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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem kultivace bunécné linie 3T3 (mysi
embryonalni fibroblastové bunky) a migrace bunék. Pro studium migrace bunck byla
pouzita metoda Scratch Wound Healing Assay. Na konkrétnich ptikladech byly ukazany
zékladni zésady provedeni experimentu, jeho vyhody a nevyhody a také praktické
pouziti metody ve védeckém vyzkumu. V praktické Casti bakalarské prace je popséano
provedeni experimentu v bunécné laboratofi véetn¢ kultivace bunék 3T3. Navrzeny
experiment byl testovan s dostatenym poctem opakovani. Statistické zpracovani
mikroskopickych snimkti bylo provedeno v programovém prostiedi MATLAB.

KLICOVA SLOVA

Bunééna linie 3T3, Scratch Wound Healing Assay experiment, Bunééna migrace,

Kultivace bunék.

ABSTRACT

This bachelor’s thesis studies the cell culture of 3T3 cell line (mouse embryonic
fibroblast cells) and cell migration. The Scratch Wound Healing Assay was used for the
study of cell migration. The basic principles of experimenting, its advantages and
disadvantages, as well as the practical use of this method in scientific research were
presented on specific examples. Practical part of the bachelor’s thesis describes the
experiment in the cell laboratory including cell culture of 3T3 cell line. The proposed
experiment was tested with a sufficient number of repetitions. The statistical processing
of microscopic images was performed in the MATLAB programming environment.
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UVOD

Buné¢na migrace a invazivita hraji podstatnou tulohu v fad¢ biologickych procest, jako
je naptf. embryogeneze, imunitni odpovéd’, hojeni ran, morfogeneze ¢i zanét.
Ke studiu bunécné migrace je v dneSni dobé vyuzivano mnoho rdznych metod.
Pro studium migrace jsou nejcastéji uzivany in vitro modelové systémy na bazi
bunécnych linii, nicméné podminky, ve kterych bunky migruji, jsou zde znacné
zjednoduSeny, avysledky proto nemusi plné odpovidat skute¢nému chovani
v organizmu. [1]

Nejcastéji pouzivanymi metodami jsou in vitro testy. Scratch Wound Healing
Assay je jednoduché a levna metoda pro méfeni in vitro migrace bunck. Zakladni kroky
zahrnuji vytvofeni "ryhy" v bunétné monovrstvé, snimani mikroskopem na zacatku
a v pravidelnych intervalech béhem migrace bunék a porovnani snimki za ucelem
kvantifikace rychlosti migrace bunék. Ve srovnani s jinymi metodami je Scratch Wound
Healing Assay zvlast¢ vhodna pro studium u¢inkti mezibunéénych interakci (cell-cell
interactions) na bunénou migraci. Metoda je vhodnd ke studiu procesu hojeni
mechanickych poranéni. Ve vztahu k metastazovani nadorovych bun¢k Ize tuto metodu
napt. vyuzit k zakladnimu studiu prometastatickych gend a proteind i jejich vlivu

na migracni schopnost bunék. [1] [2]



1 BUNECNA LINIE 3T3

NIH 3T3 mysi embryondlni fibroblastové buiiky byly iniciovany z bunécné linie
izolované v roce 1962 na Odd¢leni patologie Lékarské fakulty (New York University).
Nazev "3T3" pochézi z anglického "3-day transfer, inoculum 3-10° cells". Tato bun&éna
linie byla plvodné vytvoiena z primarnich mySich embryondlnich fibroblastovych
bunck, které byly kultivovany podle urcit¢ho protokolu, tzv. "Protokolu 3T3". Primarni
mysi embryonalni fibroblastové buiniky byly pteneseny ("T","transferred") kazdych
3 dni (prvni "3") a inokulovany na misku o objemu 20 cm? hustotou 3-10° bungk
(druha "3") nepfetrzité. Imortalizované buniky se stabilni rychlosti ristu byly stanoveny

Obr. 1 Bunécna linie 3T3 [5]

Konkrétng je "3T3-L1" jednou ze soucasnych linii. George Todaro a Howard
Green, védci, ktefi nejprve kultivovali tuto bunéénou linii, ziskali buniky z fibroblastl
NIH svycarskych mySich embryi. [6]

Obr. 2 Howard Green a George Todaro (zleva doprava) [7] [8]

5



Bunécna linie se od té doby stala standardni buné¢nou linii fibroblastt. Kdyz 3T3
linie byla objevena, byly buiiky povazovany za pon¢kud anomalni. Vét§ina buné¢nych
linii tehdy indukovala nadory, kdyz byly injektovany do zvifecich modelt, a bylo
vSeobecné uznano, Ze pokud jsou buiky nesmrtelné, musi byt také onkogenni.
Skutecnost, ze builkky 3T3 mohly zfejmé rlst neomezené a zaroven nebyly schopny
podnitit rist nadord, pomohly védcim poprvé rozliSovat rozdily mezi umrtnosti bun¢k

a schopnosti bunék podstoupit onkogenni transformaci. [6]

Jako jedna z nejcastéji pouzivanych bunécnych linii byla bunééna linie NIH 3T3
zaClenéna do studii pro fadu mechanickych a bunéénych testl, vcetné analyzy
funk¢nich proteinti. Bunky jsou adherentni (pro svoji proliferaci potfebuji pevné
podlozi) a fibroblastické. NIH 3T3 je povazovana za jednu z relativné snadno
rostoucich bunéénych linii. Doba zdvojeni bunék NIH 3T3 (doba, za kterou dojde
ke zdvojnasobeni bunék populace) je 20-26 hodin. Jedna se o hypertriploidni linii
(3n+). Modalni pocet chromozomu je 68, ktery se vyskytuje u 30 % bunék. Vyssi
ploidie se vyskytuje u 2,4 % bungk. [3]

2 KULTIVACE BUNEK

Bunééné kultury dnes patii mezi zdkladni techniky pouzivané v zdkladnim
a aplikovaném vyzkumu. Kultivované buiiky jako pokusny model maji dnes jiz své
nenahraditelné postaveni. Radu bun&enych linii 1ze snadno kultivovat a v kratké dobé
je mozné ziskat pomérn¢ velké mnozstvi presné definovaného a homogenniho
materidlu. Na kultivovanych bunkach lze také provadét experimenty, pii nichz dojde
k jejich zniCeni. Na druhou stranu je potfeba pocitat i s omezenimi, ktera pouZiti
bunécénych kultur limituji. Kultivované buiiky rostou za nefyziologickych podminek —
péstyji se v kultivatnim médiu, jehoZz sloZzeni neodrazi presné slozeni vnitiniho prostiedi
v organismu. [9]

2.1 Zasady kultivace bunék

2.1.1 Kultiva¢ni podminky

Aby péstované buiky za podminek in vitro pfeZivaly (proliferovaly), je tfeba jim zajistit

vvvvvv

kultiva¢niho média a dal$i vlastnosti prostfedi (teplota ¢i slozeni atmosféry). VétSina

bunéénych kultur je adherentni, tj. buiiky rostou na vhodném kultivaénim povrchu.
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Nejcastéji se pro peéstovani bunc¢k pouzivaji polystyrénové lahve, jejichz povrch
je upraven tak, aby byl hydrofilni. [9]

Obr. 3 Kultivacni ldahve (s uzaverem bez filtru) z polystyrénu [10]

Pro spravné péstovani bunck in vitro je dilezit¢ dodrzovat nékolik zasadnich
podminek. Kultivace bunéénych kultur probiha pfi teploté¢ 35 az 37 °C. Teplota hraje
dilezitou roli pro proliferaci bun¢k a také ma vliv na rozpustnost plynt jako je oxid
uhli¢ity a kyslik. Atmosféra v inkubatoru se vétSinou obohacuje o oxid uhlicity
a obvykle obsahuje 5 % CO,. Zvysena koncentrace oxidu uhli¢itého se podili na udrzeni
pH médii s bikarbonatovym pufrem. Kromé toho vyssi koncentrace rozpusténého CO;
v médiu 1épe odpovidd pomérim v extracelularni tekutin€. Aby se neodparovala voda

z kultivaéniho média, udrzuje se relativni vlhkost atmosféry kolem 90 %. [9]

Bunky se péstuji ve specialnich laboratornich inkubatorech, zajist'ujicich vSechny
uvedené parametry. Inkubator je vybaven reguldtorem teploty a zafizenim pro fizeni
koncentrace CO,, Musi také umoznovat snadné Cisténi a dezinfekci, jeho soucasti byvaji
vyrobeny z materiall, které riistu bakterii a plisni brani. Nékteré inkubatory pouZzivané
pro praci s bunéénymi kulturami jsou vybavené dal$imi soucdstmi, snizujicimi riziko

kontaminaci — napt. umoznuji sterilizaci vnitini atmosféry ultrafialovym zafenim. [9]

2.1.2 Kultiva¢ni médium

Dulezité je také pouzité médium. Kultivatni médium je substrat poskytujici vyzivu
bunéénym kulturam péstovanym in vitro. Pfi praci s bunéénou kulturou se ¢asto pouziva
Eagleho minimélni esencidlni médium, zkricené EMEM. Dané médium, vyvinuté
Harry Eaglem, americkym Iékafem a patologem, je jednim z nejpopularnéjsich ze vsech
syntetickych bunéénych kultivaénich médii. Obsahuje aminokyseliny, anorganické soli,
glukozu a vitaminy (riboflavin (vitamin Bj), niacin (vitamin Bs), kyselinu listovou



(vitamin Bg), kobalamin (vitamin Bj»)). [11]

Casto se také pouzivda Dulbeccovo modifikované Eagleho médium, zkracend
DMEM. V zasad¢ se jednd o obohaceni zékladniho Eaglova média asi na dvakrat vice
aminokyselin, dvakrat vice glukdzy a Ctyfikrat vice vitamind. Navic ma lepsi pufracni
systém. Hlavni slozky média jsou anorganické soli, jako jsou chlorid sodny, chlorid
hofe¢naty, siran hotfe¢naty atd. Médium také obsahuje aminokyseliny (L-leucin, L-lysin,
L-methionin, L-glutamin) a dalsi latky (linolovou kyselinu, Zelezo ¢i fenolovou Cerven).
[12] [13]

Casto se do média ptidava sérum, nejéastdji fetalni bovinni sérum, v objemech
odpovidajicich 5 aZ 15 % celkového objemu kapaliny pfiddvané k bunéénym kulturdm.
Sérum je bohaté na Ziviny, obsahuje fadu ristovych faktori a tim zlepSuje proliferaci
bunck. Obsazeny NaHCOj3 spole¢né s 5% atmosférou CO, vytvaii pufracni systém,
ktery je schopny vyrovnavat vykyvy pH roztoku. Pro vizudlni kontrolu slouzi také
fenolova cerven, kterd je schopnd indikovat jiz malé odchylky pH roztoku v oblastech
blizkych fyziologickym hodnotdm. Pifi pH 7,4 ma jasné cCervenou barvu, ktera
Ptidavek indikatoru usnadnuje béznou praci s bunéénymi kulturami — rostouci bunky
do média vylucuji kyselé katabolity, zezloutnuti média je tedy znamkou, Ze je nutné jej
vyménit. [9] [13]

