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Abstrakt

Nanodiamant je v soucasné dobé jeden z nejvice zkoumanych materidld v oblasti
regenerativni mediciny v ramci studia 1é¢by neuro-degenerativnich onemocnéni. Vzhledem
k tomu, Ze v rdmci takovéto lé¢by pouzity material interaguje pfimo s nervovou tkani, je treba,
aby byl biokompatibilni s primarnimi neurony, aby podnécoval adhezi neurdlnich bunék ke

svému povrchu a aby buriky adherované k jeho povrchu regenerovaly.

Vramci této prace jsme hodnotili biokompatibilitu poréznich borem dopovanych
diamantovych vrstev s kulturou primdrnich neuronu. Porovnali jsme také, jaky vliv na adhezi
a prosperitu primarni neuronalni kultury ma dprava diamantového povrchu potazenim poly-
D-lysinem (PDL). Zjistili jsme, Ze pouZity nanodiamant je biokompatibilni s primarni neuronalni
kulturou. Dale jsme dosli k zavéru, Ze povrch potazeny PDL mirné zvySuje miru adheze bunék
k povrchu, ale na druhou stranu navozuje ve vétsi mife adhezi u gliovych bunék, nez je tomu

u povrchu bez potazeni PDL.

Klicova slova: nanodiamant, biokompatibilita, adheze, neurony



Abstract

Nanodiamond is currently one of the most researched materials in the field of
regenerative medicine in the study of treatment of neurodegenerative diseases. Due to direct
interaction of this material with nerve tissue, it needs to be biocompatible with primary
neurons. Furthemore, it is desirable for the used material to induce cell adhesion and

stimulate the adherent cells to regeneration.

This work evaluates the biocompatibility of porous boron-doped diamond layers with the
culture of primary neurons. We compared the effect of diamond surface treatment by poly-
D-lysine (PDL) coating on the adhesion and prosperity of the primary neuronal culture. We
found that the tested nanodiamond layers are biocompatible with the primary neuronal
culture. We further conclude that the PDL coating slightly increases the rate of cell adhesion
to the surface but on the other hand induces greater adhesion of glial cells than the surface

without PDL coating.

Key words: nanodiamond, biocompatibility, adhesion, neurons
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1 Uvod

Diamanty jsou jednim z nejvice slibnych biomateriall ve vyzkumu na poli regenerativni
mediciny diky vlastnostem, jako je extrémni mechanicka a chemicka odolnost, vysoka tepelna
vodivost, opticka transparentnost a Siroké okno chemického potencidlu ve vodném prostredi.
Diky témto vlastnostem se zdaji byt slibnym materidlem pro intracerebrdlni sondy pro
hlubokou mozkovou stimulaci, které se vyuZivaji napr. v Ié¢bé Parkinsonovi choroby. Ackoli
diamant je sam o sobé nevodi¢, elektrické vlastnosti mu Ize propujcit takzvanym dopovanim
v pribéhu jeho syntézy. Takto upraveny (dopovany) diamant lze deponovat ve formé
planarnich nebo poréznich filmli na podkladovy materidl napf. sklo. VzruSivé burky
kultivované na (nejcastéji borem ¢&i dusikem) dopovanych diamantovych povrsich Ize poté

stimulovat pomoci elektrického proudu, ¢i z jejich povrchu Ize detekovat elektricky signal.

Vzhledem k tomu, Ze neurondlni buriky nemaji tendence adherovat na samotny diamant, je
tfeba, aby byl jeho povrch upraven tak, aby doslo ke zlepSeni podminek pro bunécnou adhezi.
Moznosti, jak toho dosahnout je nékolik a je proto tfeba predem presné védét, jaka z metod

je pro zkoumany bunécny typ nejvhodnéjsi.

Ve ramci vyzkumu |écby rGznych neurodegenerativnich onemocnéni, jako je napriklad
Parkinsonova choroba, je Zddouci, aby povrch navozoval adhezi spiSe u neuront nez u gliovych
bunék. V pfipadé, Ze by na elektrodu ve vétSim mnozZstvi adherovaly spiSe astroglie nez
neurony, mize dojit k odstinéni elektrického signalu z elektrody a ke vzniku gliové jizvy.
V soucasné dobé je tedy vénovano velké usili tomu, aby byl vyvinut material, ktery by byl
mechanicky a chemicky extrémné odolny, vykazoval by elektrické vlastnosti, byl naprosto
biokompatibilni s nervovou tkani a navozoval adhezi a stimuloval regeneraci spise u neuron(

nez u gliovych bunék.
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2 Literarni prehled
2.1 Borem dopované diamantové elektrody

Biomaterialy hraji zasadni roli na poli moderni regenerativni mediciny a tkarnového
inZenyrstvi, pficemz diamant je diky svym vyjimecnym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem
jeden z nejvice zkoumanych material(i v této oblasti. Diamantové elektrody jsou syntetizovany
ve formé tenkych filmd, kde se vyskytuji uhliky odpovidajici hybridizaci sp3 se &tyimi
rovhomeérné rozloZzenymi valenénimi elektrony. Na nich jsou pomoci kovalentni vazby
navazany vzdy dalsi ¢tyti atomy uhliku se stejnou hybridizaci a vytvati tak pravidelné oktaedry.
(Yang et al. 2019) Pres vSechny vyhodné vlastnosti, které diamanty vykazuji, pro jejich pouziti
pro elektrochemické ucely je tfeba je z dlivodu jejich nevodivosti dopovat jinym atomem.
K tomuto ucelu je nejcastéji vyuzivan bor. (Kowalska et al. 2014) Takto vytvorené elektrody se
vyznacuji extrémni mechanickou odolnosti a chemickou stabilitou, nizkou kapacitou elektrické
dvojvrstvy a Sirokym potencidlovym oknem. Borem dopované diamantové elektrody jsou
nejCastéji syntetizovany ve formé planarnich filma, avsak jejich potencidl pro vyuZiti v praxi se
zvysi za predpokladu, Ze dojde k vyvinuti univerzalni, jednoduché a reprodukovatelné metody,
ktera povede ke zméné morfologie povrchu a tim ke zvétSeni vyuzitelné plochy elektrody.
ZvétSenim plochy elektrody dojde ke zvyseni jeji senzitivity pfi detekci elektrické aktivity

neuron(. (KrGsek et al. 2018)

2.1.1 Syntéza diamantovych filma

Dlouhd léta védci usilovali o vytvoreni metody, pomoci které by bylo moiné
v laboratornich podminkach syntetizovat umélé diamanty. Jako prvni byla vroce 1955
popsana skupinou kolem Dr. F. P. Bundyho z vyzkumné laboratore General Electric Company
metoda high-pressure high-temperature (HPHT) diky niz byl za plsobeni vysokého tlaku a
teploty grafit konvertovdn na diamant. (Bundy et al. 1955) Béhem této metody dochazi
v laboratornim prostfedi k vytvoreni podminek, za kterych vznikaji diamanty i v pfirodé, tedy
za vysokého tlaku a teploty. Grafit je vystaven tlaku dosahujicimu desitek tisic atmosfér a
zahraty na teplotu presahujici 2000 kelvinl, vse se déje v pfitomnosti vhodné zvoleného
kovového katalyzatoru. Diky katalyzdtoru je umozZnéno reakci provadét za nizsich teplot a

tlaku a také se tim vyrazné urychluje cely proces premény. Tato metoda umoznuje syntézu
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vysoce kvalitnich diamantovych krystald bez pfimési nediamantovych struktur jako je grafit
nebo amorfni uhlik. Nicméné HPHT umoZnuje syntézu diamantl pouze ve formé

samostatnych krystal( a nikoli ve formé v soucasnosti tolik Zddanych filmd. (May 2000)

O dost slibnéjsi, nez HPHT je metoda chemické depozice z plynné faze (CVD) (Obr.1). BEhem
této metody je substrat vystaven plisobeni smési uhlovodikovych plyn(. Ve probiha v reakéni
komofre, kde je presné kontrolovany tlak a teplota. Aby se predeslo nezadoucimu vzniku vrstvy
amorfniho uhliku na Ukor diamantu, cely proces probiha za vysoké teploty presahujici 700 °C.
(May 2000) Vyslednym produktem této metody je tenka vrstva diamant( na nami zvoleném
substratu. Podkladovy substrat mize byt tvoreny diamantem (pfirodnim anebo umélym) a
jedna se tedy o homoepitaxidlni rdst diamantového filmu. V pfipadé heteroepitaxialniho riistu
je substrat nediamantového plvodu. Za timto Uucelem se nejcastéji, vzhledem ke své strukturni
podobnosti s diamantem a nizké cené, pouzivd kifemik. (Musilova et al. 2009) Nicméné
diamanty na nediamantovém substratu spontanné nerostou, je proto potfeba na substrat
nejdfive nanést nanodiamantové castice, které poslouzi jako iniciacni nukleacni centra pro

rast diamantového filmu. (Yang et al. 2019)

Plynna faze pro CVD se skldda z uhlovodiku (nejcastéji metanu), ktery slouzi jako zdroj uhliku
v nizké koncentraci s vodikem. Pfed ukoncenim depozi¢niho procesu dochazi k zavadéni
vodiku do reakéni komory, pficemz na povrchu filmu vznika hydrofobni vodikova monovrstva.
Tudiz povrch takzvanych ,,as grown“nanodiamant( je vzdy H-terminovany. Aby k reakci viibec
mohlo dojit, musi byt na zacatku procesu aktivovdna plynnd faze. Moznosti, jak aktivace
plynné faze dosahnout je nékolik, nej¢astéji se tak oviem déje za pomoci plazmy (CVD pomoci
mikrovinné plazmy — MWCVD) ¢i teploty (CVD pomoci Zzhavého vlakna — HFCVD). Aktivace par
zpUsobi disociaci uhlikovych radikal(i z prekurzorového plynu, které jsou poté dlezité pro rist

diamantu.

Béhem chemické depozice plynné faze aktivované pomoci zhavého viakna (HFCVD) dochazi
k zahrati substratu (nejbéznéji tedy kiemiku) pomoci zdroje tepla na teplotu presahujici 700°C.
Nékolik milimetrd nad substrdtem se nachazi kovové vldkno, které je pomoci elektrického
proudu rozzhaveno na teplotu vyssi nez 2200°C. Tlak se pohybuje v rozmezi 1 az 5 kPa. Pomoci
této metody lze vyprodukovat celkem kvalitni nanodiamantové filmy. Nicméné muze dojit ke
kontaminaci vysledného filmu materidlem kovového vldkna, coZ se poté mize negativné

projevit pfi jeho pouZiti v elektrochemické praxi. (Pleskov 2002)
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Chemicka depozice plynné faze pomoci mikrovinné plazmy (MWCVD) dochazi v reaktoru
k vytvoreni velmi podobnych podminek, jako tomu bylo u HFCVD s tim rozdilem, Ze plynna
faze je aktivovana ne pomoci rozzhaveného vldkna, ale pomoci mikrovinné energie. Mikroviny,
jejichz zdrojem je magnetron, jsou do reaktoru vedeny vinovodem skrz dielektrické okénko za
ucelem vytvoreni naboje. K dosazeni vyssi efektivity slouzi amplifikator, jehoz vhodnym
naladénim se nastavuje maximdlni amplituda mikrovin. (Laimer et al. 1994) Vyhodou MWCVD
je, Ze pomoci této metody lze dosahnout vyssiho vykonu a tim padem i vyssi rychlosti rdstu.
Dalsi velkou vyhodou oproti metodé HFCVD je, Ze nepfitomnost kovového vldkna v reaktoru

umoznuje pouziti Siroké skaly smési plynu véetné téch s vysokym obsahem kysliku.

