno médiem
s migrastatikem. Koncentrace migrastatik odpovidaji koncentracim pro metodu PAMP a
jsou popsany v kapitole 3 této prace. Pro ¢asosbérné snimani jsou zvoleny 96 well plate,
které jsou piiklopeny viky HoloLids. Tato vika jsou navrzena pro optimalni ventilaci
vzduchu a pomahaji eliminovat poruchy obrazu zplsobené povrchovymi vibracemi.
Casosbémy zaznam je opét 20 hodin (pfiblizné délka jednoho bun&ného cyklu) v

Sminutovych intervalech. Je vyuzit objektiv Olympus PLCN 20x/0,4 Plan Achromat.
7.3.2.  Vysledky hodnoceni migrastatik

U obou mikroskopi se jednalo o analyzu riistu bun€k a motility. Pro analyzu ristu
bunék je vybrany parametry area a perimetr (densitu HoloMonitor nepocita) a pro analyzu
dynamiky pohybu pak rychlost migrace a Euklidovska vzdalenost (u HoloMonitoru
oznaCena jako migracni vzdalenost). Vypocty jednotlivych parametri jsou zapsany
v tabulce 14.

Vypocet arei se 1isi, SophiQ zohledniuje vysku a Sitku pixelu, ale App Suite pocita
kalibrovanou oblast jednoho pixelu. Vypocet perimetru a Euklidovy vzdalenosti je

vvvvv

u App Suite to neni ziejmé.
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2%

Tézisté u HoloMonitoru je dano jako aritmeticky primér vSech bodli vazeny
optickou tloustkou bunky. Pro Q-PHASE plati vzorek ¢. 9 a pocitd se podobnym

zpusobem.

Tabulka ¢. 14: Vypocdet parametri pro analyzu bunék [43, 160, 161]

Parametr Q-PHASE HoloMonitor
Area = Nwh, Area = NsZ),

Plocha kde w a h jsou $itka a vyska pixelu, N je kde s,%y je kalibrovana velikost oblasti
(area) pocet pixeli bufiky a soucet jde od i = 1 zobrazené jednim pixelem a N je pocet
[um?] ptes vSechny N pixely bunky. pixelt bufiky.

Pro obvod buiiky pouziva software iterativni )
Perimetr ) ) B Vypoclty jsou zaloZzeny na nastaveni
piistup, ktery sleduje drahu pixeld na okraji o
[um] prahu, ktery odliSuje pozadi od bunky.
buiky.
WCG(t,) — WCG(t,—
Speed(tn)zl (n) (n l)l ,
Rychlost by =ty Rychlost motility je vzdalenost motility

(speed) kde t, je CasvokamZikunat, ;jecasv | dglena dobou, kterou buiice trvalo, nez

predchozim okamziku n-1, tézist¢ WCG se z ni dostala z vychoziho bodu do

[um/h] (Weighted Center of Gravity) je koncového bodu.

dvourozmérny vektor se souradnicemi x a y.

EDisty) = WCG(t) - WCG(O)

Euklidova Migraéni vzdalenost je nejkratsi
kde téziste WCG (Weighted Center of
vzddlenost vzdalenost mezi vychozim bodem a
Gravity) je dvourozmérny vektor se
[um] koncovym bodem cesty bunky.

soufadnicemi x a y.

7.3.2.1. Analyza morfologickych zmén

Buniky HT1080 jsou analyzovany pomoci parametrl area a perimetr. Tyto parametry
jsou vybrany, protoZe nebyly pfimo zafazeny do kap. 5 a oba mikroskopy je pocitaji
podobnym zplisobem.

Tabulka 15 hodnoti morfologické zmény po aplikaci migrastatik. Migrastatika jsou
zkoumana V zakladnich koncentracich (faktor 1, viz kap. 3.2). Jsou zobrazeny hodnoty
na zacatku (00:00) a na konci méteni (20:00). Jedna se o priimérné hodnoty vSech bun¢k
vybranych zornych poli.

Je ztejmé, Ze buikky HT1080 snimané pomoci Q-PHASE maji vyssi plochu (areu)
nez z HoloMonitoru. To plati 1 pro perimetr.

Analyza pomoci SophiQ ukazala, ze MID nejvice ovlivnil plochu bun¢k, a to

zvySenim hodnoty z 1208,3 um? na 2338 um?. Mirné zvyseni plochy zaznamenal i App
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Suite. Toto migrastatikum podle SophiQ navysilo i hodnotu perimetru bun¢k na konci
méfteni. Ale podle App Suite doslo ke snizeni hodnoty perimetru oproti stavu na zacatku
méfeni.

Je tedy zfejmé, ze hodnoty naméfené obéma mikroskopy se mirné lisi.
7.3.2.2. Analyza dynamickych zmén

Opét je hodnocena rychlost migrace buné€k, tentokrat jsou zobrazeny v tabulce 16
prumérné hodnoty z dat z celého ¢asosbérného snimani, tedy z 20 hodin.

Z dat vyplyva, ze primérné rychlost bunééné migrace naméfend pomoci snimki z
HoloMonitoru je vyhodnocena softwarem AppSuite a je nizsi nez v piipadé¢ QPI z Q-
PHASE analyzovanych softwarem SophiQ. Rychlosti kontrolnich vzorkti z obou
mikroskopt jsou srovnatelné.

Vysledky sniZzenych a zvySenych koncentraci migrastatik jsou v nezkrdcené verzi

dizerta¢ni prace.