@) onmega
Q) omeg
Torzano, CA 91356 800 799-5873
DMEM (1X) Media
High Glucose

-w/o L-Glutamine

Lot Number: 1234
Catalog No: DM-22

Storage: 2-8°C
Exp. Date: XX/20XX

Obr. 4 Dulbeccovo modifikované Eagleho médium (DMEM) [14]

2.1.3 Pouziti fosfatového pufru (PBS)

Ke stabilizaci pH roztoku se také pouziva fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok,
zkracen¢ PBS (Phosphate Buffered Saline). V podstaté se jednd o fosfatovy roztok
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s 0,15 M chloridu sodného, obsahuje také fosfore¢nan sodny a (v nékterych piipadech)
chlorid draselny a fosfore¢nan draselny. Podstatou naraznikové funkce fosfatového
pufru je kyselina fosfore¢na a fosforeCnanové soli. K ptipravé fosfatového pufru
se pouziva NaH,PO,4-12 H,0, KH,PO,4 (nebo Na;HPO,4-2 H,0) a destilovana H,0. [15]

2.1.4 Antibiotika

Déle je médium obohaceno o protektivné piisobici antibiotika penicilin (100 U/ml)
a streptomycin (0,1 mg/ml). Pouzitim kombinace penicilinu a streptomycinu zamezime
rustu grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii, obé antibiotika se lis§i a dopliuji
v mechanismu svého baktericidniho piisobeni. Jedna se o minimalni ochranu, ktera vsak
nechrani kulturu pfed plnym spektrem moznych infekci bakteriemi ¢i jinymi
mikroorganismy. [12] [13]

2.1.5 Pasazovani

Pii 80% konfluenci je nutné pro zachovani kultury buinky pasaZovat. Pod pojmem
pasazovani rozumime uvolnéni adherentnich bunék od kultivacniho povrchu i od sebe
navzajem, preneseni do nové kultiva¢ni nadoby s Cerstvym médiem. Po urcité dobé se
ziviny z média vycerpaji a pocetnost bun€k stoupne na netinosnou miru. Proto je nutné
cast bunék odebrat a prenést do nové sterilni kultivaéni lahve. Dosdahneme toho
pouzitim trypsinu — traviciho enzymu Stépiciho peptidové vazby, ktery se vyuZiva
k uvolnéni adherovanych bunék. [16]

2.1.6 Urceni poc¢tu bunék

Pocitani buné€k patfi mezi zékladni postupy jak pii jejich péstovani (napiiklad
pro stanoveni hustoty bunék), tak v pokusech s kultivovanymi buiikami. Pro pifesné
stanoveni poctu bunék je zlatym standardem pocitani v cytometrické komiirce (napf.
v Biirkerové). Pfesnost této metody je ovSem vyvaZena jeji €asovou naro€nosti
a pracnosti. Bunécna suspenze se pied pocCitdnim vétSinou misi s roztokem trypanové
modii — barvivem, které difunduje ptes plasmatickou membranu do intracelularniho
prostoru, ze zivych bun¢k je vSak nasledné rychle transportovano ven. Podle toho jaka
¢ast bunck se trypanovou modii obarvi, lze pak snadno urcit procento zivych
a mrtvych bun¢k ve vzorku. Rychlej$i metodou je prutokova cytometrie. Mezi jeji
nevyhody vSak patii pomémé vysoka cena piistroje a nutnost kalibrovat pfistroj

na kazdy bunéény typ. [9] [17]



3 BUNECNA MIGRACE

Interakce bunék s povrchem ovliviiuje chovani, jako je proliferace, migrace
a diferenciace. Bunécna migrace je diilezity proces, ktery se uplatiiuje jak pii vyvoji, tak
pfi regeneraci organizmu a udrZzovani homeostazy. Vétsina (lidskych) bunék je schopna
aktivnimu pohybu, napf. fibroblasty se mohou pohybovat rychlosti az 1,2 um/min,
ale spermie dokonce mnohem rychleji (2000 um/min). [18] [19]

Bunééna migrace je komplexni proces, vyuzivajici rizné mechanismy. Nejcastéji
probihd jako odpovéd’ na chemické signaly vydavané bunikami v okoli. Mechanismem
pohybu je cilené piestavovani cytoskeletu — na zadnim konci se fizené
rozkladaji aktinova filamenta a mikrotubuly, zatimco na pfednim konci dochazi
k polymeraci aktinu. Dale pohybu bufiky napomaha i odpovidajici iontova vyména (aby

dochazelo k vydeji vody na zadnim konci a pfijmu na pfednim konci). [18] [19]

endocytic
coated pit
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Exocytosis leads to extension of the leading edge

Obr. 5 Migrace buiiky po podkiadu: (A) polymerace aktinu na predni strané

(B) exocytoza vackii na predni strané [19]

Bunécna migrace je zcela zasadni napf. pro takové procesy, jako je hojeni ran (diky
migraci  fibroblasti ~do mista  poskozeni), embryondlni  vyvoj,  imunitni
obrana (napt. neutrofily prechazi skrz cévni sténu do mista infekce). Buné¢na migrace
je ale také podstatou procest, které organizmus poSkozuji, jako napf. metastazovani
nadorovych buné¢k. [18] [19]
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4 SCRATCH WOUND HEALING ASSAY
EXPERIMENT

Za ucelem studia chovani buniky ve vztahu k migraci bun¢k mize byt pouzit experiment
Scratch Wound Healing Assay (test ,hojeni ran“ in vitro). Scratch Wound Healing
Assay je bézné¢ uzivana, jednoduchd, kvantitativni metoda pro meéifeni zékladnich
parametrii migrace, jako jsou napf. rychlost migrace a polarita bunék. Buiiky jsou
péstovany v bézném médiu, dokud nevytvoii souvislou vrstvu. Néasledné je do této
vrstvy Spickou pipety o pfedem definované velikosti vytvoiena ryha. Buiiky na okraji
ryhy polarizuji a za¢inaji migrovat smérem ke stiedu této ryhy, ve snaze ji zacelit. Tato
migrace je chemokineticka (nefizena a ndhodnd) a vyhodou metody tedy je, ze bunky
ochotné¢ migruji bez nutnosti pfidani specifickych chemoatraktantti. NejlepSim
zpusobem, jak buiiky pfi pohybu pozorovat, je snimdni mikroskopem v pravidelnych

¢asovych intervalech. [20]

leading edge “ >_

\\

Obr. 6 Scratch Wound Healing Assay experiment: (A) na zacatku testu
(B) po 24 hodinadch [21]

I kdyZ to neni pfesnd duplikace migrace bunék in vivo, tato metoda napodobuje
do ur¢ité miry migraci bunék pii hojeni ran. Napf. odstranéni ¢asti endotelu v krevnich
cévach vyvola migraci endotelovych buné€k do vynechané oblasti. V zavislosti na typu
buiikky migruji do rdny volné (napt. fibroblasty) nebo jako populace bunck (napf.

epitelialni a endotelové bunky). [20]

Ve srovnani s jinymi popularnimi metodami in vitro je Scratch Wound Healing
Assay zvlasté vhodna pro studium smérové migrace bunék a jeji regulaci bunécnou
interakci s extracelularnim matrixem (ECM) a mezibunéénou interakci (cell-cell
interaction). Metoda hojeni ran byla neddvno také kombinovana s mikroinjekci
nebo transfekei k posouzeni Uc€inkli exprese exogennich genli na migraci jednotlivych
bunck. To je asi nejjednodussi metoda pro studium migrace bun€k in vitro a jedind,

ktera nevyzaduje specialni podminky — vSechno, co potfebujeme, nalezneme ve vétSiné
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laboratofi, které jsou urceny pro kultivaci bun€k. Zakladni kroky zahrnuji vytvoteni
"rany" na monovrstvé bun€k, ziskani obrazli na zacatku experimentu a v pravidelnych
intervalech béhem migrace bun¢k az do uplného spojeni okraji ryhy, pak nasleduje

porovnani snimki za G¢elem urceni rychlosti migrace bunék. [22]

Protoze pohyb bunék je velmi pomaly, jsou vytvaiena Casosbérna videa. Timto
zpusobem lze napf. zjistit, které buiikky z populace migruji, jak rychly je jejich pohyb
a jaka je trasa migrace. [18]

Dalsi podkapitoly popisuji alternativni metodu studia migrace bunc¢k High
Throughput Migration Assay a pouziti uvedenych metod v bunéénych studiich.

4.1 Metody provedeni Scratch Wound Healing Assay
experimentu

Existuji rizné protokoly, podle kterych lze provadét dany experiment. Jeden z nich je
zamétfen na sledovani migrace celé populace bunék. Experiment zahrnuje pfipravu
misky pro ziskani snimkii (napf. nanesenim znacek Ziletkou nebo fixem na vnéjsi dno
misky), potazeni misky fibronektinem pro zvySeni bunééné adheze, kultivaci
konfluentni monovrstvy bunécné linie (obvykle to trvd 2-3 dny) a vytvofeni ryhy
Spickou pipety (ve vztahu k referenénim znackdm na misce). Hned po vytvofeni ryhy je
nutné ziskat prvni mikroskopicky snimek. Referencni znacky musi byt mimo pole
snimaciho obrazu, ale v okné& okularu tak, aby mohly byt pozdéji zarovnany pro dalsi
pofizeni snimki. Po ziskani prvniho snimku je nutné vratit misku do inkubatoru. Dalsi

snimky se ziskavaji podle toho, jak rychle se ,,hoji* rana. [22]

Dalsi protokol je zaméfen na sledovani migrace jednotlivych bunck. Pfiprava
misky pro experiment a kultivace bun¢k probiha stejné jako v pfedchozim protokolu.
KdyZ konfluence bun€k 3T3 dosahne 50-60 % (bunky pokryvaji 50-60 % povrchu
kultivaéni ldhve), mizeme podstoupit k transfekci. Buiky se transfekuji plasmidem
kodujicim pozadovany gen spolu s markerovym plazmidem (tj. GFP, Green fluorescent
protein, Zeleny fluorescencni protein) v poméru 7:1. KdyZ konfluence bunék dosahne
100 % (obvykle 24 az 48 hodin po transfekci), je nutné vytvofit ryhu pomoci Spicky
pipety. Dale sledujeme buniky pod fluorescenénim mikroskopem, dokud nezjistime
ze dostatecny pocet bun€k na prfednim okraji ryhy je pozitivné transfekovan
(tj. ze buiky jsou znafeny GFP). Od té chvile se ziskdvaji fazové kontrastni
a fluorescencni snimky v pravidelnych intervalech (kazdé 2 hodiny) a sleduje se oblast
ryhy, dokud se pln€ nezahoji (obvykle to trva asi 10 hodin). [22]
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4.2 Stanoveni ucinku extrakta z 1é¢ivych bylin v experimentu
Scratch Wound Healing Assay