A) plynna faze B)

plynna faze
vldkno substrst §enerator I + | plazma
| | mikrovinnych vin
% g
RF amplifikator

substrat

w1 vinovod o ]
zdroj tepla zdroj tepla

N |
+ pumpa

pumpa

Obr. 1: Schéma CVD reakénich komor A) CVD pomoci Zzhavého vldkna B) CVD pomoci mikrovinné plazmy.
Upraveno podle May (2000)

2.1.2 Dopovani diamantu

Vzhledem k tomu, Ze diamant je sam o sobé izolantem, je potfeba béhem jeho syntézy
pfistoupit k takzvanému dopovani. Ke kontrolovanému dopovani dochazi po pfidani
prislusného prvku do plynné faze béhem CVD ristu. Inzerce téchto specifickych prvka —
dopantl dodava jinak nevodivému materiall na elektrické vodivosti. Mira vodivosti zavisi na
cm3 vytvofi p nebo n pfechod v zavislosti na pouzitém prvku. Vy3si Groveri dopovani, tedy vice
jak 10%° atomd na cm3, materidlu propujéi vlastnosti polokovu vyznalujici se vysokou
elektrickou vodivosti. (Kraft 2007) Jako dopanty Ize vyuzit napft. fosfor, dusik, siru, anebo bor,

avsak nejcastéji se vyuziva pravé bor a dusik. Nicméné pouze bor mize byt do smési pridan
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v natolik vysoké koncentraci, Ze film zacne vykazovat podobné vodivé vlastnosti jako kovy.

Jako zdroj boru v plynné fazi je pouzivan bud' diboran ¢i trimethylboran.

2.1.3 Povrchové upravy dopovanych diamantovych vrstev

2.1.3.1 Terminace povrchu BDD

Terminace povrchu elektrody urcuje jeji vlastnosti. Zménou terminace tedy mlizeme

dosahnout potiebnych vlastnosti.

Povrch diamantového filmu muze byt terminovan rGzné, avsak nejcastéji se setkdme s H-
terminaci a O-terminaci. Jakmile jsou na povrchu diamantu pIlné navdzany atomy vodiku,
povrch je H-terminovdan. Takto oSetfeny povrch vykazuje hydrofobni vlastnosti, kdy kontaktni
uhel svodou je vyssi nez 90° a je pomérné malo aktivni. (Yang et al. 2019) Ackoli je H-
terminovany povrch stabilni na vzduchu i v roztoku po nékolik mésicu, po urcité dobé dochazi
k oxidaci. (Vanhove et al. 2007) O-terminovany povrch vykazuje opacné vlastnosti od H-
terminovaného, je hydrofilni a jeho kontaktni Uhel s vodou se pohybuje od 0,6°do 65°v

zavislosti na metodé oxidace, drsnosti povrchu a Urovni dopovani (Obr. 2). (Yagi et al. 1999)

A) 65°

100

Obr. 2: Ukdzka smacivosti povrchu A) neosetreny povrch diamantu tzv ,,as-grown”, kontaktni Ghel s vodou je 65°
B) H-terminovany povrch, je hydrofobni, kontaktni Uhel s vodou je 100° C) O-terminovany povrch, vykazuje
hydrofobni vlastnosti, jeho kontaktni thel s vodou je 10°. Upraveno podle Liskova et al. (2015)

2.1.3.2 Poréznost povrchu

Tenké planarni diamantové filmy mohou vykazovat relativné nizkou kapacitanci a
vysokou impedanci, coZz vede ke snizeni vykonu téchto elektrod vyuZivanych pro stimulaci

bunék navzdory jejich biokompatibilité. Tento problém je mozné preklenout vytvorenim 3D

14



strukturovaného povrchu elektrody. (Hébert et al. 2014) Naptiklad povrchové struktury
houbovitého tvaru signifikantné zvySuji vykon a citlivost neuroelektrod. Diky zvySené citlivosti
je moZiné pomoci takto upraveného povrchu meéfit extraceluldrni elektricky potencial se

stejnou efektivitou, kterou vykazuji intraceluldrni pfistupy méreni. (Hai et al. 2010)

MozZnosti, jak zvySit poréznost povrchu a tim zvétsit jeho plochu mame nékolik, bud’ leptani
s pouzitim leptaci masky ,mask assisted etching”, nebo leptani bez pouziti leptaci masky
»mask-less etching” ¢i depozice na porézni templat. Leptaci maska béhem leptani slouZzi
k ochrané oblasti, které by nemély byt leptadlem ovlivnény, zaroven ma i funkci Sablony
leptaného motivu. Nevyhodou této metody je jeji sloZitost a naro¢nost na vybaveni. Zaroven
muze dojit k nezddoucimu prenosu kovovych necistot z leptaci masky na konec¢né diamantové
elektrody. (Yu et al. 2014) BEhem leptani bez pouziti leptaci masky dochazi k vytvoreni porézni
struktury Zihdnim materidlu za velmi vysokych teplot ve smési argonu a vzduchu. (Kondo et al.
2014) Nicméné ani tato metoda neni Uplné vhodnd ke komerénimu vyuziti vzhledem

k ndro€nosti metody.

Posledni a nejvice slibnou metodou je CVD na porézni substrat, jako je napfiklad membrana
z kfemikovych vlaken. (Kondo et al. 2009) Tato metoda obvykle vede ke zvétSeni vyuZitelné

plochy elektrody aZ o dva rfady. Metoda je dale shrnuta v Obr.3.

A) Q E)

Obr. 3: Syntéza porézniho BDD A) Kfemikovy substrat je nasazen spolecné s diamantovymi nanocdsticemi B)
vytvoreni planarniho BDD filmu za MW CVD (C a D) nasazeni templatu z kfemikovych vlaken E) MW CVD F)
odstranéni kifemikovych vlaken pomoci kyseliny fluorovodikové za ucelem zvétseni plochy povrchu. Upraveno
podle Petrak et al. (2016)
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2.2 Bunécna Adheze

Bunécénd adheze hraje v mnoha biologickych procesech vyznamnou roli vzhledem
k tomu, Ze adherované bunky vnimaji extraceluldrni signdly a poté je interpretuji, integruji a
reaguji na né. Prisednuti bunék a jejich adheze k povrchu tedy patfi do prvni faze interakci
mezi burfikou a materidlem a kvalita této faze poté do znacné miry ovliviiuje pozdé;si
schopnost bunék proliferovat. Interakce burika/materidl zavisi ze vSeho nejvice na
povrchovych aspektech pouzitého materidlu. Chemickeé a fyzikalni signaly ze substratu, jako je
jeho smacivost, povrchova energie, elektrostaticky naboj ¢i jeho topografie, jsou zasadni pro
stimulaci bunék k adhezi a k ovlivnéni bunécného ristu. Tyto povrchové charakteristiky urcuiji,
jak a jaké biologické molekuly pfilnou k povrchu, urcuji orientaci ptilnutych molekul a také

chovani bunék pfi kontaktu s povrchem. (Blau 2013)

2.2.1 Povrchové modifikace usnadnujici bunéénou adhezi

Existuje nékolik moznych zplsobd, jak bunécéné adheze docilit. Asi tou nejjednodussi
moznosti je povrch ni¢im nepotahovat a nechat burnky volné adherovat pouze s vyuzitim
povrchovych vlastnosti diamantové vrstvy. (Thalhammer et al. 2010) DalSim z moznych
zpUsobu, jak bunky primét k adhezi je navazat na povrch diamantového filmu fragmenty
extraceluldrni matrix (ECM). (Orr a Smith 1988) A v neposledni fade se k docileni adheze
vyuZiva puUsobeni elektrostatickych sil potazenim povrchu substratu za pomoci nabitych

molekul, jako jsou poly-D-lysin nebo poly-D-ornitin (poly-L-ornitin). (Kleinfeld et al. 1988)

2.2.1.1 Navozeni adheze za pomoci povrchovych vlastnosti diamantového filmu

Thalhammer et al. (2010) ve své studii vyuZili mySich primdrnich neurondlnich kultur k
naockovani na Ctyfi rGzné materidly: sklo, polykrystalicky diamant, nanokrystalicky diamant a
kfemikovou platformu. VSechny Ctyfi jimi pouzité substraty byly oSetfeny v ultrazvukové [azni
monodispergovanymi nanodiamanty, kdy dosSlo ke vzniku nanodiamantové monovrstvy na
povrchu. Dle vysledku jejich vyzkumu, takto upravené povrchy diamantovych platforem poté
podporovaly pfisednuti primarnich neuron. Naproti tomu na povrsich substrat(, které nebyly
nijak oSetfeny, k Zadnému prisednuti bunék nedochazelo. V porovnani s povrchy potazenymi

bilkovinami extraceluldrni matrix, vykazovaly povrchy s nanesenymi nanodiamanty slibnou
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podobnost vzhledem k rlistu neurit(i bunék a k vytvoreni funkéni neuronové sité. Neurony byly
schopné rlst v pfimém kontaktu s materidlem potaZzenym vrstvou nanodiamantl a tudiz
mohly byt udrzovany v kultufe po delsi dobu, stejné jako u substratl potazenych proteiny.

(Thalhammer et al. 2010)

| za predpokladu, Ze povrch neni nijak upraven pomoci specifickych molekul, mize byt
diamantovy film snadno funkcionalizovan a to bud vodikem, anebo kyslikem. To, jakou
molekulou bude povrch terminovan, ma kli€ovy vliv na jeho hydrofobni ¢i hydrofilni vlastnosti,
a tedy i na odliSnou vhodnost pro adhezi bunék. (Voss et al. 2012) Napfriklad u bipolarnich
neuron( se zda, Zze mohou rlst pfimo na holych povrsich nanodiamantovych filmu, zatimco u
gliovych bunék proteinovy potah znacné zvysuje jejich schopnost preziti. (Bendali et al. 2014)
Vzhledem k tomu, Ze vznik gliové jizvy kolem elektrod pouzivanych v Iékafské praxi omezuje
jejich dlouhodobou ucinnost a je tedy nezddouci, pouziti nepotazeného O-terminovaného
diamantu na jejich povrchu by mohlo zabranit rlstu glii na jejich povrchu. Zaroven by doslo ke
zprostredkovani primé interakce mezi neuronem a elektrodou. (Bendali et al. 2014) Co se
pfimého rlstu neurond na diamantech za vylouceni pritomnosti glii tyée, ke stejnému

vysledku dospéli jiz Thalhamer et al. (2010) v jejich pokusu popsaném o odstavec vyse.