Tabulka €. 15: Analyza arei a perimetru bunék HT1080

Q-PHASE HoloMonitor
Veorek Area [um?] Perimetr [um] Area [um?] Perimetr [um]
bunék — S = S —| B o 5= B .=
N Z N Z N Z N Z
CNT 1 1340,9 1311,1 204,9 227,7 655 698 106 106
4HAP 1028,9 1241,2 182,6 216,9 491 416 87 80
BEL 1202,0 1161,5 185,8 210,8 500 529 89 98
DOXY 1197,7 1328,4 196,3 226,6 616 559 104 103
FAS 1435,1 1427,6 2443 246,4 858 522 122 106
MID 1570,4 1603,8 252,9 291,2 475 592 90 103
NICL 1208,6 1130,4 193,1 2243 566 712 96 109
PIM 1215,8 1045,8 200,3 236,8 548 342 99 86
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Tabulka €. 16: Srovnani vysledki dynamickych parametria

Q-PHASE HoloMonitor Q-PHASE HoloMonitor
veorek Primérna rychlost Primérna rychlost | Primérna hodnota | Primérna hodnota
migrace bunék migrace bunék Euklidovské Euklidovské
[um/h] [pm/h] vzdalenosti [pm] vzdalenosti [pm]

CNT 1 44,7 + 8,2 41,3+7,5 189,0 108,0
4HAP 432+ 8,1 50,0 £ 24,6 138,1 87,8
BEL 43,2+£8,6 44,6 £ 11,2 200,6 217,0
DOXY 41,8 £8,5 45,5+9,8 183,7 80,9
FAS 44,6 £ 10,1 44,6 = 8,4 161,2 80,7
MID 43,7+11,9 32,1 £8,5 169,0 81,6
NICL 36,2+ 11,5 39,4+9,5 151,8 69,9
PIM 42,8 £9,9 32,3+15,5 227,6 103,2

8. Navrzené zmény v SophiQ pro analyzu bunék

Pro analyzu bunék je v této praci pouzit primarné software SophiQ, ktery je
k dispozici k mikroskopu Q-PHASE. SophiQ slouzi pro analyzu naméienych QPI a firma
Telight ji pravidelné aktualizuje. Moznosti pro bunéénou analyzu ale z pocatku feSeni
metody PAMP nevyhovovaly. Proto ve spolupraci s firmou bylo navrhnuto a realizovano
nékolik zmén. Zmény se tykaly zobrazeni jednotlivych grafl, a tabulek, jejich ukladani a
hromadné hodnoceni celého datasetu najednou.

Upravy grafii se tykaly zejména jejich ukladani. Dosud bylo mozné ukladat grafy jen
ve formatu png, svg a csv a to jako snimek obrazovky, nikoli ve standardni velikosti
obrazu. V posledni verzi SophiQ je pfidana moznost ulozit grafy ve formatu jpeg, bmp s
tiff. Tento pozadavek byl firm¢ navrzen, aby bylo mozné grafy 1épe prezentovat a
nemuseli se tak vytvaret znovu v pozadovaném formatu z tabulek.

Napi. grafy rysu (feature grafy) je mozné ukladat ve vyse zminénych formatech, ale
je potieba kazdy graf ulozit jednotlivé pro kazdou dvojici parametri. TéZ neni mozné Si
u téchto grafii libovolné volit rozsah os x a y, coZ by bylo zadouci pro srovnani kontroly
s 1é¢ivy. Obrazek 30 zobrazuje modie hodnoty jednotlivych bunék. Snimky jsou ziskané
pfimo ze SophiQ a jsou v pivodnim formaté png. V ptipadé Euklidovské vzdalenosti
(obr. 30 (a), osa x) by bylo lepsi libovoln¢ upravit rozsah napt. z 0-500 um na piiblizné
0-300 um a po krocich 100 um. Stejny problém je i u rychlosti (Speed) (obr. 30 (b), osa

y). Velikost pisma téchto grafii je velmi mala, coz grafy bohuZzel ¢ini malo ¢itelnymi.

57



ZKRACENA VERZE DIZERTACNI PRACE

Vsechny grafy tohoto typu popsané v kapitole 5 metody PAMP byly z téchto divodu

vytvoreny rué¢né v Excelu.

(A) (B)

&
4
&
3
=
B

1

Euclidean Distance [ pm ]

Density [ pg/pm2 ]

Obrazek ¢. 30: Ukazka graft ze SophiQ. A) graf poméru Euklidovské vzdalenosti a indexu
meandrovitosti. B) Ukazka grafu density bunék a rychlosti bunék.

Dale SophiQ neumoziuje zobrazit kazdou butiku jiné barvy v téchto grafech. App
Suite ale hned na zacatku pritadi kazdé zvlast’ bunce barvu a tou oznaci i jeji dcetiné
bunky v pfipad¢, ze e buiika rozdéli. Barevné rozliseni bunék v SophiQ je mozné jen
manualné, viz obr. 31. Déle jsou v ptipadé téchto grafli zobrazeny jen hodnoty bunék v
jednom daném cCasovém Useku z celého méfeni, napt. ¢ase 10:05 z 20 hodin filmovani
(grafy zobrazuji jaké zrovna maji bunky hodnotu napt. massy). Neukazuji praimérnou
hodnotu za celou dobu méfeni jako v piipadé App Suite, ktery zobrazuje i primérné

hodnoty za celou dobu méteni.

Obrazek ¢&. 31: Ukazka barevného rozdéleni bunék pomoci SophiQ. Software SophiQ pracuje
S tmavym pozadim. A) Graf poméru hmotnosti bun¢k a plochy bunék. V ¢erveném kolecku jsou
zobrazeny moznosti déleni bun¢k v tomto grafu. B) Ukazka QPI snimku, kde jsou pomoci barevné
segmentace oznaCeny buiiky. Kazda barva segmentace buiiky odpovida hodnoté z grafu vlevo. Objektiv
10x/0,3. Métitko 200 pm.
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Téz by bylo vhodné mirné upravit rizicové grafy (motility rose graph). Napt. nyn¢;si
grafy zobrazuji trajektorie bunék, které se vyskytuji v daném zvoleném casovém useku.
SophiQ neukazuje jako App Suite trajektorie vSech naméfenych bunék najednou
Vv jednom grafu. Déle nelze zobrazit, jak se bunka priabézné pohybovala (pouze v obrazku
QPI a nikoliv samostatng). Zobrazeni trajektorii bunék v tomto grafu v SophiQ jsou
matouci, viz obr. 32 (a). Napi. v ¢ase 00:00 zobrazuje SophiQ, Ze bunika migrovala 100
um (obr. 32 (b) - ZIut¢ vyznacena). Coz s ohledem na fyzikalni zakon o rychlosti pohybu
neni mozné. Déale ma tato sama buika ale v QPI v ¢ase 10:00 stale stejnou trajektorii
v grafu. Razicovy graf se ale po 10 hodinach méfeni zménil (zelené vyznacena Cast). Je
to z toho divodu, Ze se zménit pocet segmentovanych bunék v zorném poli a nékteré

trajektorie bunék tak z grafu zmizely a jiné pfibyly.