Od starovéku 1idé pouzivaji rostliny a piipravky z nich k urychleni procesu hojeni ran.
Casto jejich pouziti je zaloZeno pouze na tradici, bez jakéhokoli védeckého dikazu
ucinnosti a bez znalosti jejich zpusobu pusobeni. Scratch Wound Healing Assay
experiment se ukézal jako cenny a levny nastroj pro ziskani prvniho pohledu na to,
jak rostlinné ptipravky nebo jejich izolované slouc¢eniny mohou pozitivn€ ovlivnit vznik
nové tkan¢. [23]

Po poranéni pokozky savcl jsou zahdjeny slozité a komplikované postupy
k obnoveni funkce a integrity poSkozenych tkéni. Na zacatku vzniku nové tkané jsou
pozorovany ruzné procesy (migrace keratinocytil poranéné pokozky, proliferace téchto
bun¢k na okraji rany). Tato faze se také nazyva reepitelizace. Dulezitou roli pfi
regeneraci hraji fibroblasty. Tyto builkky se proliferuji, migruji do oblasti rany
a syntetizuji extracelularni matrix (ECM). Kone¢né dochazi k obnoveni funkce kozni
bariéry. [23]

Pfi poranéni bunécna vrstva reaguje na naruseni mezibunéénych interakei (cell-cell
interaction) zvySenim koncentrace ristovych faktorti a cytokinli na okraji rany, ¢imz
dochazi k proliferaci a migraci riznych bunéénych typil, jako jsou keratinocyty
a fibroblasty. Pti provadéni Scratch Wound Healing Assay experimentu je typicky
vytvofena uméld ryha v monovrstvé bunék pomoci ostrého predmétu (Spicka pipety
nebo jehla injekéni stiikacky). Buiiky se polarizuji k ran€ a zaviraji ji. Progress téchto
udalosti mze byt monitorovdn manudlné pofizenim snimkd v riznych casovych

okamzicich nebo pomoci ¢asosbérné mikroskopii. [23]

V experimentu byly pouzity 3T3 mysi fibroblasty a jako pozitivni kontrola slouzil
rustovy faktor odvozeny od trombocyt (PDGF, Platelet Derived Growth Factor). Tento
experiment byl aplikovan na tfi bylinné pfipravky pouzivané v tradi¢nim lékatstvi:
etanolové extrakty z mésicku lékarského (Calendula officinalis) a hefmanku pravého
(Matricaria recutita), komer¢n¢ dostupny olej z tfezalky teCkované¢ (Hypericum
perforatum). Piipravky z mésicku lékatského se pouzivaji jako 1€k na hojeni ran, extrakt
hefméanku pravého ma protizanétlivé Gc€inky a olej z tfezalky teCkované je pouzivan
jako ptipravek na 1écbu jizev. [23]

Pouzité 3T3 mysi fibroblasty byly kultivovany v médiu obsahujicim 10 % FBS,
dokud nevytvofily souvislou monovrstvu. Nasledné je do této vrstvy sterilni Spickou
pipety o objemu 100 pl vytvoiena ryha. Builky v DMEM médiu byly povazovany

za kontrolni skupinu. Buiky s pfiddnim rlstového faktoru PDGF odvozen¢ho
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od trombocytl (2 ng/ml) byly povazovany za pozitivni kontrolu. Tento rastovy faktor
stimuluje produkci matrixovych proteinti ve fibroblastech, vcetné¢ fibronektinu,
kolagenu a kyseliny hyaluronové, stejné jako syntézu kolagenaz, ¢imz zlepSuje rychlost
hojeni. [23]

Obr. 7 Hermdnek pravy, mésicek lékarsky, trezalka teckovand (zleva doprava) [24] [25]

Do dalsich kultiva¢nich misek s buiikami byly pfidany extrakty 1éCivych rostlin:
etanolovy extrakt z mésicku lékatského (1 a 10 pg/ml), etanolovy extrakt z hefmanku
pravého (1 a 10 pg/ml), komeréné dostupny olej z tiezalky teckované (0,5 pg/ml).
Fibroblasty byly inkubovany 12 hodin pti 37 °C s 5 % CO,. Bunky byly fixovany
4% paraformaldehydem a barveny 4,6—-diamidin—2—fenylindolem (DAPI). [23]

Utinek etanolového extraktil z kvétl mésicku lékaiského na migraci a proliferaci
fibroblasti byl zkouman za stanovenych podminek. Etanolovy extrakt z mésicku
1ékatského zvysil pocet bunék na 60,80 % + 4,36 a 70,53 % + 2,64 pii koncentraci
1 a 10 pg/ml. Pfi srovnani vysledkll s kontrolni skupinou byl v obou piipadech
pozorovan vyznamny rozdil. Aktivita extrakti z mésicku lékarského pii podpote hojeni
byla podobna aktivit¢ PDGF o koncentraci 2 ng/ml. Oba zplsoby obnovily buiky
do konfluentniho nebo témeér konfluentniho stavu béhem 18 hodin, na rozdil
od kontrolnich bunék. [23]

Etanolovy extrakt pfipraveny z kvétli hefmanku pravého byl zkouman za stejnych
podminek. Byla pozorovdna niz§i migracni a proliferacni aktivita s hodnotami
6,36 % + 1,67 a 24,35 % £ 0,60 pro koncentrace 1 a 10 ug/ml. Zmény nebyly statisticky
vyznamné. RovnéZz byla provedena analyza komeréniho farmaceutického oleje
z trezalky teCkované. Zkoumala se pouze koncentrace 0,5 pg/ml a bylo dosazeno
vyssiho poctu bunek o 19,90 % + 1,05. Vyssi koncentrace byly cytotoxické. [23]
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Obr. 8 Snimky porizené fluorescencnim mikroscopem: (A) na zacdtku testu (B) kontrolni
skupina po 12 hodinach (C) pozitivni kontrola po 12 hodindch (D) burniky s pridanim 10 ug/ml

hexanového extraktu z mésicku lékarského po 12 hodindch [23]

Scratch Wound Healing Assay experiment zahrnuje druhou fazi hojeni ran,
charakterizovanou proliferaci a migraci keratinocyti nebo fibroblastii. Proto olej
z tfezalky teCkované, ktery se pouziva jako pripravek na 1écbu jizev, nedokazal zvysit
pocet bunck v terapeuticky relevantnich davkach kvili jeho antiproliferacni aktivité.
Ackoli experiment nemtiize nahradit in vivo studie jako kone¢ny dikaz uc¢innosti
pii hojeni ran, tato studie potvrzuje svou uziteCnost pro ziskani prvniho pohledu
na potencial extraktu nebo slouceniny urychlit proces hojeni ran. Navic vysledky
experimentu s extraktem z mésicku lékatského jsou v souladu s piedpokladem, Ze
ptipravky z mésicku lékatského stimuluji granulaci a zvySuji metabolismus kolagenu
v misté rany. Dany extrakt vykazoval nejslibnéj$i ucinky v experimentu, protoze byla

prokazana vysoka aktivita pii nizkych koncentracich. [23]

Vysledkem studie bylo, ze Scratch Wound Healing Assay experiment je vhodny
a nenakladny zplsob, ktery poskytuje robustni a reprodukovatelné vysledky. Tudiz tato
metoda muze byt pouzita k ziskdni prvniho pohledu na potencial extraktt z 1é¢ivych
bylin. To bylo Gspé$né prokazano s extraktem z mésicku lékaiského, tradi¢ni 1é¢ivou

rostlinou, znamou pro své vlastnosti pti hojeni ran. [23]

4.3 High Throughput Migration Assay experiment

Je dalSim zplisobem studia migrace bunék. Alternativné muiZe byt ryha vytvofena
fyzickym vyloucenim bunék pomoci vlozek. Takové vlozky vytvareji linedrni nebo
kruhové ryhy tim, ze se drzi na oSetfovaném dné nadoby a zabraiuji ristu bunék

v ptedem definované oblasti. Existuji rizné komeréné vyrabéné vlozky. [26]
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Obr. 9 High Throughput Migration Assay experiment [27]

Samotny experiment se za¢ina odebranim vlozky. Vyhody pouziti takového inzertu
zahrnuji potfebu menSiho mnozstvi bunék a také vétsi reprodukovatelnost ryh
ve srovnani s metodou Scratch Wound Healing Assay. Zatimco velikost ryh
vytvotenych vlozkou muize byt vice reprodukovatelnd, buiiky pfiléhajici k vlozce
mohou byt vytrzeny z monovrstvy, pficemz zanechavaji zubaté okraje. To znamena, ze
okraje ryhy nemusi byt nutné lépe definovany ve srovnani S experimentem Scratch
Wound Healing Assay (kde pro vytvofeni ryhy pouzivame Zziletku nebo $picku pipety).
Komeréni vlozky jsou navic ndkladngjsi. Vlozky mohou byt znovu pouzity ke zmirnéni
nakladd, ale v prib&hu ¢asu mize dojit k ohrozeni jejich pfilnavosti ke dnu misky. [26]

4.4 Pouziti metody High Throughput Migration Assay za

ucelem testovani inhibice bunécné migrace

Migrace bunék je vysoce integrovany vicestupnovy proces. Pochopeni procest
spojenych s pohybem bun¢k muize poskytnout dilezity pohled na zvladnuti riznych
onemocnéni. Dany experiment popisuje pouziti metody High Throughput Migration
Assay pro hodnoceni vlivu inhibitoru GPCR na migraci bunék. Jako vlozka se tady
pouziva biomimeticky hydrogel. Velikost kapky hydrogelu je definovana uzivatelem, je
navic moznost pfidani enzymu pro dal$i degradaci hydrogelu. Aby se zvysila kvalita
téchto testli pro screening lékil, automatizace se stava nezbytnou soucasti. V této studii

bylo popsano pouziti robota pro manipulaci s tekutinami. [28]
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Obr. 10 Postup provedeni High Throughput Migration Assay experimentu s pouzitim
degradabilniho hydrogelu [28]

Migrace fibroblastické bunécné linie byla stanovena v pritomnosti nebo
nepiitomnosti specifického inhibitoru GPCR (G protein-coupled receptor, receptor
spfazeny s G proteinem). Za pouzitim velmi piesného davkovaciho zatizeni bylo
na testovaci desti¢ku naneseno malé mnozstvi visk6zniho hydrogelu. [28]

Pouzity v tomto experimentu hydrogel obsahuje dvé slozky: dextranovy polymer
a polyethylenglykol (PEG) a je velmi stabilni (nezhorSuje se po nckolika dnech
kultivace). Gelové slozky jsou rozpustné ve vodé a nevdzeji se na buiky. Pfidanim
dextranazy se spusti proces degradace hydrogelu, ktery vytvoii oblast bez bunck

pro pozorovani migrace bun¢k. [28]

H24 }

H48

+ inhibitor TuM

Obr. 11 Migrace fibroblastii bez pridaného inhibitoru (zleva) a v pritomnosti
inhibitoru GPCR [28]
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Robotické davkovaci zatizeni bylo schopné piesné¢ davkovat malé objemy
hydrogelu do jamkovych desti¢ek, coz vedlo k obecné pfesnym oblastem bez buné¢k
po degradaci hydrogelovych kapek. Nicméné nékdy nebyl ziskan perfektni kruhovy
tvar. Po 24 a 48 hodinach proliferace fibroblastovych bunék byla ziskana
reprodukovatelnd data. Migrace fibroblasti byla inhibovédna v bunéénych vzorcich
s ptidanym inhibitorem GPCR. [28]

