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ABSTRAKT

Teoretickd Cast bakalarské prace obsahuje popis vlivu reaktivnich kyslikovych radikali
(ROS) na oxida¢ni stres u mitochondrii a nasledky pouziti antibiotik pfi kultivaci bu-
nécnych linii. Bunécnou linii studovanou v této bakalarské praci je bunécna linie mezen-
chymaélnich kmenovych bunék (MSCs). V praktické ¢asti je popsan postup provedeného
experimentu — pasazovani, kultivace a barveni bunék. Navrzeny experiment byl zopa-
kovan s dostatecnym poctem opakovani. Nasnimané snimky konfokalnim mikroskopem
byly zpracovany v programovacim prostfedi MATLAB.

KLICOVA SLOVA

Mitochondrie, ROS, Oxidaéni stres, Antibiotika, MSCs, Kultivace bunék, Konfokalni
mikroskop

ABSTRACT

The theoretical part of this bachelor’s thesis contains a description of the effect of
reactive oxygen species on oxidative stress by mitochondria and the consequences of
antibiotics use in cell line culturing. The cell line studied in this bachelor’s thesis is
the mesenchymal stem cells (MSCs). The practical part describes the procedure of the
experiment including cell culturing, passaging and cell labeling. The proposed experiment
was repeated with sufficient number of repetitions. Finally, confocal microscopy images
were processed in the MATLAB programming environment.
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Mitochondria, ROS, Oxidative stress, Antibiotics, MSCs, Cell cultivation, Confocal mi-
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Uvod

Mitochondrie jsou malé bunécné utvary s radou dulezitych funkci. Mezi ty nejdiile-
ukladani vapniku a vliv pri bunééném starnuti. Jsou hlavnim zdrojem reaktivnich
kyslikovych radikald a zaroven jejich cilovym mistem.

V mitochondridlnim dychacim fetézci vznikaji reaktivni kyslikové radikaly pre-
devsim na komplexu I a ITI. Pfi nadmérné produkci reaktivnich kyslikovych radikala
bunka trpi oxida¢nim stresem, dochézi k jejimu poskozeni a ptripadné az k bunécné
smrti. Poskozeni DNA oxidacnim stresem se poji s fadou chorob a onemocnéni.
Nizké hladiny reaktivnich forem kysliku jsou ale prospésné napriklad k zneskodnéni
virtt a nadorovych bunék.

Nadmérné mnozstvi reaktivnich kyslikovych radikali zptisobuji také mnoha an-
tibiotika. RozlisSujeme dva zdkladni druhy antibiotik — baktericidni a bakteriosta-
ticka. Oba dva druhy cili na mitochondrie, ale mitochondrialni dysfunkci vyvolavaji
pouze baktericidni. Antibiotika, zejména penicilin-streptomycin, se pridavaji do kul-
tivacnich médii predevsim k niceni a blokovani rustu bakterii.

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, jak mitochondrie mezenchymélnich kme-

novych bunék reaguji na zvysené mnozstvi antibiotik pii kultivaci.
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1 Mitochondrie

Nézev mitochondrie vznikl spojenim dvou feckych slov ,mitos* (vldkno) a ,,chondro*
(zrno). Mitochondrie podle endosymbiotické teorie vznikly z volné Zijicich aerobnich
bakterii pomoci endocytozy v eukaryotickych hostitelskych bunkach pred miliony
lety. Jednd se malé organely s velikosti 3-4 pm a pramérem 1 pm, které tvori trubi-
covitou sit. Jejich tvar a rozméry jsou pomérné variabilni. Jsou obsazeny ve vétsiné
eukaryotickych bunék. Povazuji se za energeticka a dychaci centra v bunce. Jejich
pocet se lisi v zavislosti na druhu bunky. Nejvétsi mnozstvi mitochondrii maji bunky,
které potrebuji velké mnozstvi energie. Jedna se napriklad o bunky srdecni svaloviny

a nervové bunky. Naopak ¢ervené krvinky nemaji mitochondrie vibec. [I] [2]

1.1 Stavba

Podrobny morfologicky popis mitochondrii byl mozny az s objevenim elektronového
mikroskopu. Pomoci néj byla objevena dvojita membrana a kristy, které jsou vidi-
telné na snimku z elektronového mikroskopu na Obr. [1.2] [1]

Jejich sténa je tvorena dvéma vrstvami fosfolipidové membrany — vnéjsi a vnitini.
Kazd4a z nich ma jinou roli. Vnéjsi membrana je volné propustna pro malé molekuly.
Veétsi molekuly jako jsou bilkoviny musi byt transportovany do mezimembranového
prostoru mitochondrie pomoci enzymatického TOM komplexu. Vnéjsi membrana
obsahuje proteiny zvané poriny a nachézi se v ni fada enzymu s ruznou funkci. Diky
porum nenajdeme na vnéjsi membrané zadny potencial. Vnitini membrana obsa-
huje proteiny se tfemi funkcemi — proteiny s ucasti oxidacnich reakci transportu
elektroni, ATP—syntazu a transportni proteiny. Vnitini membrana neobsahuje po-
riny jako ta vnéjsi a stava se tak pro radu molekul nepropustna. Molekuly tedy pro-
chéazeji membranou pomoci selektivnich transportnich prenasecti. Obsahuje komplex
TIM umoznujici prenos molekul skrze ni do mezimembranového prostoru. Na vnitini
membrané se diky selektivité vytvari membranovy potencial. Prostor mezi obéma
membranami se oznacuje jako mezimembranovy prostor. Dalsi ¢asti mitochondrie je
matrix. Jedna se o hustou hmotu bohatou na bilkoviny obklopenou vnitfni membra-
nou. V matrix dochdazi k replikaci DNA, transkripci, biosyntéze proteini a enzyma-
tickym reakcim. Vnitini membréana je zprohybana v kristy, které slouzi ke zvétSeni
povrchu vnitini membrany a zasahuji hluboko do matrix. Membrany krist obsahuji
komplexy elektronového transportniho fetézce a probiha na nich syntéza ATP. V
tkanich s vysokou spotrebou energie jsou kristy v tésné blizkosti vedle sebe a zabi-

3

raji vétsinu mitochondridlntho objemu. [2] [3]
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Obr. 1.2: Snimek mitochondrie z elektronového mikroskopu [3]

1.2 Funkce

Mezi jednu z nejdulezitéjsich funkci mitochondrii patti tvorba ATP, ktera vzniké
pri bunééném dychani. K tvorbé ATP pouzivaji volnou energii z oxidace metabo-
lickych latek kyslikem. Mitochondrie preménuji chemickou energii z jidla na energii
elektrickou, kterou burika nésledné vyuziva. [2]

Mitochondrie hraji roli i pfi apoptéze (bunécné smrti), kde pomahaji rozhodovat
jaké bunky budou zniceny. Dalsi vlastnosti je ukladani iont vapniku ¢i vyroba tepla.

Vliv maji i pfi bunééném déleni a starnuti. [2]
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Predstavuji hlavni zdroj reaktivnich kyslikovych radikali (ROS). Pfi nespravném
fungovani mitochondrii se objevuje nadmérné mnozstvi ROS a buiika mé nedostatek
energie. Reaktivni druhy kysliku jsou v mitochondriich produkovany jako vedlejsi
produkt produkce energie. Volné radikdly poskozuji fosfolipidy v bunéénych mem-
branach. Pri produkeci vétsiho mnozstvi ROS se zhorsuje funkénost mitochondrii,
dochézi k prohlubovani poskozeni az k zaniku bunky. [5]

Mitochondrie jsou unikatni pro svou vlastni genetickou informaci (mtDNA). V
dusledku toho je oznacujeme za organely semiautonomni. Mitochondridlni DNA

dédime vyhradné po matce. [0]

1.3 Citratovy cyklus

Citratovy cyklus téz zvany jako Krebsiiv cyklus se odehrava v matrix mitochondrii.
Vstupuje do néj acetylkoenzym A (CoA) vznikajici v mitochondriich odbourdanim
mastnych kyselin nebo oxida¢ni dekarboxylaci pyruvatu. Hlavnim smyslem citrato-
vého cyklu je produkce redukovanych kofaktorit NADH a FADH,. Tyto redukované
kofaktory nasledné vstupuji do dychaciho fetézce, kde oxidaci slouzi k tvorbé ATP.

Citratovy cyklus zac¢ina kondenzaci CoA s oxalacetatem za vzniku citratu. De-
karboxylaci jsou uvolnény dvé molekuly COs. Postupné dochézi k dehydrogenaci
meziproduktt za vzniku redukovanych kofaktori 3 NADH a 1 FADH,. Ty jsou v
dychacim tetézci oxidovany na 11 molekul ATP. Koneénym produktem citratového
cyklu je oxalacetat. Ten je schopen reagovat s dalsim CoA a cely cyklus se miize

opakovat. [7]

1.4 Dychaci retézec

Dychaci Tetézec predstavuje soubor ¢ty oxidoredukcénich enzymovych komplexi
umisténych ve vnitini mitochondrialni membrané a dvou pohyblivych prenasectt —
ubichinonu a cytochromu c. Ukoncuje energetické odbouravani sacharidu, lipidi a
proteint. Pri odbouravani vznikaji redukované koenzymy NADH a FADH, vstupu-
jici do dychaciho retézce. Elektrony z koenzymi se prenasi do akceptoru v dychacim
fetézci na elementarni kyslik za vzniku vody. Protony z koenzymii a matrix mito-
chondrii se prenasi do mezimembranového prostoru, odtud prechazeji zpét do matrix
za vzniku ATP. [7] [§]

Komplex I téz zvany jako NADH — ubichinonoxidoreduktasa prenasi elektrony z
NADH na koenzym Q (CoQ), kde dochdzi k redukei na ubichinol (CoQHsz). V tomto
komplexu najdeme flavinmononukleotid (FMN) a Fe-S klastry, které jsou soucasti

prenosu elektrontit z NADH na CoQ). Transport elektroni na komplexu I zacind
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tim, Ze 2 elektrony a H™ z NADH piejdou na FMN a vznikd NAD™ a FMNH™.
Elektrony z FMNH™ prechazi na CoQ, ktery se postupné redukuje na CoQHs pres
ubisemichinon (CoQH-). V dobé navazani elektronu na CoQ dochézi i k navazani
protonu z matrix. Celkem se prenesou ¢tyii H' z matrix do mezimembranového
prostoru. CoQHs, se uvolni z komplexu I a je nahrazen dalsi molekulou CoQ.[6] [§]

Komplex II téz zvany jako sukcindt—ubichinonoxidoreduktasa prenasi elektrony
ze sukcinatu na CoQ. Ten se diky pfenosu elektronu redukuje na CoQH,. Pti vzniku
koenzymu FADH, se sukcinat oxiduje na fumarat. Tato reakce je soucasti citratového
cyklu. V komplexu II se nachazi cytochrom b a Fe-S klastry zucastnujici se prenosu
elektrontt z FADH,; na CoQ. Transport elektrontt na komplexu II zac¢ina tim, ze
elektrony z FADH, prechéazeji na CoQ), ktery je postupné redukovan na CoQH- a
poté na CoQH,. Redukovany CoQHs je uvolnén z komplexu I a je nahrazen CoQ.
CoQ slouzi jako pfenasec elektronii z komplexu I a II na komplex III. Komplex
IT neptendsi zadné protony, jelikoz je pro né vnitini mitochondridlni membrana
nepropustna a dochazi na ni k tvorbé protonového gradientu. K precerpani protonti
slouzi komplexy I, IIT a IV. [6] [§]

Komplex III téz zvany jako ubichinol-cytochrom—c—oxidoreduktasa prenasi elek-
trony z redukovaného CoQ na cytochrom c. Komplex III obsahuje cytochrom b,
cytochrom c; a Rieskeho Fe-S protein. Cytochrom b vaze dva hemy by a by. Trans-
port elektronii komplexem III je nazyvan jako Q-cyklus. Dochézi zde k prebirani
elektront od CoQH,. Déale k uvoliovani HT z matrix do mezimembrdnového pro-
storu. Meziproduktem Q-cyklu je semichinon (CoQ--). Komplex 11T mé dvé vazebna
mista Qo a Q;. Qo vaze CoQH, a Q; vaze CoQ-- a CoQ. K uvolnéni dvou H* do
mezimembranového prostoru je prenesen jeden elektron pres Rieskeho Fe-S protein
na cytochrom c; a vznika CoQ--. Druhy elektron prejde na hem by a redukuje jej na
hem by. Vznikly CoQ je uvolnén z Qp a vaze se do mista Q;. Elektron z hemu by
se navaze zpét na CoQ a vznikd CoQ--. Tento déj se stale opakuje s jinou molekulou
CoQ.[6] [8]

Komplex IV téz nazyvany jako cytochrom-c-oxidasa usnadnuje oxidaci ¢ty po
sobé redukovanych molekul cytochromu ¢ za soucasné redukce molekuly O,. Pro-
duktem tohoto komplexu je voda. Komplex IV obsahuje Cuy centrum, cytochrom
a, binuklearni ag a Cug centrum. Transport elektronti pres komplex IV za¢ina nava-
zanim molekuly kysliku do centra binukledrniho. Cytochrom c slouzi jako prenasec
elektronti z komplexu III na komplex IV. Elektrony z cytochromu c jdou pres Cuyz
centrum, cytochrom a, binuklearni komplex a3 a Cup centra az na kyslik. Molekula
kysliku se postupné redukuje az na O?~ ionty, které spoleéné s protony z matrix

reaguji za vzniku dvou molekul vody. [6] [§]
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Obr. 1.3: Schéma dychaciho fetézce [9]