A) Cas 00:00

Obrazek ¢. 32: Ukazka rizicového grafu v SophiQ. Software SophiQ zobrazuje grafy s tmavym
pozadim. A) QPI s vyznacenou segmentaci bunék a rizicovy graf s trajektoriemi téchto bunck. Jedna se o
pocatek méfeni. B) QPI s vyznadenou segmentaci bun¢k a rizicovy graf's trajektoriemi téchto bunék.

Jedna se o data z 10 hodiny filmovani. Barevné jsou zobrazeny rozdily.
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Déle by bylo vhodné zavést do SophiQ detekei déleni bunék a moznost tak vytvorit
rodokmen bunék, jako je tomu u App Suite. To by pomohlo usnadnit praci pii detekci
rastu buné€k a hodnoceni stavu bunék po aplikaci 1é¢iv/migrastatik.

Déle SophiQ poskytuje ¢asové grafy. Casové grafy hraji dalezitou roli pfi hodnoceni
ucinku 1€¢iv, a proto byly téz vyuzity v metodé PAMP. V ptipadé casovych grafii neni
mozné zobrazit dohromady v jednom grafu kontrolu a 1é¢ivo piimo v SophiQ. V ptipadé
App Suite je tento problém jiz vyteSeny. Pro PAMP se tak grafy kompletovali v OriginPro
z tabulek zjednotlivych méfeni. Tohle byl jeden z hlavnich pozadavkt pro metodu
PAMP. Tento pozadavek byl ale nakonec uspésné realizovan v nynéjsi posledni
aktualizaci SophiQ, viz nize.

Hodnoty z ¢asovych grafii v tabulkach ze SophiQ jsou rozdéleny do dvou sloupct,
sloupec A ukazuje redlny Cas a datum, sloupec B pak ukazuje bud’ primérnou hodnotu
vSech bun¢k pro jednotlivy parametr (obr. 45 (a)) nebo pro jednotlivou buiiku. Primérné
hodnoty z téchto namé&fenych hodnot bunék musi byt vypocitany ru¢né. Naopak tomu je
Vv piipadé¢ App Suite, ktery v jednom dokumentu ukazuje hodnoceni kazdé bunky a
pramémé hodnoty. Dokonce tento dokument obsahuje jednotlivé grafy. Cas je zapsan
podle nastaveného time-lapse méteni, tedy podle délky méfeni a jednotlivych ¢asovych
krocich.

Upraveno je nyni ukladani jednotlivych ¢asovych grafi. Dfive se pro metodu PAMP
musel ukladat kazdy ¢asovy graf pro jednotlivy parametr zvIast’. Dnes se ukladaji vSechny

najednou ve zvoleném formatu.

Velky pokrok nastal jiZ ve zminéné posledni aktualizaci SophiQ a jedna se o zavedeni
moznosti analyzovat cely dataset najednou a vyznacit v ném jednotlivé pozice 1éCiv a
kontrol podle vysetfovaciho plata ¢i komurek. Dosud se kazda pozice ¢i kanalek v ibidi
musel v datasetu analyzovat samostatné¢ a postupné. Nyni se jednd o zjednoduSenim
hodnoceni metody PAMP a vyrazné zkraceni doby analyzy. Toto zjednoduseni analyzy
je inspirovano pravé programem App Suite pro HoloMonitor. Toto nastaveni se zobrazi
napf. v ¢asovych grafech, ve kterych ma kazdé 1é¢ivo a kontrola svoji vlastni barvu. Neni
Jiz potieba analyzovat kazdé 1€Civo nebo pozici zvlast. V tabulkach jsou jednotlivé
hodnoty kazdé skupiny odliSeny a stejné tak jsou barevné odliSeny buiiky v QPI snimcich.

Toto nastaveni analyzy pozic umoziuje hodnotit jednotlivé pozice v jednom

vySetfovacim kanalku mezi sebou, ale i 1é¢iva mezi sebou. Napft. na obr. 33 je provedeno
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pilotni testovani tohoto nastaveni pozic. Jednd se o analyzu kontroly a niklosamidu
v zékladni koncentraci (faktor 1). Cervenou segmentaci bunék jsou oznaceny tii QPI
v kanalku kontroly a tii zelené v kanalku s niklosamidem (obr. 33 (a)). Hodnotilo se
chovani bun¢k béhem 10 hodin. Zobrazeny jsou rysové grafy (obr. 33 (b)) pro kazdou
pozici ( osa x) a parametry pro analyzu morfologickych vlastnosti bunék (osa y).
Vysledky téchto grafti ukazuji, ze bunky v niklosamidu méli vyssi cirkularitu a densitu
nez bunky v kontrole. Coz znaci, ze buiiky byly vice zakulaceny a mohlo u nich posupné
dochazet k apoptdze. Analyza dynamickych vlastnosti bunék ukazala, Ze trajektorie méli
bunky krat$i po ucinku niklosamidu nez v kontrole (obr. 34 (a)). Dale se buiky
Vv niklosamidu vice pohybovaly na misté¢ (obr. 34 (c), nizky index meandru) s nizsi
rychlosti (obr. 34 (d). Ktomto vysledkti se dospélo i v puvodni ruénim hodnoceni