Tato studie ukazala, jak mlZze nova automatizovand platforma zlepSit rychlost

a spolehlivost testi migrace bun¢k. [28]

5 BARVIVA PRO FLUORESCENCNI
MIKROSKOPII

Fluorescen¢ni mikroskopie je zaloZena na schopnosti n¢kterych latek emitovat viditelné
svétlo po ozafeni svétlem o krat$i vinové délce (nejcastéji ultrafialovym zafenim nebo
svétlem ve fialovém spektru viditelného svétla). Pozorovani bunéénych struktur
ve fluorescencni mikroskopii vyzaduje aplikaci specidlnich fluorescenénich barviv,
nebo fluoroford. Jednd se o molekuly, které jsou schopné absorbovat foton svétla
a okamzité ztratit ziskanou energii vyzarenim fotonu o delsi vinové délce. Dnes jsou na
trhu riznd fluorescencni barviva, ktera se 1isi hodnotou excita¢ni vlnové délky,
molekulovou hmotnosti, slozenim atd. Fluorofor volime také na zakladé toho, coO
chceme zviditelnit v bunce — mulze to byt jadro, DNA, cytoskelet nebo dalsi
intracelularni organely. [29]

5.1 Kalcein

Kalcein (znamy rovnéz jako fluorexon) je fluorescenéni barvivo s excitacni vinovou
délkou 495 nm a emisni vlnovou délkou 515 nm. To znamend, Ze obarvené buiky

emituji svétlo v zelené oblasti viditelného spektra. [30]
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Obr. 12 Excitacni a emisni spektrum kalceinu-AM [31]

Nefluorescenéni acetomethoxyderivat kalceinu (kalcein-AM, AM=acetoxymethyl)
se pouziva v biologii, protoze miize byt transportovan pies bunécnou membranu
do zivych bunék, coz je uzitetné pro kratkodobé znaceni bunék (obarvené bunky
vykazuji fluorescenci maximaln€¢ po dobu 6 hodin). Po pieneseni do bunky je
intracelularni ester odstranén z acetomethoxyskupiny a dochazi ke konverzi
kalceinu-AM na kalcein, coz vede k zelené fluorescenci. [30]

Vzhledem k tomu, ze pouze Zivé buniky maji dostatecné esterdzy a po excitaci
fluoreskuji zelen¢, mizeme pouzit kalcein-AM pro testovani zivotaschopnosti bunék.
Kalcein se bézn€ pouziva pro sledovani bunck a pfi studiich endocytéozy a migrace
bungk. [30]

ROOC COOR

ROOC._N N._COOR
HgCTO o O\H/CH3
0GR

B2 i

Calcein-AM

0 R: y\o)kcm

Esterase

Obr. 13 Konverze kalceinu-AM na kalcein uvniti- burnky [30]
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5.2 CellTracker™ Green CMFDA

CellTracker™ Green CMFDA (5—chlormethylfluorescein diacetat) je fluorescen¢ni
barvivo vhodné pro sledovani pohybu bunck. Zelené excitani/emisni spektrum je

idealni pro multiplexovani s ¢ervenymi fluorescen¢nimi barvivy a bilkovinami. [32]
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spektrum spektrum
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-~
(53]
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Obr. 14 Excitacni a emisni spektrum fluoresceinu [33]

Mai velmi malou permeabilitu pfes bunécnou membranu. To znamena, ze barvivo
zustava po relativné dlouhou dobu lokalizovano uvnitf bunék, coz umoziuje
vicegenerani sledovani bunénych pohybli. Mezi vyhody CellTracker™ Green
CMFDA patii snadné pouZiti, stabilita a nizka toxicita (neovliviiuje proliferaci bunek
a jejich zivotaschopnost). Dalsi vyhodou je, Ze obarvené buiiky vykazuji fluorescenci
po dobu nejméné 24 hodin. [32]

5.3 Nanocastice znac¢ené rhodaminem

SPIO (Super Paramagnetic Iron Oxides) jsou nanocastice, které pronikaji piimo
do bunky a mizeme s nimi znacit bunééné struktury. Skladaji se z funk¢ni slupky,
magnetického jadra a bioaktivni latky. Magnetické jadro se sklada nejcastéji
z maghemitu nebo magnetitu, které maji magnetické vlastnosti a umoziuji cileny pohyb
¢astic. Funk¢ni slupka je nutnd z ditvodu zabranéni agregace (lepsi dispergace). Na tuto

horni vrstvu se umist’uji protilatky, enzymy nebo jiné biologicky aktivni latky. [34]
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Syntéza SPIO nanocastic probihd nésledujicim zptisobem. 10 g chloridu zelezitého
hexahydratu FeCls-6H>O (37 mmol) se rospusti v 800 ml deionizované vody. Smes je
redukovana pfidanim 2 g borohydridu sodného NaBH, (3,5 %, 100 ml) pfi pokojové
teploté. Vznikly Cerny precipitat se zahiivd 2 hodiny pfi 100 °C. Pak se necha
vychladnout na pokojovou teplotu. Magneticka slozka je separovana ze smési pomoci
externiho magnetu a néckolikrat proplachnuta vodou. Finalnim krokem je zahrati
meziproduktu na teplotu 400 °C po dobu 2 hodin. [35] [36]

Na povrch vytvofenych SPIO nanocastic mulzeme navazat molekuly
fluorescencniho barviva. V nasem piipadé se jednd o rhodamin. Rhodamin je
heterocyklicka sloucenina, ktera se zarazuje do skupiny organickych fluoroford.

Excita¢ni interval rhodaminu je od 540 nm do 650 nm a emisni interval je v rozmezi
od 550 nm do 800 nm. [35]

530 550 570 590 610 630
Emission [nm]

570 590 610 630 650
Emission [nm]

Obr. 15 Excitacni a emisni spektrum SP10-rhodamin nanocastic [35]

Povrch SPIO nanocastic je funkcionalizovan inkubaci v tetramethylammonium
perchloratu CgHzoCINO, (pH=7) srhodamin B isothiokyanaitem RITC (50 uM).
Inkubacni smés se mirn¢ protiepava po dobu 1 hodiny pti pokojové teplote. Po inkubaci
byly nanocéstice separovany externim magnetickym polim a proplachnuty
roztokem tetramethylammonium perchloratu (50 mM) pro fixaci derivatu rhodaminu.
[35]
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6 PRAKTICKA CAST

Cilem této prace je oveéreni kultivace bun€k v bunécné laboratoii, navrh experimentu

s pouzitim konfokélniho mikroskopu, sbér a nasledna analyza mikroskopickych dat.
Jednotlivé cile prace:

1. Kultivace bunééné linie 3T3;

Barveni monovrstvy bun¢k zvolenym fluorescencnim barvivem;
Provedeni Scratch Wound Healing Assay experimentu;

Intervalové snimani bun¢k konfokalnim mikroskopem;

Névrh algoritmu v programovém prostiedi MATLAB;

Aplikace statistickych testll na vybérové skupiny ziskanych hodnot;

N o 0ok o

Diskuze dosazenych vysledki.

6.1 Pouzité pristroje a pomiicky

Inkubator - MEMMERT INCOmed

Chladnicka pro laboratorni i¢ely — LIEBHERR Thermostatic cabinet
Vodni lazen — Julabo ED

Laminarni box — BIOAIR Aura Mini, EuroClone

Mrazici skiin — MANEKO

Inverzni mikroskopy — Arsenal Al 2-T

Laboratorni centrifuga — Hettich EBA 20

Konfokalni mikroskop — Leica TCS SP8 X

Laboratorni minitfepacka IKA Lab dancer

Sterilni kultivacni lahve — 25T

Konfokalni misky se sklenénym tenkym dnem BIO-PORT Europe s.r.o.
Plastové pipety — 3 ml

Serologické sterilni pipety —1 ml, 5 ml

Nastavitelné pipety — HTL, Discovery comfort; 0,5-10 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Pipetovy davkova¢ — Eppendorf Easypet
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Sterilni $pic¢ky pro pipety
Plastové centrifugacni zkumavky s uzavérem

Tenky Cerny fix pro kresleni miizek na miskach

6.2 Kultiva¢ni médium a ostatni roztoky

Dulbeccovo modifikované Eagleho médium — DMEM D6429 (s pfidavkem fetalniho
bovinniho séra, 4500 mg/l glukozy, penicilinu, streptomycinu, L-glutaminu,
pyrohroznanu sodného a hydrogenuhli¢itanu sodného; sterilni, vhodny pro bunécné
kultury), Sigma-Aldrich

Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok — PBS P4417-50TAB, Sigma-Aldrich
Trypsin — EDTA solution 10X 0,5% trypsin, 0,2% EDTA, Sigma-Aldrich
Kalcein — 4 mM Calcein AM in DMSO, L-3224, Invitrogen

Fibronektin — F4759 Fibronectin Bovine Plasma (powder, BioReagent, suitable
for cell culture), Sigma-Aldrich

CellTracker™ Green CMFDA C7025, Invitrogen

SP10-Rhodamine nanoparticles (koncentrace 1 mg/ml), UPOL

6.3 Kultivace a pasazovani bunék

Pro ovéfeni Scratch Wound Healing Assay experimentu byla pouzita bunééna linie

s oznacenim 3T3, jedna se o fibroblasty z mySich embryi.

Jako zakladni médium bylo pouZito Dulbeccovo modifikované Eagleho médium.

Kultivace probihala v kultivaénich lahvich o objemu 25 cm®.
Nastavené parametry pro inkubaci lahvi:

e Teplota: 37 °C
e Koncentrace oxidu uhli¢itého (CO,): 5,1 %
e VIlhkost vzduchu: 72 %

Pasazovani bunék bylo provadéno pii 70 az 80 % konfluenci (pii1 70-80% obsazeni
dna bunkami). Pfed vlastnim pasazovanim je tieba vytfit etanolem povrchy v boxu
a pripravit vSe potiebné: pipety (dle poctu a velikosti pasdzovanych kultivacnich 1ahvi),
kadinku pro odpad, trypsin, fibronektin, DMEM, PBS (roztoky je tfeba zahiat ve vodni

23



lazni na 37 °C). Vzdy je potieba vSechny pomiicky postiikat etanolem, otfit a vlozit

do boxu.

Postup provedeni pasadzovani:

1.

10.
11.
12.

13.
14.
15.

16.

17.

Pripravit misky pro Scratch Wound Healing Assay experiment: na vné&jsi
spodni stran¢ misky nakreslit mfizku Cernym fixem (je nezbytna
pro orientaci na misce a nalezeni stejnych useka ryhu).

Dale nasleduje potaZzeni misek adheznim faktorem — fibronektinem (povrchové
pokryti 1 pg/em?): roztedit fibronektin na poZadovanou koncentraci pomoci
sterilniho roztoku PBS.