2.2.1.2 Adheze pomoci fragmenti extracelularni matrix

Extracelularni matrix (ECM) tvori hmota, ktera se uklada v mezibunéénych prostorach
tkani a sklada se z protein( (kolagen), glykosaminglykant (proteoglykan) a glykoprotein(
(fibronectin a laminin), které se poté skladaji do fibril nebo jinych komplexnich makromolekul.
Cast ECM tvofi takzvanou bazalni laminu, na které poté ,sedi“ buriky nervové tkané. K
molekuldm  glykoproteind ECM se bunky pfichycuji pomoci urcité skupiny
transmembranovych receptorl-integrind. Diky tomu dochazi k propojeni extracelularni matrix
s bunéénym povrchem a na intraceluldrnim povrchu plazmatické membrany se receptory
bunééné adheze sdruZuji s proteiny cytoplazmatického plaku. Pomoci cytoplazmatickych
plakovych proteint dochazi k propojeni s cytoskeletem a k regulaci funkce adheznich molekul.
Proteiny cytoplazmatického plaku se také ucastni prfenosu signdll iniciovanych pomoci

adheznich receptord na bunééném povrchu.
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Extraceluldrni matrix hraje dualezitou roli, co se ty¢e homeostdzy, bunécné adheze, morfologie,
proliferace a diferenciace, ale také polarizace a migrace. NaruSeni extracelularni matrix mize

vést aZz k anolis neboli programované bunécné smrti zplisobené ztradtou bunééné adheze.

Extracelularni matrix v mozku ovliviiuje strukturalni a funkéni plasticitu neurond. Jako ptiklad
Ize uvést jeji podporu tvorby dendritickych filopodii a také podporu rlistu dendritickych trnd.
Molekuly extracelularni matrix maji dlilezitou roli, i co se uceni a paméti ty¢e. Maji schopnost
regulace rozliénych aspektd synaptické plasticity a stabilizace synaptické konektivity. Kromé
toho jsou klicové pro riist axonu a regulaci vyvoje neuroglii vytvarejicich myelinové pochvy (v

CNS tuto funkci pIni oligodendrocyty). (Blau 2013)

Pro navozeni adheze neurondlnich bunék k povrchu nanodiamantové platformy je zakladem
znalost proteint extracelularni matrix, které jsou pro dany typ bunék a pro zkoumany ucel
témi nejvhodnéjsimi. Jednim z nejvyznamnéjsich proteintd je laminin, jez tvofi hlavni slozku
bazalni membrany. Diky tomu je nej¢astéji volenou slozkou extraceluldarni matrix pouzivanou
pro potazeni povrchu. DlleZitou roli lamininu je jeho podpora rlistu neuritd (Hammarback et
al. 1985) v zavislosti na integrinech. K jeho nandaseni na povrch diamantovych elektrod se
vyuziva mikrokontaktniho tisku, ktery umoznuje umisténi molekul lamininu pfesné na nami

zvolené misto. (Specht et al. 2014)

K navazani bunék na povrch ECM dochazi pomoci integrinovych receptort pres extraceluldarni
ligand, kterym muze byt pravé vyse zminény laminin. Integrinové receptory jsou heterodimery
skladajici se z a a B podjednotky, které jsou spojeny nekovalentnimi vazbami. Vazebné misto
pro extracelularni ligand nachazi na B podjednotce. Integriny plsobi i jako prenasece signal(,
kdy jsou po aktivaci schopné regulovat rozlicné intraceluldrni signalni drahy, bunécénou
proliferaci ¢i diferenciaci. S cytoskeletem, kindzami a receptory pro ristové faktory jsou
integriny propojené pres adaptérové proteiny (napf. vinkulin, talin, paxillin). Tento

multimolekulovy komplex se nazyva fokalni adheze.

Aby bylo mozZné povrch potahnout proteiny extracelularni matrix, je zapotiebi, aby vykazoval
uréité vlastnosti. Usp&sny coating je podstatné ovlivnén morfologii povrchu, jeho
mechanickymi a elektrickymi vlastnostmi, smacivosti a pritomnosti funkénich skupin.

(Bacakova et al. 2011)
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2.2.1.3 Navozeni adheze pomoci elektrostatickych sil

Pro navozeni adheze pomoci elektrostatickych sil se vyuziva skutecnosti, ze
extraceluldrni strana vétSiny bunécnych membrdn nese negativni ndboj. V praxi je tento fakt
vyuZit pro vazbu kationtovych polyaminokyselin jako je polylysin (PL) (Yavin a Yavin 1974),
polyornitin (PO) (Eide a McMurray 2005), polyarginin a polyethylenimin (PEI) (Fischer et al.
2003) k povrchu burnky, diky ¢emuz dochazi ke zprostfedkovani adheze k povrchu

diamantového filmu.

Vhodnost pouziti kationtovych polyaminokyselin se lisi v zavislosti na jejich chiralité (L a D
izomery) a molekulové hmotnosti. Nejen tyto vlastnosti, ale také jejich koncentrace, doba
expozice, struktura a hustota kationtového naboje udava kromé sily adheze také rozsah
bunécného poskozeni. (Fischer et al. 2003) Avsak toxicita a zpusob, jakym tyto polymery

pusobi na cilovou buriku, se lisi podle jednotlivych bunécénych typu.

Razné polymery a jejich enantiomery vykazuji rozdilnou stabilitu v bunécné kulture co se
adheze tyce. VSeobecné je toho zatim jen velmi malo zndmo o degradacnich mechanismech
navazanych polykationt( a o tom, jak jejich degradace zavisi na typu substratu, jeho topografii
Ci poréznosti. DuleZitou roli, co se stability polymeru tyce jisté hraje i Uprava povrchu
substratu, pouzitd bunécéna kultura, sloZeni kultivaéniho média a v neposledni fadé i protokol

potahovani.

Nevyhodou tohoto postupu pfi navozeni adheze je skutecnost, Ze molekuly polymer( zvétsuji
vzdalenost mezi burikou a povrchem elektrody, coz mlze byt prekazkou pro budouci vyuZiti
v mediciné. Dale je také moZnost, Ze jejich vlastni naboj mlze mit vliv na konecny vysledek

interakce mezi povrchem a bunéénou membranou. (Sorribas et al. 2001)
2.2.2 Mezibunécné spoje

Propojeni sousednich bunék a jejich vzajemna komunikace je zakladnim predpokladem
pro vytvoreni funkéni sité neuronl. Kromé prilnuti bunék k povrchu platformy je proto treba

podpofit i mezibunécné interakce, aby doslo k plynulému toku informaci napfi¢ neuronalni

Siti.
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Mezibunééné adhezni molekuly hraji klicovou roli u kontaktl mezi neurony a gliemi. Na
zakladé mnoha funkénich studii se doslo k zavéru, Ze adhezni molekuly jsou zapojeny do
mnoha aspektl tvorby neuronovych siti. Patfi mezi né vedeni axonu a tvorba synapsi, regulace
synaptické struktury a kontakty astrocytl na synapsich. Ackoli zakladni aspekty vedouci
k sestaveni komplexUt propojujicich mezi sebou neurony a gliové buriky jsou velmi podobné i
u bunék epitelu, co se neuronu tyce, tato spojeni slouzi k vykondvani neuronalné specifickych
funkci jako je synapticky pfenos a plasticita. (Togashi et al. 2009) Mezibunééné komplexy
vzajemné propojujici nervové bunky obsahuji Fadu transmembranovych proteind,
cytoskeletalnich prvkd a signalizacnich komplex(l. K molekuldm ucéastnicim se mezibunécnych
spojli patfi neuralni bunécnd adhezni molekula (NCAM), kadheriny, protokadheriny,

neurolignin/ B -neurexin a synCAM 1.

2.2.2.1 Neuralni bunécna adhezni molekula (NCAM)

NCAM je vazebny glykoprotein patfici do imunoglobulinové CAM nadrodiny a je
exprimovany jak na povrchu neuront, tak i na povrchu glii. NCAM se podili na rlstu neuritd,

synaptické plasticité a svoji roli ma i v procesu uceni a paméti.

NCAM je exprimovdn ve tfech izoformach a to NCAM-A, NCAM-B a NCAM-C. Izoformy A a B
jsou transmembrdnové proteiny jedenkrat prochazejici membrdnou s rozdilnymi
intracelularnimi doménami, zatimco C je pfipojen extracelularné k membrané za pomoci
glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy. Extracelularni ¢ast vSech izoforem NCAM se sklada z
péti N-terminalnich imunoglobulinovych domén (Igl —1gV) a dvou domén fibronektinu typu Ill.
NCAM jsou poté upravovany pomoci alternativniho sestfihu a posttransla¢nich modifikaci.
Nejvyznamnéjsi z nich je glykosylace kyselinou polysialovou (PSA), coz je dilezitym regulaénim
procesem ve funkci NCAM a mnoho biologickych funkci NCAM je zprostfedkovano pravé
pomoci negativné nabité polysialové kyseliny (PSA), coz je struktura nesena vyluéné
molekulou NCAM. (Varoqueaux a Brose 2002) Komplex PSA-NCAM je syntetizovan hlavné
v pribéhu neuralniho vyvoje a vdospélém mozku je jeho syntéza vyrazné snizena.

(Yanagisawa a Yu 2007)

Studie provedend na hipokampalnich neuronech, které byly kultivovany po dobu 3 dnl
ukdzaly, Ze shluky NCAM v plazmatické membrané jsou spojeny s organelami odvozenymi od

transGolgi (TGN) pomoci spektrinu (Sytnyk et al. 2002). Tyto komplexy jsou translokovany
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podél neuriti na mista kontakt( neurit-neurit béhem nékolika minut po vytvoreni primarniho
kontaktu. Experimenty v probihajici v heterogennich kulturach neurontd s deficitem NCAM
s wild type burikami poskytuji dikaz, Ze k ukotveni organel odvozenych od TGN v nové
vznikajicich synapsich je nutny jak presynapticky, tak i postsynapticky NCAM. (Sytnyk et al.
2002)

2.2.2.2 Kadheriny

Kadheriny jsou nadrodina na vapniku zdavislych adheznich molekul rozdélenych do

podrodin sestavajicich z klasickych kadherin( a protokadherin(. (Takeichi 2006)

Kadheriny se skladaji z velké N-terminalni domény na extracelularni strané, kterd se sklada z
péti opakujicich se subdomén (EC1 — EC5), z jedné transmembranové domény a z vysoce
konzervované cytoplazmatické oblast na C-konci. Kadheriny interaguji hlavné homotypicky,
coZz znamena, ze se prednostné vazou na proteiny stejného podtypu. Tato homotypicka
interakce a jeji specificnost je zajisténa pomoci N-terminalni domény. Intraceluldrné kadheriny
interaguji s kateniny, coZ jsou proteiny vazici se na cytoplazmatickou doménu kadherin(i a na
aktinovy cytoskelet a fungujici jako intraceluldrni signalni molekuly. (Wheelock a Johnson

2003)

V centralnim nervovém systému hraji kadheriny roli, co se ridstu axont tyce. V dospélém
mozku poté maji za Ukol udrZovat nervova spojeni. Kromé role v synaptogenezi se tedy zd3,
Ze adheze synaptickych bunék zprostfedkovana kadheriny ovliviuje také maturované synapse

tim, Ze je posiluje a podili se tak na tvorbé paméti. (Varoqueaux a Brose 2002)

2.2.2.3 Neurolignin/ B -neurexin

Neurolignin je protein lokalizovany na postsynaptické membrané interagujici
heterotypicky s proteinem B-neurexinem, ktery je lokalizovany na presynaptické membrané.
(Togashi et al. 2009) Pomoci alternativniho sestfihu je generovano vice nez 1000 odlisnych
neurexinovych izoforem. Vzorce exprese odliSnych izoforem neurexinu se lisi v zavislosti na
jejich lokalizaci v mozku. Uréita neurondlni subpopulace tedy exprimuje jedine¢nou sadu
neurexinUl, coz prispiva ke specifi¢nosti kontaktl neuronalnich bunék v mozku. (Varoqueaux a

Brose 2002)
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2.3 Biokompatibilita

Biokompatibilitu lze charakterizovat jako sndaSenlivost materidlu v biologickém
prostfedi. Biokompatibilni material nevylucuje Zadné toxické latky, nepodléha korozi ani
vyraznému opotiebeni a je tedy vhodny pro kultivaci bunék. VSeobecné se jako
biokompatibilni pfijima takovy material, ktery nejen Ze nevykazuje cytotoxické ucinky, ale ma
také pozitivni Ucinky na biologické funkce zkoumané tkané. (Kirkpatrick et al. 1998) Buriky
kultivované na biokompatibilnim materidlu tedy proliferuji a jsou metabolicky aktivni.
V pfipadé vzruSivych bunék se sleduje i jejich schopnost tvofit funkéni sité. (Carabelli et al.