popsaném v kapitole 5 této prace.
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Obrazek ¢. 33: Ukazka analyzy bunék A549 a rozdéleni pozic do dvou skupin (kontrola a
niklosamid). A) Kvantitativni fazové zobrazeni z mikroskopu Q-PHASE a segmentace bunék A549. Pro
kontrolu jsou analyzovany tii pozice a pro NICL téz. Objektiv 10x/0.3. Méfitko 200 um. B) Ukazka
vysledki jednotlivych pozic. Hodnoceny jsou morfologické parametry. Cervené je kontrola, zelend

niklosamid.
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Tabulka s primérnymi hodnota v ¢ase 10h
. Pofet | Mass | Area | Densita = Rychlost Perimetr Cirkular. El!khd' l"dex. .
Skupina M vzdalenost meandrovitosti
bunék [pg] [[pm?] [pgmum] [pmh]  [pm] [ %] .
| | [pm] | [%]
Niklosamid 74 | 424.86 121122 038 6,94 180,47 50,91 21.30 30,99

Kontrola | 95 394,68 |1231,85) 0,34 8,19 177,40 51,58 31,92 37,71

Obrazek ¢. 34: Ukazka analyzy dynamiky bunék a rozdéleni pozic do dvou skupin (kontrola a
niklosamid). A) Ruzicovy graf. Zacatky jednotlivych trajektorii jsou posunuty do spole¢ného pivodu.
Osy jsou uvedeny v pm. Pro kontrolu jsou analyzovany tii pozice a pro NICL téz. Objektiv 10x/0.3.
Meéftitko 200 um. B) Ukazka ¢asovych grafii jednotlivych pozic. Hodnoceny jsou dynamické parametry.
C) Ukéazka vysledku jednotlivych pozic. D) Tabulka pro jednotlivé parametry obou skupin. Cervené je

kontrola, zelen€ niklosamid.
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Diskuze

V této dizertacni praci je popsana vyvinutd metoda primarni hodnoceni
migrastatického potencialu (PAMP) in vitro. Jedna se o rychly screening tvodniho
hodnoceni domnélé potence migrastatik. Tato metoda byla navrzena pro méteni snizeni
rychlosti nahodné migrace bunék v podminkach 2D po aplikaci vybranych 1éCiv a
chemickych latek. Kromé analyzy dynamickych zmén bunék slouzi téz k analyze riistu
bunck.

Obrazy QPI umoziiuji spolehlivé identifikovat buniky a pomoci SophiQ jsou snimky
segmentovany a analyzovany. Vyhoda tohoto systému je vyuzita pro zobrazeni bunék
A549 a HT1080 nejen ve 2D prostiedi, ale 1 vV kolagenovém matrixu (3D prostfedi) pro
ukazku améboidniho a mezenchymalniho pohybu buné¢k a tvaru bun¢k [164].

V kolagenovém matrixu nebyly snimany jen bunky HT1080 v kontrole, ale do média
ke kolagenu byl pfidan i niklosamid. Pomoci QPI jsou zobrazeny bunky HT1080 [41],

jejichz tvar je vice zakulaceny nez tvar bun¢k v kontrole (obr. 35).

Zacatek méreni Stfed méreni Konec méieni

/ \
ol R T AT,

Kontrola
\

LI

Niklosamid

Obrazek ¢. 35: Ukazka morfologie bunék HT1080 v kolagenovém matrixu. Jedna se o ukazku QPI
bunék v kontrole a po aplikaci niklosamidu. Objektiv 20x/0,4. M¢éfitko 100 um.

Avsak méfit pfesnou rychlost migrace a tvar bunék ve 3D prostiedi pomoci QPI je

komplikované. Klasické QPI snimky jsou pouze ve 2D verzi. Proto je vyhodné pouzit
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napt. z-stacky jednotlivych bunck. To ale vyzaduje spoustu algoritmt pro poskladani
vysledného obrazu a nasledné vyhodnoceni. Coz bohuzel neni nyni mozné pomoci
soucasného systému Q-PHASE.

Alternativou by mohly byt z-stacky pomoci laserového skenovaciho konfokalniho
mikroskopu (obr. 36). Postup metody spociva v nasazeni bun¢k do Petriho misky a po 24
hodinach se na né aplikuje kolagen. Po 48 hodinach, kdy buniky maji tendenci migrovat
smérem vzhtru do kolagenu, se jadra bunék nabarvila pomoci Syto 9 [165], aby se 1épe
identifikovaly pomoci LSCM. Podle pozic jader v z-stacku lze urcit, kolik pm burnka
migrovala v kolagenu. To lze aplikovat i s migrastatiky. Tento test je tak dal$i metodou

vhodnou pro zkoumani migrastatického potencialu bunék.

Obrazek €. 36: Ukazka morfologie bunék HT1080 v tzv. antigravitacnim kolagenovém matrixu.
Jedna se o ukazku z-stacky z LSCM bunék v kontrole z pilotniho testovani. Objektiv 20x/0,4. Métitko
100 pm.

Hlavnim pfinosem této prace je jiz zminéna metoda PAMP. Ta vyuziva 2D prostiedi
bunék in vitro pro testovani potencialnich migrastatik. Byly nejprve testovany
doporucené koncentrace. Vzhledem k faktu, ze néktera 1é¢iva v téchto koncentracich
zpusobila morfologické zmény na nenadorovych buikach a nasledné i nddorovych (jako
napf. midostaurin a niklosamid) se pfistoupilo k testovani nizsich koncentraci. V pfipadé,
ze ucinek 1é¢iv nebyl dostate¢né silny k omezeni rychlosti migrace buné¢k, se testovaly
vys$i koncentrace tohoto 1éCiva.

