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ABSTRAKT

V této bakalarské praci se zabyvam moznym vlivem prostfedi na zménu fluorescence.
Prvni ¢ast dakladné popisuje konfokalni mikroskop a nékteré jeho moznosti, které byly
vyuzity pro ziskani dat. V dalsi Casti se zaméfuji na popis zkoumanych objektd. Jako
posledni je popis programu pro analyzu zmén fluorescence a samotné vysledky mé

prace.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

In this bachelor thesis I deal with possible influence of environment on fluorescence
shift. First part thoroughly describes confocal microscope and some options, which
were used to get the data. In the next part I focus on describing the studied objects. At
last there is a description of programme for analyzing fluorescence shift and results of

my work itself.
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UvoD

Cilem mé bakalaiské prace je zjistit, jaky vliv maji razna prostiedi na vlastnosti
fluorescen¢niho barviva navazaného na nanocastice. Chovani fluorescencniho barviva
ma velky vyznam v biologii. Zkouma4 se, jaka barviva jsou nejvhodnéjsi pro zviditelnéni
bunécnych struktur, barveni nanocastic a jaka barviva nejvice odolavaji agresivnimu
prostfedi buriky. Znaceni nanocastic fluorescenénimi barvivy je nezbytné pro vyzkum
jejich lokalizace a metabolizace v Zzivych organismech. Nanocastice maji velky
potencial v medicing a to ve vySetfeni MRI, onkologické 1€cbé, cileném transportu 1éciv
nebo regenerativni medicing.

Ve své praci jsem se nejprve zaméfil na teoreticky rozbor méfici techniky a
zkoumanych vzorki. Pfi méfeni jsem pouzival konfokalni mikroskop, ktery je umistén
v laboratofich FEKT. Jako vzorky byly pouzity mezenchymalni kmenové buriky (MCS)
s inkorporovanymi zelezitymi nanocasticemi (Spio) s povrchovou fluorescencni vrstvou
rhodaminu. V praktické c¢asti jsem se soustfedil na ziskani nékolika sérii
fluorescencnich snimkti na konfokalnim mikroskopu, abych poté mohl vyhodnotit
mozné rozdily fluorescence v zavislosti na prostfedi. Pro zpracovani a hodnoceni dat ze
snimkt jsem vytvoril vyhodnocovaci a zobrazovaci utilitu v prostiedi Matlab. Na
snimcich jsem hodnotil zmény emisniho spektra a kiivku vyhasinani fluorescence v

raznych Castech snimku.
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1 MIKROSKOPIE

Konfokalni mikroskop je mezistupen mezi klasickym optickym mikroskopem a
vyspélym elektronovym mikroskopem. Je to tomograficka technika, urcité vylepSeni
fluorescenéniho mikroskopu. Oproti fluorescenénimu mikroskopu ma konfokalni
mikroskop vétsi rozliSovaci schopnost, coz je dano moznosti volby skenovaci roviny a
tim predchazeni zkresleni dat z nezaostfenych rovin vzorku. Obdobné jako u
fluorescen¢niho mikroskopu je pro dobrou viditelnost fluorescence vzorku tfeba pouzit
monochromatické svétlo. V modernich konfokalnich mikroskopech jsou ,,vicebarevné*
sady monochromatickych zdroji svétla nebo kontinualné laditelné lasery. Konfokalni
mikroskopie mé vSestranné vyuziti hlavné v biologii, kde je mozno detailn€¢ zkoumat

bunécné struktury.

1.1 Konfokalni mikroskopie

Pocatky konfokalni mikroskopie sahaji do roku 1957, kdy Americky védec Marvin
Minsky patentoval napad na konfokalni mikroskop, avSak chybél mu dostatecné silny
zdroj svétla, co vedlo k do¢asnému zastaveni pokroku konfokalni mikroskopie. V roce
1965 prispéli ceSti vé€dci M. Petran a M. Hadravsky z UK v Plzni k vyznamnému
pokroku, a to vyvinutim mikroskopu s pomoci tzv. Nipkowova kotouce. V 70. letech
doslo k vylepSeni diky dokonalejSimu laseru. Konfokalni mikroskopy se déli na dva
typy, mikroskop laserovy skenovaci (LSCM) a mikroskop s rotujicim diskem (TSCD).
Konfokalni mikroskop umoziiuje realizaci specialnich fluorescenénich technik,

napiiklad FRAP, FRET nebo FLIM. [5] [6]

1.1.1 Laser

Jako zdroj energie k excitaci fluorescencniho barviva pouzivd konfokalni mikroskop
laser. Laser vyzafuje vysoce monochromatické zareni, tzn., umoziuje zvolit velmi
uzkou Cast vilnovych délek. Laser ma vysoce koherentni zafeni, kdy se fazovy rozdil
mezi dvéma body neméni. Laser ma také malou rozbihavost paprsku, coz umoziuje jej
snadno fokusovat do nami zvolené oblasti. U konfokalniho mikroskopu se vétSinou

pouziva vice laser, coz umoziuje pouziti vice fluoroforii. Jako lasery se pouzivaji
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napiiklad polovodi¢ové lasery anebo i lasery na bazi plynu jako je naptiklad Argon
nebo He-Ne. Nejvyspélejsi zdroj svétla pro konfokalni mikroskop je pulzni bily laser
(WLL). WLL se sklada z pulzniho IR laseru, ktery je napajen pres fotonové krystalické
vlakno. Na WLL je mozno volit vinové délky po 1 nm ve skale od modré po Cervenou,
s moznosti paralelné volit az 8 laditelnych barev. Diky tomuto laseru ve spojeni
s pulznim detektorem je mozno méfit emisni spektrum fluorescence a dobu vyhasinani

fluorescence, tedy dvé hlavni fluorescencni charakteristiky. [7]

1.1.2 Optické filtry

U fluorescen¢ni mikroskopie je nutno pouzit dva zakladni filtry. Jedna se o filtry
excitacni, pro zajisténi prichodu pouze uzkého peaku excitacnich vinovych délek a
emisni filtry, pro odfiltrovani vSech vlnovych délek mimo uzkého emisniho peaku.
Dopliikkovymi filtry jsou uzkopasmové filtry pro vybér vinové délky u Sirokopasmovych
zdroju svétla nebo filtry UV zafeni pouzité v okularu. Filtry jsou vyrobeny z plastu nebo
skla. Jejich nejvétSim problémem je, ze pii absorpci nechténych vinovych délek,
dochazi k jejich zahfivani, coz mize zpusobit jejich prasknuti. Redukovat zahfivani
dokazi interferencni filtry, které jsou zalozeny na interferenci zareni. Jejich nevyhoda je

vSak ve slozité konstrukci, a tim dané cené€. [25]

1.2 Laserovy rastrovaci mikroskop (LSCM)

Laserovy paprsek, nutny k excitaci fluorescen¢niho barviva, mize byt u LSCM jeden
nebo vice. Pokud je k dispozici vice laseri nebo WLL, muze se vyuzit vice vinovych
délek bez pouziti filtri. Vicenasobné barveni vzorkl je nezbytné k rozliSeni bunécnych
organel. Akvizice dat probihd postupem znazornénym na obrazku 1. Laser je fokusovan
na clonku, kterou prechazi svétlo na dichromatické zrcadlo, to odrazi paprsek s
excitani vlnovou délkou na objektiv, ze kterého paprsek puisobi na presné misto
vzorku, a to v osach x, y, z. Diky excitacni energii laserového paprsku dochazi k emisi
zafeni, které je prendSeno opét pies objektiv na dichromatické zrcadlo, to ted ovSem
paprsek emisni vinové délky neodrazi, naopak ho propousti dale na flitry a clonku.
Clonka odstrani vSechno zafeni, které nepochazi z fokusované roviny a vysledné zareni

dopada na detektor. K fokusaci paprsku dochazi tfemi zpusoby, a to rozmitanim
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laserového paprsku, pfiénym posuvem vzorku pred objektivem nebo posuvem objektivu

nad vzorkem. O [9]

Fotonasobi¢

= Konfokailni stérbina

= Bariérovy filtr
Dichramaticke

zreailo

= Konfokalni sterbina

= Objektiv

Fokalni roviny
vzorku

Obrazek 1 Schéma LSCM. 0

1.2.1 Konfokalni Stérbina

Konfokalni stérbina ma rozhodujici vyznam pro volbu rozsahu v ose Z. Konfokalni
Stérbina ma meénitelny prufez a urCuje se pomoci ni velikost tomovrstvy, tedy velikost
axialniho rozlieni. Axialni rozliSeni urcuje velikost AU (Airy unit). AU je hodnota
pruméru Airyho disku a méni se s vinovou délkou laseru. Hodnota AU se pohybuje
kolem hodnoty 1. Pokud se zvoli hodnota mensi, zlepsi se axialni rozli§eni, av§ak zhorsi

se pomer signal/sum. [9] [26] [3]

1.2.2 Detektory PMT, APD, HyD

Pro pozorovani vzorkl se pouziva okular mikroskopu. Avsak, pro nékteré aplikace nebo
pro postprocesing dat se musi snimky ukladat a digitalizovat. K tomu slouzi detektory,
které prevadéji svételné zareni (fotony) na elektrické napéti.

U detektort jsou hodnoceny nekteré dulezité parametry.
Spektralni citlivost je schopnost detektoru zaznamenat dopadajici foton o presné vinové
délce s adekvatni G€innosti.