1.5 ATP - oxidacni fosforylace

P1i prichodu elektront dychacim fetézcem vznika volna energie, diky které dochazi
k premistovani protont z matrix do mezibunécného prostoru u komplexu I, III a IV.
Koncentrace protonti je v mezimembranovém prostoru vétsi nez v matrix a dochazi
k vytvoreni elektrochemického protonového gradientu. Matrix je sidlem negativniho
elektrického potencialu, mezimembranovy prostor pozitivniho. Vysledny potencial
je vyuzit k syntéze ATP, pti které dochazi k vzniku ATP z ADP a P. Reakce se
urychluje pomoci ATP—syntézy. Protony skrze ni prechazeji z mezimembranového
prostoru zpét do matrix. Vznikla energie slouzi k syntéze ATP. K vytvoreni jedné

molekuly ATP je tfeba 3 — 4 protony. Syntéza ATP je mozna pouze za piritomnosti

kysliku. [7] [§]
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2 Reaktivni kyslikové radikaly (ROS)

Reaktivni formy kysliku jsou vedlejsim produktem normélniho metabolismu a maji
roli v bunééné signalizaci a homeostaze. Patii mezi né kyslikové radikaly a reaktivni
neradikaly. Existuji riizné mechanismy, které bunécnou hladinu ROS redukuji. Jejich
reaktivni povaha muze zpusobit poskozeni bunécénych slozek, DNA, proteini a lipidu.
Pr1i prekroceni bunécéné antioxidacni kapacity muze dojit k oxidaénimu stresu. Plei-
otropni skodlivé ucinky oxidac¢niho stresu lze pozorovat u mnoha chronickych stavi.
[10]

Chemicky reaktivni molekuly obsahujici kyslik se nazyvaji reaktivni formy kys-
liku. Maji zkratku ROS z anglického reactive oxygen species. Pritomnost jednoho
nebo vice neparovych elektronu ve valen¢ni vrstvé zptsobuje reaktivitu. Existuji ale
i reaktivni neradikélové formy, jako je peroxid vodiku. Reaktivni formy kysliku jsou
ochotné k reakci s mastnymi kyselinami, lipidy, aminokyselinami, DNA, proteiny a
enzymy. ROS molekuly jsou vysoce nestabilni, a proto se snazi dostat do rovnovaz-
ného stavu ziskem jiného elektronu ze svého okoli, se kterym by tvoril par. ROS jsou
vytvareny z ruznych zdroji at uz endogenné (unik elektronu z elektrotransportniho
fetézce a rozpad fagocyti) ¢i exogenné (pusobeni ultrafialového a ionizujiciho zatent,
vysoka koncentrace kysliku, Skodliviny ve vzduchu a kouteni). [10] [11] [12]

Radikaly mohou vznikat nékolika zpiisoby. Prvnim z nich je homolytické stépeni
dvouelektronové vazby mezi dvéma atomy. Kazdé takto vzniklé Castici ztistane je-
den elektron ze spolecné dvouelektronové vazby. Vznikaji tedy dva radikaly. Radikal
muze vzniknout také odebranim ¢i pridanim elektronu. Odebranim elektronu neboli
oxidaci vzniké kationtovy radikdl X - e~ — Xt. Pfiddnim elektronu neboli adici se
vytvori aniontovy radikdl X 4+ e~ — X' 7. Za volny radikal oznacujeme tedy c¢astici,
kterd ma ve vnéjsi vrstvé elektronového obalu alespon jeden neparovy elektron a
je po urcitou dobu schopna samostatné existence. Radikdly mohou byt velmi re-
aktivni, ale i prakticky nereaktivni. Reaktivita totiz zavisi na velikosti a struktute
zékladniho atomu ¢i molekuly. Volné radikaly mohou byt produkovany patologicky
i fyziologicky. Fyziologicky mohou puisobit prospésné i skodlive. [13]

Hlavnim zdrojem a zaroven cilovym mistem ROS v buiice jsou mitochondrie. Su-
peroxidovy radikal vznika jako vedlejsi produkt oxidacni fosforylace. P¥i nadmérné
produkci ROS stresory dochazi k radiacnimu poskozeni a nemocem, jejichz nasled-
kem vznika lokalni oxidac¢ni stres. Ten vznika i v momenté, kdy mnozstvi volnych
radikal prevazuje nad antioxidanty, coz jsou latky chranici biomolekuly pred oxi-
daci zpusobenou reaktivnimi formami kysliku. Antioxida¢ni u¢inky mohou mit enzy-
movou (kataldza, superoxiddismutdza) i neenzymovou povahu (glutathion, kyselina
askorbova). Konec fetézové reakce tvorby radikalu je ukonéen neutralizaci volnych

radikalt antioxidanty. Mnozstvi antioxidanti se s rostoucim vékem snizuje. Rizné
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obranné mechanismy bunék zachycuji volné radikaly, aby zabranily nebo limitovaly
intracelularni poskozeni a zmirnovali skodlivé u¢inky ROS. Fyziologicka uroven ROS
je nizka kvuli mitochondrialni superoxiddismutaze manganu, ktera prevadi supero-
xidové radikaly na peroxid vodiku. Ten je rozkladan na vodu pomoci peroxidaz. Pri
zvyseni produkci ROS mohou byt obranné mechanismy zahlceny a dochazi k po-
skozeni bunék. Rozsah poskozeni na molekularni tirovni zavisi na fadé faktort jako
je misto produkce ROS, reaktivita cile ¢i dostupnosti kovovych iontti. Poskozena
DNA musi byt opravena specifickymi opravnymi mechanismy. Upravené proteiny a
lipidy se odstranuji bunéénym obratem. Pokud je mitochondridlni DNA tercem oxi-
dace, dochazi k mutacim, preskupeni a transkripé¢nim chybam. Transkripéni chyby
narusuji mitochondridlni slozky vedouci k vétsimu oxida¢nimu stresu a nasledné pri-
padné smrti. Poskozeni DNA oxida¢nim stresem se poji s fadou chorob a onemocnéni
véetné kardiovaskularnich, neurologickych (Alzheimer), aterosklerézy, zanétu, dia-
betu mellitu, rakovinovych a predc¢asnému starnuti. Naopak produkce ROS je rysem
nékterych zddoucich imunologickych reakei. [10] [13] [15]

ROS maji znac¢nou roli v mnoha fyziologickych i patologickych procesech. Dnes se
odbornici shoduji, ze nizké hladiny ROS jsou prospésné k niceni bakterii ve fagocy-
tech, zneskodnéni virti a nadorovych bunék, oplozeni vajicka, signalizaci a usnadnuji
adaptaci na stres, zatimco vysoké hladiny ROS vyvolavaji oxidac¢ni stres a jsou skod-
livé. Hlavnimi misty generovani ROS v mitochondriich jsou respirac¢ni komplexy I a
III, kde jako vedlejsi produkt vznik4 superoxid a hydroxylovy radikal. [12]

Kyslikové radikédly poskozuji DNA, bilkoviny a tuky. Nasledkem radikalové oxi-
dace lipidi je poskozeni receptorovych bilkovin LDI ¢astic, coz vede k aterosklerdze.
Radikalové poskozeni DNA ma za nasledek poskozeni bilkovin véetné bilkovin po-
dilejicich se na regulaci bunécéného cyklu. Takové poskozeni muze vést k maligni

transformaci bunék a vzniku nddorového onemocnéni. [13]

)

Normalni burika Burika atakovana ROS Burika trpici oxidacnim stresem

Obr. 2.1: Pasobeni ROS na buiiku. Upraveno dle [16]
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2.1 Superoxid

Superoxid mize byt generovan ze dvou hlavnich zdroji — mitochondridlniho dy-
chaciho tetézce z komplexu I a III ¢i ptisobenim NADPH oxidazy. Superoxid miize
také vzniknout jako meziprodukt ¢innosti nékterych enzymi, jako je xanthinoxi-
daza, cyklooxygendza a lipoxygendza. Pri bézném fungovani biologického systému se
uvolnuje enzym superoxiddismutaza udrzujici jeho koncentraci na optimélni trovni.
Vznika jednoelektronovou redukei molekulového kysliku Os + e~ — Oo 7. Ve fa-
gocytujicich bunkach, které cilené produkuji superoxid, je vytvaren ptisobenim en-
zymu NADPH oxidézy Oy + NADPH — Oy~ + NADPH" . 1 kdyz superoxid
sam o sobé neni prilis nebezpecny, nebezpecné se jevi, jelikoz z né¢j mohou vzni-
kat skodlivéjsi formy kysliku. Dismutaci se spontanné preménuje na peroxid vodiku
Oy +0,~ +2H T Oy + Hy0,. Superoxid je mnohem méné reaktivni nez hydro-
xylovy radikal a neprostupuje biologickymi membranami. Spousta biomolekul je na
n¢j ale citliva. [10] [13] [14]

2.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je stabilni reaktivni neradikal vznikly dvouelektronovou redukci mo-
lekularniho kysliku. Je schopny dlouhodobé existence a snadno pronika pres bunécné
membrany. Jeho diftize je ale ovlivnéna slozenim membranovych lipidi. Peroxid vo-
diku muze téz vznikat jako meziprodukt ¢innosti nékterych enzymu jako xanthinoxi-
déaza ¢i monoaminooxidaza nebo v mitochondridlnim retézci elektronového retézce.
Peroxid vodiku neposkozuje jen molekuly v blizkém okoli ale i molekuly vzdalené.
Jeho inaktivatorem je glutathionperoxidaza ¢i kataldaza. Produkce superoxidu a pe-

roxidu vodiku se s vékem zvysuje. [13] [14] [17]

2.3 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal vznikd Fentonovou reakci, mé kratkou dobu zZivota a je ne-
smirné reaktivni v misté svého vzniku. Poskozuje tedy primo DNA, proteiny a li-

pidy. Pri Fentonové reakci reaguji prechodné kovy s peroxidem vodiku za vzniku
hydroxylového radikdlu HyOy + Fe*™ — OH + OH + Fe**. [10] [17]
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2.4 Tvorba ROS v mitochondriich

Redukované molekuly NADH a FADH, jsou v Krebsové cyklu tvoreny z energe-
tickych slozek potravy. Ptrechéazeji do dychaciho tetézce, kde se tvori energeticky
bohata molekula ATP. Do komplexu I prichdzi NADH a do komplexu IT FADH;. V
komplexech jsou oxidovany odejmutim vodiku a elektronti, které se pozdéji navazi
na ubichinon. Nékteré elektrony vSak unikaji a reaguji s molekulami vody za vzniku
superoxidového radikalu. Z komplexu I a II se superoxid uvolni do mitochondridlni
matrix a z komplexu III se uvolni jak do matrix, tak i do mezimembranového pro-
storu. Produkce superoxidovych radikali zavisi na metabolickém stavu mitochon-
drii. Superoxidové anionty jsou v mitochondrialni matrix rychle dismutoviany na
peroxid vodiku enzymem MnSOD, v mezimembranovém prostoru pomoci enzymu
CuZnSOD. V mitochondriich je peroxid vodiku redukovan na vodu pomoci enzymu
glutathionperoxidazy ¢i katalazy. Katalaza je ale ptitomné pouze v mitochondriich
srdce. Glutathionperoxidaza katalyzuje dvouelektronovou redukei peroxidu vodiku

a slouzi zde jako donor vodiku. [13]

Obr. 2.2: Tvorba ROS pfi oxidativni fosforylaci v mitochondriich [13]
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3 Oxidacni stres a antibiotika

Mnoha antibiotika zptsobuji vznik nadmérného mnozstvi reaktivnich forem kysliku.
Dochéazi k naruseni mitochondridlniho fetézce prenosu elektront, které vede k oxi-
dac¢nimu poskozeni. Poskozené mitochondrie jak strukturné, tak funkéné vytvareji
vétsi produkei ROS. Diisledkem takového poskozeni je energeticka krize, stres a smrt
bunék. [I8] [19]

Existuje nékolik tisic antibiotik, pricemz v mediciné se jich pouziva pouze sto.
Slouzi k zabijeni a blokovani riistu bakterii. Rozezndvame dvé skupiny antibiotik
— baktericidni a bakteriostaticka. Jak baktericidni, tak bakteriostaticka antibiotika
cili na mitochondrie, avsak pouze baktericidni vyvolavaji mitochondrialni dysfunkci
a oxidacni stres. Mezi nejznaméjsi druhy antibiotik patii f—laktamy (penicilin, cefa-
losporin), chinolony, aminoglykosidy a makrolidy. Chinolony se zamétuji na bakterie
gyrazy a mitochondrialni DNA topoizomerazy 2. f-laktamy narusuji funkci bakteri-
alni bunééné stény a aminoglykosidy cili na bakterialni a mitochondrialni ribosomy.
18]

Baktericidni antibiotika vyuzivaji vnitini Zelezo uvolnéné z klastru siry zeleza k
tvorbé hydroxylovych radikalt zprostredkovanych z Fentonovy reakce. Bakteriosta-
ticka antibiotika neprodukuji hydroxylové radikaly. Baktericidni antibiotika posko-
zuji tkdné uvolnovanim mitochondrialnich ROS, inhibuji zejména aktivitu komplexu
I o 16-25 % a komplexu IIT o 30-40 %. Bakteriostaticka antibiotika vykazuji inhi-
bi¢ni tcinek pouze 5-10 %. NaruSeni elektronového transportniho fetézce vede k
snizeni mitochondrialniho membranového potencialu, tvorby ATP a celkové meta-
bolické aktivity. Dochazi k narusSeni celkové respiracni kapacity bunky. Léc¢ba po-
moci schvaleného antioxidantu acetylcysteinu iradem pro kontrolu potravin a l1é¢iv
snizuje baktericidni ic¢inek. Baktericidni antibiotikum muze byt nahrazeno pomoci
bakteriostatického antibiotika. [I§] [19]