Prvnim krokem této metody bylo hodnoceni rlstu bunék a vyskyt nezadoucich

patologickych jevi po aplikaci migrastatik. U migrastatik je nezadouci, aby méla
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podobny ucinek jako cytostatika, tedy zpisobovala apoptozy ( jako je zobrazeno na obr.
19 — apoptdza je zde zpusobena pusobenim vinkristinu). Proto se musi brat zietel na
vyskyt bunééné smrti ¢i stresovou vakuolizaci bunék. Napt. po aplikaci midostaurinu ve
vys$i koncentraci se vyskytly apoptozy u nenddorovych bunék, ale u nizsich koncentraci
nikoliv. Proto by mohl byt midostaurin pouzit jako piipadné migrastatikum pouze
Vv nizsich davkach (stejné tak v ptipadé belumosudilu).

Z tabulek a grafii (nejen této zkracené verze, ale i dlouhé verze) hodnoticich
cirkularitu bun¢k je zfejmé, ze zvolené bunécné linie se od sebe morfologicky lisi.
Cirkularita nenadorovych buné¢k NDHF se pohybovala ptiblizn€ od 14 do 34 %. Hodnoty
cirkularity nadorovych bun¢k A549 se pohybovaly v rozmezi 40-61 %. Podobné tomu
bylo i v pfipadé bunék HT1080, kdy se cirkularita bun¢k pohybovala od 26—do 52 %.

Z grafii 13 vyplyva, Ze midostaurin zpusobil vyssi zakulaceni nenddorovych bunék
NDHF v prvnich 10 hodinach svého ptisobeni na buiiky. Z ¢ehoz plyne, Ze toto 1é¢ivo ma
rychlej$i nastup ucinku. Primérnad hodnota cirkularity kontroly byla ptiblizné 20.2 %,
zatimco u midostaurinu se jednalo o hodnotu okolo 25.1 %. Ostatni 1é¢iva nezptsobily
vyrazn€jsi navySeni cirkularity v porovnéni s kontrolou. U naddorovych bun¢k A549 byla
zaznamenana vyS$i cirkularita nez v kontrole u 4-hydroxyacetofenonu, doxycyklinu a
pimozidu, u bunék HT1080 pak po aplikaci niklosamidu. U obou nadorovych linii se
jednalo o navySeni v obou casovych usecich méfeni. V tabulkach 5, 6 a 7 jsou
zaznamenany hodnoty, které mély buiky na zac¢atku méfeni i na konci.

Graf 14 a tabulky pro hodnoceni density [pg/um?] neodhalily vyznamné zmény. Jen
u nadorovych bunék A549 byla zaznamenana vys$i primérna hodnota density nez
Vv kontrole po aplikaci pimozidu a u bunék HT1080 po aplikaci niklosamidu a téz

pimozidu.

Dal§im parametrem hodnoceni migrastatik byla analyza rychlosti motility bunék.
Zaznamenavala se primérnad hodnota se smérodatnou odchylkou, median, procentni
snizeni ¢i zvyseni oproti kontrole a signifikance. Vyznamna jsou ta migrastatika, ktera
snizi rychlost v jak v prvnich, tak druhych 10 hodinach méfeni, a snizeni je signifikantni.
U bun¢k NDHF doslo k takovému snizeni u belumosudilu a niklosamidu.

U nadorovych bunék A549 snizila rychlost migrace signifikantné vsSechna

migrastatika v zakladni koncentraci, kromé fasudilu. Dale pak midostaurin, niklosamid.
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Signifikantni snizeni rychlosti u bunék HT1080 nastalo po aplikaci doxycyklinu a
niklosamidu v zakladnich koncentracich.

Z kroki PAMP déle vyplyva, ze midostaurin a belumosudil ve vyssich koncentracich
nemohou byt pouzity kvili vyskytu bunécné smrti u nenadorovych bun¢k.

Invazivni fenotyp bunék byl testovan jako tfeti krok metody PAMP. Podle vysledki
testovani zékladnich koncentraci nejlépe ovlivnil chovani bun¢k A549 midostaurin a
niklosamid. U bunék HT1080 pak pimozid a belumosudil.

Podle této tifi krokové metody lze doporucit migrastatické kandidaty pro dalsi
testovani, zejména klinické. Vysledky jednotlivych 1é¢iv ukazaly, Zze nelze aplikovat na
véechny druhy bun&énych linii stejna 16¢iva. Uginky 1é¢iv se lisi podle toho, zda je 16¢ivo
inhibitorem améboidniho nebo mezenchymalniho typu migrace. V ptipadé améboidnich
bun€k A549 se doporucuje podle studie v této praci jako tzv. migrastatikum midorstaurin
a niklosamid, oba v nizsich koncentracich. Pro buiky mezenchymalni HT1080 by mohly
byt vhodnym kandidatem niklosamid a doxycyklin v zakladnich koncentracich.

Testovaly se v této praci i kombinace migrastatik. Nejvyznamnéjsi uc¢inek na bunky
A549 a HT1080 mela kombinace midostaurinu s belumosudilem a midostaurinu s
fasudilem. Obé tyto kombinace dokazaly sniZit rychlost pohybu bunék, zkratit trajektorii
pohybu bunék a nepodpofily rist bunék. To potvrzuje u€inek midostaurinu na nadorové
buniky. Tento 1€k se i podle dalSich studii [166] doporucuje jako terapeuticky prostiedek
pro 1é&bu malignity, zejména pokud lze vyvinout bezpeéné a ucinné synergické
kombinace. Podle studie [167] se ocekavaji klinické studie u hematologickych malignit
zalozenych na schopnosti midostaurinu cilit na rizné onkogenni kinazy s dobrou

snasenlivosti a kompatibilitou s fadou dalSich terapeutickych latek.

Snimky z LSCM ukazuji vyskyt a velikost fokalnich adheznich kinazi po aplikaci
vybranych migrastatik. Zobrazily vyskyt FAK v periferii bunék A549.