Kvantova ucinnost je pomér mezi dopadajicimi fotony a jimi vybuzenym

elektrickym signalem. M¢fi schopnost detektoru pfeménit dané procento dopadajiciho
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svétla na elektricky signal. Je odlisna pro rizné vinové délky.
Prostorové rozliSeni je schopnost detektoru rozeznat dva objekty s vysokym kontrastem.
Meéfi se pomoci modulacni prenosové funkce MTF (Modulation Transfer Function).

Homogenita detektoru tika, ze pfi stejném svételném ozareni detektoru, by méla
byt odezva vSech prvkua stejna. Zajistit to konstruk¢éné je velmi komplikované, a navic
muze dojit k poruse nékterého prvku.

Pomér signal/Sum je velikost pfijimaného uzite¢ného signalu nad urovern Sumu.
Rozeznavame vice druht Sumu. Kvantovy Sum, ktery vznika tim, Ze ne vSechny fotony
interaguji stejn€. Tepelny Sum vznika v disledku zahfivani detektoru, je snaha ho
eliminovat chlazenim detektoru.

Linearita snimacCe znamend, ze vystupni hodnota pixelu musi byt linearni na
intenzité vstupniho svétla.

Pro detekci velmi slabych signald se pouzivaji fotonasobice PMT (Photo-

Multiplier Tube). PMT jsou bodové detektory, které maji schopnost velkého zesileni
signalu. Po dopadu fotonu na fotokatodu dojde k absorpci fotonu a ten zptsobi emisi
elektronu. Emitovany elektron je pak dale pfitahovan sérii dynod, které postupné, za
ptidaného vysokého napéti v fadu 1000 V, zvétSuji pocet elektronti a tim padem silu
signalu. Na konci tohoto fetézce dynod je dalsi elektroda nazyvana anoda, ktera sesbira
vSechny zesilené elektrony. Na anodé¢ vznika proud, ktery je pfimo umérny velikosti
dopadajiciho svétla.
Dalsim typem detektoru je lavinova fotodioda APD (Avalanche Photo Diode). U tohoto
detektoru je foton absorbovan v polovodi¢ové vrstve, ¢imz vznika par elektron/dira. Pri
pusténi vysokého napéti dochazi k lavinovému efektu vlivem kolize elektroni.
Vystupem je, stejné¢ jako u PMT, fotodioda produkujici pfimo Umérné napéti
k dopadajicimu svétlu.

PMT ma lepsi dynamické rozsah, avSak nizsi skenovaci rychlost, naproti tomu
APD detektor umoziiuje rychlejsi skenovani za mensiho dynamického rozsahu. Vznikl
proto hybridni detektor HyD (Hybrid Detector), ktery kombinuje principy obou typa
detektord. U HyD dopadaji elektrony na fotokatodu a jsou urychlovany stejn€ jako u
PMT, elektrony jsou dale absorbovany stejné jako u APD polovodiCovou vrstvou a

dochazi k jejich lavinovému zesileni a tvorbé napéti. 0 [28]
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1.3  Mikroskop s rotujicim diskem (TSCD)

Stejné jako u rastrujiciho mikroskopu je pouzit bodovy zdroj svétla i princip akvizice
dat je podobny. Zasadni rozdil je vSak ve fokusaci laserového paprsku, coz je
ilustrovano na obrazku 2. U TSCD se pouziva k fokusaci laserového paprsku rotujici
disk, tzv. Nipkowtv kotou¢. U moderngjSich mikroskopa jsou pouzity kotouce dva,
tehdy se jedna o typu Yokogawa. Nipkowovuv kotou¢ ma nékolik tisic dér, které maji
stejnou funkci jako konfokalni §térbina. Diky mnoha konfokalnim §térbindm je tento
systém nekdy oznaCovan jako vice paprskovy (multi-beam). Pres tyto dirky prochazi
laserovy paprsek ke vzorku, a tim je presné fokusovan vzdy na urcité misto a je stejné
jako u rastrujiciho mikroskopu snimén, tentokrat ovSsem CCD (Charge Coupled Device)

kamerou. [6] [9] [3]

Vstup pro zdroj @ — Okulir

V¥stup svetla svitls

Paprskovy filtr | G Emisni filtr ‘
Excitaéni Zdroj
filetr svetla

Okular

Dichromatické
zreadlo
Kolektorova
cocka

Vyoseny
Nipkowuv

: . Filtr - Ak
““_ Rozdélovaé paprsku . Objektiv
U

Vy¥stupni port do

-
A mikroskopu Q\A?_f-b—' & wd— Vzorek

(a) (b)

Obrazek 2 Schéma mikroskopu s rotujicim diskem (b), fez mikroskopem (a). O

1.3.1 Nipkowuv kotoué

Zakladni ¢ast TSCD se vyvinula z Nipkowova kotouce, ktery byl pivodné vynalezen
pro pfevod obrazu na analogovy televizni signal. Kotou¢ obsahuje nékolik tisic dér
usporadanych do tzv. Archimedovych spiral. Kotou¢ se to¢i rychlosti v fadu tisict
otacek za minutu, coz umoziuje velmi rychlé sniméni bod po bodu. Vyfez na obrazku 3
ukazuje, jak se otvory otac¢i do novych pozic. Proslé zafeni je na rozdil od LSCM

detekovano plosnym detektorem, nejcasteji pak CCD Cipem.
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VylepSenim systému je typ Yokogawa, tato konstrukce konfokalniho
mikroskopu obsahuje jeden kotouce navic, ktery je tvofen Cockami. Ty zvétSuji

intenzitu svétla a zkvalitiuji akvizici dat. [10]

Smeér rotace

Nipkowur disk

Konfokalni Archimedova spirila

stéerbina

Obrazek 3 Nipkowuv kotou¢ [10]

1.3.2 Detektor CCD

Pro detekci fotonii proSlych diskem se pouziva plosny detektor, ktery je tvofen
mozaikou fotodiod, ty jsou vétSinou vyrobeny z kiemiku. Pfevod fotonu na elektricky
signal se dé&je ve tfech krocich. V prvnim kroku se po ozafeni aktivni plochy detektoru
akumuluje elektricky naboj v jednotlivych pixelech. Ve druhém kroku se napfic
kifemikovym substratem pomoci napéti pfesune naakumulovany naboj do tzv. registru.
Ve tretim kroku se akumulovany naboj pfevede na elektricky proud, ten je pote zesilen
a dale zpracovan. CCD cip dokaze takto detekovat jen Cernobile, pro barvenou detekci
je zapotiebi Upravy, ta se déje bud’ pfidanim RGB filtri nebo svételnym rozdélovacem.

0

14 Srovnani LSCM a TSCD

Oba typu mikroskopt jsou na vysoké technologické arovni, avsak, diky jinému principu
snimani, maji ne€kolik rozdilnych parametrti. Jednim z hlavnich je akvizi¢ni rychlost,

ktera je nékolika nasobné vyssi u TSCD, co umoziiuje zachytit i velmi rychlé zmény ve
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scéné. DalS§im parametrem je detekCni ucinnost, ktera je opét vy$si u TSCD, diky

citlivéjsimu CCD cipu. Vyhodou LSCM je moznost volby tomografické roviny.

1.5  Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je vyvojoveé zafazena mezi klasickou optickou mikroskopii a
konfokalni mikroskopii. Hlavni rozdil oproti klasickému optickému mikroskopu je
v pouziti siln€jsiho zdroje svétla (nejCastéji vysokotlaka vybojka) a zarazeni dvou typa
filtri. Dilezitym prvkem mikroskopu je také dichromatické zrcadlo.

Jak ukazuje schéma na obrazku 4, ze zdroje svétla dopada paprsek na prvni
prekazku, kterou je excitacni filtr. Ten propusti jen danou vinovou délku spektra
paprsku. Poté tento paprsek o urcité vinové délce dopada na dichromatické zrcadlo,
které paprsek odrazi na vzorek. Dichromatické zrcadlo ma tu vlastnost, ze vinové délky
krat§i nez mezni odrazi a delsi vinové propousti, to je vyhodna vlastnost, bez které by
nemohl mikroskop fungovat. Paprsek vyvola fluorescenci na vzorku a emitované
paprsky s vyssi vinovou délkou prochazi pravé pres dichromatické zrcadlo a dopadaji
na dalsi filtr, ktery propousti pouze emitovany signal, excitacni paprsky dal nepropousti.