Studie Kalghatgiho a spol. ukazaly, ze antibiotika ciprofloxacin, ampicilin a kana-
mycin, ktera patii mezi baktericidni antibiotika, indukovala zvyseni produkce ROS,

zatimco bakteriostatické antibiotikum tetracyklin nemd na produkci ROS vliv. [19]

3.1 Penicilin-streptomycin

Antibiotika penicilin a streptomycin se pouzivaji k prevenci bakterialni kontaminace
bunécénych kultur diky jejich i¢cinnému kombinovanému plisobeni proti grampozitiv-
nim a gramnegativnim bakteriim. Ptvodné byl penicilin purifikovan z houby Peni-
cillium a spousti uvolnovani enzymi, které méni bunécnou sténu. Streptomycin byl
ptivodné purifikovan ze Streptomyces griseus. Nasledkem ptisobeni na podjednotku

308 bakterialniho ribozomu dochézi k inhibici syntézy proteint a u citlivych bakterii
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k smrti. I pres nékolik nezaddoucich 1c¢ink je penicilinovy roztok streptomycinu jiz
nckolik let nejcastéjsi pouzivané antibiotikum pii kultivaci savéich bunck. [20] [21]
[22]

Doporucené mnozstvi pii kultivaci je 10 ml-171. Roztok je namichan tak, aby ob-
sahoval 10 000 jednotek penicilinu a 10 mg streptomycinu-ml=!. P¥i zdsaditém pH
dochézi k rychlému niceni streptomycinu. Penicilin je extrémné nestabilni viici kyse-
1ému i zdsaditému pH. Po priddni kultivacniho média obsahujictho 3 % FBS aktivita
penicilinu okamzité poklesne alespori o 30 %. Penicilin ztraci aktivitu rychleji nez
streptomycin pri vSech drovnich pH. Ani jedno z antibiotik nevydrzi autoklavovani.
120 [21) [22)

3.2 Gentamicin

Kvili svym biologickym a biochemickym vlastnostem je pro pouziti v tkanovych
kulturdch vyhodnéjsi nez penicilin-streptomycin. Je baktericidni pro Sirokou skéalu
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Proti kvasinkdam, houbam a prvoktm
vsak baktericidni neni. Pivodné byl purifikovan z houby Micromonospory. Plisobeni
vazbou na podjednotku 30S bakterialniho ribozomu vede k inhibici syntézy proteinti
a k smrti u citlivych bunék. [22] [23] [24]

Roztok je pfipraven smichanim 10 mg gentamicinu a 1 ml deionizované vody.
Doporudéené mnozstvi pii kultivaci je 1 ml-171. P¥i vyzkumu bylo zjisténo, Ze genta-
micin je zcela stabilni ptfi vsech tdrovnich pH i pri autoklavovani, a muze byt tedy
do média pridan jesté pred sterilizaci. Dalsi vyhodou gentamicinu je stabilita vaci
sirokému rozmezi pH a teploty a nevykazovani cytotoxicity. Biologicka aktivita u

néj po pridani séra neklesa. [22] [23] [24]
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4 Kultivace

Bunécné kultury patii k zékladnim technikdm pouzivanych ve vyzkumu a vyrobé.
Ve vyzkumu slouzi pfedevsim jako zdroj materidlu. Radu bunéénych linif 1ze dobie
a snadno kultivovat a ziskat tak velké mnozstvi presné definovaného a homogenniho
materidlu. Provadi se na nich rfada experimentii, po nichz se bunky znici. Diskutuje
se vsak o radé etickych problémi. Prace s bunéénymi kulturami je nakladna, jelikoz
laboratore ur¢ené pro praci s bunéénymi kulturami musi mit potiebné vybaveni,
které se musi pravidelné servisovat. Pouziva se drahy jednorazovy spotfebni ma-
teridl. Je nutné nélezité proskoleni pracovnikii pracujicich s bunéénymi kulturami,
jelikoz kultury musi byt péstovany za presné definovanych podminek. Dulezité je
téz dodrzovat cistotu a presnost prace. Neopatrnd ¢i Spatna prace s bunéénymi kul-
turami by mohla vést k znehodnoceni dané kultury. Kultivac¢ni techniky jsou tedy

drahé, naro¢né na persondlni zajisténi, ¢as a organizaci. [25] [26]

4.1 Typy kultivovanych bunék

Bunécéné kultury jsou tvoreny izolovanymi bunkami, které se péstuji v plastové ci
sklenéné kultivacni nddobé. Prvni kulturu izolovanych bunék oznacujeme jako primo
kulturu. Bunky primo kultury jsou cerstvé izolované bunky, které se odebraly z
organismu chirurgicky nebo enzymaticky. Pro zakladani primokultury lze pouzit
normalni a naddorové bunky tkani. Nadorové bunky se 1épe déli a snaze kultivuji nez
normalni. Norméalni bunky maji omezenou zivotnost, dochazi u nich k zestarnuti a
prestavaji se délit. Nadorové bunky starnuti skoro nepodléhaji. Bunky prezivaji jen
nékolik dni a mohou se transformovat do bunéénych linii prezivajici v podminkach
in vitro i nékolik let. Bunky bunécénych linii jsou si velmi podobné, identické ale
nejsou. Bunééné linie maji charakter nadorovych bunék, déli se neomezené a mohou
vznikat i izolaci z nddort. Bunécné kmeny vychézeji z primarnich kultur. Jednd se
o kultury bunék, které se alespon jednou pasazovaly. Zanikaji po 40 az 50 délenich.
Po namnozeni se bunky naredi a prenesou do novych kultiva¢nich nadob a vznika
sekundarni kultura. Bunky sekundarni struktury péstujeme do té doby, nez ziskame
dostatecné mnozstvi pottebného materialu. [25] [27] [28]

Podle zpusobu ristu rozlisujeme bunky adherentni a suspenzni. Adherentni bunky
se prichycuji na dno kultiva¢ni lahve. Médium se méni tak, Ze se slije staré a vymeéni
se za cerstvé. K uvolnéni bunék ze dna kultivacni nadoby v pribéhu pasazovani se
pouziva proteolyticky enzym trypsin ¢i jind protedza. Suspenzni bunky se nachézeji
volné rozptylené v médiu. Vyména média nebo pasidzovani se provadi oddélenim

média odstredénim. [27]
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4.1.1 Mezenchymalni kmenové burnky (MSCs)

Mezenchymalni kmenové bunky oznacované také jako mezenchymalni stromalni bun-
ky patfi mezi nehematopoetické multipotentni kmenové bunky, které se preménuji
pouze do pribuznych bunék daného typu. Maji schopnost sebeobnovy a diference
do osteoblastii, chondrocytti, adipocytii, neurocyti a hepatocyti. Ve tkanich se vy-
skytuji v takzvanych nika prostorech. Jedna se o prostiedi, kde bunky sidli a maji
zde idealni podminky pro existenci, jelikoz nika prostory zajistuji vyzivu, zabranuji
nadmérné proliferaci a ochranuji pred apoptickymi signaly. V pripadé poruseni ¢i
zniceni nike ztraci bunky vlastnosti kmenovych bunék a diferencuji se do béznych
bunék tkéané, ve které se nachazi. Soucasné vyzkumy tvrdi, ze MSCs hraji roli v
regeneraci tkani vSech zarodecnych listu a vykazuji pozoruhodnou plasticitu. [29]
[30]

Mezenchymalni kmenové bunky maji charakteristicky vietenovity fibroblasticky
tvar. Jedna se o velké bunky s jadrem, jadérkem a granularni cytoplazmou. Hlavnim
zdrojem MSCs je kostni dien. Pouze 0,001 — 0,01 % z celkového mnozstvi bunék v
kostni dfeni je tvoreno MSCs. Mnozstvi a schopnost diferenciace se s vékem snizuje.
Nejprve byly izolovany Friedensteinem v 70. letech 20. stoleti z kostni dfené. Dnes
se izoluji kromé kostni dfené i z tukové tkané, plodové vody, pupecni sntry, zubni
diené, endometria a dalsich. Obecné plati, ze MSC je tak dobra, jako je jeji zdroj.
Svij nazev ale ziskaly az v roce 1991, kdy je tak pojmenoval Arnold Caplan. O jejich
vyznam se opird bunécéna terapie, regenerativni medicina, 1é¢ba autoimunitnich one-
mocnéni jako je Crohnova choroba, roztrousend skleréza ¢i Parkynsonova choroba.
MSCs potlacuji zanétlivou reakei a podporuji regeneraci poranéné tkané. Jejich ne-
vyhodou je potieba opakovanych osetfeni pro udrzeni vysokého poctu kmenovych
bunék v téle. MSCs maji schopnost sebeobnovy, imunomodulace, protizanétlivosti,
signalizace a diferenciace. [30] [32]

MSCs jsou podle Mezinarodni spolecnosti pro bunécnou terapii definovany po-
moci ti kritérii [31]:

o MSCs musi mit schopnost prilnavosti k plastovému povrchu pii kultivaci.

o MSCs musi nést povrchové markery CD105, CD73, CD90, zatimco povrchové

markery CD45, CD19, CD34, CD14, CD11b CD79« ¢i HLA-DR nenesou.

o MSCs musi mit schopnost diferencovat se in vitro do adipocytl, chondrocytii

a osteoblasti.
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Obr. 4.1: Mezenchymadlni kmenové burnky [33]

4.2 Kultivacni médium

Optimalnim prostredim pro bunku je kultivaéni médium napodobujici extracelularni
tekutinu, kde se nachéazi dostatecny zdroj zivin pro rist bunky. Je pridavano do
kultivacnich lahvi. Ve slozeni média nachazime stabilizatory pH, zZiviny, glukdzu,
aminokyseliny, sérum, antibiotika, vitaminy, proteiny, lipidy, ristové faktory, soli a
dalsi. Ristové faktory, stopové prvky a vitaminy se do média dostavaji i priddnim
krevniho séra. Nejcastéji se pouziva bovinni sérum FBS anglicky fetal bovine serum
(sérum ziskané z telecich fet). V zavislosti na stari jedince se méni jeho slozeni a
koncentrace ristovych faktort a tim i proliferace a diferenciace kultivovanych bunék.
Problémem pridani séra mtze byt infekce. Séra se stabilizuji filtraci, aby se prenosu
bakterii a plisni zabranilo. Anorganické soli se podileji na udrzeni osmotického tlaku
a pH média. K udrzovani stdlého pH se do médii pridavaji i organické pufry napriklad
HEPES a TES. Dalsi slozkou kultivaé¢niho média je zdroj energie nejcastéji v podobé
glukdzy nebo energetického substratu L-glutaminu. Vitaminy, které v kultivacnim
médiu nachazime, jsou predevsim ze skupiny B. Obcas dochézi i k pridani vhodnych
rustovych faktori, jako je insulin, ktery se casto pridava se selenem a transferinem.
Diilezité je kontrolovat i osmolaritu. Osmolaritu pripadné upravime pomoci pridani
¢i odebrani soli z kultivacniho média. Pri kultivaci se snazime udrzovat hodnotu pH
na 7,4. Pro udrzovani pH se pouziva pufr na bazi hydrogen uhli¢itanu nebo organicky
HEPES. Pii poklesu hodnoty pH pod 6,5 dochézi ke zastavé rtstu. Jestlize dojde
jesté k vétsimu poklesu, mize nastat tmrti bunky. Aby se urcilo mnozstvi pH v
kultiva¢nim médiu, pridava se do néj fenolova c¢erven. Pokud se hodnota pH pohybuje

okolo 7,4, pak se kultivacni médium jevi cervené. Pti poklesu pH, které miize byt
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zpusobeno spotfebou zivin, dochézi k zméné barvy kultivacniho média do zluta. V
momenté zbarveni do zluta se musi kultivacni médium vyménit za nové. K jeho
vymeéné za nové dochézi vétsinou 2x—3x tydné. [25] [27] [34]

Do kultiva¢niho média se pridavaji antibiotika, aby nedochazelo k Siteni a vzniku
bakterii. Antibiotika by se méla pridavat s opatrnosti, jelikoz néktera antibiotika i v
malych koncentracich mohou mit vliv na proliferaci a chovani bunék. Nejcastéjsim
pouzivanym antibiotikem je penicilin a streptomycin.[25]

Mezi bézné pouzivané médium patii Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
(DMEM). Jedné se o vodny pufr s pH mezi 7,2 a 7,4. DMEM obsahuje soli, sacharidy,
lipidy, aminokyseliny, FBS ¢i antibiotika. [35]