Z ukazek vyplyva, ze po aplikaci MID 0,3 a NICL 0,3 je velky vyskyt FAK na rozdil
od FAS 0,3. Lze se domnivat, zZe buiiky byly vystavenu stresu po aplikaci MID 0,3 a
NICL 0,3 a to i ve snizenych koncentracich. Pro dalsi testovani FAK se doporucuje

otestovat koncentraci s faktorem 0,1.
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Predposledni ¢asti této prace se vénovala srovnani dvou holografickych mikroskopti
(Q-PHASE a HoloMonitor). Zasadni rozdil mezi obéma mikroskopy je ve vybéru zdroje
svétla.

Vyhody Q-PHASE jsou, ze poskytuje lep$i/kvalitnéjsi obraz QPI, tedy bez
koherentniho Sumu a halo efektu, vice parametrii pro presnéjsi nastaveni segmentace a
ma k dispozici vice objektivii k dispozici. Dalsim bonusem je to, ze mikroskop je
multimodalni (simulovany DIC, QPI, amplituda, filtr s horni propusti, fluorescence).
Vzorky neni potfeba barvit a nejsou vystaveny velké fototoxicité. Mikroskop umoznuje
snimani vice zornych poli v jednom experimentu, ale HoloMonitor za stejny cas stihl
nasnimat piiblizn€ 6x vice zornych poli (za 20 hodin v Sminutovém intervalu jen 30-40
pozic- Holomonitor kolem 200 pozic). Dalsi vyhodou je moznost naméfena data
analyzovat ve stejném programu pro obsluhu mikroskopu.

Nevyhodou Q-PHASE mikroskopu je, Ze neni v inkubatoru napajeném CO,. Je
k dispozici Tokai Hit jako pfidatné zafizeni, které¢ ale mize snizit vysledny signal a
kvalitu obrazu. Déle je nevyhodné delsi doba pottebna pro naladéni Kohlerova osvétleni
a spravného zobrazeni vSech zornych poli vzorki (cca 1 hodina potiebna pro naladéni 30
pozic na vzorku). Téz mikroskop neumoznuje zobrazit bunky napt. v 96 well plate, ani
pies specialni viko. VyZaduje pouZiti pouze tenké vzorky bez vzduchového prostoru.

Dalsi nevyhodou tohoto mikroskopu a SophiQ jsou grafy, které generuje, jak je
popsano v kapitole 8. Ale v ramci spoluprace s firmou Telight se podatila fada nevyhod

SophiQ vyftesit.

Mikroskop Q-PHASE ma své vyhody i nevyhody. Velkou vyhodou je QPI bez
nutnosti barveni vzorku a bez koherentniho Sumu. A toho je pln€ vyuZito pro metody
hodnoceni chovani nadorovych bungk a vytvaieni biofyzikalnich intepretaci.

Jeho nevyhodou je software SophiQ, ve kterém analyza jednotlivych snimt QPI neni
jeste dostacujici. Ale jeho vyvoj stale pokracuje.

Diky QPI se podatilo vyvinout metodu PAMP a urcit midostaurin jako potencidlni

migrastatikum.
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Zavér

Ve své dizertani praci se zabyvam biomedicinskym vyuzitim pokrocilych QPI
metod obrazové analyzy umoznéné systémem Q-PHASE mikroskopu. Pomoci této
techniky jsem vyvinula metodu (PAMP) pro hodnoceni chovani zivych bunék. Primarni
hodnoceni migrastatického potencidlu (PAMP) je zalozeno na vybéru vhodnych
nadorovych bunéénych linii pro vice-pozicni Casosbérné QPI snimani a sledovani
antimigra¢niho u¢inku testovanych lé¢iv. Takovy piistup byl umoznén vyuzitim kvality
QPI1 mikroskopu Q-PHASE pro ptesné neinvazivni zobrazovani bunék a méfeni jejich
suché hmoty.

Zkoumala jsem latky tzv. migrastatika, kterd slouzi jako 1é¢iva ovliviiuji migraci a
chovani bungk, protoze maligni Sifeni zacina invazi do nadorového okoli a pokracuje
tvorbou vzdalenych metastaz, které jsou velmi nebezpecné pro pacienty a jsou velkym
problémem v 1é¢bé nadord. V disledku toho byla v této praci vytipovdna a zkouména
1é¢iva  (4-hydroxyacetophenon, belumosudil, doxycyklin, fasudil, midostaurin,
niklosamid a pimozid), kterd by mohla omezit migraci nadorovych bunék z primarniho
loziska a tim sniZit riziko metastaz. Vybrana lé¢iva byla zkoumana pomoci PAMP v
koncentraci odpovidajici terapeutické plazmatické koncentraci pii podavani 1€kt a
doplnéna o dalsi dve snizené a jednu vyssi koncentraci.

Na ziklad¢ vysledkli tohoto pilotniho experimentu navrhuji midostaurin jako
potencidlni migrastatikum pro dalsi preklinické ovéfeni. Ukazalo se, ze QPI je spolehliva
a ekonomicka mikroskopické technologie pro in vitro zkoumani dynamiky migra¢niho
chovani bunék indukovaného potencidlnimi migrastatiky.

Dalsim tématem této prace je zkoumani fokalnich adhezi a imunocytochemie pomoci
biomarkerti FAK a 4.1B. Cilem je zkoumat, zda migrastatika ovliviuji vyskyt fokalnich
adhezi v buiikéch. Timto testovanim lze doplnit metodu PAMP, pomoci niZ se ziskaji
informace o morfologii a dynamice konkrétnich bunék, které jsou nasledné
imunocytochemicky oSetfeny a zobrazeny pomoci laserového skenovaciho konfokalniho
mikroskopu (LSCM, Nikon). Na snimcich z LSCM bunék A549 byly fokalni adheze
nalezeny po ucinku midostaurinu a niklosamidu ve snizenych koncentracich.