Do kazdé misky piidat 600 ul smési fibronektinu s PBS. Inkubovat misky
30-60 minut v inkubatoru.

Odsat staré médium z ldhve (v ni zistanou adherované bunky).

Buiiky oplachnout 2 ml sterilnim roztokem PBS.

Po odstranéni PBS pfidat do ldhve 1 ml sterilniho roztoku trypsinu, lahev dat
do inkubatoru. Trypsin odlepi buriky ode dna kultiva¢ni lahve a buiiky piejdou
do suspenze.

Po 3 minutové inkubaci zkontrolovat buiiky pod mikroskopem (zakulaceni
bun¢k, plavani v roztoku). Pokud to bude nutné, builkky jemné mechanicky
sklepat ze dna lahve.

Ve stadiu, kdy jsou buiiky v suspenzi, ptfidat do lahve 3 ml média (zastavi
ucinek trypsinu).

Pipetovanim (nejméné pétkrat) Setrné resuspendovat bunky.

Suspenzi bunék odsat a pielit do nachystané plastové centrifugacni zkumavky.
Centifugovat bunky (3 minuty, 1500 ot/min).

Po centrifugaci odstranit pipetou supernatant z plastové zkumavky. Do ni poté
pfidat 1 ml média a pipetovanim znovu resuspendovat buiky.

Spocitat koncentraci bunék v 1 ul bunééné suspenze (postup je popsan nize).
Odsat fibronektin z misek, oplachnout misky sterilnim roztokem PBS.

Do nové sterilni lahve pfidat 5 ml média, do kazdé nové misky s mfizkou
pridat 2 ml média.

Na zakladé spocitané koncentrace bun¢k do kazdé misky ptidat 70-90 nl
bun&ené suspenze (5-6-10° bunék), do nové lahve s médiem piidat 160—200 pl
bun&ené suspenze (8-10-10° bun&k).

Popsat lahev a misku — typ bungk, ¢islo pasaze, datum, jméno, koncentrace
bun¢k. Bunky zkontrolovat pod mikroskopem a vloZit do inkubatoru.
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Po wukonCeni prace je nutné vyhodit jednordzovy spotiebny material
do biologického odpadu. Povrchy vboxu je tfeba znovu vytfit etanolem
a nechat vysvitit UV po dobu 20 minut.

Obr. 16 Misky s nakreslenou mrizkou

Na tomto misté¢ se musime jeSt€¢ zminit o koncentraci bun€k v 1 pl bunééné
suspenze ziskané¢ z kultivacni 1ahve po pasdzovani. Je dulezité¢ védét koncentraci bunék
v suspenzi pred jejich pfidanim do misky. Pocitani bunék jsme provadeli pomoci

Biirkerovy komurky.

Na této komdrce jsou vyryty dvé pocitaci miizky. Kazda z nich je rozd€lena tfemi
¢arami na 9 velkych ¢tvercovych poli, jejichz strana méfi 1 mm. Tato pole jsou tvorena
sttednimi &tverci o plofe 1/25 mm? a v jejich rozich jsou malé &verce s plochou
1/400 mm? Po stranach stfednich &tverci jsou obdélniky, jejichZ plocha se rovna
¢tyfem malym ctvercim, tedy 1/100 mm?, Prikrytim ploch s mfizkami krycim sklem
vznika prostor na pocitani bun¢k vysoky 0,1 mm. [37]

- |
h T

Obr. 17 Biirkerova komiirka [38]
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Pocet bunék v 1 pl suspenze Ize urcit vzorcem (1):

'z (1)

kde b je pocet bunék v 1 ul suspenze, n je celkovy pocet napocitanych bunék,
C je pocet ¢tvercu ve kterych se pocitalo, vV je plocha pouzitého ctverce (0,0025 mm?
nebo 0,04 mm?), h je hloubka komiirky (0,1 mm), z je pouZité fedéni suspenze.

Ted mizeme ukéazat konkrétni ptiklad pocitani mnozstvi bun¢k v 1 pl suspenze.
V nasem experimentu jsme pocitali buiiky ve velkych &tvercich o plose 0,04 mm?
a spo¢itali jsme 348 bundk v 16 &tvercich. Cislo fedéni suspenze je v nagem piipadé

rovno 1. Aplikujeme tak vzorec a dostavame:

b = 348 1 ~ 5438 bunék
T 16-004-01 Hne
Do kazdé nové sterilni misky jsme ptidavali priblizné

5-6-10° bunék a do nové kultivacni ldhve - 8-10-10° bungk. Na zakladg téchto hodnot

jsme vypocitali mnozstvi bunécné suspenze, které jsme ptidavali do kazd¢é misky.

6.4 Provedeni experimentu s pouzitim fluorescen¢niho

znaceni bunék

6.4.1 Barveni bunék kalceinem

Po pasdzovani bunky opét rostou a zacnou adherovat na dno misek. Na vytvofeni

konfluentni monovrstvy budou buiiky potiebovat piiblizné 2—-3 dny.
Postup provedeni barveni:

Ve sterilni zkumavce smichat 600 pl média a 0,01 pl kalceinu.

Odsat staré médium z misky.

Ptridat do misky 500 pl smési média s kalceinem, misku dat do inkubatoru.
Po 10 minutové inkubaci odsat médium s kalceinem z misky.

Ptidat do misky 500 ul média.

Spi¢kou pipety vytvotit ryhu v souvislé vrstvé bunék, odsat médium.

N o~ wbhRE

Ptidat do misky 1000 pl média, buiiky zkontrolovat pod mikroskopem.

Dalsi fazi bylo potfizeni snimki vytvofené ryhy pomoci konfokéalniho mikroskopu.
Pro sledovani oznacenych bun¢k byl vyuzit Leica TCS SP8 X. Vybirali jsme

4

nejvhodnéjsi tseky ryhy (rana méla rovné a hladké okraje a byla dostate¢né Siroka).
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Obr. 18 Snimky bunéek 3T3 ve svételném poli (vVlevo), ve fluorescencnim poli (vpravo):
(A) na zacdtku testu (B) po 18 hodindch (C) po 26 hodindch. Barvivo — kalcein
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Prvni snimky byly ziskany hned po vytvofeni ryhy. ProtoZe pohyb bunék je velmi
pomaly, dalsi reprodukovatelné snimky byly potizeny po 18 hodinach a po 26 hodinach.

V intervalech mezi snimky bylo nutné vracet misku do inkubéatoru.

Obrazek 18 reprezentuje snimky ziskané pomoci konfokélniho mikroskopu
v experimentu Scratch Wound Healing Assay. Po ozafeni svétlem o vinové délce
490 nm obarvené kalceinem buiiky emituji svétlo v zeleném spektru (500-560 nm), coz

umoziuje jejich dalsi kvalitativni a kvantitativni analyzu.

Jak vidime na obrazku 18 A, Spickou pipety byla v monovrstvé bun¢k vytvorena

ryha primérné Sitky 500-550 pm.

Na obrazku 18 B vidime, Ze buiiky na okraji ryhy polarizuji a zac¢inaji migrovat
smérem ke stfedu této ryhy. Proces bude trvat tak dlouho, dokud se ,rana* uplné

nezahoji.

Na obrazku 18 C muzeme pozorovat bunky, které pokracuji v migraci do stfedu
ryhy. Pokud bychom neméli nakreslenou mfizku na dné misky, tak by bylo obtizné najit
usek vybrany pro pofizeni snimkl. Po 26 hodinach migrace jsme nemohli pozorovat
ryhu jako takovou, ale jen jednotlivé malé useky bez bunék. Pokud bychom pokracovali

Vv inkubaci bunék a snimani mista rany, doslo by k uplnému spojeni jeji okraja.

Jako fluorescenéni barvivo pro dany experiment jsme pouzili kalcein. Obarvené
kalceinem buniky vykazuji fluorescenci po dobu maximalné€ 6 hodin, coz pro nas nebylo
dostacujici. S ¢asem intenzita fluorescence klesala. To mélo negativni vliv na kvalitu

mikroskopickych snimku (viz Obrazek 19).

Obr. 19 Intenzita fluorescence bunék (A) hned po obarveni
(B) po 6 hodinach inkubace
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Proto pro ziskani kvalitnich mikroskopickych snimkia jsme provadéli dodatecné
barveni bun¢k. Postup a pouzité koncentrace jsou stejné jako v ptipad¢ prvniho barveni

bunék na zacatku experimentu (pfed vytvofenim ryhy).

6.4.2 Barveni bunék CellTracker™ Green CMFDA

Pro znaceni bun¢k 3T3 v Scratch Wound Healing Assay experimentu jsme pouzili dalsi
fluorescenéni barvivo CellTracker™ Green CMFDA. Jak jiz bylo vySe zminéno, buiky
znacené danym barvivem vykazuji fluorescenci po dobu nejméné¢ 24 hodin. Tim
eliminujeme nutnost dodatecného barveni bunck v prib&hu experimentu, které muize

snizit zivotaschopnost bun¢k a zhorsit jejich adhezi na povrch misky.

Postup provedeni barveni:

1. Ve sterilni zkumavce smichat 800 pl média (bez ptidavku fetadlniho bovinniho
séra) a 1,4 pul CellTracker™ Green CMFDA.

2. Odsat staré médium z misky.
Ptidat do misky smés média s fluorescen¢nim barvivem, misku dat do
inkubatoru.

4. Po 20 minutové inkubaci odsat médium s CellTracker™ Green CMFDA
Z misky.

5. Ptidat do misky 500 pl média.
Spi¢kou pipety vytvofit ryhu v souvislé vrstvé bunék, odsat médium.
Ptidat do misky 1000 pl média, buiiky zkontrolovat pod mikroskopem a dat
do inkubatoru na 10 minut.

Obrazek 20 reprezentuje dal$i snimky ziskané v experimentu Scratch Wound
Healing Assay. V tomto pfipad¢ jsme ale pouzili CellTracker™ Green CMFDA jako
fluorescen¢ni barvivo. Postup pofizeni snimkd pomoci konfokalniho mikroskopu byl
stejny jako v piipad¢é barveni kaceinem. Po ozafeni svétlem o vinové délce 490 nm
bunky emituji svétlo v zeleném spektru (500-560 nm).
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Obr. 20 Snimky bunéek 3T3 ve svételném poli (vlevo), ve fluorescencnim poli (vpravo):
(A) na zacatku testu (B) po 17 hodinach (C) po 40 hodindch. Barvivo — CMFDA
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6.4.3 Barveni bunék pomoci zna¢enych nanocastic

Jako alternativni fluorescencni barvivo v Scratch Wound Healing Assay experimentu
jsme pouzili kovové Zelezité nanocastice zna¢ené rhodaminem. Jak jiz bylo zminéno

vySe, rhodamin je heterocyklicka sloucenina ze skupiny organickych fluoroford.

Postup provedeni barveni:

Odsat staré médium z misky.

Ptidat do misky 900 pl Cerstvého média.

Ve sterilni zkumavce smichat 100 pl média a 100 pl suspenze nanocastic
(koncentrace 1 mg/ml).