4.3 Podminky kultivace

Béhem prace s bunéénymi kulturami je tieba zajistit sterilitu prostiedi a dodrzovat
stanovena pravidla. Pro provadéni kultivace potfebujeme mit potfebné vybaveni —
sterilni hlubokomrazici box, inkubator, chladnicku k uchovavani roztoku, inverzni
mikroskop, kultivaéni lahve, centrifugy a vodni lazen. Aby bunky za podminek
in vitro prezivaly, je tfeba zajisténi vhodnych podminek, jako je povrch kultivacéni
nadoby, slozeni kultivacniho média, teplota média a slozeni atmosféry. Teplotu inku-
batoru je tfeba nastavit na hodnotu teploty organismu, ze kterého bunky pochazi.
U savéich bunék teplotu v inkubatoru nastavujeme na 37 °C. Pii pouziti bunék
ziskanych z chladnokrevnych obratlovcl se teplota inkubatoru nastavuje na 18 az
25 °C. Atmosféra inkubatoru je obohacena o oxid uhli¢ity. Obvykle jej obsahuje 5 %.
Zvysena koncentrace oxidu uhli¢itého se podili na udrzovani pH média s bikarbona-
tovym pufrem. Aby nedochéazelo k odparovani vody z kultiva¢niho média a ke zméné
koncentrace jeho slozek, udrzuje se relativni vlhkost atmosféry okolo 90 %. Bunky
se péstuji ve specidlnich inkubatorech zajistujicich vSechny tyto podminky. Regu-
luji teplotu a 1idi koncentraci oxidu uhli¢itého. Inkubator musi umoznovat snadné

¢isténi, dezinfekei a sterilizaci povrchu. [25] [34] [35]

4.4 Postup kultivace

Bunky se kultivuji v kultiva¢nich 1lahvich. Pro lepsi ptilnavost adherentnich bunék
k povrchu kultivaéni nadoby lze pokryt jeji dno fibronektinem ¢i lamininem. Po
pridani bunék do kultivacéni nadoby bude zahdjen proces jejich aktivniho riastu a
déleni. Po nékolika dnech kultivace bunky zaplni povrch dna nadoby a zac¢nou se
vzajemné dotykat. Dochazi ke kontaktni inhibici, béhem které je nutné bunky pasa-

zovat (subkultivovat) do nové kultivacni nadoby. Pasédzovani probiha pii konfluenci
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80 — 90 %. Tésné pred fazi plato se kultura naredi a prevede do novych kultivacnich
nadob s novym médiem v takové hustoté, aby opét rostla exponencialné. K uvolnéni
adherentnich bunék se nejcastéji pouzivaji enzymy trypsin a akutaza. [25] [27] [34]

Bunky nelze kultivovat neomezené. Po uré¢itém mnozstvi pasdzovani dochazi k
zestarnuti, jehoz nésledkem je, ze se bunkam meéni vlastnosti a prestavaji se délit.
Zivotnost zalezi na typu kultivovanych bunék a ptvodu. V nékterych piipadech k
zestarnuti nedojde a butiky péstujeme neomezené. Zivé kultivované bunky lze zmra-
zit pomoci hlubokomrazicitho boxu s teplotou okolo -80 °C, ve kterém je miizeme
uchovavat po dobu nékolika mésict ¢i let. Pri dlouhodobém zmrazeni vsak ztra-
ceji zivotaschopnost. Bunky mrazime pomalu, aby nedochazelo k jejich poskozeni
krystaly vody a pridavame do kultivacniho média kryoprotektivum, nejcastéji di-
methylsulfoxid (DMSO). Rozmrazeni bunék by mélo byt naopak co nejrychlejsi.
Dojde-li ke kontaminaci, je nejlepsim fesenim kulturu zlikvidovat. Pouziti antibiotik

brani kontaminaci kultury, ale zvysuje riziko skryté infekce. [25]

4.5 Krivka ristu bunécné kultury

Rustova krivka vyjadiuje zavislost poc¢tu bunék na délce kultivace. Bunky rostou
do doby dosdhnuti vysokého procenta konfluence. Ristova kiivka ma nékolik fazi.
V lag neboli pocatecni fazi si bunky zvykaji na nové prostiedi a v dusledku toho
nékteré odumrou. Jejich pocet tedy nejprve mirné klesa a az pozdéji rychle stoupé.
Vysledkem je adaptace bunék na kultivacni prostredi a jejich priprava na déleni. V
log neboli logaritmické fazi pocet bunék roste exponencialné. Nachazi se zde nejvice
bunék v mitéze. Ve stacionarni fazi zacina rychlost ristu postupné klesat, jelikoz
dochazi k vycerpavani zivin z kultivacniho média a spousti se inhibi¢ni mechanismy.
Ve fazi ubytku bunék nastava postupné odumirani bunék. Ty maji nedostatek zivin,
snizilo se pH a doslo k nahromadéni toxickych produktii bunééného metabolismu.

Rust bunek pozorujeme pomoci specidlniho inverzniho mikroskopu. [26] [27] [28§]
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Obr. 4.2: Kfivka rustu bunécné kultury. Upraveno dle [36]

4.6 Pocitani bunék

Pocet bunék stanovime pod mikroskopem pomoci specialni pocitaci Bilirkerovy ko-
miurky. Ta je tvorena podloznim sklickem, ve kterém jsou pomoci laseru vyryté sité
kolmic. Schéma mfizky komurky lze vidét na Obr. [£.3]

Obr. 4.3: Biirkerova komurka [37]

Ctverec A s plochou 0,04 mm? se k poéitani bunék pouziva nejéastéji. K poéitani
mohou byt pouzity i ¢tverce B a C s plochou 0,01 mm? a 0,0025 mm?. Mezi podlozni
a kryci sklicko se napipetuje bunécna suspenze. Takto pripravena komurka se da pod
mikroskop a pocita se pocet bunék. Pocitaji se ale jen ty bunky, které se nachazi

v prostoru vymezeném carami nebo se dotykaji dvou libovolné zvolenych stran.

30



Pomoci vzorce lze vypocitat i koncentraci bunék v 1 ml suspenze:

a-1000 - d
x =4 20e 4.1
nv (4.1)

kde a stanovuje pocet bunék, d oznacuje redéni suspenze, n je pocet spocitanych
¢tverci a V je objem pocitaného utvaru.

K odliseni zivych a mrtvych bunék se pouziva barvivo trypanova modr, které
neprochazi neporusenou bunéénou membranou nebo je z bunky aktivné transporto-
vano ven. Zivé butiky jsou tedy bezbarvé, zatimco nezivé butiky se zbarvi. MiZzeme

urcit i procentudlni zivotnost bunék dle vzorce [26]:

_ pocet zivych bunék

-100. 4.2
celkovy pocet bunék (42)
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5 Fluorescencni znaceni mitochondrii

Struktury bunék lze zobrazit pomoci aplikace urcitého druhu fluorescenéniho bar-
viva a nasledného zobrazeni ve fluorescenénim mikroskopu. Fluorescen¢ni barviva
absorbuji svétlo urcité vinové délky a vyzaruji svétlo vétsi vinové délky. Existuji
rizné typy komercné dostupnych barviv, které se lis{ svymi vlastnostmi. Barvivo
volime podle toho, jaké struktury chceme v bunky zviditelnit. [3]

Nasledné typy barviv slouzi k vyhodnoceni morfologie mitochondrii.

Barvivo MitoLite Red FX600 je kationtové barvivo, které snadno difunduje pres
bunécénou sténu prostfednictvim mitochondridlnitho membranového potencidlu a do-
chézi k jeho nahromadéni v mitochondriich. Fluorescence je v mitochondriich udr-
zovana po dlouhou dobu. Mtze byt prizptisobeno pro sirokou skalu fluorescenc¢nich
platforem, jako jsou mikrotitra¢ni desticky, imunocytochemie a pratokova cytomet-
rie. Miize byt pouzito pro proliferujici, neproliferujici, suspenzni i adherentni bunky.
Excita¢ni maximum méa na 580 nm a emisni na 598 nm. [38] [39]

MitoTracker’™ Red CMXRos je éervené fluorescencni barvivo barvici mitochon-
drie v zivych bunkéach. Jeho akumulace je zavisla na membranovém potencidlu. Toto
fluorescenc¢ni barvivo je vhodné pouzivat pri kratkodobych experimentech, protoze
béhem nékolika hodin fluorescen¢ni signal prudce klesa. Po fixaci aldehydem fluo-
rescencni znaceni pretrvava, coz umoznuje dalsi praci se zkoumanym vzorkem. [40]

Kromé barviv, které slouzi pro prosté znaceni mitochondrii, existuji i barviva
pro monitorovani funkci mitochondrii.

Barvivo JC-10 bylo vyvinuto jako alternativa k barvivu JC-1. Barvivo JC-10
ma ve srovnani s JC—1 mnohem lepsi rozpustnost ve vodé. Jedna se o kationtové, li-
pofilni barvivo pouzivané k monitorovani zmény potencialu membrany mitochondrii.
Mitochondrialni membranovy potencidl je jednim z klicovych parametrii mitochon-
drif a slouzi jako indikator zdravi bunék. JC-10 selektivné vstupuje do mitochondrii
a reverzibilné v dusledku zvysovani membranovych potencialit méni barvu ze zelené
na oranzovou. V zdravych mitochondriich se koncentruje v mitochondrialni matrix,
kde tvori oranzové fluorescencni agregaty. V apoptotickych a nekrotickych bunkach
difunduje z mitochondrii, prechazi do monomerni formy a zptisobuje zelenou fluo-
rescenci bunek. [38] [41]
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5.1 Cell Meter’™ Fluorimetric Mitochondrial Super-

oxide Activity Assay Kit Green Fluorescence

Ke stanoveni mnozstvi superoxidu v zivych bunkéach je v této bakalarské praci pou-
zita souprava fluorimetrického bunééného méteni intracelularniho superoxidu Cell-
Meter s unikédtnim superoxidovym indikatorem MitoROSTM 520, testovacim pufrem
a dimethylsulfoxidem. MitoROS™M 520 jednoduse prostupuje bunéénou membranou
a detekuje superoxid v mitochondriich rychle a selektivné. Pti reakci se superoxidem
vytvari zelenou fluorescenci. Fluorimetrické bunééné méreni mitochondridlniho su-
peroxidu pomoci této soupravy poskytuje citlivy, jednokrokovy fluorimetricky test
k detekci mitochondridlniho superoxidu v zivych bunkéch s hodinovou inkubaci.
MitoROSTM 520 m4 excitaéni maximum v 513 nm a emisni maximum v 537 nm.
[42]
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Obr. 5.1: Excita¢ni a emisn{ spektrum barviva MitoROS™™ 520. Upraveno dle [42]
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5.2 MitoSOX’Y Red Mitochondrial Superoxide Indi-

cator

Ke stanoveni mnozstvi superoxidu v zivych bunkach je v této bakalarské praci kromé
vy$e uvedené soupravy pouzit i indikétor mitochondridlniho superoxidu MitoSOX™™
Red. Jedn4 se o fluorogenni barvivo detekujici superoxid v mitochonriich zivych bu-
nék vysoce selektivné. MitoSOX”™ Red je permeabilni pro zivé butiky. V mitochon-
dirich je oxidovano superoxidem a vytvari cervenou fluorescenci. Jinymi reaktivnimi
formami kysliku ¢i dusiku oxidovano neni. MitoSOX”™ Red m4 excita¢ni maximum
v 510 nm a emisni maximum v 580 nm. [43]

Je dodévano v 10 lahvickach. Kazda lahvicka obsahuje 50 pg. Pii spravném
skladovani vydrzi az 6 meésici. Skladuje se ve svislé poloze pri teploté mensi nez
20 °C a je chranén pred svétlem. Aby jeho vydrz byla co nejvétsi, mélo by se zabranit
opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Je baleno s vakem pohlcujici kyslik, ¢imz
se jeho zivotnost prodluzuje. Lahvicky je tfeba pred pouzitim ohfat na pokojovou
teplotu. [43]
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Obr. 5.2: Excita¢ni a emisni spektrum barviva MitoSOX?™ Red. Upraveno dle [43]
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6

Prakticka cast

Cilem bakalarské préace je sledovani mitochondridlni produkce superoxidi u MSCs

po pridani urc¢itého mnozstvi antibiotika — penicilinu-streptomycinu ¢i gentamicinu

do kultiva¢niho média.

Jednotlivé kroky bakalarské prace jsou vypsany v téchto bodech:

Kultivace bunék v zdkladnim médiu (s doporuc¢enym obsahem antibiotika).
Pasaz téchto bunék a vytvoreni tii misek. Jedna slouzi jako kontrolni, na zby-
Iych dvou je proveden experiment. Bunky kontrolni misky se kultivuji v médiu
bez antibiotika. Bunky experimentalnich misek se kultivuji v médiu s doporu-
¢enym obsahem antibiotika a dvojnasobnym obsahem antibiotika.

Barveni pomoci fluorescenéniho barviva MitoROSTM 520 ¢i MitoSOX™™ Red.
Sniméani bunék konfokalnim mikroskopem.

Navrh algoritmu v programovacim prostiredi MATLAB.

Hodnoceni dosazenych vysledki a diskuze.