Poté uz signal prechazi jen na okular, kterym vzorek pozorujeme. [2]

detektor

Ty
| ckular |

. A

1

emisni filtr

dichroicke zrcad|
—_—

=

zdroj svétla

— 1 excitacni filtr

| objektiv

vzorek

Obrazek 4 Schéma fluorescen¢niho mikroskopu [14]
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1.6 Rozdily mezi konfokalnim a fluorescen¢nim

mikroskopem

U konfokalniho mikroskopu jsou kladeny vétsi naroky na pocitacové vybaveni, protoze
vysledny obraz je nutno rekonstruovat bod po bodu, pifipadné sestavit naskenované
roviny tak, aby vznikl obraz 3D. Déle je tfeba vybavit konfokalni mikroskop
fotonasobici, které budou zesilovat emitované fotony. U fluorescencniho mikroskopu je
mozno detekovat signal klasickou CCD kamerou nebo pozorovat signal v okularu
okem. U fluorescencniho mikroskopu neni paprsek osvétlujici vzorek néjak fokusovan,
takze je vzorek ozafen cely a nezaostfené body vytvareji rusivé pozadi. U konfokalniho
mikroskopu je neostry signal odfiltrovan diky tzv. pinhole, coz je bodova clonka.
RozliSovaci schopnost mikroskopu je dana vzdalenosti dvou od sebe jesté rozlisitelnych
boda. U optického mikroskopu se odvozuje spojenim Rayleighova kritéria s teorii

difrakce na kruhovém otvoru. Vztahem 0[6]
Xmin =0,61.A/nsin 0 (1)

Kde:  Aje vinova délka svétla ve vakuu
n index lomu prostredi pfed objektivem

0 je polovina vrcholového tihlu kuZzele paprskt vstupujicich do objektivu

1.7 Fluorescence

Fluorescence patfi mezi jevy, které se nazyvaji luminiscence. Je to fyzikalné chemicky
déj, ktery trva jen nékolik ns. Fluorescence je sekundarni zafeni, které vznika
v atomech, které dosahly excitovanych stavi, do kterych se dostanou, pokud piijmou
dostateCné mnozstvi energie. Pfi navratu do ustalené¢ho stavu emituji energii, a to ve
formé tepelné, nebo ve formé& vyzafeného svétla. Latky, které jsou schopny
fluorescence, nazyvame fluorofory. Specifikem je, ze vyzarené svétlo ma delsi vinovou
délku, nez svétlo, které zafeni vyvolalo. Fluorescenci znazoriuje Jablonského diagram
(Obrazek 5). V tomhle konkrétnim piipadé je excitacni svétlo modré a emitované svétlo

zelené. [2] [12] [4]
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Zakladni stav

Modré svétlo
(Vysoka energie)

Obrazek 5 Jablonského diagram [14]

1.7.1 Stokesuv posun

Stokestv posun fika, ze vinova délka excitace je kratSi, nez vlnova délka emise
(Obrazek 6). Stokestv posun nam tedy dava rozdil mezi excitaéni a emisni vinovou
délkou, ktery je charakteristicky pro kazdy fluorofor. Hlavni pficinou Stokesova posunu
jsou ztraty excitacéni energie, diky nimz dochazi k poklesu frekvence, a tim zvySeni

vlnové délky. K hlavni ztrat€ energie dochazi diky pfemené energie na teplo. [2][12]

>

StokesUv posun

—

Absorpce

Intenzita

Emise

VIinova délka

Obrazek 6 Graf znazoriujici Stokestuv posun [14]
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1.7.2 Fluorofory

Fluorofory jsou latky, které jsou schopny po excitaci emitovat svétlo o delsi vinové
délce, nez které bylo absorbovano. Fluorofory obsahuji ve svoji molekule chemickou
skupinu, ktera umi reagovat s nukleofilni skupinou. Fluorofory délime na dva typy, a to
vnéjs§i a vnitini. Prvni typ je pfitomen v piirodnim prostiedi a staci, kdyz jej vystavime
urCitému zafeni a nastane fluorescence. Tomu to typu fikdme autoflourescence a
mizeme ho pozorovat napfiklad u much. Druhym typem je sekundarni, pii které
musime nejprve pouzit fluorescencni barviva a poté vzorek ozafit svétlem o urcité
vinové délce.

S fluorofory souvisi také termin fotobleaching, tedy vybé€lovani. K tomuto jevu
dochazi, pokud pouzijeme pro excitaci pfilis silny zdroj svétla, intenzivnim svétlem jsou

fluorofory rozkladany a dochazi k jejich nenavratnému zniceni.[2][12]

Vnéjsi fluorofory

V biomedicing a celkové ve véde jsou vyuzivany hlavné vnéjsi fluorofory, ty vyvoléavaji
nevlastni fluorescenci. Vnéj§i fluorofory se deli podle vazby, kterou se vazi na
zkoumany objekt, jsou to tedy bud'to sondy nebo znacky.

Fluorescenc¢ni znacky se vazou na biomolekuly kovalentni vazbou. Znacky se
nejcastéji pouzivaji k znaceni proteini. Nejpouzivanéjsi znacky jsou FITC (fluorescein-
5-isothiokyanat) nebo TRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat,
tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat). Fluorescencni znacky se pouzivaji pro
imunologické metody.

Fluorescencni sondy se vazi na vzorky vazbou nekovalentni. Na tom jaka
fluorescenc¢ni sonda se k experimentu zvoli, je Casto zavisly uspéch experimentu. Sondy
se pouzivaji napt. ke studiu bilkovin nebo vlastnosti membran. Velmi jsou vyuzivany
k barveni DNA, protoze ta fluoreskuje jen velmi malo. K obarveni chromozomu
pouzivame napiiklad ethium bromid nebo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Typt

fluorescenc¢nich sond je nékolik tisic, naptiklad akridova oranz pro DNA. [12][2]

1.8  Mikroskop TCS SP8 X

Sady snimku pro tuto bakalafskou praci jsem poftizoval na konfokalnim mikroskopu od
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firmy Leica, konkrétné typ TCS SP8 X. Mikroskop je nadstandardn€ vybaven komorou
v které je mozné regulovat teplotu a mnozstvi CO,, nebo vlhkost, coz je vyhodné pfi
raznych simulacich prostiedi pro biologické vzorky. Jinak je mikroskop vybaven
laserem a detektory. Jako laser je pouzit tzv. bily laser (WLL). Laser umoziuje pulsni
rezim, diky kterému je mozné realizovat funkci Light gate a Lambda sken. Dale
umoziuje navolit presné rozsahy vlnovych délek pro excitaci, zarovenl je mozno
pouzivat az osm vlnovy délek. Pro zaji§téni bezproblémového provozu je pouzit anti

vibra¢ni stul, ktery eliminuje mozné chyby v méfeni. [7]

Obrazek 7 Leica TCS SP8 X [17]

1.8.1 Light gate

Jedna z hojné pouzivanych experimentalnich metod je funkce konfokalniho mikroskopu
Gating. Tato funkce umoziuje ¢asové oddéleni excitatniho a emisniho spektra. Diky
této funkci je mozné pomoci nastaveni Light gate méfit vyhasinani fluorescence v Case
(v nanosekundovych intervalech po excitaci). Snimani s nastavenim Light gate je
zalozeno na nastaveni ¢asového okna, béhem néhoz detektor (HyD) snima emitované
zateni po aplikaci excitaéniho pulsu. Pro nastaveni Light gate je nutné zadat excitacni
vlnovou délku laseru, kterd je zavisla na pouzitém fluoroforu. Sitku asového okna jsem
volil 3,5 nm, ta je nejmensi moznou. Prvni ¢asové okno tedy snimalo v case 0-3,5 ns.
Toto ¢asové okno se posouvalo po 1 ns v deviti sekvencich. Vzniklo tedy devét snimku,
prvni v Case otevieni detektoru 0-3,5 ns, druhy v ¢ase 1-4,5 ns, atd. Vice Casovych oken

nebo delsi Cas od excitace nemusime pro nase fluorofory pouzivat, protoze je po tomto
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Case intenzita fluorescence vétSinou nulova, coz dopovida i publikovanym casovym
analyzam na obdobnych fluoroforech jinych pracovist. Pokles fluorescence Casto dava
informace o prostredi, jako jsou pH, teplota nebo polarita. Z obrazku Cislo 8 je patrné,

ze pokles fluorescence by mel byt v idealnim ptipadé exponencialni. [30]

1,00

Intenzita

Fluorescence

le

Obrazek 8 Graf vyhasinani fluorescence v Case po excitacnim pulsu 0

1.8.2 Lambda sken

U funkce lambda sken konfokalni mikroskop snima sérii snimki, kde u kazdého snimku
z této série ma detektor predsazen jiny filtr, selektivné pro ur€ité pasmo vinovych délek
emise (naptiklad 15 nm pasma po sobé& jdouci od 560 do 750 nm, viz obrazek cislo 9).
Excitacni vlnova délka se voli podle barviva (stejné jako u funkce Light gate), které
pouzivame, napf. pro barvivo rhodamin volime vlnovou délku 540 nm. Dale je nutné
nastaveni §itky pasma pro jednotlivé snimky, kterou bude detektor snimat. Tato Sitka
tak limituje pfesnost (rozliseni) pro vysledné emisni spektrum barviva. Lambda sken
umoziuje najit hodnotu maximalni emisni vinové délky, coz je vyhodné zejména u

novych fluorofort. [13]
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Obrazek 9 Lambda sken s excitaci na 550 nm, detektor snima rozsah od 560 do 750 nm.