Dukladné resuspendovat smes média s nanocasticemi.

Ihned po resuspendaci ptidat smés do misky.

Misku se smési opatrné, ale dikladné promichat krouzivym pohybem.
Misku dat do inkubétoru.

Po Sestihodinové inkubaci odsat médium s nanocasticemi z misky.
Ptidat do misky 500 pl média.

10. Spickou pipety vytvotit ryhu v souvislé vrstvé bungk, odsat médium.

© o N o ok

11. Ptidat do misky 1000 pl média, buiikky zkontrolovat pod mikroskopem.

Obrazek 21 reprezentuje snimky ziskané v experimentu Scratch Wound Healing
Assay. Jako fluorescen¢ni barvivo byly pouzity nanocastice znafené rhodaminem.
Postup pofizeni snimkli pomoci konfokalniho mikroskopu byl stejny jako v piipadé
barveni kaceinem a CellTracker™ Green CMFDA. Po ozafeni svétlem o vinové délce
560 nm bunky emituji svétlo v ¢erveném spektru (570-640 nm).
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Obr. 21 Snimky bunék 3T3 ve svételném poli (Vlevo), ve fluorescencénim poli (vpravo):
(A) na zacatku testu (B) po 17 hodindch (C) po 40 hodindch. Barvivo — SPIO-R nanocastice
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6.5 Popis algoritmu navrzeného vV programovém prostredi
MATLAB

Za ucelem analyzy nasnimanych obrazii bunék 3T3 byl navrzen algoritmus
v programovém prosttedi MATLAB (verze R2015b), jehoz nazorné¢ schéma je
na obrazku (viz Obrazek 22).

[ Nacteni 2 obrazu ]

—

Snlmek ve Snimek ve svételném poli
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Obr. 22 Navrzeny algoritmus v programovém prostiedi MATLAB
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Algoritmus umoznuje soucasnou statistickou analyzu dvou bunéénych snimkid —
ve fluorescencnim a svételném polich — stejného tseku ryhy ve stejny ¢as. To nam

pomiize znazornit vysledky aplikace daného algoritmu na vybrané snimky.

Navrzeny algoritmus slouzi k detekci hranice ryhy v rznych ¢asovych okamzicich
a znazornéni procesu hojeni rany. Pomoci vyvinuté funkce mizeme také spocitat Sitku

a plochu ryhy a vykreslit intenzitni profil obrazu.

Po spusténi algoritmu dojde nejprve k naéteni zvolenych snimka (funkce imread)
a prevodu snimkl do binarni podoby na zakladé stanoveného prahu (funkce im2bw).
Z vytvorenych binarnich obrazii sumaci po sloupcich mizeme vypocitat intenzitni

profily.

Poté nasleduje aplikace morfologickych operaci — uzavieni a otevieni. Avsak
nejdiive je potfeba nastavit masku operace pomoci funkce strel, ktera ma dva

parametry: prvni stanovuje tvar masky a druhy jeji velikost.

Operace uzavieni je realizovana piikazem imclose a je slozena z dilatace
a nasledné eroze. Morfologické uzavieni spojuje blizké objekty a zapliuje diry, mira
spojeni a zaplnéni je dana velikosti a tvarem masky. Operace otevieni je realizovana
piikazem imopen a je slozena zeroze a nasledné dilatace. Morfologické otevieni
odstrafiuje Sum (maze malé predméty a cary) a vyhlazuje hrany objektli, mira redukce
Sumu je ddna velikosti a tvarem masky. Po pouziti morfologickych operaci jsou

ve snimcich zaplnény veskeré dutiny pomoci funkce imfill. [39]

Nasledné je vypocitana Sirka vytvofené ryhy jako primérny pocet Cernych pixelt
ptes vSechny fadky snimku. Ziskana Sirka je pak vyjadfena v mikrometrech. Plocha
ryhy je vypocitana jako soucet vSech ¢ernych pixelti obrazu. Pro piehlednost je plocha

vyjadiena v milimetrech ¢tvere¢nich.

Poslednim krokem je zjiSténi polohy hranice ryhy. To bylo dosaZeno porovnanim
sousednich pixelll v jedném fadku obrazu. Ve chvili, kdy do§lo ke zméné cerné barvy
na bilou (a naopak) v bindrnim obrazu, do nové matice byly zapsany pozice téchto
pixelt. Poté jsme secetli vstupni snimek s matici pozic pixell, ¢imz byly pfislusné
pixely vstupniho obrazu oznaceny zvolenou barvou. Nize jsou uvedeny vystupy
navrzeného algoritmu (viz Obr. 23, Obr. 24, Obr. 25, Obr. 26).

Pomoci mikroskopu byl ziskdn urcity pocet ezl pro kazdy mikroskopicky snimek
o rozmérech 1,16x1,16 mm?. Piekrytim ziskanych fezii v softwaru MATLAB je sloZen
kazdy vysledny obraz. Velikost jednoho pixelu obrazu je 1,2996 pm?.

Nevyhodou algoritmu je Ze neni univerzalni. Nékdy miize dochazet k nespravné
detekci. To je zplisobeno tim, Ze kazdy obraz je jiny, ma jiny kontrast a jas.
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Bunky ve svetelnem poli
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Obr. 23 Prevod snimkii do bindrni podoby
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Obr. 24 Vyplneni der v snimcich
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Snimek ve fluorescencnim poli Snimek ve svetelnem poli

Obr. 26 Porovnani detekci ve dvou polich. Hranice kterd byla detekovina ve fluorescencnim

poli je Cervend, ve svételném poli je zelena
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6.6 Vysledky ziskané v pribéhu Scratch Wound Healing
Assay experimentu

Pro akvizici dat jsme si zvolili misky s bunikami, které byly ziskany ze stejné kultivac¢ni

nadoby a ze stejné pasdze. Kultivace bunck probihala také za stejnych podminek. To

vSechno nam umoznuje provést kvalitni statistickou analyzu v dalSich kapitolach této

prace.

Po aplikaci navrzeného algoritmu na mikroskopické snimky byly ziskany ciselné
hodnoty, které jsme zanesli do tabulek (viz Tab.1, Tab.2, Tab.3, Tab.4, Tab.5, Tab.6).

6.6.1 Aplikace algoritmu na tii sérii snimku

Prvni skupina obsahuje snimky bunék, které byly ziskdny hned po vytvofeni ryhy,

po 17 hodinéch a po 40 hodinach inkubace — tfi sérii snimkil. Primérnd Sitka ryhy byla

vetsi nez 500 pm.

Tab. 1 Scratch Wound Healing Assay experiment: tii sérii snimkii, buiiky bez barveni

Bunky bez znaceni fluorescen¢nimi barvivy (snimek ve svételném poli)

) 0 hodin 17 hodin 40 hodin

U,SGk po vytvoieni ryhy po vytvoieni ryhy po vytvoieni ryhy
o Sitkarghy | O | Gimearghy | DO | Sikarghy | 0S8

wl | P e | Y

[mm?] [mm?] [mm°]
1 624,83240 | 0,72940 | 276,61810 | 0,32291 1,45950 0,00170
2 550,87830 | 0,64307 | 186,46240 | 0,21767 0,00000 0,00000
3 689,56970 | 0,80498 | 378,89750 | 0,44231 0,00000 0,00000
4 529,14810 | 0,61771 | 374,27070 | 0,43691 27,71850 0,03236
5 631,61120 | 0,73732 | 456,72590 | 0,53316 6,03620 0,00705
6 531,38580 | 0,62032 | 311,64530 | 0,36380 9,90710 0,01157
7 550,30380 | 0,64240 | 292,08710 | 0,34097 45,58000 0,05320
8 546,39840 | 0,63784 | 236,30840 | 0,27586 7,14280 0,00834
9 556,06170 | 0,64912 | 346,42970 | 0,40441 10,42140 0,01217
10 513,58450 | 0,59954 | 234,01280 | 0,27318 12,00900 0,01402

37




Tab. 2 Scratch Wound Healing Assay experiment: tii sérii snimki, burnky obarvené CMFDA

Burniky znacené fluorescencnim barvivem CMFDA

Usek po?izini Snimek ve fluorescenénim poli Snimek ve svételném poli
ryhy Sl[l;]r;;u Sitkaryhy | Plocharyhy | Sitkaryhy | Plocha ryhy
[um] [mm?] [um] [mm?]

0 595,06220 0,69465 591,93280 0,69100

1 17 427,51780 0,49907 424,18460 0,49518
40 29,87820 0,03488 56,30530 0,06573

0 605,77640 0,70716 590,17820 0,68895

2 17 473,80360 0,55310 478,94580 0,55910
40 64,30200 0,07506 24,07250 0,02810

0 580,74320 0,67794 621,19760 0,72516

3 17 386,20620 0,45084 361,97000 0,42255
40 1,26470 0,00148 0,00000 0,00000

0 583,64210 0,68132 579,71230 0,67673

4 17 421,99040 0,49261 402,28860 0,46962
40 4,07460 0,00476 1,54860 0,00181

0 505,46090 0,59005 513,54330 0,59949

5 17 235,31650 0,27470 261,28150 0,30501
40 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

0 513,63120 0,59959 546,04110 0,63743

6 17 354,47770 0,41380 350,57340 0,40925
40 9,86810 0,11152 8,74480 0,10208

0 541,07470 0,63163 595,66670 0,69536

7 17 389,64180 0,45485 349,89650 0,40846
40 7,82080 0,00913 4,57340 0,00534

0 451,80070 0,52741 516,98000 0,60350

8 17 279,85440 0,32669 263,28990 0,30735
40 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
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Bunky znacené fluorescen¢nim barvivem CMFDA

Cas
Usek | potizeni | Snimek ve fluorescenénim poli Snimek ve svételném poli
ryhy Sl[l:;;{]u Sitka ryhy Plocha ryhy Sitka ryhy Plocha ryhy
[um] [mm’] [nm] [mm’]
0 495,10960 0,57797 531,45260 0,62040
9 17 145,11960 0,16941 198,80980 0,23208
40 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 447,23070 0,52208 537,55790 0,62752
10 17 281,48760 0,32860 270,75450 0,31607
40 15,43010 0,01801 11,34100 0,01324
Tab. 3 Scratch Wound Healing Assay experiment: tii sérii snimki,
buriky obarvené SP10-R nanocdasticemi
Cas Bunky znacené SPIO-rhodamin nanocasticemi
Usek | pofizeni | Snimek ve fluorescenénim poli Snimek ve svételném poli
tyhy 51[1:;101|<]u Sitka ryhy Plocha ryhy Sitka ryhy Plocha ryhy
[nm] [mm’] [um] [mm’]
0 512,40660 0,59745 492,02910 0,57369
1 17 212,82490 0,24815 271,55040 0,31662
40 0,00000 0,00000 5,55080 0,00647
0 536,51360 0,62556 535,23780 0,62407
2 17 283,69410 0,33078 259,44130 0,30250
40 0,00000 0,00000 3,03590 0,00354
0 578,43420 0,67444 571,14560 0,66594
3 17 391,54770 0,45653 363,61210 0,42396
40 31,73300 0,03700 62,49070 0,07286
0 560,50710 0,65353 554,58880 0,64663
4 17 263,37340 0,30708 275,02500 0,32067
40 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
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Bunky znacené SPIO-rhodamin nanocasticemi

Cas

Usek | potizeni | Snimek ve fluorescenénim poli Snimek ve svételném poli
rfhy | snimku e hy | Plocharyhy | Sitkaryhy | Plocha ryhy
[hod] [um] [} [um] [

0 547,29690 0,63813 512,49460 0,59755
5 17 191,70370 0,22352 185,29560 0,21605
40 0,00000 0,00000 6,56280 0,00765
0 573,70170 0,66892 593,55370 0,69206
6 17 380,32580 0,44345 342,84830 0,39975
40 1,82130 0,00212 0,00000 0,00000
0 698,02180 0,81387 711,14740 0,82917
7 17 487,13740 0,56799 465,39500 0,54264
40 25,24250 0,02943 14,55280 0,01697
0 513,85050 0,59913 481,75580 0,56171
8 17 201,89130 0,23540 194,76300 0,22709
40 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 548,90110 0,64000 535,12870 0,62394
9 17 300,47790 0,35035 284,31530 0,33150
40 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 604,63970 0,70499 611,65120 0,71317
10 17 330,57440 0,38544 295,99140 0,34512
40 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
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6.6.2 Aplikace algoritmu na dvé sérii snimki

Druhéd skupina obsahuje snimky bunék, které byly ziskdny hned po vytvofeni ryhy

a po 24 hodinach — dve sérii snimkii. Primérna §itka ryhy byla mensi nez 500 pm.