6.1 Pouzité pristroje a pomiicky

V nésledujicim seznamu jsou uvedeny veskeré pristroje a pomtcky, které byly béhem

experimentu pouzity:

Laminarni box — Alpina BIO 100

Laboratorni centrifuga — Hettich EBA 20

Inkubator - MEMMERT INCOmed

Mrazici skiin — Haier ULT Freezer DW-86L100J

Chladnicka pro laboratorni ucely — LIEBHERR

Vodni lazen — Julabo ED

Inverzni mikroskop — ZEISS Axio Observer 5

Konfokalni mikroskop — Leica TCS SP8 X

Nastavitelné pipety — BioSan 100-1000 ul, BioSan 0.5-10 pl, HTL Discovery
comfort 20-200 pl

Plastové centrifugac¢ni zkumavky o objemu 15 ml — Sigma-Aldrich

Kultiva¢ni lahve — Sigma-Aldrich

Konfokalni misky se sklenénym dnem o priméru 14 mm — Cellvis D35-14-1.5-N
Pasteurovy pipety

Sterilni spicky pro pipety

Tenky cerny fix k oznaceni misek
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6.2 Kultivaéni médium a ostatni roztoky

V tomto seznamu jsou uvedeny veskeré pouzivané roztoky:

o Kultivaéni médium — Mesenchymal Stem Cell Growth Medium 2, C-28009,
PromoCell

« Fosfatovy pufovany fyziologicky roztok — PBS 79382-50TAB, Sigma-Aldrich

o Akutaza — Accutase in DPBS, 0,5 mM EDTA, SCR005, EMD Millipore

e Gentamicin — Gentamicin solution, 10 mg-mL~"! in deionized water, liquid 0,1
nm filtered, BioReagent, suitable for cell culture, G1272-50ML, Sigma-Aldrich
123

o Penicilin-streptomycin — Penicillin-Streptomycin solution, stabilized with 10,000
units pennicillin and 10 mg steptomycin-mL~!, 0,1 pm filtered, BioReagent,
suitable for cell culture, P4333-100ML, Sigma-Aldrich [20]

o Fibronektin — Fibronectin bovine plasma, powder, BioReagent, suitable for
cell culture, F4759-1 mG, Sigma-Aldrich [44]

o Cell Meter”™ Fluorimetric Mitochondrial Superoxide Activity Assay Kit, 16060
AAT Bioquest [42]

o Hankuv balancovany solny roztok (HBSS) — Hanks” Balanced Salt Solution,
Modified, with sodium bicarbonate, without phenol red, liquid, sterile-filtered,
suitable for cell culture, H8264-100 mL, Sigma-Aldrich

e MitoSOXTM Red Mitochondrial Superoxide Indicator for live-cell imaging,
M36008, ThermoFisher [43]

6.3 Kaultivace a pasazovani bunék

Jak jiz bylo zminéno, k hodnoceni produkce superoxidii byla pouzita bunécna linie
MSCs. Jako zakladni kultivacni médium bylo zvoleno kultivaé¢ni médium Mesenchy-
mal Stem Cell Growth Medium 2 od spole¢nosti PromoCell, které bylo vyvinuto
specialné pro praci s mezenchymalnimi kmenovymi bunkami a nejvice odpovida je-
jich potrebam. Kultivace probihala v kultivac¢nich lahvich. Pro experiment byly vzdy
pouzity 2 kultiva¢ni lahve. V prvni lahvi se kultivuji buitky v médiu s doporu¢enym
obsahem penicilinu streptomycinu (10 pul-ml™!), v druhé 14hvi se kultivuji butiky v
médiu s doporuc¢enym obsahem gentamicinu (1 pl-ml™!). V experimentu dochdzelo
k pasazovani bunék ve zminovanych lahvich a vytvoreni tak tii misek z kazdé lahve.
Jedna miska slouzila jako kontrolni, zatimco na zbylych dvou byl proveden experi-
ment. V kontrolni misce bylo pouzito zéakladni médium bez obsahu antibiotika. Do
jedné testovaci misky bylo ptidano médium s doporuc¢enym obsahem antibiotika a do

druhé testovaci misky bylo priddno médium s dvojnasobnym obsahem antibiotika.
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Jako vhodné kultivacni parametry byly zvoleny — teplota 37 °C, vlhkost vzduchu
90 % a koncentrace COs 5 %.

Pasdzovani probihalo pii konfluenci 80-95 %. Nez doslo k pasdzovani bunék,

bylo pottfeba dezinfikovat povrch laminarniho boxu ethanolem, a to véetné vsech

pomticek a pripravki, které se v boxu budou pouzivat — pipety, kadinky na odpad,

lahvicka s akutazou ¢i PBS. Pred vlozenim roztoktt do boxu je nutné jejich zahtati

ve vodni lazni na teplotu 37 °C.

V nésledujicich bodech seznamu jsou uvedeny jednotlivé kroky pasazovani:

A e

12.
13.
14.

15.
16.

17.

Vytazeni kultivacni ldhve s pripravenymi bunikami z inkubatoru.

Kontrola konfluence pod mikroskopem.

Sterilizace laminarniho boxu a vsech pripravk ethanolem.

Odsati starého média z kultivacéni ldhve do odpadni kadinky.

Dvojité proplachnuti ldhve pomoci 1 ml PBS pro odstranéni zbytkt starého
média a nasledné odstranéni PBS.

Pridani do ldhve 1 ml akutézy pro odlepeni bunék od kultiva¢niho povrchu.
Krouzivym pohybem dostat akutazu do vsech mist lahve. Nasledné ptisobeni

akutazy po dobu 2 minut v inkubatoru.

. Vyjmuti kultivacni ldhve z inkubatoru a kontrola stavu bunék pod mikrosko-

pem (burnky se musi odlepit ode dna a prejit do suspenze).

. Pfeneseni zkontrolovanych bunék zpét do laminarniho boxu a pridani 3 ml

prislusného kultivacniho média do ldhve k zastaveni icinku akutazy.

. Resuspendovani (6 — 7x) a preneseni suspenzi do centrifugacni zkumavky.
10.
11.

Centrifugace po dobu 5 min na 800 otacek za minutu.

Nasledné odsati supernatantu ze zkumavky pomoci pipety. V centrifugacni
zkumavce zustava pouze peleta.

Pridani 1 ml kultivaéniho média bez obsahu antibiotik do zkumavky:.

Urceni poc¢tu bunék pomoci Biirkerovy komurky (viz Kap. 6.3.1).

Pridani do nové lahve 5 ml kultiva¢niho média s doporucenym obsahem anti-
biotik a ptislusného mnozstvi bunééné suspenze (300 yl).

Popsani lahve ¢ernym fixem — typ bunék, ¢islo pasédze a datum.

K vytvoteni misek bylo tfeba do misek dat 2 ml zvoleného kultivacniho média a
prislusné mnozstvi bunécné suspenze (200 ul). Do kontrolni misky bylo pfidéno
zakladni kultivaéni médium bez obsahu antibiotika, do jedné experimentalni
misky bylo pfiddno médium s doporu¢enym obsahem antibiotika (10 pl-ml~*
pro penicilin-streptomycin a 1 pl-ml~! pro gentamicin) a do druhé experimen-
talni misky bylo pfiddno médium s dvojnasobnou koncentraci antibiotika (20
ul-ml~! pro penicilin-streptomycin a 2 pl-ml~! pro gentamicin).

VlozZeni lahve a misek do inkubéatoru.
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Po provedeni pasazovani dochazi k opétovnému rastu bunék. Ty zacinaji adherovat

na dno ldhve. K vytvoreni konfluentni monovrstvy jsou potieba 3—4 dny.

6.3.1 Pocitani bunék pomoci Biirkerovy komiirky

Pted pridanim bunécné suspenze do novych kultivacnich 1dhvi k udrzeni bunécné
kultury a misek je potfeba zjistit koncentraci bunécné suspenze. Navod k zjisténi

koncentrace bunééné suspenze je uveden nize.

Odebrani 20 pl bunécné suspenze do nové zkumavky.

Pridani 20 pl trypanové modri k bunééné suspenzi a resuspendace.
Naneseni 20 pul smési na kazdou pocitaci miizku Biirkerovy komtrky.
Opatrné prekryti kapky smési krycim sklickem.

Vlozeni komtrky pod mikroskop a spocitani bunék v 16 ¢tvereccich.

A o

Vypocitani mnozstvi bunék v 1 ml bunééné suspenze.

Celkem bylo napo¢itano 78 bunék v 16 velkych étvercich o ploSe 0,04 mm? s

objemem 0,004 mm?. Cislo ziedéni bylo 2. K vypoc¢tu byla pouzita rovnice (4.1).

~a-1000-d _ 78-1000 -2

X -
n-v 16 - 0,004

= 2 437 500 bunék - mi~!

Na zakladé spoctené koncentrace bylo pridano 300 pl suspenze do nové lahve pro

udrzeni kultury a 200 pl suspenze do kazdé misky.

6.3.2 Coating pomoci fibronektinu

Divodem provedeni coatingu je odlepovani bunék ze dna misky v nékterych pri-
padech po pridani barviva. Pred pridanim bunécéné suspenze do misky bude miska
pokryta roztokem fibronektinu. Bunééna adheze k fibronektinu je zprostredkovana
pomoci centralni bunééné vazebné domény FN prostiednictvim RGD aminokyseli-
nové sekvence. [46] Vytvari se tak vhodné podminky pro prichyceni bunék na dno
misky a bunky budou schopné prezit neptijemné podminky barveni. Postup jeho

provedeni je uveden nize.
1. Rozpusténi 1 mg fibronektinu v 1 ml vody pfi teploté 37 °C po dobu alespon

30 minut.

2. Ztedéni fibronektinu pomoci PBS a potazeni povrchu misky.
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3. Schnuti misky na vzduchu pfi pokojové teploté po dobu alespon 45 minut.
Prebytecny fibronektin lze odstranit aspiraci.
Kultivacni misky potazené fibronektinem lze skladovat po dobu 2—4 tydnu pri

teploté 2-8 °C v uzaviené sterilni nadobé nebo sterilnich uzaviratelnych saccich.

6.4 Barveni bunék pomoci sady Cell Meter’" Fluo-
rimetric Mitochondrial Superoxide Activity Assay

Kit Green Fluorescence

Tento seznam udava postup barveni:

1. Dle zvoleného stylu byl ve sterilni zkumavce ptipraven zasobni roztok (anglicky
stock solution) smichdnim MitoROS™™ 520 a 50 pl DMSO.

2. Odsati starého média z kultiva¢nich misek.

3. Priprava pracovniho roztoku (anglicky working solution), ktery vznikne pfili-
tim a smichanim 2 pl pripraveného zasobniho roztoku do 800 ml testovaciho
pufru. Takto pripraveny roztok neni stabilni a je potfeba jej pripravit tésné
pred pouzitim.

4. Pridani 200 pl pracovniho roztoku do kazdé misky.

5. Inkubace misek po dobu 1 hodiny pri 37 °C.

6. Snimani misek konfokalnim mikroskopem.

Po ozéareni svétlem o vinové délce 488 nm bunky emituji svétlo v zeleném spektru
(500 — 560 nm). Pro sledovani oznacenych bunék byl vyuzit konfokalni mikroskop.

Excitace a detekce byla nastavena dle protokolu barviva pro fluorescencéni mikrosko-

pii.

6.5 Barveni bunék pomoci MitoSOX” Red Mito-

chondrial Superoxide Indicator

Tento seznam udava postup barveni:
1. Pfiprava 5 mM zasobnfho roztoku ¢nidla MitoSOX?™ rozpusténim obsahu
jedné lahvicky MitoSOXTM (50 ng) ve 13 pl dimethylsulfoxidu (DMSO).
2. Nafedéni 5 mM zéasobniho roztoku ¢inidla MitoSOX”™ v HBSS k vytvoreni 5
M pracovniho roztoku MitoSOXTM
3. Odséti starého média z kultivacnich misek a jejich dvojité proplachnuti pomoci

HBSS.
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Pridani 0,320 ml 5 1M pracovniho roztoku do kazdé misky k pokryti bunék.
Inkubace misek po dobu 10 minut pri 37 °C.

3x promyti bunék kazdé misky pomoci HBSS.

Pridani 1,5 ml HBSS do kazdé misky.

Sniméani misek konfokalnim mikroskopem.

® NS ot

Koncentrace pracovniho roztoku ¢inidla MitoSOXTM by neméla piesdhnout 5 M.
Zvysena koncentrace by mohla vyvolat cytotoxické tcinky véetné morfologickych
zmén mitochondrii ¢i redistribuci fluorescence do jader a cytosolu.

Po ozareni svétlem o vinové délce 510 nm bunky emituji svétlo v ¢erveném spek-
tru (550 — 620 nm). Pro sledovani oznacenych bunék byl vyuzit konfokalni mik-
roskop. Excitace a detekce byla nastavena dle protokolu barviva pro fluorescenéni

mikroskopii.

6.6 Nastaveni méreni

Konfokalni mikroskop byl nastaven do sekven¢niho médu. Dle protokolu k bar-
vivu MitoROS™™ 520 byla nastavena hodnota excitace na 488 nm. Fluorescenéni
pasmo k detekci emise bylo nastaveno na 500-560 nm. Pro barvivo MitoSOXTM
byla nastavena hodnota excitace na 510 nm. Fluorescenéni pasmo k detekci emise
bylo nastaveno na 550-620 nm. Intenzita excitacniho laserového paprsku byla na-
stavena pomoci experimentalni misky s dvojnasobnym obsahem antibiotika tak, aby
vysledny obraz nebyl presvicen a nemél preexponované pixely. Nasledné tato sta-
novend intenzita laseru byla vyuzita pro snimani jak experimentalnich misek, tak i
kontrolni misky. V rezimu live k sledovani fluorescence bylo pouzito rozliseni 512x512
pixell a rychlost skenovani 400 Hz. V rezimu live dochazelo k posouvani stolku s
preparatem do nami zvolené pozice pomoci joysticku. Jakmile byl nalezen vhodny
snimek, zastavil se rezim live. Déale probéhlo skenovani obrazu pti rychlosti 100 Hz

s rozlisenim 2048x2048 pixeli.
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7 \Vysledky bakalarské prace

V této kapitole dokladam nasnimané snimky konfokalnim mikroskopem Leica TCS
SP8 X. Jak jiz bylo zminéno, skenovani snimki probéhlo rychlosti 100 Hz s rozliSenim
2048x2048 pixelt. Snimky byly ukladdny ve formatu tif. Jde o graficky rastrovy
format, ve kterém jsou snimky ulozeny ve vysoké kvalité.