2016)

Na prvni pohled lze urcit biokompatibilitu pouZitého materidlu pomoci makroskopickych
znakUl jako je zména zbarveni pouZitého kultivatniho média. Za predpokladu, Ze v kulture
bunék dochazi ve zvySené mife k apoptdze, snizi se pH kultivacniho média, coZ se projevi

zménou jeho barvy.

Dalsimi makroskopickymi znaky znacicimi biokompatibilitu pouZitého materidlu je schopnost
adheze bunék k jeho povrchu a morfologie jiz adherovanych bunék. Za ptedpokladu, Ze povrch
neni pro kultivaci urc¢itého typu bunék vhodny, dochazi k tvorbé bunécnych klastr(, kdy buriky
upfednostiuji interakci burika-bunka pred adhezi k povrchu. (Ojovan et al. 2014) Prosperuijici
neurony kultivované na zkoumaném povrchu by mély byt zplostélé a vzajemné tvofit funkéni
sit.

K hodnoceni miry adheze bunék v kulture lze vyuzit barveni cytoplazmy viabilnich bunék
pomoci fluorescencnich sond jako je napfriklad 5-chlormethylfluorescein diacetat (CMFDA),
kdy dojde kobarveni celé buriky, a nejen jejiho cytoskeletu. (Taylor et al. 2015) Tyto
fluorescenéni sondy volné prochazi do buriky, kde jsou transformovany na produkt (fluorofor),
ktery se hromadi v cytoplazmé. Lze tak s jejich pomoci zjistit, jak velkou plochu povrchu burky

zabiraji.

Adhezi bunék ke sledovanému materidlu Ize také urcit pomoci stanoveni exprese bunéénych

adheznich molekul ¢i proteinl Gcastnicich se fokalni adheze. (Kooten et al. 1997)
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To, jak adherované bunky reaguji na rizné povrchy je mozné zjistit pomoci barveni F-aktinu,
coz je slozka bunécného cytoskeletu. Tvorba F-aktinu se méni v zavislosti na stresu nebo na

indukci programované bunécné smrti (Krisek et al. 2018).

Miru biokompatibility pouzitého materialu Ize také zjistit pomoci analyzy poskozeni bunék.
V odborné literatufe je jednou z nejvice uzivanych metod stanoveni laktat dehydrogendzy
z kultivaéniho média. Za predpokladu, Ze je v kulture jen malo poSkozenych bunék, je hladina
laktat dehydrogenazy nizkd a naopak. Po své smrti buriky uvolfiuji mnoho enzym{, avsak pro
detekci aktivity enzymu v supernatantu kultury musi vykazovat urcité vlastnosti. Aby byl test
reprodukovatelny, musi byt stanoveny enzym stabilni, odolny vici rozkladu protedzami a musi
se vyskytovat v dostate¢ném mnozstvi v cilovych burikdch. Laktat dehydrogendaza vsechny tyto
vlastnosti mad a je proto vhodnym enzymem pro stanoveni cytotoxicity.

(Decker a Lohmann-Matthes, 1988)

Dalsi moznosti, jak urcit viabilitu bunécné kultury, je barveni methylenovou modfi.
Methylenovd modt je barvivo, které vstupuje pouze do bunék s porusenou plazmatickou
membranou a nasledné se uvniti buriky hromadi. Buriky s intaktni plazmatickou membranou
tedy zlistanou neobarvené, ¢imz lze urcit poméfr poskozenych a neposkozenych bunék

v populaci. (Taylor et al. 2015)

Barvenim pomoci propidium iodidu (Pl) Ize taktéZz od sebe oddélit buriky s poskozenou ¢i
neposkozenou plazmatickou membranou, kdy propidium iodid vstupuje pouze do
poskozenych bunék, kde se interkaluje mezi baze DNA. Dalsi moznosti je kombinované barveni
kultury bunék Pl a fluorescein diacetdtem (FDA). FDA vstupuje do intaktnich bunék, ve kterych
je konvertovan na fluorofor fluorescein. Fluorescein je zadrZzovan v cytoplazmé intaktnich

bunék a Ize ho detekovat pomoci fluorescenéniho mikroskopu. (Kirkpatrick et al. 1998)

Vlastnosti Pl interkalovat se mezi baze DNA Ize také vyuzit ke stanoveni faze bunécného cyklu.
Buniky v kulture jsou nejprve permeabilizovany, obarveny pomoci Pl a nasledné je hodnota Pl
v burice kvantifikovana pomoci pritokového cytometru. Podle obsahu Pl v burice (a tedy i

obsahu DNA) Ize urcit, v jaké fazi bunécného cyklu se burnky nachazi (Krisek et al. 2018).

V neurondlnich kulturdch je tfeba také zjistit, zda ma zkoumany povrch vliv na jejich schopnost
tvofit funkéni neuronalni sité vykazujici synaptickou aktivitu. Toto lze sledovat pomoci

indikator( intracelularniho vapniku (Cameron et al. 2016), jako jsou fluorescencéni sondy
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FURA-2 ¢i Fluo-4 AM. Sondy zpravidla volné projdou do bunky, kde se zméni na produkt, ktery
neni schopny volného pfechodu pfes membranu. Za predpokladu, Ze dojde k navazani iontu
vapniku, sonda zaCne vykazovat fluorescenci, kterou lze zachytit pomoci konfokalni
mikroskopie. Buriky v kultufe jsou ndsledné stimulovany a sleduje se, zda dochdzi ke zménam

ve fluorescenci, a tedy ke zménam v koncentraci intraceluldrniho vépniku.
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3 Cile prace

e Porovnat metody izolace adultnich neuron( —izolaci gradientovou centrifugaci a izolaci

intrakardialni perfazi — z hlediska vytézku, Cistoty a regenerativni schopnosti neuront

e Odhadnout bunécné sloZeni regenerovanych primarnich kultur a jejich adhezi

vzhledem k typu Upravy povrchu

e Popsat bunécnou prosperitu na studovanych povrsich
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4 Materialy

4.1 Chemikalie

Chemikalie

65% kyselina dusi¢na

Agardza

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (sekundarni

protilatka)

beta-3 Tubulin mysi monoklonalni protilatka

B27 suplement

bovine albumin serum (BSA)

CellROX Deep red
CellTracker

Dulbecco’s

(DMEM/F12)

Etanol

F-actin staining kit -Orange fluorescence-cytopainter

Fenol

fetal bovine serum (FBS)
fosfatovy pufr (PBS)

gentamicin 44mg/ml

Modified

Eagle

Medium

F-12

GFAP mysi monoklondlni protilatka (GA5), eFluor

570

GlutaMAX-I (100x)

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
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Vyrobce
WVR

SERVA

Invitrogen

Thermo Fischer Scientific

Gibco
SIGMA-ALDRICH
Invitrogen

Invitrogen

Gibco

Merck (96%)
Abcam
SIGMA-ALDRICH
Gibco

Namichany z IMG

Sandoz

eBioscience
Gibco

Gibco

Katalogové cislo
221430542100

11404

A11029
2G10
A3582801
A9056
C10422

C10094

21331020
N/A
ab112126
P4682
10270
N/A

15/0278/91-CS

41-9892-82
35050-061

N/A



Hoechst 33342

Hoechst 33258

Chloroform

Isoamylalkohol

Izopropanol

MACS neuro medium

MAP2 mysi monoklondlni protilatka
Narkamon 50 mg/ml (5% ketaminovy roztok)
Neurobasal A medium

NeuroBrew21

Neuronalni izola¢ni enzym s papainem
Octan sodny, 3M, pH: 5,2

OptiPrep

Paraformaldehyd

Poly-D-lysine hydrobromid

Propidium iodid

Rometar 20mg/ml (xylazinovy roztok)
Tergazym

TRI Reagent solution

Triton X-100

TWEEN20

Komercni sady

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 assay
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Invitrogen
Invitrogen
SERVA

SERVA

SERVA

Miltenyi Biotec
Thermofisher

Bioveta, a.s.

Thermo Fischer Scientific

Miltenyi Biotec

Thermo Fischer Scientific

SERVA
SIGMA-ALDRICH
SIGMA
SIGMA-ALDRICH
SIGMA

Bioveta, a.s.
SIGMA

Ambion
SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

Vyrobce

Promega

H3570
H1398
45627
39557
39557
130-093-570
13-1500

N/A
10888022
130-093-566
88285
39572
D1556
158127
P6407

N/A

N/A

N/A

AM 9738
T9284

N/A
Katalogové cislo

G7792



FastStart Tag DNA Polymerase, dNTPack Roche 4738 381 001

High capacity cDNA reverse trancription kit Thermo Fischer Scientific 4368814

LDH assay Roche 11644793001
RNAeasy Micro kit QIAGEN 74004

WST-1 assay Roche 11 644 807 001

4.2 Priprava roztoku

Tris acetat EDTA pufr (10x koncentrovany zasobni roztok)
e 48,46 g Tris-base
e 12,01 g Kyseliny octové (99,8%)
e 3,72 g Na,-EDTA

e Rozpustit v destilované vodé a doplnit do 1000 ml

4.3 Meédia

Macs médium
e 43,3 ml MACS média
e 1 mlNeuroBrew 21
e 100 pl gentamycin (2 ml gentamycinu doplnény o 1,2 ml autoklavované vody)
e 500 pl GlutaMAX
e 5mlFBS

Neurobasal médium
e 50 ml Neurobasal A média
e 1 mlB27 suplement
e 500 pl GlutaMAX

e 100 pl gentamycin (2ml gentamycinu doplnény o 1,2ml autoklavované vody)
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4.4 Pristroje

BD LSR Il pratokovy cytometr
Biologicky laminarni box BIO-II-A
Centric 332A centrifuga

FluoView FV1000 konfokalni mikroskop
Heracell 150 inkubator

opticky mikroskop

spektrofotometr NanoDrop 2000/2000c
spektrofotometr Tecan

Xp teplotni cycler

Z 233 MK-2 centrifuga s chlazenim

zdroj na elektroforézu E844
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Telstar

Tehtnica

Olympus
ThermoFischer Scientific
Meopta

ThermofFischer Scientific
Schoeller Instruments
Bioer Technology
Hermle LaborTechnik
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5 Metody

5.1 Priprava diamantovych vrstev

Diamantové vrstvy byly pfipravovany vyzkumnou skupinou Materiall pro Nanosystémy
a Biorozhrani z Oddéleni funkénich materialé z Fyzikdlniho Ustavu Akademie véd Ceské
republiky pod vedenim Dr. Vincent Mortet, PhD.
Pouzivany byly dva druhy materidlu: planarni nanokrystalické diamantové vrstvy (NCD) a

porézni borem dopované diamantové vrstvy (PBDD). Priprava diamantovych nosi¢la je

detailnéji popsana v ¢lanku vyzkumné skupiny Krsek et al. (2018).