Tab. 4 Scratch Wound Healing Assay experiment: dvé sérii snimkii, buriky bez barveni

Buiiky bez znaceni fluorescencnimi barvivy (snimek ve svételném poli)
Usek 0 hodin 24 hodiny
ryhy po vytvoreni ryhy po vytvoteni ryhy
Siika ryhy Plocha ryhy Siika ryhy Plocha ryhy
[um] [mm’] [um] [mm’]
1 473,82700 0,55313 10,16200 0,01186
2 388,07870 0,45303 7,05820 0,00824
3 460,54220 0,53762 0,00000 0,00000
4 346,51880 0,40451 0,00000 0,00000
5 432,65230 0,50506 6,05620 0,00707
6 391,66680 0,45722 1,33370 0,00156
7 368,98930 0,43074 0,00000 0,00000
8 354,97080 0,41438 0,00000 0,00000
9 461,51520 0,53875 5,29370 0,00618
10 392,45840 0,45814 3,72620 0,00435
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Tab. 5 Scratch Wound Healing Assay experiment: dvé sérii snimkii, buriky obarvené CMFDA

Bunky znacené fluorescen¢nim barvivem CMFDA

Usek po?izini Snimek ve fluorescenénim poli Snimek ve svételném poli
ryhy Sl[lrl]r;;‘]u Sitkaryhy | Plocharyhy | Sitkaryhy | Plocha ryhy
[um] [mm?] [um] [mm?]

0 412,20460 0,48119 420,98170 0,49144

' 24 10,92460 0,01275 0,00000 0,00000
0 329,50900 0,38466 337,62370 0,39413

’ 24 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 403,65460 0,47121 412,81470 0,48190

’ 24 0,00000 0,00000 1,43610 0,00168
0 401,05730 0,46818 395,78260 0,46202

) 24 5,20010 0,00607 3,06490 0,00358
0 362,36300 0,42301 371,04770 0,43315

° 24 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 371,73130 0,43394 398,52910 0,46523

° 24 0,00000 0,00000 2,09300 0,00244
0 429,34800 0,50120 425,39030 0,49658

! 24 14,52160 0,01695 8,90630 0,01040
0 358,48990 0,41849 350,63790 0,40932

| 24 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 381,17750 0,44497 383,40520 0,44757

’ 24 21,14570 0,02469 10,29340 0,01202
0 372,26900 0,43457 384,73220 0,44912

10 24 4,07460 0,00476 9,86370 0,01151
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Tab. 6 Scratch Wound Healing Assay experiment: dvé sérii snimkii, buniky obarvené

SPIO-R nanocasticemi

Bunky znacené SPIO-rhodamin nanocasticemi

Cas
Usek | potizeni | Snimek ve fluorescenénim poli Snimek ve svételném poli
rfhy | snimku e hy | Plocharyhy | Sifkaryhy | Plocha ryhy
[hod] [um] [} [um] [

0 358,24500 0,41770 379,41400 0,44238

' 24 5,69890 0,00664 0,00000 0,00000
0 440,04110 0,51307 425,53510 0,49616

’ 24 4,34960 0,00507 0,00000 0,00000
0 425,89800 0,49658 445,27350 0,51917

’ 24 5,53860 0,00646 2,19210 0,00256
0 440,81260 0,51397 463,52020 0,54045

* 24 2,25880 0,00263 1,35040 0,00157
0 447,22180 0,52145 480,18830 0,55988

° 24 6,96580 0,00812 5,22130 0,00609
0 401,78430 0,46847 395,00330 0,46056

° 24 1,56970 0,00183 0,00000 0,00000
0 404,57200 0,47172 460,78040 0,53726

! 24 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 343,05650 0,39990 373,71290 0,43574

° 24 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0 468,37520 0,54611 503,20540 0,58672

’ 24 5,33260 0,00622 7,48460 0,00873
0 393,82880 0,45919 355,53080 0,41454

+ 24 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
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7 ZPRACOVANI VYSLEDKU EXPERIMENTU

Do tabulek (viz vySe) jsme zanesli hodnoty Sifky a plochy ryhy, které byly zjistény
aplikaci navrzeného algoritmu na snimky. Hodnoty jsou podkladem pro analyzu
experimentu pomoci statistickych testll. Analyzu jsme rozdélili na 2 casti. Nejprve
zkusime analyzovat, jestli pouzita barviva maji vliv na zivotaschopnost bun¢k a rychlost
bunééné migrace. Ve druhé ¢asti zjistime, jestli je patrny rozdil mezi detekcemi hranice

ryhy ve dvou polich.

7.1 Hodnoceni vlivu barviv na rychlost bunééné migrace

Zakladem analyzy bude porovndvani $itky ryhy ve vSech testovych skupinach (buiiky
bez barveni, bunky obarvené CMFDA, bunky s pfidanymi SPIO-R nanocasticemi).
Chceme ovéfit, zda je stfedni hodnota Sifka ryhy pfiblizné stejna podle ¢asu ve vSech

skupinach.

Statistické metody, které umoziuji provadét vicenasobné porovnavani stfednich
hodnot, jsou soustiedény pod souhrnnym nazvem analyza rozptylu (ANOVA — Analysis
of Variance). Tato metoda je zaloZzena na hodnoceni vztahi mezi rozptyly
porovnavanych vybérovych skupin. Metoda je vhodnym testem pro vice nez dva
vybéry. Jsme si zvolili jednofaktorovou analyzu rozptylu, nebo one-way ANOVA
(ptikaz anoval v MATLAB), protoze analyzujeme ucinek jednoho faktoru (barveni)

na rychlost buné¢né migrace.

Analyza rozptylu ma stejné jako vétSina dalSich statistickych testd svoje
ptedpoklady, bez jejichZ splnéni nelze na jeji vysledky spoléhat. Pfedpoklady analyzy
rozptylu jsou nasledujici:

e nezavislost métfeni (uvnitt skupin i mezi skupinami);
e normalni rozdé€leni dat v jednotlivych skupinach;

e stejny rozptyl hodnot ve vSech srovnavanych skupinéach.

Pro ovéteni predpokladu normalniho rozlozeni a shody rozptylu dat ve skupinach
jsme pouzili Vicevybérovy test o shodnosti (homogenité) rozptylit (F-test, ptikaz
vartestn v MATLAB).

Vysledkem obou testil je tzv. p-hodnota, kterd urCuje, na jaké hladiné vyznamnosti
je mozné zamitnout nulovou hypotézu. Porovnava se nejcastéji s hodnotou 0,05 a je-li

p-hodnota mensi, zamitdme nulovou hypotézu.
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Na zacatku musime ovéfit rozlozeni dat a rozptyl v kazdé testovaci skupiné¢ pomoci

F-testu. Nulovou a alternativni hypotézu F-testu vyjadiime jako:
HO: 0'12 = 0'22 = 0'32, HA: _lHO (2)

kde o;? je rozptyl ve skupiné ,,Bez barveni‘, 07’ je rozptyl ve skupiné ,,CMFDA*

2. .y wr
a o3~ je rozptyl ve skupiné ,,Nanocastice*.

Vysledné p-hodnoty F-testu jsme zanesli do tabulek (viz Tab.7 a Tab.8):

Tab. 7 F-test (ti sérii snimkii)

Cas akvizice snimkii po vytvofeni ryhy p-hodnota
0 hodin 0,2500
17 hodin 0,9794
40 hodin 0,6761

Tab. 8 F-test (dvé sérii snimkii)

Cas akvizice snimkii po vytvofeni ryhy p-hodnota
0 hodin 0,2615
24 hodin 0,3623

Jak vidime z tabulky, ve vSech skupindch jsme prokéazali shodu rozptylu
(p-hodnota F-testu je vétsi nez 0,05 ve vSech skupinach, coz znamena, Ze nezamitame
nulovou hypotézu). Data v jednotlivych skupinach spliiuji predpoklady parametrického
ANOVA testu.

Stejn€ jako u F-testu musime vyjadfit nulovou a alternativni hypotézu
pro one-way ANOVA:

Ho: py = pp = i3, Hy:—H, 3)

kde u1 je stiedni hodnota Sitky ryhy ve skupin€ ,,Bez barveni®, u» je stfedni hodnota
Sitky ryhy ve skupiné ,,CMFDA* a us3 je stfedni hodnota $itky ryhy ve skupiné
,,Nanocastice®.

Vysledné p-hodnoty one-way ANOVA testu jsme zanesli do tabulek (viz Tab.9
a Tab.10):
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Tab. 9 One-way ANOVA (/i sérii snimkii)

Cas akvizice snimki po vytvofeni ryhy p-hodnota
0 hodin 0,86785
17 hodin 0,52440
40 hodin 0,93602

Tab. 10 One-way ANOVA (dve sérii snimkii)

Cas akvizice snimki po vytvoreni ryhy p-hodnota
0 hodin 0,13195
24 hodin 0,43223

Nize jsou uvedeny ptiklady grafickych vystupt statistickych testti (viz Obr. 27
a Obr. 28).
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Obr. 27 Krabicovy diagram (boxplot). Cas akvizice snimkii po vytvoreni ryhy — 17 hodin.

Vybérova skupina — tri sérii snimkii
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Obr. 28 Jednofaktorovai analyza rozptylu (one-way ANOVA). Cas akvizice snimkii po vytvoreni
ryhy — 17 hodin. Vybérova skupina — tri sérii snimkii

Z tabulek je patrné, ze ve vSech skupinach jsme prokazali shodu stfednich hodnot
sitky ryhy (p-hodnota testu ANOVA je vétsi nez 0,05 ve vSech skupinach, coz
znamena, Ze nezamitdme nulovou hypotézu). Tim jsme prokazali, Ze pouzitd barviva

nemaji statisticky vyznamny vliv na rychlost bunéné migrace.