Pfi provadéni experimentti byla pouzita dvé fluorescenéni barviva — MitoROSTM
520 a MitoSOX”™ Red. Na Obr. [7.1] Obr. a Obr. lze pozorovat ukazky
snimki z provedenych experimentti s barvivem MitoROST™ 520, se kterym se pra-
covalo predevsim v semestralni praci kvuli nize uvedenym divodam. Také doslo k
zméné pribéhu experimentu. V semestralni praci byly vytvareny pouze misky kon-
trolni s doporucenym obsahem antibiotika a misky experimentélni s dvojnasobnym
obsahem antibiotika. Nasledné byl vsak jesté experiment doplnén o vytvoreni treti
misky slouzici jako kontrolni, jelikoz se v ni MSCs kultivovaly v kultivaénim médiu
bez obsahu antibiotika.

Zde jsou vedle sebe zobrazeny snimky experimentalni kultivaéni misky s dvoj-
nasobnym obsahem antibiotika (vpravo) a kontrolni misky s doporucenym obsahem
antibiotika (vlevo). Jako prvni jsou predkladany snimky experimentdlni kultivaéni
misky a kontrolni misky s penicilinem-streptomycinem. Dalsi snimky zobrazuji ex-

perimentalni kultiva¢ni misku a kontrolni misku s gentamicinem.

150 pm 150 pm

Obr. 7.1: Srovnani kontrolni a experimentalni misky s penicilinem-streptomycinem
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Obr. 7.2: Srovnani kontrolni a experimentalni misky s gentamicinem

Béhem praktického ovéreni experimentu v bunécné laboratori se v nékterych
piipadech po pfidani fluorescenéniho barviva MitoROSTM 520 ze sady CellMetru?
zacaly buriky odlepovat ze dna misky. Odlepovani bunék lze vidét na Obr. [7.3] Mohlo
to byt dano reaktivitou roztoku nebo nevhodnosti materidlu pouzitych konfokalnich
misek pro adhezi bunék zvoleného typu. Proto byl proveden coating — pred pridanim
bunécné suspenze do misky byla miska pokryta roztokem fibronektinu. Ten vytvoril
vhodné podminky pro prichyceni bunék na dno misky a bunky tak byly schopné
prezit neprijemné podminky barveni. Ze snimku je zfejmé, ze spousta bunék neméla

charakteristicky vietenovity tvar, ale kulaty.

Obr. 7.3: Ukazka odlepovani MSCs ze dna misky

42



MSCs se po obarveni pomoci fluorescenéniho barviva MitoROS™™ 520 neproje-
vovaly dle oéekévani, a proto bylo pofizeno nové fluorescenéni barvivo MitoSOX™M
Red od firmy ThermoFisher, které se pti sledovani mitochondridlni produkce super-
oxidi v bunéénych experimentech pouziva nejcastéji. Fluorescenéni barvivo Mito-
SOXTM Red m4 oproti fluorescenénimu barvivu MitoROST™ 520 fadu piednosti.
Nejvetsi vyhodou je mnohem kratsi délka inkubace. Po obarveni fluorescenénim
barvivem MitoSOXTM Red neni tfeba ¢ekat hodinu, jako tomu bylo u fluorescenc-
niho barviva MitoROSTM 520, ale pouze 10 minut. Délka provadéného experimentu
se diky tomu vyrazné zkrati. Fluorescenéni barvivo MitoSOX”™ Red mé4 jedno-
dussi pripravu nez fluorescenéni barvivo MitoROS™™ 520. U fluorescenéniho barviva
MitoSOXTM Red dochézi po 10minutové inkubaci k promyti misky s MSCs teplym
pufrem, coz ma ve vysledku velky vliv na podilu Sumu v obraze. Dalsi nevyhoda
fluorescenéniho barviva MitoROSTM 520 spoéiva v objevovani shlukf v kultivac¢nim
médiu. Posledni nevyhodou fluorescenéniho barviva MitoROS™™ 520 je odlepovani
MSCs ze dna misky po jeho pridani do misky, a proto musel byt proveden coating,
kdy byl povrch misky potazen tenkou vrstvou fibronektinu. Tento problém u fluo-
rescencniho barviva MitoSOX?™ Red béhem provadénych experimentti nenastal.

7 vyse uvedenych divodi nebylo v experimentu s fluorescenénim barvivem Mito-
ROS™ 520 pokracovano a preslo se na experimenty s fluorescenénim barvivem
MitoSOXTM Red. Proto nebude pro experiment s MitoROST 520 provadéna vy-
sledna analyza.

Na nésledujicich snimcich (Obr. a Obr. [7.5) jsou vedle sebe zobrazeny snimky
jednotlivych misek prvniho experimentu s fluorescenénim barvivem MitoSOX™M
Red k srovnani intenzity fluorescence u obou antibiotik. Vlevo se vzdy nachézeji
snimky misek s antibiotikem penicilinem-streptomycinem a vpravo snimky misek
s gentamicinem. Nahote jsou predkladany snimky kontrolnich misek. Snimky upro-
stfed zobrazuji experimentalni kultiva¢ni misky s doporu¢enym obsahem antibiotika.
Dole jsou prekladany snimky experimentalnich kultiva¢nich misek s dvojnasobnym

obsahem antibiotika.
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.
200 ym 200 pm
200 ym 200 ym
200 pm

Obr. 7.4: Nasnimané snimky prvniho experimentu s penicilinem-streptomycinem

(vlevo) a gentamicinem (vpravo): (A) kontrolni miska, (B) miska s doporuc¢enym

obsahem antibiotika, (C) miska s dvojndsobnym obsahem antibiotika
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Obr. 7.5: Nasnimané snimky prvniho experimentu s penicilinem-streptomycinem

(vlevo) a gentamicinem (vpravo): (A) kontrolni miska, (B) miska s doporuc¢enym

obsahem antibiotika, (C) miska s dvojnasobnym obsahem antibiotika, zvétseno 100x
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7Z vyse uvedenych snimkt MSCs obarvenych fluorescenénim barvivem MitoSOX™M

Red lze pozorovat, ze mnozstvi daného antibiotika v kultiva¢nim médiu pti kultivaci
ma vliv na vyslednou intenzitu fluorescence, a tedy i na vyslednou produkci super-
oxidli v mitochondriich. MSCs experimentalnich misek s dvojnasobnym obsahem
antibiotika vykazuji jednoznacné nejvétsi fluorescenci, naopak MSCs kontrolnich
misek vykazuji nejmensi fluorescenci. MSCs lze detailnéji pozorovat na snimcich na-
snimanych pomoci objektivu se zvétSenim 100x na Obr. [7.5] Vyraznou fluorescenci
vykazuji buniky se znamkami apoptozy, protoze v nich dochazi k akumulaci barviva.
Ze snimkt je patrné, ze antibiotika maji vliv i na tvar bunék. V nékterych pripa-
dech v experimentalnich miskach MSCs nemaji charakteristicky vietenovity tvar a
dochézi k jejich zmenseni. Také lze ze snimkt vidét, ze gentamicin bude pro MSCs
vice toxicky nez penicilin-streptomycin.

Vy$e uvedené zavéry budou néasledné ovéreny pomoci statistickych testi.
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8 Zpracovani dat

Cilem zpracovani nasnimanych snimkt porizenych béhem tii experimenti pro kazdé
antibiotikum je urceni intenzity fluorescence. Na zakladé tohoto parametru bude po-
rovnana mitochondrialni produkce superoxidi MSCs kultivovanych ve trech typech
kultiva¢nich médii (kultiva¢ni médium bez obsahu antibiotika, kultiva¢ni médium s
doporucenym obsahem antibiotika a kultiva¢ni médium s dvojnasobnym obsahem
antibiotika). Podle vysledné produkce superoxidi bude porovnana toxicita antibi-
otik penicilinu-streptomycinu a gentamicinu na MSCs. Pomoci statistickych testt

budou vyhodnoceny vysledky experimentu.

8.1 Popis navrzeného algoritmu v programovacim pro-
stredi MATLAB

Za tucelem analyzy nasnimanych snimkt byl navrzen algoritmus v programovacim
prostfedi MATLAB (verze R2020a), jehoZ schéma je zobrazeno nize na Obr. [8.1]

Vytvofeni buriky k
ukladani zjisténych
tdaja

Nacteni snimkd z
méfeni

h 4

Zjisténi podilu
fluorescence ve
snimcich

Pfevedenf snimku
do formatu double

Zjisténi intenzity
fluorescence na
pixel

Aplikace
statistickych testu

Obr. 8.1: Schéma navrzeného algoritmu v programovacim prosttedi MATLAB

Nejprve musi byt zvolena cesta k nasnimanym snimkim z experimentu a vy-
tvoreno pole bunék, do néhoz se budou ukladat zjiSténé parametry — nazev snimku
a intenzita fluorescence na pixel. Snimky, na néz je aplikovan vyse uvedeny algo-
ritmus, jsou v Sedoténové podobé. Pro vsechny experimenty bylo nasnimano 25
mikroskopickych snimkti pro kazdou misku. Dohromady bylo béhem jednoho ex-

perimentu nasnimano 150 mikroskopickych snimki. Algoritmus pomoci for cyklu
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nasledné prochézi vsechny snimky daného experimentu ve formatu tif. Behem cyklu
jsou zjistény rozméry snimku (dany nastavenim rozliSeni, size) a snimek je preveden
do formétu double (double). V dalsim kroku je zvySena intenzita snimku (imadjust)
a odstranén Sum (activecontour). Ve zminéném for cyklu nalezneme vnoreny for
cyklus prochézejici jednotlivé pixely snimku. Ten slouzi k urceni celkové vykazované
fluorescence bunék a poctu pixelt, které bunky ve snimku zaujimaji. Celkova in-
tenzita fluorescence je dale prepoctena na intenzitu fluorescence na pixel vydélenim
celkové intenzity fluorescence poctem pixelti, které zaujimaji bunky.

Algoritmus byl celkem spustén t¥ikrat, jelikoz byly provedeny 3 experimenty. Ci-
selné hodnoty intenzit fluorescence na pixel pro jednotlivd méreni u obou antibiotik
jsou zapsény do nasledujicich tabulek (Tab. — Tab. [8.6).
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Tab. 8.1: 1. méfeni pro antibiotikum penicilin-streptomycin

1. experiment - penicilin-streptomycin

Snimek

Kontrolni miska

Miska s doporucenym

mnozstvim antibiotika

Miska s dvojnasobnym

mnozstvim antibiotika

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

na pixel na pixel na pixel
1 13,766 18,768 16,091
2 14,268 16,544 15,597
3 14,548 16,794 18,470
4 13,663 17,632 16,724
) 13,980 18,129 19,133
6 13,353 15,007 18,088
7 13,520 16,809 17,763
8 12,893 16,932 17,990
9 12,007 17,572 16,014
10 12,866 15,232 16,151
11 15,253 17,079 18,143
12 14,797 16,644 19,671
13 13,173 14,997 18,726
14 12,886 17,017 17,344
15 14,752 18,594 17,650
16 15,084 14,481 18,085
17 16,652 17,565 18,109
18 12,785 16,436 17,374
19 12,120 17,306 16,606
20 13,068 17,678 18,593
21 12,224 17,226 17,179
22 12,999 15,048 16,290
23 14,067 16,573 16,333
24 13,154 18,219 19,542
25 14,198 16,537 16,546
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Tab. 8.2: 1. méfeni pro antibiotikum gentamicin

1. experiment - gentamicin

Snimek

Kontrolni miska

Miska s doporucenym

mnozstvim antibiotika

Miska s dvojnasobnym

mnozstvim antibiotika

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

na pixel na pixel na pixel
1 13,791 17,793 27,219
2 14,453 18,773 27,564
3 14,277 19,152 26,873
4 13,658 16,179 30,569
5 11,431 18,384 32,217
6 12,663 20,197 28,986
7 12,306 16,998 34,427
8 11,441 20,113 31,262
9 13,560 16,439 22,669
10 13,035 16,259 26,501
11 12,938 17,231 24,651
12 12,851 16,021 31,998
13 13,481 18,704 33,246
14 12,462 17,362 28,705
15 13,935 19,066 25,218
16 12,675 19,675 25,510
17 12,511 21,343 37,061
18 12,939 15,982 29,603
19 12,729 18,469 26,341
20 12,284 18,447 26,920
21 11,469 17,373 36,050
22 13,400 17,663 30,092
23 11,605 16,468 32,102
24 11,721 17,323 27,400
25 13,179 18,586 32,046
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Tab. 8.3: 2. méfeni pro antibiotikum penicilin-streptomycin

2. experiment - penicilin-streptomycin

Snimek

Kontrolni miska

Miska s doporucenym

mnozstvim antibiotika

Miska s dvojnasobnym

mnozstvim antibiotika

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

na pixel na pixel na pixel
1 13,195 13,920 18,149
2 12,722 15,975 18,216
3 13,347 17,416 18,163
4 13,127 17,816 18,277
) 15,994 16,555 16,816
6 13,236 13,815 16,990
7 14,312 16,010 16,397
8 12,096 17,303 15,648
9 13,528 15,135 20,334
10 13,614 15,477 19,005
11 13,588 15,186 17,362
12 14,294 15,256 17,024
13 12,957 14,792 16,285
14 13,438 15,415 21,164
15 13,804 17,708 15,201
16 13,189 14,341 17,753
17 12,423 16,655 18,483
18 13,740 14,846 15,609
19 13,152 14,296 15,5654
20 13,934 16,083 17,133
21 13,432 15,601 14,726
22 13,100 13,998 16,733
23 14,102 13,527 14,706
24 14,206 15,301 14,533
25 12,809 14,532 15,636
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Tab. 8.4: 2. méfeni pro antibiotikum gentamicin