Obr. 4: Fotografie morfologie povrchi platforem potizené pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu A) NCD
vrstva a za B) vrstva tvorend PBDD. Mefitko pouZzité na obrazku je 1pum. Upraveno podle Krisek et al. (2018)

Diamantové vrstvy byly pfipraveny na nosicich (sklo Quartz) o velikosti 2x2 cm. Pro potreby
pokusu byly nosi¢e dale rozfezény tuzkou s diamantovym hrotem na kousky o velikosti 1 cm?.
Jak NCD, tak PBDD byly pred pouZzitim na hodinu ponofeny do 96% etanolu. Nasledné byly 3x
omyty destilovanou vodou a vysterilizovany na 15 minut po UV svétlem.

Cast sklicek s diamantovou vrstvou byla poté potaZena poly-D-lysinem (PDL) a inkubovana pres
noc na trepacce. Poté byl PDL odmyt a sklicka byla pétkrat omyta destilovanou vodu a
vysterilizovana na 15 minut pod UV svétlem. V pfipadé Ze se pouzivaly postnatdlni neurony
(béhem optimalizaci metod), byl misto poly-D-lysinu pouzit vhodnéjsi poly-L-lysin. Vhodnost
raznych latek na adhezi riznych neuron( byla v laboratofi zjisténa empiricky pfi predchozich

pokusech.
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Vzhledem k naro¢nosti vyroby NCD a PBDD vrstev, byly béhem dalSich pokus( pouZivany stejné
vzorky, vycCiSténé pred recyklaci od organickych zbytk(. Recyklované diamantové vzorky byly
na hodinu ponofeny do roztoku 1 % tergazymu (roztok v autoklavované vodé), 1x promyty
vodou a nasledné na pres noc ponoreny v 65 % kyseliné dusic¢né. Poté byly vzorky 6x promyty
destilovanou vodou, na 30 minut zality 96 % etanolem a nasledné 4x promyty destilovanou
vodou. Pfed pouZitim byly vzorky sterilizované pod UV svétlem na 15 minut a poté pfipadné
potahnuty PDL. Vzorky NCD se ukdazaly jako naprosto nevhodné pro regeneraci primarnich

neuronl a nejsou proto zahrnuty v kapitole Vysledky.

5.2 Experimentalni zvirata

Pro ziskani dospélych neuron( byly pouzivany mysi (samci) kmene C57BJ/6 ve véku 16
tydnd. Pro ziskani ¢asné postnatdlnich neuron( za ucelem optimalizace metod byla pouzita
mladata mysi kmene C57BJ/6 ve véku maximalné tri dna.

Veskera manipulace se zvifaty a pokusy na nich byly provddény v souladu se zakonem
€.246/1992Sb na ochranu zvifat proti tyrani. Projekt pokusd byl schvalen etickou komisi pod

&j. 82/2015.

5.3 Metody izolace primarnich neuronti

V rdmci experimentu byly pouzity dvé metody izolace primarnich adultnich neurond,
a to izolace pomoci hustotniho gradientu OptiPrep™ a izolace neuron pomoci intrakardidlni

perfize. Casné postnatélni neurony byly izolovany homogenizaci tkdné.

5.3.1 Izolace neuronti pomoci OptiPrep™

Samec laboratorni mysi kmene C57BJ/6 ve véku cca 16 tydnU byl uspan pomoci
anestetik. Na 10 ml smési anestetik bylo pouzito 2 ml ketaminu, 0,8 ml xylazinu a 7,2 ml sterilni
vody. Na 10 g vahy zvifete bylo pouZito 0,1 ml smési. Cast smési (50 ul) byla aplikovana
intraperitonealné a zbytek intramuskularné. Na uspaném zvifeti byla nasledné provedena
dilatace kréni patere a dekapitace. KliZze na hlavicce zvitete pretaZzena az k ¢enichu a odhalena

lebka byla oteviena pomoci nastfihu od tylniho otvoru. Ddle byly odklopeny temenni kosti
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pomoci pinzety. Kortex byl vyjmut pomoci kopicka a vlozen do chlazeného média DMEM/F12
(4°C), kde byl sterilni Ziletkou rozfezan na platky o velikosti cca 0,5 cm. Platky byly poté vioZzeny
do 1 ml papainu v HBSS (37°C) a inkubovany 60 minut ve vlhké atmosfére obsahujici 5% CO;
37°C.

S vyvojem metody byl v pozdéjSich pokusech kortex rozdélen na hemisféry a kazda hemisféra
byla roziezana zvlast a vloZzena do 0,5 ml predehfatého papainu.

Po hodinové inkubaci byl papain odstranén odsatim a kortex byl promyt 2 ml DMEM/F12 (pfFi
pokojové teploté). Poté bylo ke kortexu pfidano 2 ml DMEM/F12 a kortex byl homogenizovan
sterilni Pasteurovou pipetou. Suspenze byla ponechdna 2 minuty, aby doslo k usazeni
nehomogenizovanych velkych celk( a ziskany supernatant se nasledné odsal do sterilni falkony.
Tento krok (homogenizace zbytku tkané a spontanni sedimentace) byl proveden celkem t¥ikrat
za Ulelem ziskani 6 ml supernatantu. Poté byl pfipraven hustotni gradient OptiPrep™ podle

tabulky (Tab. 1).

Tab.1
Vrstva OptiPrep™ (ul) MACS (ul) Hustota (g/ml)
1. 189 811 1.061
2 132 868 1.045
3. 96 904 1.035
4 81 919 1.031

Do sterilni falkony byly pfeneseny predpfipravené vrstvy Optiprep™ s MACS médiem a
nasledné byly pfevrstveny 6 ml ziskaného supernatantu. Vzorek byl poté centrifugovan 15
minut pfi 1900rpm bez brzdy. Pfi centrifugaci doslo k rozdéleni vzorku do frakci v zavislosti na

jejich hustoté.
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1.frakce

} 2.frakce

3.frakce

Obr. 5: Rozdéleni suspenze z homogenizovaného kortexu na frakce. 1. frakce obsahuje hlavné debris a smérem
k druhé frakci oligodendrocyty. 2. frakce (prstenec) je bohata na neurony, stejné tak frakce 3., ve které smérem
k peletu prevladaji mikroglie. Zdroj vlastni

Po rozdéleni dle hustoty byly opatrné preneseny frakce 2 a 3 do nové falkony a byly nafedény
v 6 ml predehratého MACS média (37°C). Pocet bunék byl spocitan v Birkerové komdarce a
buriky byly nasazeny na pfipravené povrchy v mnozstvi 32 000 bunék na 100 ul média. Po
hodinové inkubaci bylo vyménéno médium za nové v objemu 100 pl MACS média (37°C)
v pripadé 96-ti jamkové desticky a 500 ul MACS média (37°C) v pfipadé 12-ti jamkové desticky.
Nasledné byly buriky vloZzeny do inkubatoru a kultivovany ve vihké atmosfére obsahujici 5%

CO; pfi 37°C.

5.3.2 lzolace neurontli pomoci perfuze srdce

Zvite bylo uspano smési ketaminu s xylazinem (popsano vyse) a poté mu byl otevien
hrudni kos tak, aby se doslo k odhaleni srdce. Po nastfizeni Zily nad hornim levym kvadrantem

byla do apexu srdce zavedena injekéni jehla. Poté bylo zviteti do srdce pomoci injekéni stiikacky

33



pomalu vpraveno vychlazené HBSS (4°C, 10-15 ml), dokud nedoslo k Uplnému odbarveni

kapaliny vytékajici z nastfizené Zily (viz. Obr.6.).

Obr. 6. Postup pfi intrakardialni perfuzi pfevzato z Gage et al. (2012)

Nasledné bylo zvife dekapitovano a vypreparovany kortex byl prenesen do vychlazeného HBSS
média (4°C) a nakrajen sterilni Ziletkou na cca 0,5 cm velké kousky. Nakrajeny kortex byl poté
prenesen do 1 ml predehiatého papainu s HBSS (37°C) a inkubovan 60 minut ve vlhké
atmosféfe obsahujici 5% CO- pfi teploté 37°C.

Po inkubaci byl papain odsaty a kortex byl promyt 2 ml DMEM/F12 (pfi pokojové teploté).
Nasledné byla tkarn homogenizovana sterilni Pasteurovou pipetou ve 2 ml DMEM/F12,
suspenze se nechala 2 minuty usadit a supernatant byl poté pfenesen do nové falkony. Tento
krok byl jeSté dvakrat zopakovan a ziskanych 6 ml bylo centrifugovano pti 1100 rpm na 5 minut.
Po centifugaci se supernatant odsal a pelet byl resuspendovan v 6 ml predehrfatého MACS
média (37°C). Bunky byly poté spocitany v Birkerové komlrce a nasazeny na pfipravené
povrchy v objemu 32 000 bunék na 100 ul média. Bunky byly nasledné inkubovany ve vihké
atmosfére pti 37°C. V pripadé potreby byla suspenze doplnéna predehifatym MACS médiem
(37°C) do objemu 100 pl v ptipadé 96-ti jamkové desticky a do objemu 500 pl v pfipadé 12-ti

jamkové desticky.

5.3.3 Izolace ¢asné postnatalnich neuront

Béhem optimalizace metod byla pouzivdna mladata od 1 do 3 dni po narozeni. Zvifata

byla dekapitovdna, byl jim vyjmut mozek, ktery byl vloZzen na 15 minut do nahfatého papainu
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(37°C). Poté byl papain odstranén a k mozku byly pfidany 2 ml pfedehfatého Neurobasal média
(37°C). Mozek byl homogenizovdn pomoci Pasteurovy pipety a nasledny objem byl

rozpipetovan na diamantové vzorky potazené PLL.

5.4 Testy metabolismu bunék

V rdmci testl metabolismu bunék bylo sledovano, jak buriky na sledovanych povrsich

prosperuji.

5.4.1 Test viability pomoci ve vodé rozpustné tetrazoliové soli (WST-1)

Efekt diamantovych vrstev na mitochondridlni aktivitu neuronalnich bunék byl
zkouman pomoci testu WST-1, kdy se ve vodé rozpustnd tetrazoliova sal (WST-1) vyuziva
ke spektrofotometrické kvantifikaci viability populace bunék. Béhem této metody je WST-1
metabolizovan pomoci mitochondridlnich dehydrogenaz Zivych bunék na rozpustny formazan
a jeho mnozstvi tedy primo koreluje s po¢tem metabolicky aktivnich bunék v kulture.

Burniky byly nasazeny na PBDD a NCD vrstvy bud potazené, ¢i nepotazené PDL, které byly
vloZzeny do 96-ti jamkové desticky. Jako kontrola slouzily jamky potazené PDL bez diamantové
vrstvy. Kultivace probihala pfiteploté 37°C a 5% CO; po dobu az 14 dn. Méreni probihalo vzdy
vden 1, den 3, den 7 a den 14. Izolace bunék a jejich nasazeni na diamantovou vrstvu byl den
0. Kazdy vzorek byl vidy v tripletu. Jako kontrola pozadi slouzilo médium bez bunék.