1.8.3 FLIM

FLIM je jedna ze zobrazovacich metod u konfokalniho mikroskopu. Sledujeme u ni
prumérny pokles intenzity fluoroforu v excitaci, tzn., méfime praimérny cas, za ktery se
elektron dostane z excitovaného stavu, ktery je nestabilni, zpatky do ustaleného stavu,
ktery je stabilni. Pfi FLIM se vyuziva technika TCSPC (Light-Correlated Single Photon
Counting). Tato technika méfi ¢as od excitace po ptichod fotonu na detektor. Méfeni téchto
Casu se provadi v sérii, aby bylo mozné jej statisticky vyhodnotit. Vysledkem je obraz,
vnémz jsou fotony piifazeny pixelim na zakladé ¢asu dopadu na detektor. Je to tedy
prostorové znazornéni vyhasinani fluorescence v obraze, oproti funkci Light gate, ktera
znazoriuje vyhasinani fluorescence v kiivce. Pro funkci FLIM je nutné konfokalni

mikroskop hardwarové dovybavit. [8]

2 MEZENCHYMALNIi KMENOVE BUNKY
A JEJICH ZNACENI FLUOROFORY

2.1 Nanocastice

Nanocastice, jak napovida jejich nazev, jsou ve velikosti od jednotek po stovky
nanometrt. Jsou to skupinu molekul seskladany podle pfesnych vzorci. Nanocastice
maji nejcastéji tvar kulovy, méne Casto jsou to trubicky. Pokus chceme nanocastice
cilené distribuovat v téle, musime jejich povrch obalit biologickou slozkou, diky které
se navazi na buiky v téle. Klasifikujeme je nejprehlednéji podle druhu materialu: zlaté,

stiibrné, zelezité, uhlikové, zinkové a nanocastice na bazi dalsich kovu.
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V mediciné pifindSeji nanocastice piinos hlavné v cilené distribuci 1é¢iv nebo
zvySeni kontrastu na MRI. K tomuto ucelu maji uziteCnou vlastnost - magneti¢nost,

diky které je mizeme ovliviiovat s pomoci vnéjsiho magnetického pole. [15]

2.1.1 Nanocastice (SPIO)

SPIO (Super Paramagnetic Iron Oxides) jsou pro vyzkum v biomediciné nejdilezité]si
nanocastice, protoze pronikaji pfimo do bunky a mizeme s nimi znaCit bunécné
struktury. V praxi jsou pouzivany hlavné dva typy oxidi zeleza, a to maghemit - -
Fe,O; a magnetit Fe;O4. Jejich vyhodnou vlastnosti jsou jednodoménovost a
superparamagnetismus.

SPIO se skladaji z magnetického jadra, funkéni slupky a bioaktivni latky.
Magnetické jadro se sklada nejcastéji z maghemitu nebo magnetitu, které maji
magnetické vlastnosti a umoziiuji cileny pohyb ¢astic. Funk¢ni slupka je nezbytné pro
aplikace v medicing, protoze brani reakci oxidu zeleza s krevni plazmou, zabezpecuje
lepsi kontrast v MRI a umoziiuje navazani napt. cytostatika na jadro nanocastice. Jako
funk¢ni biokompatibilni latky pouzivame napfiklad polyvinylalkohol (PVA), zelatinu
nebo kyselinu citronovou.

Jednodoménovost nanocastic znamena, ze vSechny nanoc¢éstice maji magnetické
momenty vSech atomu natoCeny do stejného sméru (smér je urCen magnetickou
anisotropii) a spolupracuji spolu skrze celou nanocastici. Tyto Castice vykazuji velky
magneticky moment, coz je vyborna vlastnost pro kontrastni latku v MRL

Superparamamgnetismus plati pouze pro nanocastice, protoze maji maly rozmer
a magnetismus pro né¢ neplati. Kazda nanoc¢astice méa nenulovou magnetizaci, kterd se
muze diky teplotni fluktuaci presunut do jiné hodnoty. Tato zména muze nastat v Case

pozorovani. [15]

2.1.2 Vyuziti nanocastic v mediciné a biologii

V medicin€ maji nanocastice velkou perspektivu, avSak prozatim jsou jen ve vyzkumu,
kde se zjistuje jejich vliv na organismus a celkova moznost vyuzitelnosti bez vedlejsich
negativnich vlivi. Nanoc¢astice nachazi uplatnéni napiiklad v cileném transportu 1€Civ.
Tim se vyrazné omezi vliv nepfiznivych vedlejSich u€inku na organismus, naptiklad u

chemoterapie, kdy je 1é¢ivo dopraveno jen do urceného postizeného mista.
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Hypertermie vyuziva toho, ze nadorové buiky jsou vice citlivé na teplo a pii
dlouhodobgjsim puasobeni tepla dochazi ke zniceni karcinomu. Nanocastice jsou
vpraveny do oblasti u¢inku diky gradientu vnéj§iho magnetického pole a poté se
aplikuje stfidavé magnetické pole o dané intenzité a frekvenci, coz zpusobi zahtati dané
oblasti.

V bunécné biologii se pouzivaji kovové nanoCastice oznacené rhodaminem
(fluorescencni chemikalie). Hlavnim ucelem je aplikovat tyto oznacené nanocastice do
bunék a nasledn€ je mozno cely komplex detekovat jak MRI metodou, tak klasicky

histologicky (fezy sviti ve fluorescencnim mikroskopu). [15]0

2.2 Fluorescen¢ni barvivo rhodamin

V této bakalaiské praci jsme pouzili kovové zelezité nanoCastice znacené prave
rhodaminem, kterého chemicky vzorec je na obrazku 10. Rhodamin B je kationtové
barvivo, jehoz excitaéni vinova délka je 540 nm a emisni vinova délka je 580 nm.
Abychom mohli spojit nanocastice s rhodaminem, musime funkcionalizovat povrch
nanocastice, napf. pomoci dextranu. Pokud méme nanocastice funkcionalizované,
smichame rhodamin s latkou DMSA (2,3 dimerkaptojantarova kyselina). Tato latka ma
schopnost siln€ interagovat s povrchem nanocastice. Smichanim vznikne smés
nanocastic obalenych DMSA s rhodaminem. Diky kyseliné obsazené¢ v DMSA maji
nanocastice negativni naboje na povrchu, ¢im se zabrani jejich shlukovani v roztoku.

(2] [31]
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Obrazek 10 Vzorec rhodaminu b
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2.3 Mezenchymalni kmenové buiky

Kmenové buiky jsou primarné nediferencované buiky, které maji schopnost se
diferencovat, tedy schopnost ménit své vlastnosti a funkéné se specializovat (tzn.
proménit se na jakykoliv jiny typ bun€k). To za normalnich okolnosti umoznuje télu
vytvaret nové bunky a opravovat tak posSkozené nebo opotiebované ¢asti tkani a organt
(krev, kuze, stfevni sliznice). Kromé schopnosti diferenciace, ktera se d¢je
asymetrickym délenim, maji taky schopnost sebeobnovy — schopnost symetrickym
délenim vytvoftit identické dcefiny buiiky. Zatimco schopnost sebeobnovy se vyskytuje
u embryonalnich kmenovych bunék, schopnost diferenciace maji fetalni a dospélé
kmenové buriky (s vyjimkami). Kombinace obou mechanizmt je u neuralnich bunék.
Embryonalni a neuralni kmenové buiiky maji neomezenou replikacni kapacitu, zatim co
dospélé prodelavaji jenom nékolik déleni.

Kmenové buriky produkuji specialni rastové faktory a cytokiny, prostfednictvim
kterych komunikuji nejen navzajem, ale taky s ostatnimi buiikami.

Mezenchymové kmenové buriky jsou multipotetntni buiiky kostni diené€ schopné
obnovovat poSkozené mezenchymalni a krvotvorné tkané. Jsou schopné se meénit
(diferencovat) na Siroké spektrum bunéénych typu, jako je chondrocyt, adipocyt,
osteocyt, osteoblast, myocyt ¢i kardiomyocyt. Mezenchymalni buiky jsou proto
vhodnymi kandidaty pro pouziti v regenerativni mediciné a bunééné terapii, kde jiz byli
vyuzity pii 1écbeé napiiklad kardiovaskularnich onemocnéni. Do jejich vyzkumu je
vkladano mnoho usili.

Tento typ kmenovych bunék se da ziskéavat z kostni drfené€, coz je podstatné
invazivni zasah, ale studie z pocatku 21. stoleti popisuji nalezy mezenchymalnich
kmenovych bunék i v pupecnikové krvi a v tkani pupecnikové Sitry, stejné€ jako v

nekterych tkanich v dospélém lidském tele (tukova tkan, atp.). [35] [36]

24 Cytoplazma

Cytoplazma je veskery obsah buiky obklopeny cytoplazmatickou membranou. Jedna se

o tekuté prostiedi buriky zahrnujici bunécné organely a dalsi bunécné struktury. Sklada
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se ze 75-80 % z vody. V ni jsou rozpustény ¢i rozptyleny rizné anorganické molekuly
(napf. ionty), enzymy, mikro a makromolekuly rozpustné ve vodé€ (stavebni prvky
bunéénych struktur, zasobni molekuly, atd.). Tvofi prostiedi pro nékteré dulezité
chemické reakce v burice. Nepredstavuje homogenni emulzi, protoze v riznych mistech
bunky lze nalézt cytoplazmu lisici se hustotou i viskozitou.

Samotna tekuta slozka cytoplazmy neobsazend v organelach se nazyva cytosol
(téz vnitrobunééna ¢i intracelularni  tekutina). Tvofi  54%  celé  cytoplazmy.
PH cytosolické vody je 7,4. U lidi se udava rozmezi 7,0-7,4 (v zavislosti napf. na tom,
zda burika roste). Viskozita cytoplazmy je piiblizn€ shodna s viskozitou Cisté vody.
V cytosolu je asi 5% vody pevné navazano na povrch ve vodé€ rozpusténych latek
(vytvaii kolem nich tzv. solvatacni obal, ktery se nepodili na osmodze a chova se odli§né
1 pfi rozpousténi latek), ale vétSina (85 %) vody uvnitt bunék se skute¢né chova jako
Cista voda.