2. experiment - gentamicin

Snimek

Kontrolni miska

Miska s doporucenym

mnozstvim antibiotika

Miska s dvojnasobnym

mnozstvim antibiotika

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

na pixel na pixel na pixel
1 12,655 15,353 20,081
2 12,824 12,937 17,616
3 11,751 14,128 27,794
4 12,365 18,271 15,874
5 11,536 17,292 24,924
6 11,004 14,029 23,456
7 11,909 14,571 20,979
8 11,837 14,319 21,904
9 12,224 16,132 15,582
10 11,375 16,947 22,665
11 11,131 14,535 15,265
12 12,167 15,475 19,354
13 12,757 14,507 19,222
14 12,152 14,378 18,543
15 11,780 15,752 17,611
16 12,648 15,844 17,391
17 12,783 18,606 18,269
18 11,249 16,751 14,874
19 11,993 15,555 21,278
20 11,201 15,051 16,262
21 12,248 13,753 15,770
22 11,330 13,858 15,634
23 13,308 13,094 19,042
24 12,064 16,137 17,909
25 12,390 13,545 15,526
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Tab. 8.5: 3. méfeni pro antibiotikum penicilin-streptomycin

3. experiment - penicilin-streptomycin

Snimek

Kontrolni miska

Miska s doporucenym

mnozstvim antibiotika

Miska s dvojnasobnym

mnozstvim antibiotika

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

na pixel na pixel na pixel
1 10,499 14,338 15,526
2 10,829 14,106 14,932
3 10,298 14,778 15,946
4 11,030 15,010 14,911
) 11,049 13,082 16,446
6 10,377 14,077 16,738
7 10,886 14,423 17,986
8 10,797 15,007 18,005
9 11,239 15,301 17,450
10 10,781 13,178 14,557
11 10,867 14,326 17,259
12 11,146 14,237 17,434
13 11,181 14,729 16,400
14 11,965 14,653 16,159
15 12,463 14,536 15,653
16 11,267 15,103 16,841
17 10,911 15,880 18,178
18 11,075 14,454 15,050
19 10,676 14,954 15,004
20 10,472 13,674 15,231
21 10,625 13,839 17,303
22 10,757 14,349 17,5654
23 10,779 15,248 16,829
24 10,492 15,220 16,475
25 10,794 14,223 14,769
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Tab. 8.6: 3. méfeni pro antibiotikum gentamicin

3. experiment - gentamicin

Snimek

Kontrolni miska

Miska s doporucenym

mnozstvim antibiotika

Miska s dvojnasobnym

mnozstvim antibiotika

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

na pixel na pixel na pixel
1 12,074 14,262 14,713
2 12,160 14,801 16,156
3 12,525 14,591 15,439
4 11,721 14,812 18,608
) 11,865 15,982 15,191
6 12,551 14,171 17,122
7 11,689 15,862 15,721
8 11,523 18,255 15,644
9 11,886 15,106 15,639
10 11,455 13,738 14,282
11 12,441 15,350 15,780
12 11,341 14,693 16,777
13 11,881 15,949 16,059
14 11,939 16,422 16,696
15 13,005 14,996 17,591
16 12,688 16,323 15,314
17 12,787 16,268 18,107
18 11,794 14,857 16,539
19 13,136 14,005 13,875
20 11,558 14,676 14,215
21 10,819 13,822 14,344
22 11,656 14,246 15,136
23 12,125 14,553 14,802
24 11,570 13,830 16,446
25 11,854 14,426 15,904
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9 Statistické vyhodnoceni dat

Celkové byly provedeny tfi experimenty s obéma antibiotiky a u kazdého byla zjis-
téna hodnota intenzity fluorescence na pixel. Ty jsou uvedeny ve vyse uvedenych
tabulkach (Tab. — Tab. [B.6). Byly zjistény aplikaci navrzeného algoritmu na
nasnimané snimky. Tyto hodnoty jsou dulezité ke zhodnoceni experimentu pomoci
statistickych testl. Statistickd analyza je rozdélena na dvé ¢asti. V prvni c¢asti se
zkoumd, jestli ma mnozstvi daného antibiotika v kultiva¢nim médiu vliv na vysled-
nou fluorescenci, a tedy i mnozstvi mitochondrialni produkce superoxidii. Druhé
¢ast je vénovana toxicité zvolenych antibiotik - hodnoceni vlivu typu zvoleného an-

tibiotika na mitochondrialni produkei superoxidu.

9.1 Hodnoceni vlivu obsahu daného antibiotika v kul-
tivacnim médiu na mitochondrialni produkci su-

peroxidil

Ve vsech testovacich skupindch (MSCs kultivované v kultivacnim médiu bez antibi-
otika, MSCs kultivované v kultivacnim médiu s doporuc¢enym obsahem antibiotika,
MSCs kultivované v kultiva¢nim médiu s dvojnadsobnym obsahem antibiotika) bude
porovnana intenzita fluorescence na pixel. Bude ovéreno, jestli je stfedni hodnota
intenzity fluorescence na pixel zhruba stejné ve vSech testovacich skupinach.

Pro tento typ ovéfeni se hodi pouzit analyzu rozptylu (ANOVA - Analysis of
Variance), kterd umoznuje porovnat tii a vice testovacich skupin. Jedna se tedy
o rozsiteni t-testu pro vice nez 2 testovaci skupiny. Zvolena byla jednofaktorova
ANOVA (one-way ANOVA, anoval), jelikoz byl sledovdn tcinek jednoho faktoru
(mnozstvi daného antibiotika ptidaného do kultivaéniho média na vyslednou fluo-
rescenci, tedy na vyslednou mitochondrialni produkei superoxidi). Jelikoz se jedné
o parametrickou metodu, musi byt pro jeji pouziti splnény urcité predpoklady, jinak
musi byt na data aplikovan neparametricky Kruskaliv-Wallistiv test. Predpoklady;,
které musi byt splnény k pouziti ANOVA testu:

» nezavislost testovacich skupin

o normalni rozdéleni dat ve vSech testovacich skupinach

o shodny rozptyl ve vsech testovacich skupinach

Pro ovéreni normalniho rozdéleni a shody rozptylt dat v testovacich skupinach
byl v MATLABU pouzit vicevybérovy test o homogenité rozptyla (vartestn). Jeho
nulova hypotéza zni, ze data maji normalni rozdéleni a jejich rozptyly jsou homo-

genni a muze byt na né aplikovan parametricky test. Alternativni hypotéza zni, ze
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data bud nemaji normalni rozlozZeni, nebo nemaji shodny rozptyl a musi byt na
né aplikovan neparametricky test. Vysledkem testu je p-hodnota, ktera je urcujici
k zamitnuti ¢i nezamitnuti nulové hypotézy. Nejcastéji se porovnava s hodnotou
hladiny vyznamnosti 0,05 ¢i 0,01. Pokud je p-hodnota mensi nez zvolena hladina
vyznamnosti, nulova hypotéza se zamita a plati tak hypotéza alternativni.

ANOVA ¢i Kruskalav-Wallistv test provéruje nulovou hypotézu, ze se stredni
hodnoty vsSech testovacich skupin mezi sebou nelisi. Podle alternativni hypotézy
se alespon jedna dvojice stfedni hodnotou lisi. Z vysledku provedeného testu nelze
zjistit, jaké testovaci skupiny se lisi. K vyhledani dvojic testovacich skupin s odlisnou
stfedni hodnotou slouzi post-hoc test.

V tabulce Tab. jsou vypsany vysledné p-hodnoty vicevybérového testu, vy-
sledné pouzité testy na data z jednotlivych méreni a jejich vyslednd p-hodnota a
s ni i platnd hypotéza pro dané méreni. Dle platné hypotézy je z tabulky ziejmé,
ze nebyly prokazany stejné stfedni hodnoty intenzity fluorescence ve vsech skupi-
nach jednotlivych meéreni. P-hodnota zvolenych testi je ve vSech mérenich mensi
nez zvolend hladina vyznamnosti 0,05. Bylo tedy prokazano, ze mnozstvi antibio-
tika v kultivaénim médiu béhem kultivace MSCs ma vliv na vyslednou intenzitu

fluorescence, tedy mitochondrialni produkci superoxidovych radikali.

Tab. 9.1: Tabulka vyslednych p-hodnot vicevybérového testu, pouzitych testi, vy-
slednych p-hodnot zvolenych testt a platnych hypotéz u jednotlivych méteni prvni

casti statistické analyzy

. p-hodnota s . ,
experiment vicevbérového testu pouzity test p-hodnota | platnd hypotéza

1. experiment - penicilin-streptomycin 0,963 ANOVA 3,034-10~19 alternativni
2. experiment - penicilin-streptomycin 9,434-10~4 Kruskaltiv-Wallistv | 4,283-10 ! alternativni
3. experiment - penicilin-streptomycin 9,758-107° Kruskaltiv-Wallistiv | 6,648-10~ 14 alternativni
1. experiment - gentamicin 5,533-107 11 Kruskaliv-Wallistv | 9,473-10~ 11 alternativni

2. experiment - gentamicin 1,430-10~12 Kruskaltiv-Wallistiv | 4,283-10~ 11 alternativni

3. experiment - gentamicin 0,001 Kruskaltv-Wallistiv | 6,648-10~ 14 alternativni

Na nésledujicich obrazcich (Obr. a Obr. lze pozorovat grafické vystupy
statistického testu konkrétné pro 1. experiment. Jiz ze znazornéni rozlozeni dat
pomoci krabicového grafu téz boxplotu (Obr. [9.1) je zfejmé, Ze hodnoty intenzity
fluorescence se v jednotlivych testovacich skupinach vyrazné lisi. Na Obr. je zna-
zornén vystup post-hoc testu prvniho experimentu s penicilinem-streptomycinem.
Napriklad pri vybrani prvni testovaci skupiny si lze vSimnout, ze zbylé dvé testovaci
skupiny jsou vyznamné rozdilné. Na obrazcich Obr. a Obr. jsou zobrazeny
krabicové grafy druhého a tfetiho experimentu. Post-hoc testy druhého a treti ex-
perimentu s penicilinem-streptomycinem nalezneme na obrazcich Obr. a Obr.
9.0l
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Obr. 9.1: Krabicovy graf intenzity fluorescence na pixel prvniho experimentu: (1)
MSCs kultivované v kultivaénim médiu bez antibiotika, (2) MSCs kultivované v
kultivaénim médiu s doporucenym obsahem antibiotika, (3) MSCs kultivované v

kultivacnim médiu s dvojnédsobnym obsahem antibiotika
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Obr. 9.2: Post-hoc test prvniho experimentu s penicilinem-streptomycinem: (1)
MSCs kultivované v kultivaénim médiu bez antibiotika, (2) MSCs kultivované v
kultivaénim médiu s doporucenym obsahem antibiotika, (3) MSCs kultivované v

kultivacnim médiu s dvojnédsobnym obsahem antibiotika
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Obr. 9.3: Krabicovy graf intenzity fluorescence na pixel druhého experimentu: (1)
MSCs kultivované v kultivaénim médiu bez antibiotika, (2) MSCs kultivované v
kultivaénim médiu s doporucenym obsahem antibiotika, (3) MSCs kultivované v

kultivacnim médiu s dvojnédsobnym obsahem antibiotika
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Obr. 9.4: Post-hoc test druhého experimentu s penicilinem-streptomycinem: (1)
MSCs kultivované v kultivaénim médiu bez antibiotika, (2) MSCs kultivované v
kultivaénim médiu s doporucenym obsahem antibiotika, (3) MSCs kultivované v

kultivacnim médiu s dvojnédsobnym obsahem antibiotika

o8



Hodnoceni produkce superoxidl indukované antiblotiky
T

]

B

Penicilin-s treptomycin
— Gentamicin

—
=]
T
i

—
[w:x]
T

—_
=]
T

—_
[ ]
T

—
Y
T

Intenzita fluorescence na pixel
- -
L2 n
T T
1

P
+

—
[
T

——
1

—
—a
T

i i
1 2 3
Typ experimentu

—
=]

Obr. 9.5: Krabicovy graf intenzity fluorescence na pixel tfetiho experimentu: (1)
MSCs kultivované v kultivaénim médiu bez antibiotika, (2) MSCs kultivované v
kultivaénim médiu s doporucenym obsahem antibiotika, (3) MSCs kultivované v

kultivacnim médiu s dvojnédsobnym obsahem antibiotika
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Obr. 9.6: Post-hoc test tfetiho experimentu s penicilinem-streptomycinem: (1) MSCs
kultivované v kultivaénim médiu bez antibiotika, (2) MSCs kultivované v kultivaé-
nim médiu s doporuéenym obsahem antibiotika, (3) MSCs kultivované v kultivaénim

médiu s dvojnasobnym obsahem antibiotika
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9.2 Hodnoceni vlivu typu zvoleného antibiotika na

mitochondrialni produkci superoxidu

V této casti statistické analyzy chceme zjistit, zda se fluorescence u jinych typu
antibiotik lisi, konkrétné chceme dokazat, zda se lisi mitochondrialni produkce su-
peroxidii po pridani penicilinu-streptomicinu anebo gentamicinu do média pri kul-
tivaci bunék. Zde budou porovnany pouze testovaci skupiny MSCs kultivovanych v
kultivacnim médiu s doporuc¢enym obsahem antibiotika a MSCs kultivovanych v kul-
tivacnim médiu s dvojnasobnym obsahem antibiotika. Analyza kontrolnich skupin
je nesmyslna.