Metoda PAMP byla nasledné ovéfena i na dalSim holografickém mikroskopu.
Jednalo se tak o srovnani mikroskopu Q-PHASE [3] (nekoherentni svételny zdroj) a

HoloMonitoru [161] (koherentni svételny zdroj). Pomoci testovani vysetfovaci metody
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PAMP na tomto mikroskopu lze fici, Ze obraz je zatizen Sumem, ale pro analyzu bunék
bylo k dispozici vice parametrti a jejich hodnoceni bylo snadnéjsi na rozdil od Q-PHASE.

V posledni kapitola popisuje navrhy na zlepseni analyzy bunék v softwaru SophiQ.
Vétsina mnou navrhovanych zmén byla ve spolupraci s firmou Telight realizovana, a
nadale zlepSuji a zjednodusuji praci spojenou s hodnocenim chovani bunék. Zejména
ukladéani a zobrazeni grafii a hodnoceni kompletniho jednoho méfeni s vice zornymi poli
najednou.

Vysledky prace byly publikovany v publikaci [1] a na mezinarodnich konferencich
[4, 35, 41, 148]. Dalsi vystupy a projekty jsou zapsany v piiloze této prace v sekci
autorské vystupy.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

V textu jsou pouzity nasledujici zkratky:

4HAP
BEL
CCHM

CNT
DHM
DIC
DOXY
ECM
FAK
FAS
FFT
LSCM

MID
NDHF

NICL
PAMP

PIM
QPI

wca

db
fe

4 — hydroxyacetofenon
Belumosudil

Z angl. Coherence-Controlled Holographic Microscope; Koherenci fizeny
holograficky mikroskop
Z angl. Control; Kontrolni vzorek

Z angl. Digital Holographic Microscopy; Digitalni holograficka mikroskopie
Diferencidlni interferencni contrast

Doxycyklin

Extracelularni matrix

Fokalni adhezni kinaze

Fasudil

Rychla Fourierova transformace

Z angl. Laser Scanning Confocal Microscope; Laserovy skenovaci
konfokalni mikroskop
Midostaurin

Z angl. Normal Dermal Human Fibroblast; Normalni dermalni lidské
fibroblasty
Niklosamid

Z angl. Primary Assessment of Medicines for Expected Migrastatic
Potential; Primarni hodnoceni 1é¢iv pro migrastaticky potencial
Pimozid

Z angl. Quantitative Phase Imaging; Kvantitativni fazové zobrazeni

Vv

Tloustka buiiky

Prostorova frekvence interferenc¢nich prouzkii
Prostorova frekvence drazek difrakéni miizky
Vyska pixelu

Zvétseni vystupnich cocek

Pocet pixell v oblasti bunky

Index lomu bunky

Index lomu média

Objektova vina
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Referencni vina
Kalibrovana velikost oblasti zobrazené jednim pixelem (u HoloMonitoru)

Opticky objem [um?®]

s < » =

Sitka pixelu

V textu jsou pouzity nasledujici symboly:
Specificky ptirtstek indexu lomu

VInova délka [nm] , A = 660 nm pro Q-PHASE

Uy Primeérna faze [rad]

®s Fazovy posuv indukovany bunkou [rad]

o Hodnota faze v i pixelu patticiho do oblasti burniky

@sum Soucet fazového posuvu

Protat Celkovy fazovy posuv

T Relativnim ¢asovém zpozdéni objektl rozptylenych a referencnich poli
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materidlové inzenyrstvi, Pfesna mechanika a optika, Experimentalni
Biofotonika
= Typ studia: Doktorské
= Téma disertacni prace: Biofyzikalni interpretace kvantitativniho
fazového zobrazeni s vyuzitim koherenci fizené holografické
mikroskopie
= Ukonceni studia - do konce roku 2023
e 2016 — 2018 MASARYKOVA UNIVERZITA
= [¢karska fakulta, Katedra Optometrie a ortoptiky
= Studijni obor: Specializace ve zdravotnictvi, Optometrie
= Diplomova prace: Opticka versus automaticka pachymetrie
= Magistersky titul
e 2013 -2016 UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
= Ptirodovédecka fakulta, Katedra Optiky
= Studijni obor: Specializace ve zdravotnictvi, Optometrie
= Bakalarska prace: Insuficience konvergence
= Bakalarsky titul

ZAHRANICNI STAZ:
e 0d1.4.2019do 30.9. 2019
= IMPERIAL COLLEGE UK, Londyn, Vyzkumna skupina Dr. Oliviera E.
Pardo
= [ ¢karska fakulta, Chirurgicka a onkologicka klinika
= Napli staze:
= Prace s buitkami karcinomu plic A549, H1299 a ziskévani znalosti v
oblastt  mikroskopickych  technik, casosbérného  zdznamu,
vyhodnocovani dat, migra¢niho testu, interference RNA a western
blot.

PROJEKTY:
= 2022 — Methodology for Monitoring Changes in Tumor Cell Motility in 3D
Environments Obtained by Holographic Incoherent Quantitative Phase Imaging
and Laser Scanning Confocal Microscopy.
o Vyzkum podpoien: Czech-Bioimaging: National Infrastructure for
Biological and Medical Imaging
o Vysledky prezentovany na konferenci Czech-Bioimaging Scientific
Conference, 2022
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2021 — Exploration of the Potential for Nanostructured Hydrogel Surface in the
Prevention of Cells Upregulating Cytoskeletal Structures and Losing
Transparency.