Meéreni probihalo dle instrukci vyrobce. K bunkam v médium bylo pfiddno WST-1 cinidlo
v pomeéru 1:10. Po pridani Cinidla byly buriky inkubovany 4 hodiny pfi teploté 37°C a 5% CO..
Po uplynuti inkubacéni doby byly vzorky zméreny na spektrofotometru. Vinova délka méreni
specifické absorbance byla nastavena na 450 nm a vinova délka referenéniho méreni byla

nastavena na 630 nm.

5.4.2 Méfeni cytotoxicity laktat dehydrogenazy

Test méreni uvolnéné laktat dehydrogendzy (LDH) je kolorimetrickda metoda, ktera se
pouziva pro kvantitativni stanoveni Urovné bunécéné cytotoxicity.
LDH je intraceluldrni oxidoredukéni enzym, ktery se uvolfuje z poskozenych bunék do

extracelularniho prostoru. LDH katalyzuje oxidaci laktatu na pyruvat a redukci z NAD+ na
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NADH+H+. Tuto enzymatickou aktivitu Ize detekovat a kvantifikovat pomoci tetrazoliové soli,
ktera se redukuje na stl formazanu. Tento barevny produkt ma absorpéni maximum ve vinové
délce 490 nm, tudiz Ize jeho pritomnost v médiu detekovat pomoci spektrofotometru.

Bunky byly nasazeny na 96-ti jamkovou destic¢ku, kde na dné jamek byly vrstvy PBDD ¢i NCD
bud’ potaZzené ¢i nepotazené PDL. Jako kontrola poté slouZily jamky pouze potazené PDL bez
pfitomnosti diamant. Bunky byly kultivovany pfi teploté 37°C a 5% CO; az po dobu 14 dnd.
Jako pozitivni kontrola slouzily jamky s nasazenymi burikami, ke kterym byl 3 hodiny pred
koncem inkubace pfidan komeréni lyzaéni pufr za icelem docileni co nejvétsiho uvolnéni LDH
z kultivovanych bunék. Méreni probihalo vidy v den 1, den 3, den 7 a den 14. Den izolace
neurond byl pocitan jako den 0.

Na konci inkubaéni doby byl z kazdé jamky odebran supernatant (vzorky se odebiraly
v tripletech), ktery byl poté inkubovan s laktat dehydrogenazovym barvivem po dobu 10 minut
pfi pokojové teploté. Jako negativni kontrola slouzilo médium bez bunék a barviva. Nasledné
byla na spektrofotometru zmérena absorbance pfi excitaéni vinové délce 490 nm a referencni
vinové délce 630 nm.

Vzorky byly méreny v tripletech, pro dalsi analyzu bylo tfeba spocitat primérnou hodnotu
trojice vzork(. Od ziskané pramérné hodnoty byla poté odectena hodnota negativni kontroly

a cytotoxicita byla nasledné vypocitana dle rovnice:

hodnota vzorku

cytotoxycita (%) * pozitivni kontrola

5.5 Stanoveni apoptozy bunék

Mira apoptdzy bunék byl stanovena mérenim aktivity kaspaz 3/7 pomoci komeréniho
kitu Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay. Soucasti kitu je pufr, ktery permeabilizuje
buriky a zaroven podporuje optimalni enzymatickou aktivitu kaspaz 3/7 a profluorescentni
substrat kaspaz 3/7 Z-DEVD-rhodamin 110. Substrat vykazuje fluorescenci poté, co je z néj
¢innosti kaspdaz 3/7 odstépen DEVD peptid.

Méreni probihalo vidy 7. a 14. den od izolace. Buriky byly péstované na diamantovych povrsich
s a bez potazeni PDL a na plastovém povrchu potazeném PDL. Den pred mérenim byl k pozitivni

a negativni kontrole pfidan paklitaxel za Ucéelem stimulace aktivity kaspaz. Do negativni
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kontroly s paklitaxelem byl pred méfenim pridan inhibitor kaspaz. Jako Cisté negativni kontrola
slouzily vzorky bez ptridané Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 smési a bez paklitaxelu.
Vzorky byly méreny vidy 4 a 6 hodin od pfidani smési komercéniho pufru a substratu. Mira
fluorescence byla stanovena pomoci spektrofotometru pfi excitaci 499 nm, emisni maximum

bylo nastaveno na 521 nm.

5.6 Vitalni barveni neuront

5.6.1 Vizualizace pomoci CellTracker™ fluorescenéni sondy

CellTracker™ je fluorescenéni sonda, kterd snadno prochazi pfes bunéénou membranu.
V cytoplazmé je nasledné transformovana na produkt, ktery schopnost volného prichodu pres
membranu ztrdci a hromadi se v cytoplazmé. CellTracker™ obsahuje chlormethylovou
skupinu, kterd reaguje s thiolovymi skupinami, pficemzZ vyuZiva reakci zprostfedkovanou
glutathion-S-transferazou. Ve vétSiné bunék jsou hladiny glutathionu vysoké a
glutathiontransferaza je vSudypfitomna.
Buniky byly kultivovany v MACS médiu na 12-ti jamkové desti¢ce na PBDD ¢i NCD vrstvach
potazenych a nepotazenych PDL. Kultivace probihala pfti teploté 37°C a 5% CO. Jako kontrola
slouzily bunky kultivované pouze na PDL potazeném skle bez diamant(i. Médium bylo
odstranéno a k bunkam bylo pfiddno 500 pl cerstvé namichaného pracovniho roztoku
CellTracker™. Pracovni roztok byl namichdan v poméru 1:1000 CellTracker™ zdsobni roztok
(ImM) v MACS médiu. Buriky byly s pracovnim roztokem inkubovany 1 hodinu ve 37°C a 5%
CO,. Poté byl pracovni roztok odstranén a na buriky bylo pfidano nahraté MACS médium
(37°C). Pro pokus byl pouZit CellTracker™ Violet BMCQ, ktery ma excitaci pfi vinové délce 415
nm a emisi pfi vinové délce 516 nm. Bunky byly poté vizualizovany pomoci konfokalni

mikroskopie (objektiv 20x/NA 0.75 nebo 40x/NA 0.95). Méreni probihalo 7. a 14. den pokusu.

5.6.2 Barveni vitalnich bunék pomoci CellROX® Deep Red

CellROX® Deep Red Reagent je sonda, kterd za urcitych podminek vykazuje fluorescenci

a slouzi pro méreni bunécného oxidativniho stresu. Barvivo zacind vykazovat silnou
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fluorescenci az po oxidaci reaktivnimi formami kysliku (ROS), v redukovaném stavu je barvivo
velmi malo, anebo vibec nefluorescentni.

Ke kultivovanym burikdam bylo do média priddno CellROX® Deep Red cCinidlo do findlni
koncentrace 5uM. Bunky byly poté inkubovany 30 minut pfi teploté 37°C. Jako negativni
kontrola slouzily jamky bez pfidaného ¢inidla, kde se barvila pouze jddra pomoci Hoechst
33342. Kultivace probihala na 12-ti jamkové desti¢ce se sklenénym dnem a méreni probihalo
vidy 7. a 14. den pokusu. Buriky byly nasazeny bud na samotné PBDD bez potaZeni ¢i na PBDD
vrstvy potazené PDL. Jako kontrola slouZily buriky nasazené na PDL potazené sklo bez
diamantu. Vzorky byly poté vizualizovany pod konfokdlnim mikroskopem (objektiv 20x/NA

0.75 nebo 40x/NA 0.95), kdy vinova délka excitace byla 640 nm a emise 665 nm.

5.6.3 Vizualizace jader pomoci Hoechst 33342

Pro barveni bunécénych jader bylo vyuzivdno barvivo Hoechst 33342 (H342). H342
relativné snadno prochazi pres intaktni bunéénou membranu a v burice se poté vaze na DNA,
¢imZ umoznuje napt. vizualizaci jader u vitalnich bunék.

Buriky byly nejprve barveny pomoci CellTracker™ ¢i CellROX® Deep Red a poté k nim byl pfidan
H342 30 minut pred koncem kultivace, aby bylo dosazeno obarveni jader. Vzorky byly poté
vizualizovany pomoci konfokalniho mikroskopu (objektiv 20x/NA 0.75 nebo 40x/NA 0.95) pfi

nastaveni vinové délky excitace 405 nm a vinové délky emise 461 nm.

5.7 Fixace bunék

Kultivovanym adherentnim burikdm bylo odebrdno médium a nasledné byly promyty
fosfatovym pufrem (PBS). Poté byly buriiky 10 minut fixovany pomoci roztoku 4%
paraformaldehydu (PFA) pti pokojové teploté. Nasledné byl PFA odebran a fixované burky byly
tfikrat promyty pomoci PBS. Do dal$i manipulace byly buriky uloZzeny do lednice a uchovavany
pfi teploté 4°C. Aby se zabranilo samovolnému vyschnuti vzork(, byly desticky obaleny

parafilmem.
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5.8 Barveni fixovanych bunék

5.8.1 Barveni F-aktinovych vlaken pomoci Phalloidinu

Phalloidin je cyklicky peptid, ktery se s vysokou afinitou vaze na aktinova vldkna.
Pfed samotnym barvenim bylo tfeba PFA-fixované buriky permeabilizovat pomoci roztoku
Triton X-100 (3 minuty) pfi pokojové teploté. Pracovni roztok Phalloidinu byl pfipraven podle
instrukci vyrobce narfedénim 1:1000 s pufrem, ktery byl souédsti komeréniho baleni. Na kazdou
jamku bylo pfidano 200 ul nafedéného roztoku Phalloidinu a poté bylo vse inkubovano po
dobu 30 minut pfi pokojové teploté a ve tmé. Patnact minut pred ukonéenim inkubace byl
k bunnkam pridan H342. Po uplynuti inkubace byly burnky pozorovany pod konfokalnim
mikroskopem (objektiv 20x/NA 0.75 nebo 40x/NA 0.95) pfi nastaveni vinové délky emise 550

nm a vinové délky excitace 572 nm. Méreni probihalo vzdy 7. a 14. den pokusu.

5.8.2 Vizualizace bunék pomoci intracelularnich markera

Abychom zjistili, jaky je pomér neuron( a gliovych bunék v kulture, vyuzili jsme barveni
protein( specifickych pro urcité bunécné populace. V pfipadé neuront jsme barvili beta-3
tubulin (TUB3) a protein asociovany s mikrotubuly 2 (MAP2). TUB3 se vyskytuje hlavné
v axonech, MAP2 je lokalizovadn v dendritech a v téle neuronu. Pro detekci gliovych bunék jsme
vyuZili barveni glidlniho fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP). K expresi GFAP dochazi hlavné
v astrocytech.

Béhem barveni na TUB3 a MAP2 byly bunky nejprve fixovdany pomoci 4% PFA a
permeabilizovany 0,1% Tritonem X-100. Po permeabilizaci byly buriky promyty PBS a nasledné
byly hodinu blokovany pomoci roztoku Cerstvé pfipraveného 1% hovéziho albuminového séra
(BSA, v0,1% Triton X-100) pfi pokojové teploté. Poté byly bunky promyty pomoci PBS.
Nasledné byla k bunkam pridana primarni protilatka redéna v 0,1% BSA TritonX-100 v poméru
1:150, inkubace probihala pfes noc pfi teploté 4°C. Nasledujici den byly buriky promyty PBS a

byla k nim pfidana sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG redéna v 0,1%
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Tween20 PBS v poméru 1:1000. Po hodinové inkubaci, ktera probihala ve tmé a pfi pokojové
teploté, byly buriky promyty PBS a byl k nim na 15 minut pfidan H342.