Koncentrace ionti uvnitt bunék je Casto velmi rozdilna od koncentrace iontd
mimo bufiku: K" je hlavnim intracelularnim iontem (140 mmol/l), koncentrace Na®*, CI
aCa™ je intracelularnd mnohonasobné niZ&i. Gradienty iontd jsou podstatné pro
osmoregulaci a mezi vnitfnim a vné&j§im prostfedim buriky se neustale udrzuje
dynamicka rovnovaha, napt. diky cCinnosti sodiko-draslikové pumpy a riznych kanala,
jimiz ionty prostupuji volné.

V cytoplazmé eukaryotickych bunék se nachézi trojrozmérna sit’ - cytoskelet. Je
slozen z filament — hlavnich stavebnich soucasti: aktinova filamenta neboli
mikrofilamenta (primér cca 7nm), stfedni neboli intermediarni filamenta (primér cca
10nm), mikrotubuly (primér cca 25nm). Filamenta jsou polymerni (monomerem je
vzdy protein) a dynamické struktury (moznost polymerace a depolymerace).

Funkci cytoskeletu je mechanicka stabilizace buriky, pohyb samotné buiky a
pohyb uvnitt butiky, uréeni a udrzeni tvaru a vnitini architektoniky burky a jeji déleni.

Jeho soucasti jsou také doprovodné proteiny, které reguluji stavbu a odbouravani
filament, propojuji filamenta navzajem a pfipojuji je k jinym proteinim (napf.

membranovym). [19][20][21]

2.4.1 Lysozomy

Lysozomy jsou sférické membranové organely vyskytujici se u mnoha eukaryotnich
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organismi. Maji variabilni tvar a jsou ohraniceny jednoduchou membranou. Vznikaji
zpravidla oddélenim se z hladkého endoplazmatického retikula ¢i Golgiho aparatu.
Obsahuji pres 50 typa enzymu slouzicich k rozkladu extra- i intracelularniho materialu
—sacharidt, proteint, lipidd a nukleovych kyselin. Degraduji odpadovy material,
nadbyteCné nebo zestarlé organely, casteCky zivin nebo fagocytované virusy a bakterie.
Vnitini pH4,5 — 5,0 je udrzovano protonovou pumpou a chloridovymi kanaly v
membrané lysozomu aje kyselej§i oproti mirn¢ alkalickému cytosolu (pH 7,2), ve
kterém jsou lysozomalni enzymy neucinné. Tim je zarufeno, ze pii piipadném
poskozeni lysozomu a vyliti jeho obsahu do cytoplazmy, nedojde k samonatraveni
bunky.

V eukaryotni burice je obsazeno nekolik set lyzozomu. Rozlisujeme lysozomy:
primarni — vacky s enzymy, bez materidlu; sekundarni — podstatné veétsi, vznikaji
splynutim primarniho lysozomu s fagozomem; terciarni = autofagické vakuoly -
obsahuji zbytky materialu, ktery uz nejde rozlozit (bud’ se vylouci exocytdzou nebo
v bunce zustavaji.

Hlavnim enzymem je kysela fosfataza. DalSimi enzymy jsou nukleazy, proteazy,
glukuronidazy, hyaluronidaza, esterazy, peroxidaza, glukosidazy, lipazy, sulfatazy a
fosfolipazy. Podle stavajicich poznatki je vétSina enzymi syntetizovana na
polyribozomech drsného endoplazmatického retikula, odtud jsou transportovany do
Golgiho aparatu a po jejich modifikaci a dotvofeni jsou v podob€ vacku (jako primarni
lysozomy) distribuovany v burice. Vétsina hydrolytickych enzymu je volné rozptylena
v matrix lysozomu. Neékteré enzymy se vSak spojuji ve vétsi komplexy, a tim se
zajistuje optimalnéjsi prabéh naslednych reakci. U nékterych bunék jsou lysozomalni
enzymy vyluCovany mimo bunku a uplatiuji se pifi odbouravani riznych struktur

(prikladem muze byt pasobeni osteoblast pii remodelaci kostni tkan€). [22]

2.4.2 Fluorescencni znaceni lysozomi

Pro lokalizaci lysozomu v buiice je tieba lysozom oznacit fluorescencnim barvivem. Pro
moje méteni byl pouzit LysoTracker® Lysosome Staining Kit. Tento kit je navrzen pro
znaceni zivych lysozomi v zelené oblasti spektra s excitacni vinovou délkou 490 nm a
emisni vinovou délkou 525nm. Diky témto fluorescencnim vlastnostem je pro nas toto

barvivo nejvhodnéjsi, protoze se nebude prekryvat s excitacnim spektrem rhodaminu.
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V kitu obsazené lisotropické barvivo se hromadi v lysozomech, pravdépodobné diky
gradientnimu pH. Barvivo je hydrofobni slou€enina, snadno pronikajici do buriky, kde
zustava pevné zakotvena a takzvané se nevymyva. Po pfiliti barviva k vzorku je nutno
vzorek umistit minimalné na dvacet minut do teploty 37°C, aby se barvivo dostalo do

lysozomu. [18]

2.4.3 Médium

Pro kultivaci bunék je nezbytné jim zajistit vhodné podminky. Jednim z predpokladi
prosperity bun€k je vhodné kultivacni médium. Buriky maji vhodné podminky pro rast,
a médium tak do zna¢né miry nahrazuje extracelularni tekutinu. Tvofi nad burikami
tenkou vrstvu, takze jim umoziuje rychlou difuzi kysliku a oxidu uhli¢itého. Obsahuje
velké mnozstvi latek, které jsou nezbytné pro zivot buriky, patfi mezi né glukosa,
hydrogenuhliitan sodny, aminokyseliny a vitaminy. V naSich experimentech bylo
pouzito médium DMEM od firmy Sigma. Toto médium je ve formé sterilniho roztoku,

obsahuje 4500mg/L glukozy. [24] [29]

2.5 Bunécné prostredi a jeho vliv na rhodamin

Diky riznym vlastnostem prostiedi se muze stat, Ze je narusovan povrch nanocastic a
dochéazi k degradaci barviva vazaného pravé na povrch nanocastice. Hlavni vliv na
degradaci barviva ma pH. Je to diky tomu, ze vazba fluorescencniho barviva na
nanocastici je zprostfedkovana kyselinou. V intracelularnim prostredi jsou nanocastice
kumulovany do malych vacki. Tyto vacky jsou ve velké vétsin€ pripadu lysozomy.
Lysozomy by diky svému agresivnimu pH méli pasobit na vaznost barviva a ovliviiovat
vlastnosti fluorescence. Nanocastice jsou také zastoupeny v cytoplazmé, ta ovSem nema
tak agresivni pH a neméla by ovliviiovat fluorescen¢ni vlastnosti.

Podle studie [32], pisobenim makrofagi na fluorescenéné znaené nanocastice
byl indukovan pokles signalti nitrobunécné fluorescence, zatimco obsah Zeleza zustal
nezmeénény. Protoze fluorescencni znacka byla kovalentné navazana na
carboxydextranovy obal nanocCastic oxidu zeleza, snizend intenzita fluorescence
naznaCovala degradaci carboxydextranového obalu castic. A skute¢n€, podle analyzy

pomoci DLS (Dynamic light scattering), prumér nanocastic ziskanych z makrofagt
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poklesl 0 50% za 3 dny. Analyza fluorescencni mikroskopii ukazala, ze nanocastice byli
omezené na vacky obsahujici o -glukosidazu a ze a-glukosiddza ananocastice se
vyskytuji v lysozomech spolu.

Pro zjisténi, jestli je enzym a-glukosidaza schopny degradovat
carboxydextranovy obal nanocastic, byli nanoc¢astice vystaveny (10 mg Fe/ml) vlivu
rekombinantni o -glukosidazy (0,5 mg/ml). V pribéhu 2 hodin, enzym zredukoval
pramér Castic 050% (p < 0.01). Naproti tomu, kdyz je pfitomny inhibitor o -
glukosidazy N-butyl-DNJ, nenastala zadna degradace carboxydextranového obalu, coz
sveéd¢i otom, ze degradace obalu castic byla specificky zprostfedkovana o -

glukosidazou.[32]

3 METODY MERENI A HODNOCENI
FLUORESCENCNICH PARAMETRU

Hlavnim cilem prace bylo analyzovat maximum emisniho spektra fluoreskujicich SPIO
nanocastic potazenych rhodaminem (FeNV-R, dodavatel RCPTM Olomouc, vzorky
definované v kap. 2.2) spolu s analyzou vyhasinani fluorescence téchto vzorka. A dale
analyzovat, jak jsou vlastnosti fluorescence ovlivnény riznymi okolnimi podminkami.
Jedna se zejména o riznou prostorovou distribuci v buiice a organelami, ve kterych se
barvivo nachazi. Tato stabilita fluorescence je velmi dulezita pro budouci histologické
analyzy a tzv. tracking znaCenych bunék v zivych nebo ex-vitro extrahovanych tkanich.
Degradace fluoroforu by znesnadnila analyzu znafenych bunék fluorescencnimi
mikroskopy.