o KING projekt (Kvalitni Interni grantova soutéz)

o Vysledky publikovany v ¢asopise Scientific Reports

o Hlavni feSitel

2021 — Methodology Of Correlation Microscopy Between Holographic
Incoherent Quantitative Phase Imaging And A Laser Scanning Confocal
Microscope
o Vyzkum podpoien: Czech-Bioimaging: National Infrastructure for
Biological and Medical Imaging
o Vysledky prezentovany na konferenci Czech-Bioimaging Scientific
Conference, 2021
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SURANOVA, M.; DURIS, M.; STENGLOVA NETIKOVA, 1.; BRABEK, J.;
HORAK, T.; JUZOVA, V.; CHMELIK, R.; VESELY, P. Primary assessment of
medicines for expected migrastatic potential with holographic incoherent
quantitative phase imaging. Biomedical Optics Express, 2023, vol. 14, no. 6, p.
2689-2708. ISSN: 2156-7085.

o (Q1, FI=3,57)

KRAJNAK, T.; CERNA, E.; SURANOVA, M.; SAMORIL, T.; ZICHA, D.;
VOJTOVA, L.; CECHAL, J. Replica-mold nanopatterned PHEMA hydrogel
surfaces for ophthalmic applications. Scientific Reports, 2022, vol. 12, no. 1, p.
14497 (p.) ISSN: 2045-2322.

o (Q1, FI=4,6)

KONFERENCNI PRISPEVKY:

SURANOVA, M.; ZICHA, D.; VESELY, P.; BRABEK, J.; JUZOVA, V ;
CHMELIK, R. In Vitro Screening with Holographic Incoherent Quantitative
Phase Imaging Focuses on Finding Medicaments for Repurposing as Anti-
Metastatic Agents Designated as Migrastatics. In Optics InfoBase, OSA’s
Digital Library: European Conferences on Biomedical Optics (2021). Optics
InfoBase Conference Papers. Optics InfoBase, OSA’s Digital Library: Optics
InfoBase, OSA’s Digital Library, 2021. p. 1-3. ISBN: 978-15-5752-820-9.
ISSN: 2162-2701.

SURANOVA, M.; ZABRANSKA, M.; KOLINKOVA, V.; MUCHOVA, N ;
JUZOVA, V.; CHMELIK, R.; VESELY, P. Non-Invasive Imaging Method for
Evaluating Effect of Migrastatics on Tumor Cells In Vitro Based on Coherence -
Controlled Holographic Microscopy. 16th Multinational Congress on
Microscopy, 04-09 September 2022, Brno, Czech Republic, 16MCM, BOOK
ABSTRACT. Czechoslovak Microscopy Society: 16th Multinational Congress
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on Microscopy. Czechoslovak Microscopy Society, 2022. p. 532-533. ISBN:
978-80-11-02253-2.

SURANOVA, M.; CERNA, E.; KRAINAK, T.; VOJITOVA, L.; SAMORIL, T;
VESELY, P.; CHMELIK, R.; ZICHA, D. Exploration of the potential for
nanostructured hydrogel surface in prevention of cell upregulating cytoskeletal
structures and loosing transparency. Journal of Physical Chemistry &
Biophysics, ISSN 2155-9570, 2021. p. 50-51

SURANOVA, M.; BRABEK, J.; STENGLOVA NETIKOVA, 1.; CHMELIK,
R.; VESELY, P. Rapid In Vitro Screening Test of Tumour Cells Migratory
Reactions to Potential Migrastatics. XXV. BIOLOGICKE DNY- Od nadorové
biologie po precizni onkologii. Cesko-Slovenska biologicka spolecnost, z.s.
2022. Cesko-Slovenské biologické spoleénost, z.s.: XXV. BIOLOGICKE DNY-
Od nadorové biologie po precizni onkologii., 2022. p. 1-2.

KRIZOVA, A.; NOVAKOVA, Z.; SURANOVA, M. Time-lapse Quantitative
Phase Imaging for the Study of Cell Migration. In VYROCNI KONFERENCE
CSMS, MIKROSKOPIE 2023. 2023.

KRIZOVA, A.; NOVAKOVA, Z.; SURANOVA, M.; JUZOVA, V. Time-lapse
Quantitative Phase Imaging for the Study of Cell Migration. 2023. FOM 2023,
PRESENTATION AND BOOK ABSTRACT.

SURANOVA, M.; HORAK, T.; VESELY, P. Advantages of Using
Holographic Incoherent Quantitative Phase Imaging in Oncology with Q-
PHASE Microscope. PHASE IN BRNO 2022: 3rd International Meeting Phase
in Brno, 2022.

HORAK, T.; SURANOVA, M.; STENGLOVA NETIKOVA, 1.; ZICHA, D.;
JUZOVA, V.; CHMELIK, R.; VESELY, P. Identification of Tumor Cells
Behavior Changes by Holographic Incoherent-light-source Quantitative Phase
Imaging Focuses on Migrastatics. 16th Multinational Congress on Microscopy,
04-09 September 2022, Brno, Czech Republic, 16MCM, BOOK ABSTRACT.:
Czechoslovak Microscopy Society: 16th Multinational Congress on
Microscopy., 2022.

SURANOVA, M. The methodology of correlative microscopy between
holographic incoherent quantitative phase imaging (Q-Phase) and laser scanning
confocal microscopy (NIKON). Czech-Bioimaging Scientific Conference, 2021.

SURANOVA, M.; ZABRANSKA, M.; KOLINKOVA, V.; MUCHOVA, N ;
JUZOVA, V.; CHMELIK, R.; VESELY, P. Advanced Microscopical Non-
Invasive Examination of the Supposed Migrastatics for Impact on In Vitro Cell
Migration. 5th European Conference of Oncology Pharmacy: European
Conference of Oncology Pharmacy, 2022. p. 14-14.

SURANOVA, M. Methodology of Microscopical Assessment of Tumour Cells
Behaviour in 2D or 3D in vitro Environment with Coherence - Controlled
Holographic Microscope. IMAGING PRINCIPLES OF LIFE, BOOK OF
ABSTRACTS, October 4-5, 2022, Hotel Amande, Hustopece. Czech-
Biolmaging Annual Scientific Conference: Czech-Bioimaging, 2022. p. 43-44.
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