Pro barveni GFAP byly buriky nejprve fixovany pomoci 4% PFA a poté permeabilizovany pomoci
roztoku 0,1% Triton X-100. Nasledné byly promyty PBS a 1 hodinu inkubovany v Cerstvé
pfipraveném roztoku 1% BSA pfi pokojové teploté. Specifickd anti-GFAP protilatka ve formé
konjugatu s Alexa Fluor® 488 byla nafedéna v poméru 1:100 v PBS a pfidana k burikdm.
Inkubace probihala za pokojové teploty ve tmé po dobu 1 hodiny. Poté byl na 15 minut pfidan
H342. Po obarveni byly buriky vizualizovany pod konfokalnim mikroskopem (objektiv 20x/NA
0.75 nebo 40x/NA 0.95).

Bunky byly kultivované na 12-ti jamkové desticce se sklenénym dnem pfi teploté 37°C a 5%
CO.. Pro kazdy marker byly bunky kultivované na PBDD potazeném PDL, samotném PBDD bez
potaZzeni PDL a na skle potazeném PDL. Markery se sledovaly v kultufe jak jednotlivé, tak
kombinované. V pfipadé TUB3 a GFAP bylo moZné sledovat oba markery v jednom vzorku
dohromady. MAP2 se ukdzal jako nevhodny pro kombinované barveni. Signdl z MAP2 byl pfilis
slaby oproti GFAP a také dochdzelo k presvitu z GFAP kanalu.

Barveni pomoci H342 probéhlo ve vSech jamkach. Buriky byly fixované vidy 7. a 14. den

pokusu.

5.9 Kvantitativni analyza pomoci prutokové cytometrie (FACS)

Priatokova cytometrie je metoda umoziujici analyzu mnoha chemickych a fyzikdlnich
vlastnosti jednotlivych bunék v populaci pfi jejich prichodu laserovym paprskem. Bunky
mohou byt barveny pomoci fluorescencnich barviv za ucelem oznaceni rdznych bunécnych
antigenl. V namiizolované kulture jsme sledovali miru exprese intracelularnich marker GFAP,
TUB3 a MAP2.

Po izolaci bunék jsme odebrali 500 ul suspenze, buriky jsme promyly PBS a fixovali v 4% PFA.
Nasledné jsme burky prevedli do 75% etanolu a skladovali v -20°C.

Pred prlitokovou cytometrii byly burniky permeabilizovany pomoci 0,1% Triton X-100 a poté
promyté PBS. Ndasledné byly 1 hodinu pfi pokojové teploté inkubovany v ¢erstvé pfipraveném
roztoku 1% BSA. Poté byly buriky promyty PBS, pelet byl resuspendovan v 0,1% BSA a objem
mikrozkumavky byl rozdélen na tfi stejné ¢asti. K mikrozkumavkam, kde byly bunky pro urceni

expresi TUB3 a MAP2 byla pfidana primarni protilatka fedénd v PBS v poméru 1:150. Inkubace
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s primarni protilatkou probihala pres noc v -4°C. Dalsi den byly vzorky promyty PBS a 1 hodinu
inkubovany se sekundarni protilatkou fedénou v 0,1% Tweenu s 0,1% BSA v poméru 1:2000.
Do treti zkumavky byl na 1 hodinu pfidan konjugat protilatky proti GFAP fedény v poméru
1:1000 v PBS. Po inkubaci byly buriky dvakrat promyty PBS.

Pfed samotnym mérenim na FACSu byl ke kazdému vzorku pfidan propidium iodid v poméru
1:10.

Pozdéji béhem pokusu kromé odebrani ¢asti izoldtu hned na zacatku a jeho okamzitému
fixovani, byla také provedena kultivace bunék v jamce s plastovym dnem, kdy byly buriky po 7.
a po 14. dnech jemné oddéleny od povrchu pomoci ledového PBS a poté fixovdny a zpracovany,

jak jiz bylo popsano vyse.

5.10 Molekularné biologické metody

5.10.1 lzolace RNA

RNA byla v rdmci optimalizace metody izolovana dvéma zpUsoby, a to pomoci
centrifugacnich RNA vazebnych kolonek (Qiagen) a pomoci metody fenol-chloroform.

Metody byly nasledné porovnany na zakladé mnozstvi a Cistoty ziskané RNA.

5.10.1.1 lzolace RNA pomoci centrifugacnich RNA vazebnych kolonek

Po izolaci bunék bylo odebrano 500 ul suspenze, kterd byla centrifugovana a pelet byl
resuspendovan ve 350 ul lyzaéniho RLT pufru a poté skladovan v -20°C. Dale jsme postupovali
dle navodu vyrobce komeréni sady kolonek Qiagen. Veskery materidl, ktery byl pouzivan
v ramci této metody byl soucasti komeréniho kitu, s vyjimkou etanolu.

K lyzatu byl v poméru 1:1 pfidan 70% etanol a smés byla promichdna pipetou. Ndsledné byl
cely objem pfenesen na RNA vazebnou kolonku, ktera byla vlozena do 2 ml sbérné zkumavky
a vzorek byl centrifugovan 15 sekund na 8000 g pfi teploté 4°C. Nasledovalo promyvani pomoci
pfidani 700 ul RW1 pufru na kolonku. Centrifugace probéhla za stejnych podminek jako
v predeslém kroku. Do kolonky bylo poté pfidano 500 pl RPE pufru a vSe bylo znovu
centrifugovano za stejnych podminek. Nasledné bylo znovu pfidano 500 ul RPE pufru a poté
centrifugovdno na 2 minuty pti 8000 g a teploté 4°C. Poté byla kolonka prenesena do nové

sbérné zkumavky o objemu 1,5 ml. Na kolonku bylo pfidano 30 ul vody bez RN4z/DNaz a vse
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bylo centrifugovano 1 minutu na 8000 g pfi 4°C za ucelem uvolnéni RNA z kolonky. Vysledna

koncentrace RNA bylo zméfena na NanoDropu.

5.10.1.2 lzolace RNA pomoci fenol-chloroformu

Po izolaci bunék bylo odebrano 500 pul suspenze, kterd byla centrifugovana a pelet byl
nasledné resuspendovan v 500 ul lyzacniho RLT pufru. Pozdéji béhem pokusu byly vzorky
inkubovany po dobu 7 a 14. dn( a poté byly opatrné pomoci ledového PBS uvolnény od
povrchu, stoceny a pelet byl taktéz resuspendovan v 500 ul lyzaéniho RLT pufru. Vzorky byly
skladovany v -20°C.

Ke vzorku bylo pfiddno 50 ul octanu sodného, 450 pl fenolu a 125 pl smési chloroformu
s izoamylalkoholem (smés byla namichana v poméru 49:1). Vzhledem k tomu, Ze chloroform
je organické rozpoustédlo, které se nemisi s bunéénym lyzatem, dochazi k rozdéleni smési na
dvé faze —horni vodnou a dolni chloroformovou. Smés se dlikladné zvortexovala a nechala stat
v -4°C po dobu deseti minut, kdy se zacaly oddélovat faze. Vortexovanim se promisi faze a
proteiny pfitomné vbunécném lyzatu jsou plsobenim fenolu vysrdzeny. Po skonceni
protfepavani dochazi k prechodu fenolu do chloroformové faze, a to diky izoamylalkoholu,
ktery zvysSuje rozpustnost fenolu v chloroformu. Vzorek byl nasledné centrifugovan 15 minut
na 10 000 g pfi teploté 4°C. Centrifugaci jsou faze rozdéleny na horni vodnou fazi obsahujici
RNA, kterou od spodni faze obsahuijici proteiny oddéluje prstenec DNA.

Nasledné byla horni vodna faze obsahujici RNA pfenesena do nové zkumavky, kde k ni byl
pridan ledovy 96% izopropanol v poméru 1:1. Smés byla poté dlikladné promichana a uloZena
prfes noc do -20°C. Dalsi den byl vzorek stoen na 15 minut pfi 10000 g a teploté 4°C.
Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan v 500 ul 75% ledového etanolu.
Nasledné byl vzorek centrifugovan 15 minut pfi 10 000 g a teploté 4°C. Poté byl supernatant
odsaty a pelet byl resuspendovén v 500 ul 75% ledového etanolu a znovu centrifugovan za
stejnych podminek. Poté byl ethanol odstranén a k peletu bylo pfidano 20 pl vody bez
RNaz/DNaz. Vzorek byl poté umistén na 10 minut do termobloku vyhratého na 55°C. Po
vyndani z termobloku byl vzorek ponechan 15 minut pfi pokojové teploté a nasledné byla

koncentrace RNA zméfena na NanoDropu.
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5.10.2 Reverzni transkripce

Vsechny chemikalie pouzZité na reverzni transkripci (RT) byly sou¢dsti komercni sady od
Thermo Fischer Scientific. Vzhledem k tomu, Ze byla vytéZnost RNA vzdy velmi nizkd (21,6 -
55,4 ng/ul v pfipadé fenol-chlorofomu), vzorek se nefedil a do reakce se pouzilo 10 ul RNA. Do
reakéni smési (v objemu na 1 reakci) bylo ddno 2 ul RT pufru (10x koncentrovany), 0.8 pl
nukleosid trifosfatd (dNTPs) (100mM, 25x koncentrovany), 2 ul RT nahodnych primer( (10x
koncentrovany), 4.2 ul vody bez RNaz/DNaz a 1 ul reverzni transkriptazy (50 U/ul). Jako
kontrola falesné pozitivity bylo misto RNA pridano 10 pl vody bez RNaz/DNaz. Dale byly vzorky
vloZeny do teplotniho cykleru. Program cyklovani — 10 minut 25°C, 120 minut 36°C, 5 minut
85°C, nasledné zchlazeni vzorku na 4°C. Vytvorend komplementarni cDNA byla poté

skladovana ve -4°C.

5.10.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Komplementarni DNA byla amplifikovana pomoci metody PCR, za ucelem sledovani
exprese genu pro neurofilament 200 (NF200), neuron specifickou enolazu 2 (NENO2) a GFAP.
Jako kontrolni gen nam slouzil TATA-vazebny protein (TBP). NF200 se vyskytuje u primarnich
neurond hlavné v maturovanych axonech, NENO2 je taktéZ marker primarnich neuron(, oproti
tomu GFAP se vyskytuje v gliovych burikach. TBP se vyskytuje u vSech bunék, a proto je zde
vyuzit jako kontrolni gen. Do reakéni smési (v objemu na jednu reakci) bylo pfidano 14,64 ul
vody, 2 ul pufru s hofcikem (20 mM MgCl,, 10x koncentrovany), 0,4 pl dNTPs (10 mM), 0,8 ul
prislusného primeru, 0,16 pl taq polymerazy (5 U/ul) a 2 ul vzorku. Mix byl vloZzen do teplotniho
cykleru. Pro kazdy primer byla na zakladé testovani zvolena odliSna teplota annealingu: 50°C
pro primer pro TBP, 55°C pro primery pro NENO2 a NF200, a 60°C pro primer pro GFAP.
Program cyklovani byl nasledujici: 95°C 10 minut, 95°C 30 sekund, 50°C/55°C/60°C 30 sekund,
72°C 1 minuta, 72°C 7 minut, zchlazeni na 4°C. Kroky dva azZ étyti probéhly ve 40 cyklech.
Uspé$nost amplifikace byla poté ovéirena pomoci metody elektroforézy na 1% agarézovém
gelu. Jako pufr pro elektroforézu byl pouZit 1x Tris acetat-EDTA pufr (1xTAE). Pro detekci DNA
v agardozovém gelu byl pouzit GelRed. GelRed je interkalacni barva, kterd pod UV svétlem
fluoreskuje a jeji fluorescence je zesilena za predpokladu, Ze je navazana na DNA. Ke vzorkim

byl pfidan nanaseci pufr v poméru 1:5. Vzorky byly naneseny na gel v objemu 16 pl na jamku
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a aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti nastaveného na 85 V. Po 30 minutach byla

separovand DNA vizualizovana pod UV lampou.