Ve své praci jsem piipravil bunééné jednoduchou metodou znaceni, kdy buriky
byly po 24 hodin inkubovany s nanocasticemi (koncentrace 20 ug/ml) a samovolné se
inkorporovali do wvnitiniho prostoru buriky. Druhy den po naznaceni byly buriky
presazeny na konfokalni misku a analyzovany (u jednoho vzorku bylo piesazeni
realizovano az za 2 tydny — viz vysledky v kap. 4.2.3). Ve své praci jsem zvolil pro
kvantitativni analyzu fluorescen¢niho signalu dvé metody. V prvni jsem hodnotil peak
emisniho spektra za pouziti metody Lambda scan. Ve druhé metodé jsem hodnotil

vyhasinani fluorescence pouzitim metody Light-gate. U téchto dvou metod jsem
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zaroven hodnotil 1 primémou intenzitu fluorescence v ROIL Dalsi z metod pro
hodnoceni fluorescence jsou polarizace, koherencni vlastnosti nebo maximalni intenzita
fluorescence. Cilem prace bylo také navrhnout uzivatelsky jednoduchou aplikaci, aby
spektralni charakteristiky fluorescence v jednotlivych mistech naskenovanych vzorkt
mohl analyzovat i uzivatel-biolog. Diky tomuto programu budou uzivateli postacovat
pro detailni analyzy exportovana data z konfokalniho snimani ve formatu tiff a klasické

PC a nemusi mit k dispozici naro¢ny software Leica a vypocetni stanici mikroskopu.

3.1  Spektralni sken

Pro ziskani snimk emisniho spektra jsem vyuzil funkci konfokalniho mikroskopu
Lambda sken. Po spusténi softwaru je nutno zvolit nékolik parametri, za kterych bude
meéteni probihat. Nejprve je nutné zvolit objektiv, k mému méfeni jsem pouzival HC PL
APO CS2 63x/1.40 C. Pro detekci fotond jsem pouzival HyD na kterém jsem volil
citlivost gainu podle aktualnich podminek. Citlivost gainu je dilezita pro ziskani
kvalitnich dat z horSich obrazovych scén. DalSim dulezitym parametrem je vykon
laseru, ten jsem vétSinou volil mezi 1-2 % s vinovou délkou 540 nm, coz je excitacni
vlnova délka rhodaminu. Jako akviziéni mod jsem pii spektralnim skenu volil
xylambda, skenovaci rychlost byla 100 Hz a forméat dat 1024 x 1024 (n€kdy 512 x 512).
Zasadnimi parametry spektralniho skenu jsou zacatek a konec detekce, u mych meéteni
to bylo 455 a 655 nm, tedy pfiblizné emisni spektrum pro rhodamin. Pocet kroku
(snimkl) jsem vétsinou volil 16. Toto nastaveni nam davalo rozsah jednoho snimku

12,5 nm. Ukazka nastaveni v softwaru Leica je na obrazku 11.
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Obrazek 11 Ukazka softwaru mikroskopu Leica pro nastaveni Lambda skenu

3.2 Light gate

Pro funkci Light gate jsem pouzival stejny objektiv jako u Lambda skenu, nastaveni
laseru bylo také totozné. Jako akviziéni mod jsem volil xyz se sekvencnim nastavenim.
Skenovaci rychlost byla volena 600 Hz pro zivé nahledy a 100 Hz pro sniméni dat
s rozliSenim 1024 x 1024 (vyjimecné 512 x 512). Na HyD bylo nutné nastavit pocet
casovych oken, ve kterych bude dochazet ke sbéru dat. U mého méfeni jich bylo devét,

pficemz kazdé okno mélo délku 3,5 ns s krokem 1 ns. Pfiklad nastaveni na obrazku 12.
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Obrazek 12 Ukazka softwaru mikroskopu Leica pro nastaveni HyD 1.

3.3  Vysledky prace s konfokalnim mikroskopem

Snimky na konfokalnim mikroskopu byly pofizovany od listopadu 2014 do konce
kvétna 2015. Na prabézné pofizovanych datech jsem dolad’oval software a zaroveri
hodnotil parametry fluorescence rhodaminovych nanocastic FeNV-R (dodavatel
RCPTM Olomouc). U vybranych méfeni jsem u buiky s nanocasticemi (emise
rhodaminu je v Cervené oblasti) provedl dodate¢né zvyraznéni lysozomi (zelena
fluorescen¢ni znacka LysoTracker), aby se potvrdilo, Ze nejvétsi intenzity fluorescence
jsou pravé v lysozomech. Snimky byly vyexportovany vzdy ve formatu TIFF, tento
format dat je vyhodnéjsi nez naptiklad JPEG, kvili bezeztratové kompresi dat.
Vyexportované snimky jsou typu uint8 (0-255), a to bud’ Sedotonové, nebo typu RGB.
Nize uvadim priklady dat. Prvni sada snimk( (Obrazek 13) ukazuje vyhasinani
fluorescence a druhd sada (Obrazek 14) spektralni sken. Na obou snimcich jsou

viditelné shluky bunék.
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C Di

Obrazek 13 Ukazka prvnich ¢tyf snimkt ze sady pro hodnoceni poklesu fluorescence. Snimky

v odstinech Sedi (0-255). Snimek A 0-3,5 ns, B 1-4,5, C 2-5,5 ns, D 3-6,5 ns.
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Obrazek 14: Ukazka prvnich ¢tyt snimki pro hodnoceni spektralnich zmén. Snimky v odstinech

Sedi (0-255). Snimek A na 455-467,5 nm, B467,5-480 nm, C 480-492,5 nm, D 492,5-510 nm.

3.4  Program pro analyzu snimki

Nejprve jsem navrhnul algoritmus, ktery umozioval volbu oblasti zajmu ve snimku
(ROI). V té&chto ROI jsem poté srovnal emisni spektra a pokles fluorescence. Na vstupu
byla tedy sada snimk( emisniho spektra a na vystupy graf s kiivkami pro emisni
spektrum. Pro vyhasinani fluorescence byla na vstupu sada snimkd poklesu
fluorescence a na vystupu graf s vyhasinanim fluorescence v Case.

Do bakalafské prace bylo tieba tento program pievést do uzivatelského prostiedi

s pomoci Matlabu — Guide. Déle bylo tfeba upravit tento program, aby umozioval
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uzivateli volbu nastavenych parametrd, jako je rozmezi detektoru pro emisni spektrum a
intervaly otvirani detektoru u Light gate.

Pro efektnéjsi znazornéni grafickych vystupi jsem zvolil moznost hodnotit
spektralni ¢ast pomoci tzv. pseudobarevnych snimka, které umoziuji hodnotit emisni

spektrum bez vybéru oblasti z4jmu, jen na zakladé barevné skaly pro vinovou délku.

3.4.1 Popis programu a blokové diagramy

VibErslodky s obrazy —»  Wjb&r ROI{Sx) |— > Vytvofenimasky |— >  Vjpodetspekier |—» YYKresienispektery

grafu
Obrazek 15 Blokovy diagram pro vybér oblasti zajmu
Wybér slozky s obmzy Wﬂﬁﬁﬁm&:‘:rﬁﬂ == }—)l m%b&eggvmnﬁce }—)[ Vykresleni pseudobarevného snimku

Obrazek 16 Blokovy diagram pro pseudobarevné znaceni podle emisniho spektra

Na zacatku programu bylo nejprve nutno nacist sadu snimkt. Pro spektrum jsem nacital
rozdilné pocty snimkd, proto bylo nutno tuto podminku zahrnout, pro vyhasinani
fluorescence bylo vzdy nacteno devét snimkt. Dal§im krokem bylo nacteni prvniho
snimku, na kterém bylo mozno vybrat ROI. Zvolil jsem pét oblasti, coz je dostacujici
poCet pro moje mefeni. Pro ROI byla vybrana funkce imfreehand, tato funkce
Matlabu vytvoii masku, se kterou muzeme dale pracovat. Muj program masku
z prvniho snimku, kde jsem si zvolil ROI pfenese do vSech snimka ze souboru. Hlavnim
krokem je urCeni primérné intenzity v ROI, k tomu byla pouzita funkce mean?2, ktera
nam da na vystupu primeérnou intenzitu jasu z oznacenych pixelt. Tyto praimérné jasy
se v zavéru vykresli do grafu, a tim ziskame porovnani primeéru intenzit z kazdého ROL

Pro apravu sady obrazii na pseudobarevny snimek bylo opét nutno vytvorit
ImageArray. Navic byly snimky pfevedeny na Sedotonové z formatu uint8 na double. K
vytvareni dat pro pseudobarevny snimek byl nutny for cyklus, ktery ukladal maximalné

intenzivni pixely zpozic m, n na vSech snimcich. Bylo tedy nutno porovnat
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1024x1024x16 pixelt pii 16 snimcich, coz znacné prodlouzilo vypocet. Po srovnani
vSech pixelti byly body s maximalni intenzitou uloZzeny do nové matice. K této matici
byla pfifazena pseudobarvena Skala.

Pro sumaci obrazu jsem pouzil jednoduchy skript, ktery seCte dva snimky. Pro
nastaveni prahu bylo nutno pouzit funkci mat2gray, kterd prevedla snimek na
hodnoty od nuly do jedné. V tomto snimku jsem zvolil prah, ktery volil nadprahové

hodnoty jenz byly ukladany do nové matice.