7.2 Analyza rozdilu mezi detekcemi hranice ryhy ve dvou
polich

Ted” zkusime analyzovat piinos fluorescenéniho znadeni bunék s pohledu kvalit
Y p

detekce hranice ryhy.

Obr. 29 Porovnani detekce ryvhy ve fluorescencnim poli (vVlevo) a svételném poli (vpravo).
Barvivo - CMFDA
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Obr. 30 Porovndni detekce ryhy ve fluorescencnim poli (vlevo) a svételném poli (vpravo).
Barvivo — SPIO-R nanocastice

Jak vidime z Obrazku 29 a Obrazku 30, detekce hranice ryhy ve fluorescen¢nim
poli probéhla s vétsi piesnosti. Na snimku ve svételném poli miizeme pozorovat drobné
chyby detekce (n€které skupiny bunck nebyly rozpoznany pocitacem, protoze nemély

dostate¢ny kontrast), coz ma za nasledek vétsi hodnotu vypoctené primérné Siiky ryhy.

Nemutzeme fict, ze detekce ryhy pomoci navrzeného algoritmu ve fluorescencnim
poli je vzdy idealni nebo naopak. Nemame ,,zlaty standard* detekce pro kazdy snimek.
Kvuli tomu vysledkem naseho testu bude jen skuteCnost, jestli se Sitka ryhy
ve fluorescen¢nim poli vyznamné lisi od $itky ryhy ve svételném poli.

W

Zakladem statistického testu je porovnani Sitky stejného useku ryhy ve dvou
polich - svételném a fluorescenénim. Studentiv t-test je nejcastéji pouzivanym
parametrickym testem. V nasem piipad¢ aplikujeme parovy t-test (paired-sample t-test,
ptikaz ttest v MATLAB). Porovnava dvojice zavislych hodnot ze dvou skupin. To
znamena, ze hodnoty Sirky konkrétniho useku ryhy ve dvou polich musi byt sparovany.

Parametrické testy maji predpoklad, Ze data v souboru musi mit normalni
rozlozeni. Pro ovéfeni normality dat 1ze pouzit Lillieforstiv test (Lilliefors test, ptikaz
lillietest v MATLAB), ktery je modifikaci Kolmogorovova-Smirnovova testu. Pokud se
nepodafi prokazat normalni rozlozeni dat aspoit v jedném souboru, musime pouzit
neparametrické testy, napt. Wilcoxonlv parovy test (Wilcoxon signed rank test, ptikaz
signrank v MATLAB), ktery je neparametrickou obdobou parového t-testu.
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Na zacatku musime ovéfit rozlozeni dat v kazd¢ testovaci skupiné pomoci

Lillieforsova testu. Nulovou a alternativni hypotézu vyjadiime jako:

Hy: data v souboru maji normalni rozlozeni,

HA: ﬂHO

(4)

Stejné jako u Lillieforsova testu musime vyjadfit nulovou a alternativni hypotézu

pro parovy t-test:

Ho:py —pp =0,

HA: _lHO

(5)

kde u; je stfedni hodnota $itky ryhy ve skupiné ,,Svételné pole® a u; je stiedni

hodnota $itky ryhy ve skupiné ,,Fluorescencni pole®.

Vysledné hodnoty statistického testovani pro CellTracker™ Green CMFDA jsme
zanesli do tabulek (viz Tab.11 a Tab.12):

Tab. 11 Srovndni detekci hranice ryhy ve dvou polich (t7i sérii snimkit). Barvivo — CMFDA

Cas akvizice p-hodnota Lillieforsav test Pouzity
snimkil po Svételné Fluorescenéni parametricky/ p-hodnota
vytvofeni ryhy pole pole neparametricky test
0 hodin 0,50000 0,31220 parovy t-test 0,01980
17 hodin 0,50000 0,49810 parovy t-test 0,70204
40 hodin 0,02170 0,04250 Wilcoxontv test 0,21880

Tab. 12 Srovnani detekci hranice ryhy ve dvou polich (dvé sérii snimkii). Barvivo — CMFDA

Cas akvizice p-hodnota Lillieforsiv test Pouzity
snimki po Svételné Fluorescencni parametricky/ p-hodnota
vytvoteni ryhy pole pole neparametricky test
0 hodin 0,5000 0,5000 parovy t-test 0,0999
24 hodin 0,0863 0,0363 Wilcoxonuv test 0,3750

Vysledky statistického testovani fikaji, Ze detekce hranice ryhy hned po jeji

vytvoreni (tii sérii snimku) se 1i§i ve dvou polich (p-hodnota parového t-testu je mensi
nez 0,05, zamitdme nulovou hypotézu). Dost malou p-hodnotu, ale vétsi nez 0,05 jsme
obdrzeli také pro dalsi vybérovou skupinu (dvé sérii snimki, akvizice snimku hned
po vytvofeni ryhy). Ale ve vSech zbyvajicich skupinich bylo prokazano, ze kvalita
detekce hranice ryhy se statisticky neli$i ve dvou polich (p-hodnota je znacné vétsi

nez 0,05, nezamitdmé nulovou hypotézu).
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Obr. 31 Krabicové diagramy (boxploty). Cas akvizice snimkii po vytvoreni ryhy — 0 hodin
(vlevo), 17 hodin (vpravo). Vybérova skupina — tii sérii snimki. Barvivo — CMFDA.
Na levém boxplotu je patrny rozdil strednich hodnot Sivky ryhy ve dvou polich

Vysledné hodnoty statistického testovani pro nanocastice znacené¢ rhodaminem
jsme zanesli do tabulek (viz Tab.13 a Tab.14).

Tab. 13 Srovnani detekci hranice ryhy ve dvou polich (tFi sérii snimkai).
Barvivo — SPIO-R nanocdstice

Cas akvizice p-hodnota Lillieforsav test Pouzity
snimki po Svételné Fluorescen¢ni parametricky/ p-hodnota
vytvoreni ryhy pole pole neparametricky test
0 hodin 0,5000 0,1881 parovy t-test 0,2218
17 hodin 0,3778 0,5000 parovy t-test 0,2714
40 hodin 0,0010 0,0010 Wilcoxonuv test 0,4375

50




Tab. 14 Srovndni detekci hranice ryhy ve dvou polich (dvé sérii snimkii).
Barvivo — SPIO-R nanocastice

(V:as akvizice p‘hOanta LﬂhefOI'SflV teSt Pouzit}’]
snimkil po Svételné Fluorescenéni parametricky/ p-hodnota
vytvofeni ryhy pole pole neparametricky test
0 hodin 0,5000 0,5000 parovy t-test 0,1052
24 hodin 0,0030 0,3926 Wilcoxontv test 0,1094

Z tabulek je patrné, Zze ve vSech skupinach jsme prokazali shodu stiednich hodnot
Sitky ryhy (p-hodnota statistickych testl je vétsi nez 0,05 ve vSech skupinach, coz
znamena, ze nezamitame nulovou hypotézu). Tim jsme prokazali, ze kvalita detekce

hranice ryhy se statisticky nelisi ve dvou polich.
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Obr. 32 Krabicovy diagram (boxplot). Cas akvizice snimkii po vytvoreni ryhy — 0 hodin.

Vybérova skupina — dvé sérii snimkii. Barvivo — SP10-R nanoddstice
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8 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo ovétit kultivaci bunécné linie v bunécné laboratoii
a ohodnotit piinos aplikace fluorescencniho znaceni bunék v Scratch Wound Healing
Assay experimentu. Prace je rozde€lena na dvé zakladni casti — teoretickou
a praktickou.

Teoreticka ¢ast obsahuje popis zvolené pro experiment bunééné linie 3T3 a popis
zasad kultivace bunék in vitro. Nasleduje seznameni s principy bunécné migrace
a metodou Scratch Wound Healing Assay, ktera je bézn¢ uzivana pro méfeni parametrt
migrace bun&k. Cast také obsahuje popis konkrétnich experimenti, které vyuzivaji
danou metodu a zplisoby vytvoreni ryhy v monovrstvé bunck. Zavérem teoretické ¢asti
je vysvétleni principu fluorescencni mikroskopie a popis nékterych pouzitych
fluorescenénich barviv (kalcein, CellTracker™ Green CMFDA, Zelezité nanocastice

znacené rhodaminem) vcetné uvedeni excitacnich a emisnich spekter.

V praktické ¢asti byl popsan navrzeny experiment s pouzitim konfokalniho
mikroskopu Leica TCS SP8 X. Néplni experimentu byly kultivace bun¢k 3T3 podle
zvoleného protokolu, znaceni bun€k pomoci fluorescencnich barviv, vytvofeni ryhy
Spickou pipety V bunééné monovrstvé a sledovani procesu migrace bunck potizenim
snimkli v urcitych casovych okamzicich. Experiment byl otestovan s dostateCnym
poctem opakovani. Pro analyzu mikroskopickych snimkt byl v programovém prostiedi

MATLAB vytvoten algoritmus, ktery provadi detekci vytvofené ryhy a vypocita Sitku
a plochu ryhy. Ziskané hodnoty byly analyzovany pomoci statistickych testu.

Prvni analyza byla zaméfena na sledovani vlivu pouzitych barviv na rychlost
bunééné migrace. Libovolné fluorescencni barvivo je chemickou slouceninou, ktera
muze negativné pasobit na zivou bunku a zpisobit bunécny stres. Zakladem testu bylo
porovnavani stfedni hodnoty Sitky ryhy obarvenych a neobarvenych bunék v riiznych
casovych okamzicich. Vysledkem statistického testu je skutecnost, Ze primérna Sirka
ryhy se nelisi ve vSech skupindch. To znamend, Ze pouZita fluorescencni barviva nemaji

statisticky vyznamny vliv na rychlost bunééné migrace.

Cilem druhé analyzy bylo zjistit piinos fluorescen¢niho znaceni bunék s pohledu
kvality detekce hranice ryhy. Zakladem bylo porovnavani Siiky stejného tuseku
detekované ryhy ve dvou polich — svételném a fluorescen¢nim. V jedném piipadé bylo

prokazéano, Ze kvalita detekce hranice ryhy se liSi (tfi sérii snimkd, pofizeni hned

po vytvofeni ryhy).
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Podle subjektivniho vjemu pfipada detekce ryhy ve fluorescenénim poli jako
kvalitn€jsi a piesnéjsi. Navic snimky v fluorescencnim poli nevyzaduji dodate¢nou
upravu kontrastu snimku, na rozdil od snimki ve svételném poli. Na zakladé
provedenych statistickych testli a vlastnich zkuSenosti je mozné fict, ze fluorescenéni
znaCeni bunék pro Scratch Wound Healing Assay experiment ma své vyhody:

neovliviiuje rychlost migrace bun€k a zjednodusSuje detekci ryhy pocitacem.
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