K analyze je vhodné pouzit neparovy t-test (ttest2). Opét se jedné o parametricky
test s urc¢itymi predpoklady k jeho pouziti. Alternativou je neparametricky Mannuv-
Whitneytv test. Pouziti parametrického neparového t-testu ma 2 predpoklady:

e normalni rozdéleni dat v ramci testovacich skupin

e shodny rozptyl v obou testovacich skupinach

Prvni predpoklad lze ovéfit pomoci p-hodnoty Shapirova-Wilkova testu (swtest).
Jelikoz tento test neni v MATLABU naimplementovan, byl stazen jako funkce z
jeho webové stranky pod nazvem Shapiro-Wilk and Shapiro-Francia normality tests
ve verzi 1.1.0.0 od Ahmeda BenSaida [45]. Druhy predpoklad lze ovétit pomoci F-
testu (vartest2). Pokud se pomoci p-hodnoty Shapirova-Wilkova testu ¢i p-hodnoty
F-testu prokaze, ze nelze pouzit parametricky test, musi byt pouzit test nepara-
metricky. Aby byl pouzit neparametricky test, staci prokazat nenormalni rozlozeni
dat v alespon jedné testovaci skupiné ¢i zamitnuti shody rozptylu v obou testova-
cich skupinéach. Jelikoz v MATLABU neni naimplementovan Manntuv-Whitneyuv
test, musela by byt pouzita jeho alternativa Wilcoxoniv test hmotnostniho souctu
(ranksum).

Nulova hypotéza neparového t-testu ¢i Wilcoxonova testu hmotnostniho souctu
rika, Ze jsou pruméry obou testovacich skupin stejné. V pripadé alternativni hypo-
tézy se prumeéry obou tetovacich skupin lisi. Podle p-hodnoty zvoleného testu pak
zamitame ¢i nezamitame nulovou hypotézu o shodé prameért.

V tabulce Tab. jsou vypsany vysledné p-hodnoty Shapirova-Wilkova testu k
ovéreni normalniho rozdéleni intenzity fluorescence na pixel pro penicilin-streptomy-
cin a gentamicin. Také v ni nalezneme vyslednou p-hodnotu F-testu ovérujici shod-
nost rozptylu v obou testovacich skupinach. Z vyslednych p-hodnot testt lze vycist,
ze pro prvni porovnani antibiotik v doporuc¢eném mnozstvi v kultivacnim médiu lze
pouzit parametricky neparovy t-test, jelikoz jsou vSechny vysledné p-hodnoty vétsi
nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05. Parametricky neparovy t-test nelze pouzit

v pripadé tretiho porovnani antibiotik v doporu¢eném mmnozstvi v kultivaénim mé-
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diu, jelikoz neni splnén predpoklad normalniho rozdéleni intenzity fluorescence na
pixel u gentamicinu a zaroven neni splnén i predpoklad shodného rozptylu v obou

testovacich skupinach.

Tab. 9.2: Tabulka p-hodnot Shapirova-Wilkova testu pro penicilin-streptomycin a
gentamicin a p-hodnot F-testu k ovéreni predpokladu pouziti parametrického nepa-

rového t-testu druhé casti statistické analyzy

.. . p-hodnota SW testu p-hodnota SW testu
porovnani antibiotik . . . p-hodnota F-testu
pro penicilin-streptomycin pro gentamicin
1. ani antibiotik v d ¢ené
porovriamldn i 10.1 VV/ opm]rufenem 0.174 0.368 0.277
mnozstvi v kultivaénim médiu
2. porovnani antibiotik v doporuceném
borovnatt Lk v doport 0,343 0,352 0,344
mnozstvi v kultivaénim médiu
3. ini antibiotik v d ¢ené
porovriam’an 1)1011 Vv' opoTuf:enem 0,630 0.014 0.023
mnozstvi v kultivaénim médiu
1. porovnani antibiotik v dvojnasobném
boroviatt v avomax 04577 0,777 3,090-10~7
mnozstvi v kultivaénim médiu
2. porovnani antibiotik v dvojnasobném o
L oL 0,356 0,005 0,002
mnozstvi v kultivaénim médiu
3. porovnani antibiotik v dvojndsobném
L L o 0,155 0,708 0,758
mnozstvi v kultiva¢nim médiu

V tabulce Tab. 9.3 jsou vypsany vysledné pouzité testy na jednotlivd porovnani
toxicity zvolenych antibiotik, jejich p-hodnota a s ni i platna hypotéza pro dané po-
rovnani. Dle platné hypotézy je z tabulky zfejmé, Ze nebyla zcela prokazana shoda
prameéru obou testovacich skupin jednotlivych porovnani. P-hodnota zvolenych testt
ve tfech pripadech byla vyssi nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05. Lze Tici, Ze po-
kud se MSCs kultivuji v kultivaénim médiu s doporuc¢enym obsahem antibiotika,
at uz penicilinu-streptomycinu ¢i gentamicinu, tak typ zvoleného antibiotika nema
vliv na vyslednou intenzitu fluorescence, a tedy na mitochondridlni produkci su-
peroxidu. Jestlize se MSCs kultivuji v kultiva¢nim médiu s dvojnasobnym obsahem
antibiotika, af uz penicilinu-streptomycinu ¢i gentamicinu, tak typ zvoleného antibi-
otika muze mit vliv na vyslednou intenzitu fluorescence, a tedy na mitochondridlni

produkci superoxidi.
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Tab. 9.3: Tabulka pouzitych testii, vyslednych p-hodnot zvolenych testii a platnych

hypotéz druhé casti statistické analyzy

mnozstvi v kultivaénim médiu

porovnani antibiotik pouzity test | p-hodnota | platna hypotéza
1. porovnéni antibiotik v doporuceném
P o, oL, P o neparovy t-test 0,003 alternativni
mnozstvi v kultivaénim médiu
2. porovnani antibiotik v doporuceném
P . o, P L neparovy t-test 0,533 nulova
mnozstvi v kultivaénim médiu
3. porovnani antibiotik v doporuc¢eném
P o oL P o Wilcoxontv test 0,1206 nulova
mnozstvi v kultivaénim médiu
1. porovnani antibiotik v dvojndsobném
P . o, ! o Wilcoxontv test | 1,416-107° alternativni
mnozstvi v kultivaé¢nim médiu
2. porovnani antibiotik v dvojnasobném
P L L ! o Wilcoxontiv test 0,040 alternativni
mnozstvi v kultivaénim médiu
3. porovnani antibiotik v dvojnasobném L, 3
neparovy t-test 0,137 nulova

Na vyse uvedenych krabicovych grafech (Obr. , Obr. a Obr. v kapi-
tole lze pozorovat rozlozeni intenzity fluorescence na pixel v obou testovacich

skupinach pro jednotlivd méreni. Je z nich patrné, Ze typ antibiotika obsazeného v

kultivacnim médiu méa vliv na vyslednou fluorescenci, ¢im se ¢astecné potvrdil vy-

sledek zvolenych statistickych testi. V pripadech, kdy byla platna nulova hypotéza,

jsou hodnoty intenzity fluorescence na pixel u gentamicinu ve vétsim rozsahu. Pa-

trnéjsi rozdil v intenzité fluorescence na pixel u zvolenych antibiotik lze pozorovat

u MSCs kultivovanych s dvojnasobnym mnozstvim antibiotika. Z vyslednych kra-

bicovych graf lze usoudit, Ze gentamicin je pro MSCs vice toxicky neZ penicilin-

streptomycin.
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Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo ovérit, ze pri pridani antibiotika do kultivac¢nich
misek dojde k zvyseni fluorescence, jelikoz pridani antibiotika zptsobuje zvysSeni
produkce superoxidti v mitochondriich.

Bakalarska prace je ¢lenéna na dvé zakladni Casti - teoretickou a praktickou. V
teoretické casti byla provedena literarni reserse tykajici se role mitochondrii, oxi-
da¢niho stresu a antibiotik. Zavér teoretické casti je vénovan kultivaci bunék, po-
pisu mezenchymalnich kmenovych bunék a fluorescenénim barviviim - konkrétné
MitoROS™M™ 520 a MitoSOXTM Red.

V praktické ¢asti byl navrzen vhodny experiment. V této c¢asti jsou vypsany po-
stupy jednotlivych kroki navrzeného experimentu. Experiment spocival v kultivaci
bunécéné linie MSCs v kultiva¢nim médiu s doporuc¢enym obsahem antibiotika, v
nasledné pasazi téchto bunék a pripravy misek. Jedna miska slouzila jako kontrolni,
kde byly bunky kultivovany v médiu bez obsahu antibiotika. Na dalsich dvou mis-
kach byl proveden experiment. Bunky prvni experimentalni misky byly kultivovany
v médiu s doporuc¢enym obsahem antibiotika. Bunky druhé experimentalni misky
byly kultivovany v médiu s dvojnasobnym obsahem antibiotika. Antibiotika pouzita
v této bakalaiské praci byla penicilin-streptomycin a gentamicin. Nasledné byly tyto
buriky obarveny pomoci fluorescenc¢nich barviv. Ze zminénych duvodi v kapitole [7]
bylo pouzito predevsim fluorescencni barvivo MitoSOX”™ Red. Po obarveni bunék
byly tyto bunky snimény pomoci konfokélniho mikroskopu Leica TCS SP8 X. Ex-
periment byl otestovan s dostatecnym poctem opakovani. Celkem byly provedeny
tTi experimenty pro kazdé antibiotikum. Pro kazdou misku vSech experimenti bylo
nasnimano 25 mikroskopickych snimkii. V rdmci jednoho experimentu tedy slo o
akvizici 150 mikroskopickych snimki.

K analyze nasnimanych snimkt byl vytvoren algoritmus v programovacim pro-
stfedi MATLAB, jehoz schéma 1ze vidét na Obr. [8.1] Cilem algoritmu byla analyza
urovné fluorescence v nasnimanych snimcich. Ziskané hodnoty fluorescence na pixel
u vSech typta misek byly analyzovany pomoci statistickych testii.

Prvni analyza byla vénovana sledovani mnozstvi produkovanych superoxidi na
zakladé obsahu antibiotika v kultivaénim médiu. K hodnoceni fluorescence na pixel
u jednotlivych testovacich skupin byla vyuzita parametrickd ANOVA ¢i neparame-
tricky Kruskaliv-Wallistv test. Byla porovnana stfedni hodnota fluorescence vsech
testovacich skupin. Z vysledkt statistickych testii je patrné, Ze se primérna hodnota
fluorescence ve vsech testovacich skupinach lisi a mezi testovacimi skupinami lze po-
zorovat vyznamny rozdil. Lze konstatovat, ze mnozstvi antibiotika v kultiva¢nim
médiu mé vliv na vyslednou fluorescenci, a tedy i mnozstvi produkce superoxidii

v mitochondriich. Pomoci statistickych test byl tedy potvrzen fakt, ze pri pridani
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antibiotika do kultiva¢nich misek dochézi k zvyseni fluorescence, jelikoz ptridani an-
tibiotika zptisobuje zvyseni produkce superoxidi v mitochondriich.

Druha analyza byla vénovana toxicité zvolenych antibiotik. K hodnoceni toxicity
zvolenych antibiotik u testovacich skupin byl vyuzit parametricky neparovy t-test ¢i
neparametricky Wilcoxontiv test hmotnostniho souc¢tu. Na zakladé vysledkt testt
lze tici, ze i typ zvoleného antibiotika muze mit vliv na vyslednou fluorescenci.
Gentamicin je pro MSCs vice toxicky nez penicilin-streptomycin. Jako dikaz slouzi
vysledné hodnoty test a i fakt, ze MSC v experimentalnich miskadch ménily sviij
tvar. MSCs kultivované v gentamicinu byly oproti MSCs kultivovanych v penicilinu-
streptomycinu mensi a ¢asto nemély charakteristicky vretenovity tvar. Také se v
téchto experimentalnich miskach nachazelo vétsi mnozstvi bunék vykazujici zndmky

apoptozy, u nichz dochazelo k akumulaci barviva a jejichz fluorescence byla znac¢na.
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Seznam symboli a zkratek

TOM
TIM
ATP
ADP
CoA
NADH
FADH,
CoQ)
CoQQH,
FMN
FMNH~
CoQ--
CoQH-
ROS
LDI

MnSOD

CuZnSOD

FBS
PBS
HEPES
TES
DMEM
MSC

HBSS

Vnéjsi proteinova translokaza

Vnitini proteinova translokaza
Adenosintrifosfat

Adenosindifosfat

Acetylkoenzym A
Nikotinamidadenindinukleotid
Flavinadenindinukleotid

Koenzym Q

Ubichinol

Flavinmononukleotid
Flavinmononukleotid

Semichinon

Ubisemichinon

Reaktivni formy kysliku

Nizkodenzitni lipoprotein

Managan superoxiddismutaza
Meéd-zinek superoxiddismutaza

Fetalni bovinni sérum

Fosfatovy pufr

Kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin—-N’-2 ethansulfonova
N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2—aminoethansulfonova kyselina
Dulbecco modifikované Eaglovo médium
Mezenchymalni kmenové bunky

Hanktv balancovany solny roztok
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