3.4.2 Prace s programem

Po spusténi programu (Obrazek 17) je nejprve nutné zadat do kolonky pod napisem
Zobraz snimek Cislo snimku, ktery bude zobrazen pro volbu ROI. Poté stiskem tlacitka
Vyber slozku nacist sadu snimkii. Soubor s t€émito daty nemusi byt ulozen spolecné
s programem, je mozno ho mit libovolné€ na disku, podminkou je aby data byla sefazené
a slozka obsahovala jen sadu snimku. Po vybéru slozky se automaticky vykresli zvoleny
snimek. Do tohoto snimku se zakresluji oblasti zajmu (nastaveno pét). Pro vybér je
mozno pouzit pfiblizeni, které je umisténo v levém hornim rohu. Po vybéru ROI uz jen
staci kliknout na tlacitko spektrum, nebo vyhasinani fluorescence - zalezi na nacteném
typu dat. Po kliknuti se vykresli graf v pravé Casti okna. Pro pfesnéjsi hodnoceni kiivek
je mozné pouzit kurzor v pravém hornim rohu.

Pro zobrazeni pseudobarevnych snimkt (Obrazek 18) je nutno nejprve zadat
snimek, ktery ma byt vykreslen. Poté nacist sadu spektralnich snimkia. Po uspésném
nacteni je nutno kliknout na tlacitko Pseudobarveni spektra. Nacte se nové okno,
ve kterém se nastavi velikost prahu (doporucuji 0,01) a dale uz jen zacatek a konec
emisniho spektra. Interval emisniho spektra je nutné znat pro spravné piirazeni
pseudobarevnych zmén. Ve vykresleném snimku se da piiblizit a oddalit libovolna

oblast. Tlacitkem Reset je mozné vynulovat aktualni nastaveni.
Komponenty v grafickém rozhrani

Zobraz snimek — Urci zobrazeny snimek

Vyber slozku - Zobrazi okno pro vybér slozky se snimky
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Pseudobarveni spektra - Prejde do grafického rozhrani pro pseudobarevné snimky
Reset - Zrusi aktualni nastaveni

Emisni spektrum - Zobrazi kiivky emisnich spekter

Vyhasinani fluorescence - Zobrazi kiivky poklesu fluorescence

Zadej vinovou délku otevieni detektoru [nm] — PocCatecni emisni vinova délka
Zadej vinovou délku uzavieni detektoru [nm] — Konecna emisni vinova délka
Zadej krok snimani detektoru pri délce okna 3,5 ns [ns] — Cas mezi jednotlivymi
okny

Prah — Doporucena hodnota 0,01

Minimalni emisni vinova dalka - Poc¢ate¢ni emisni vinova délka

Maximalni emisni vinova délka - Konecnéa emisni vinova délka

Start - Spusti tvorbu pseudobarvenych snimka

Reset - Zrusi aktualni nastaveni

B Guicko 02 T T - - e |
%S B E

Zobraz snimek —wysledk

Emisni Spektrum

[ woersozu | 5 psewsonarvenispers | [ SR 005 ; r ' ! . T ;
ROl —— RO
Zatej vinovou déku Zadej vinovou délku uzavien L Ro?

ctevFeni detektoru [nm] detekteru [rm]

Primér

hadnaty
Jasu 0.03
pixelu

Zadsj ok srimén deteRoru DU g0
i déice okna 3,5 ns [ns]

545 655

0.01

L L L I
570 580 590 600 610 620 630 640 650

‘inowa délka [nm]
Vyhasinani Fluorescence

L L
550 560

Primér
hodnaty
Jasu
pixelu
1

Cas [ns]

Wyber ohlast T8jmu Sx (RO

Obrazek 17 Grafické prostiedi s nastavenim pro emisni spektrum
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pseudogui
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Obrazek 18 Grafické prostiedi pro pseudobarevné snimky
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4 HODNOCENI VYSLEDKU A DISKUZE

Za pouziti dfive zminénych metod a programu byly hodnoceny fluorescenéni
parametry. Slovni a grafické hodnoceni fluorescencnich snimkil bylo shrnuto v této
posledni Casti prace. Do této kapitoly byly vlozeny ukazky snimkt vyexportovanych
z konfokalniho mikroskopu. Vzdy byl vlozen jen jeden nejintenzivnéj$i snimek z celé
sady, méné intenzivni nemélo smysl vkladat, protoze by v ti§t€né verzi nemély

dostate¢nou vypovidajici hodnotu.

4.1 Hodnoceni vyhasinani fluorescence v riznych

oblastech zajmu

Oblasti zajmu byly urCovany tak, Ze muselo byt vzdy mozné porovnat emisni spektrum
barviva v cytoplazmé, médiu (tj. vné bunky) a ve shlucich nanocastic ulozenych
pravdépodobné v lysozomech. Cytoplazma byla lokalizovana v oblastech uvnitt buriky
s mensi intenzitou jasu, shluky nanocastic byli intenzivné€ svitici tecky a oblast média
byla libovolné volena vzdy mimo oblast buriky.

Obrazek 19 reprezentuje snimek v ¢ase 0-3,5 ns. Tento prvni snimek méa nejvetsi

intenzitu jasu a proto byl vlozen pro ilustraci.
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Obrazek 19 Ukazka snimku ziskana funkci Light gate v ase 0-3,5 ns Rozliseni snimku 1024 x
1024. Na snimku je mozno vidét buiikku a shluky nanocastic v médiu. Snimek byl

upraven zvysenim jasu o 40 %.

45



4.1.1 Vyhasinani fluorescence v riuznych ¢astech snimku

Na grafu (Obrazek 20) je znazornéno pét kiivek s vyhasinanim fluorescence, pficemz
kazda kiivka odpovida jedné oblasti zajmu (barevna shoda). Z grafu je patrné, ze pokles
fluorescence je exponencialni u vSech kiivek, av§ak v ROI2,3 urcuyjici shluk nanocastic
pravdépodobné uvnitt lysozomu je pokles nejrychlejsi. Méni se také hladina pramérné
hodnoty jasu pixelu. Nejvétsi intenzita je ve shlucich nanocastic (zelend, ervené barva
vybéru). Modra oblast (ROII)urcuje oblast cytoplazmy. Svétle modra a fialova urcuji
oblast média (ROI4,5).

Vyhasinani Fluorescence
T T

0.12 T T

— RON

01

Primeér 0.08
hodnoty

jasu

pizelu 0.06

01

0 34 4.5 55 6.5 75 8.4 95 105
Cas [ns]

Obrazek 20 Graf vyhasinani fluorescence. ROI2,3= shluk ¢astic; ROI1= cytoplazma; ROI4,5=

médium.
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Wyber oblast zamu 5x (ROI)

Obrazek 21 Snimek s vyzna¢enymi oblastmi zaajmu (ROI) korespondujicimi s obrazkem 20

4.1.2 Vyhasinani fluorescence na periferii a v centru bunky

Pfi tomto hodnoceni bylo ROI voleno v centru buiiky a na jeji periferie (Obrazek 23).
Byl predpoklad, ze by zde mohlo dochazet ke zménam fluorescence. V centru buriky
jsou oblasti ohraniCeny modrou a zelenou barvou. Z grafu (Obrazek 22) vSak mizeme
vidét, ze vSechny kiivky jsou exponencidlni a dochéazi jen zanedbatelnym zménam

v prumérné hodnot€ jasu pixelu.
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Vyhasinani Fluorescence
T T

T T T

— RON
—— ROIZ
— ROI3 ||

Priimér ROI4
hadnoty I — ROIS H
jasu
pixelu

[0;1]

0.1 T T

0 | |
0 3.5 4.5 5.4 6.5 7.5 8.5 9.5 10.5

Cas [n=]

Obrazek 22 Graf vyhasinani fluorescence v oblasti buiikky. ROI1,2= centrum buriky; ROI3,4,5=
periferie burky.

o5 O

Wyber oblast zéjmu 5x (ROI)

Obrazek 23 Oblasti zajmu odpovidajici obrazku 22

4.2 Hodnoceni emisnich spekter

Pro hodnoceni spektralnich zmén bylo nameéfeno 16 snimka (tj. 16 snimkd v 16 raznych

intervalech od 455 do 655 nm). Tento pocet snimkti byl optimalni, vice by jen
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zpomalovalo program a nepfinaselo by vyrazny benefit. Hodnoty vinovych délek nad
655 nm nemélo smysl zaznamenévat, protoze v této oblasti jiz nebylo detekovano zadné
meéfitelné emisni zafeni. Na grafech byla hodnocena vyska vSech peaku, ktera urCovala
emisni maximum vS§ech ROIL Emisni maximum bylo hodnoceno také vzhledem k ose x.
Bunky byly standardné snimany den po inkorporaci Castic do buriky. Pro srovnani byly

nasnimany buiky dva tydny po obarveni. Obrazek 25 ukazuje snimek se standartni

dobou méfeni po nabarveni.

Obrazek 24 Mezenchymalni kmenova buiika s e shluky nanocastic v médiu. Ukazka tretiho
snimku z Lambda skenu na maximalni emisni vinové délce. Rozliseni snimku je 512

x 512. Snimek byl upraven zvySenim jasu o 40 %
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4.2.1 Hodnoceni spektra v riznych ¢astech snimku

Bunky byly standardné snimany den po znaCeni. V tomto hodnoceni spektralnich zmén
byly vybirany oblasti zajmu za ucelem zhodnotit spektralni kiivky v médiu, cytoplazme
a lysozomech. Kvili tomu byly voleny oblasti zajmu mimo buriku v oblasti média.
V burice na nejintenzivnéjSich mistech urCujicich shluky nanocastic (modra, zelena) a
na mén¢ aktivnich mistech cytoplazmy (Cervena). Oblast média byla oznacena fialovou
a svétle modrou barvou. Podle kiivek v grafu na obrazku 25 je vidét, ze k posunu
spektra nedochazi. Rozdily jsou jen v primérné hodnoté jasu pixelu, kde nejvyssich

intenzit dosahuje oblast buriky (nanocastice a cytoplazma).

Emisni Spektrum

0.1 — RON

— ROI2
0.08 ROI3
Primér : - RO
hodnoty
[E= 0.06 ROI5
pixely

;1
ol 0.04

0.02

550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

Winova délka [nm)]

Obrazek 25 Graf emisnich spekter s maximalni vinovou délkou 560 nm. ROI1,2= shluky
nanocastic; ROI3= cytoplazma; ROI4,5= médium.
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YWyber oblast zéjmu 5x (ROI)

Obrazek 26 Snimek ukazuji oblasti zajmu ke grafu na obrazku 25.

4.2.2 Hodnoceni spektra na periferii a v centru bunky

Pouzité buriky byly standardné snimany den po inkorporaci. V tomto méfeni bylo
hodnoceno, zd4 pozice v burice ovliviiuje emisni spektrum barviva. Na periferii byly
oblasti z4jmu v analyzacnim softwaru oznaceny cervenou, fialovou a svétle modrou
hrani¢ni linkou, v centru buriky zelenou a modrou hrani¢ni linkou. Po spusténi vypoctu

a vygenerovani grafti op€t dochazi jen ke zménam v primérnych hodnotach jasu pixelu.
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Emisni Spektrum

T T T T T T T T T I I

005 \ — RO

’ X 560.7 ROI2

¥ 0.03829 — ROI3

Primér 0.04 ROI4
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[EE0

pixel 0.03 N

[31]

0.02

0.01

| | 1
550  hBBO 570 580 580 600 610 620 630 640 650D

Yinova délka [nm]

Obrazek 27 Graf emisnich spekter s maximalni emisni vinovou délkou 560 nm.

Wiyber ohlast zajmu Sx (ROl

Obrazek 28 Znazornéni ROI v burice, Cervena, fialova a svétle modra na periferii buiiky, zelena

a modra ve stfedu buiky.

4.2.3 Hodnoceni spektra u starsiho bunécného vzorku
K tomuto hodnoceni byly buiiky snimany dva tydny po znaceni. Excitacni vinova délka
u toho vzorku mezenchymalni kmenové buiiky byla 540 nm a rozsah emisniho spektra

545-655 nm. Emisni spektrum zistava ve vSech ROI u daného vzorku stejné, takze
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v burice k posunu spektra nedochéazi. Avsak kdyz tyto maxima srovname s prechozim
meétfenim (buiiky snimané standardné den po nabarveni). Je maximum emisniho spektra

posunuto o 16 nm.

Emisni Spektrum

— RON
— ROI2
)y —— ROI3
Priimeér X 576.4
hodnaty 00147
jasu 0.015 u
pixelul
[3;1]

0.01

0.005

1 1 1 1 1 1 ! ! ! ! i
550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

Winova délka [nm]

Obrazek 29 Graf emisnich vinovych délek s maximalni emisni vlnovou délkou 576 nm.

Wyber oblast Zaimu Sx (RO

Obrazek 30 Oblasti zajmu pro graf na obrazku 29.

4.3  Znaceni lysozomii

Pro lokalizaci lysozomu jsem vyuzil LysoTracker®. Tento kit umoziuje zviditelnéni
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lysozomt v burice. Obrazek 31 ukazuje mezenchymalni kmenovou buriku, snimek

vlevo nanocastice obarvené fluorescencnim barvivem, snimek vpravo s lysozomalnim

barvivem (LysoTracker® Lysosome Staining Kit).

Obrazek 31 Vlevo snimek z Lambda skenu. Vpravo fluorescenéni snimek bunky

s lysozomalnim barvivem. Snimky ve formatu 1024 x 1024.

Obrazek 32 Vlevo sumace snimki z obrazki 31. Vpravo snimek 32 s prahem 0,2.

Pro lokalizaci lysozomu jsem zvolil nejprve prekryv snimkd. Z kterého mizeme

pfiblizné vidét prekryti znacenych lysozomu a intenzivnich bodii z Lambda skenu. Pro
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lepsi znazornéni jsem pridal sumaci obou snimku a pouziti prahu. Prah jsem u obrazku
32 zvolil 0,2, coz byla optimalni hodnota. Oblasti prekryvu jsou viditelné na snimku
zluté (lysozomy). Nevyhodou je, Ze oba snimky byly snimany s malym casovym
intervalem (s) a v prab&hu tohoto ¢asu doslo k posunu vzorku a tim nepfesné lokalizaci
lysozomil.

Obrazek 33 ukazuje moznost konfokalniho mikroskopu vicekanalového snimani.
Cervena barva znazorfiuje nanoCastice obarvené rhodaminem a zelena barva

fluorescecnéni barvivo pro znaceni lysozomu (LysoTracker® Lysosome Staining Kit).

Obrazek 33 Shluk bunick na snimku s rozliSenim 1024x1024 pofizen pii

pouziti dvou detektori.
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4.4 Pseudobarevené znaceni podle emisniho spektra

Pro vznik pseudobarevnych snimkd byl vytvofen program (viz kapitola 3.4.1).
Pseudobarevné znaceni je efektnim nastrojem pro znazornéni emisniho spektra, avSak
presnéjsi je vyuziti vybéru oblasti zajmt. U pseudobarveni mize mit vliv na vysledny
obraz napt. Sum. Na obrazku 34 je ukazka snimku pouzitého pro pseudobarveny snimek
(Obrazek 35) na maximalni emisni vinové délce 576 nm. Sada snimka byla pofizovana

s excitacni vinovou délkou 540 nm a rozsahem emisniho spektra 545-655nm. Snimek

byl pofizovén cca po dvou tydnech od barveni.

Obrazek 34 Mezenchymalni kmenova burika s rhodaminem.Ukazka patého snimku z Lambda

skenu s nejvétsi intenzitou jasu. Rozliseni snimku je 1024x1024.
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Obrazek 35 Pseudobarevné znazornéni emisniho spektra s rozsahem emisniho spektra 545-655

nm s prahem 0,03.

4.5  Srovnani hodnoceni spektra pomoci ROI a

Pseudobarev

Z Obrazku 35 je vidét ze maximalni emisni vinova délka je kolem 570-580 nm.
Maximalni emisni vinova délka je vSak presné 576 nm, (viz 4.2.3), pokud tedy srovnam
meéfeni emisnich maxim fluorescence za pouziti vybéra oblasti zajmd a hodnoceni
pomoci pseudobarevnych snimka. Lepsi pro pfesné hodnoceni posuvu spektra je

moznost vybéru oblasti zajmu. Pseudobarevné snimky jsou efektn€jsi, a mohou nam

2

slouzit hlavné jako rychla orientace o emisnich maximech.
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5 ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo ovéfit, jaka je stabilita fluorescencniho barviva. Jako
vzorky byly pouzity mezenchymalni kmenové buiky. Jako fluorescen¢ni barvivo byl
pouzit rhodamin navazan na Zzelezité nanocastice. Fluorescencni snimky byly
pofizovany na konfokalnim mikroskopu od listopadu 2014 do konce kvétna 2015. Pro
hodnoceni fluorescencnich vlastnosti bylo vyuzito funkci konfokalniho mikroskopu
Light gate a Lambda sken. Tyto funkce umoziovali zisk dat pro vypocet kiivky Casu
vyhasinani fluorescence a emisniho spektrum. Jako nastroj pro vyhodnocovani dat byl
pouzit program Matlab.

Na vSech snimcich, které jsem na konfokalnim mikroskopu naméfil, se ukazalo,
ze s volbou riznych prostredi nedochazi ke zménam v kfivce vyhasinani fluorescence,
ani k posunu emisniho maxima spektra v ose x. Ke zménam dochézelo pouze na Grovni
prumérnych hodnot jasu pixelu, ktera se meénila s prostfedim. Nejvétsi intenzity bylo
dosazeno ve shlucich nanocastic uvnit bunky, tedy v oblasti lysozoma. Coz je dano
tim, ze se nanoc¢astice shlukuji v lysozomech a pii vétsi prostorové koncentraci barviva
dochazi k jeho vét§imu vyzateni.

Ke spektralnim zménam dochazelo, pokud jsem srovnal preparat méfeny den po
inkorporaci s preparatem meérenym dva tydny po inkorporaci. U déle barveného
preparatu se maximum emisniho spektra posunulo v ose x. Tato zména byla v oblasti
Casové, coz nebylo pfedmétem této bakalarské prace.

Z vysledkt mohu konstatovat, ze fluorescencni barvivo je stabilni, jeho vazba na
nanocastice je silna a za normalnich podminek nepodléhéd degradaci. Jako rozsifeni této
prace by bylo vhodné barvivo vystavit agresivnéj§im podminkdm piidanim etanolu

nebo a-glukosidazy.
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