Tab. 2: Pouzité primery

Gen Orientace Sekvence
Forward CCTCCATATCCACGCACATAAA
NF200
Reverse CTCTTCTGTCTGTCCTTCTACAATC
Forward GAACTGGATGGGACTGAGAATAA
NENO2
Reverse CTGAGCAATGTGGCGATAGA
Forward AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GFAP
Reverse GACACAGCACACACACAAATAC
Forward ACCCTTCACCAATGACTCCTATG
TBP
Reverse TGACTGCAGCAAATCGCTTGG

Vsechny primery byly syntetizovany firmou IDT a preciStény odsolenim. Zasobni roztok

rozpustén ve vodé na koncentraci 100uM.
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6 Vysledky

6.1 Optimalizace izolace primarnich adultnich neuront

Béhem této prace jsme porovnavaly dva postupy ziskani primdrnich adultnich
neurond, kdy bylo nasim cilem ziskat co nejistSi primdarni neuronalni kulturu. Jako prvni
postup slouZila intrakardialni perfuze a jako druhy separace bunék pomoci hustotniho

gradientu.

V pribéhu optimalizace jsme vyzkouseli tfi rizné moznosti hustotnich gradientl za ucelem

ziskat co nejcistsi kulturu.

Tab. 3: Gradient ¢. 1 byl vypocitan dle (35).

Vrstva Optiprep™ (ul) MACS medium (pl) | Hustota (g/ml)
1. 173 827 1,057
2 124 876 1,043
3. 99 901 1,036
4 74 926 1,029

Tab. 4: Gradient €. 2 byl vypocitan dle (36)

Vrstva Optiprep™ (ul) MACS medium (ul) | Hustota (g/ml)
1. 167 833 1,055
2. 131 869 1,045
3. 95 905 1,035
4, 63 937 1,026

Tab. 5: Gradient €. 3 - vlastni vypocet

Vrstva Optiprep™ (ul) MACS medium (ul) | Hustota (g/ml)
1. 188 812 1,061
2 131 869 1,045
3. 95 905 1,035
4 81 919 1,031
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Po izolaci jsme v Biirkerové komurce spocitali mnoZstvi neuronl v suspenzi a nasledné jsme
100 ul z kazdé suspenze (perfuze ¢&i Optiprep™) nasadili na kryci sklicko potazené poly-D-
lysinem a vloZené do 12-ti jamkové desticky a vzorky inkubovali pfi 37°C v 5% CO;. Vzorky jsme
pozorovali pod svételnym mikroskopem 1., 3., 7. a 14. den. Na zakladé toho, jak kultura pfi
kazdém méreni vypadala jsme se rozhodli, Ze nejlépe pro nas pokus funguje gradient €. 3. Diky

tomuto gradientu se ndm podafilo vyizolovat nejvétsi mnozstvi bunék.

Abychom porovnali, kterd metoda izolace je pro nas experiment lepsi, zda intrakardidlni
perfuze ¢iizolace pomoci hustotniho gradientu, buriky jsme vyizolovali pomoci kazdé z metod
a poté jsme z kazdého izolatu nasadili 100 ul na kryci sklicko potazené PDL a inkubovali pti
37°C v 5% CO,. Nasledné jsme pozorovali zmény v kulturach po 7. a 14. dnech od izolace viz.

Obr. 7.

Obr. 7: Na obrazku muiZeme porovnat vzhled kultur po izolaci pomoci hustotniho gradientu a pomoci
intrakardialni perfize. Zaroveri mGZeme i pozorovat zmény v kulture v zavislosti na ¢ase (méfeno 7. a 14. den
kultivace). Zdroj vlastni

Na obrazku 7-A) vidime kulturu 7. den po izolaci pomoci hustotniho gradientu, kde
mulzZeme pozorovat primdrni neurony (v zeleném krouzku) a v porovnani s ostatnimi obrazky
také relativné malo glii. Na obrazku 7-B) mame kulturu po 14 dnech od izolace pomoci
hustotniho gradientu. Stdle mUZeme pozorovat primdrni neurony (zeleny krouzek), zaroven
zde jiz mUZeme pozorovat v porovnanim se 7. dnem zvysujici se pocet gliovych bunék (cerveny

krouzek). Na obrazku 7-C) Ize vidét kulturu 7. den po izolaci pomoci intrakardidlni perfuze,
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pozorujeme zde velké mnozstvi gliovych bunék (Cerveny krouzek), oproti tomu nizsi pocet
primarnich neuronl (zeleny krouzek). Na obrazku D) je kultura 14. den po izolaci pomoci
intrakardidlni perfuze, zde pozorujeme prakticky jen gliové buriky, které porUstaji témér cely

povrch.

Abychom ovéfili data ziskanad na zdkladé pozorovani bunék pod svételnym mikroskopem,
otestovali jsme obé bunécéné kultury na pritomnost beta-3 tubulinu. Fixované burky jsme
obarvili specifickou monoklonalni protildtkou proti TUB3. Jako negativni kontrolu jsme pouZili
buriky paralelné barvené IgG2a izotypem, abychom byli schopni odlisit nespecifickou vazbu.
Navazanou primarni protilatku jsme detekovali sekundarni protildtkou konjugovanou s Alexa
Fluor 488. Vzorky jsme méfili na pritokovém cytometru a data byla analyzovana pomoci
programu Flowlo. Pfed vlastnim mérenim jsme jeSté dobarvili buriky propidium iodidem.
Tento krok nam umoznil odlisit pozitivni udalosti (buriky) od nebunécného debris. Abychom
zjistili procentuadlni zastoupeni bunék pozitivnich na TUB3 v kulture, odecetli jsme udalosti
pozitivni na izotypovou kontrolu (tedy falesné pozitivni buriky) od celkového poctu pozitivnich

udalosti.
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Obr. 8: Na obrazku A) mame histogram pro izotypovou kontrolu bunék izolovanych metodou hustotniho
gradientu a na obrazku B) je histogram bunék pozitivnich na TUB3 izolovanych pomoci hustotniho gradientu. Na
obrazku C) vidime histogram pro izotypovou kontrolu bunék izolovanych pomoci perfize a na obrazku D) mame
histogram pro buriky izolované pomoci perfuze, které byly testované na pfitomnost TUB3. Zdroj vlastni

Po odecteniizotypové kontroly od pozitivné testovanych vzork{ ndm vyslo, Ze v kulture
izolované pomoci hustotniho gradientu mame 50,15% bunék pozitivnich na TUB3 a v kultufe

izolované pomoci intrakardialni perfuze mame jen 37,46% bunék pozitivné testovanych na

TUB3.

Dale jsme porovnavali, jaké mnozstvi bunék jsme schopni pomoci obou metod ziskat a jak jsou
tyto buriky schopné regenerovat. Buriky jsme obarvili pomoci CellTracker a H(342). Data jsme
ziskali vzdy z 20 oblasti z rliznych typd povrch(, a nakonec jsme je vzajemné porovnali (Obr.9).
Porovnavali jsme tyto povrchy: PBDD pokryty PDL, PBDD bez dalsi Upravy povrchu a kryci

sklicko pokryté PDL, které slouzilo jako pozitivni kontrola rlstu (PC).

48



120
100
80
60
40 [
TR T | B [

0 [ |

PBDD+PDL PBDD PC PBDD+PDL PBDD PC

pocet bunék

Optiprep Perfuze

H 4. den 7.den 14. den

Obr. 9: Pocet bunék ziskanych pomoci hustotniho gradientu porovnany s poftem bunék ziskanych pomoci
intrakardialna perfize. Méreno 4., 7. a 14. den. Zdroj vlastni

Z Obr. 9 je patrné, ze pomoci perfuze jsme schopni ziskat vétsi pocet bunék nez pomoci
metody hustotniho gradientu. Dle toho, Ze narust poctu bunék ziskanych perfuzi péstovanych
na PBDD (a u pozitivni kontroly) je exponencidlni, usuzujeme, Ze mame v kultufe vysoky podil
gliovych bunék. Toto pozorovani je v souladu s pozorovanim kultur ve svételném mikroskopu

(Obr. 7).

Na zakladé pozorovani a méreni popsanych vyse jsme dosli k zavéru, Ze pro porovnani
vhodnosti rlznych nanodiamantovych vrstev v ndsledujicich pokusech vhodnéjsi buriky

izolovat pomoci hustotniho gradientu.
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6.2 Exprese TUB3, MAP2 a GFAP v bunécné kulture

6.2.1 Stanoveni metodou priitokové cytometrie

Abychom charakterizovali nasi primarni bunécnou kulturu, kvantifikovali jsme
mnozstvi bunék exprimujici TUB3, MAP2 a GFAP. Méreni probihalo pomoci pritokového

cytometru a vysledky byly analyzovany v programu FlowJo (Obr. 10).
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Obr. 10: Mira expreseTUB3, MAP2 a GFAP ve sledované populaci bunék. Zdroj vlastni

V grafu mlZeme pozorovat procentudlni zastoupeni bunék v kultufe rozdélenych
podle markerq, které exprimuji. Buriky byly fixovany ihned po izolaci. Vidime, Ze mira exprese
TUB3 a MAP2 je relativné vysoka. Mira exprese TUB3 se primérné pohybovala v oblasti
37,71% a mira exprese MAP2 v oblasti 25,1%. Naproti tomu mira exprese GFAP je velmi nizka
(3,07%). Vysledky jsme kompenzovaliizotypovou kontrolou pro pfislusnou primarni

protilatku. Odchylky v rdmci jednotlivych méreni pro kazdy marker byly minimalni (standardni

odchylka byla nizk3).

Dale jsme burky kultivovali po dobu 7 a 14 dn a poté jsme bunky fixovali. Nasim zamérem
bylo zjistit, zda se mira exprese jednotlivych marker( v ¢ase méni ¢i ne (Obr. 11).
Bunky byly oznaceny pro jednotlivé markery pomoci protilatek (proti TUB3, MAP2 a GFAP)

a nasledné analyzovany na pratokovém cytometru.
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Obr. 11: zména miry exprese TUB3 a MAP2 v ¢ase. Zdroj vlastni

V Obr. 11 miZeme pozorovat, Ze mira exprese neurondlnich markerd TUB3 a MAP2
témér nevzrostla.
Mira exprese GFAP byla v pribéhu pokusu rovnéz mérena, bohuzel, vysledky podle nas
nebyly prikazné. Po odecteni negativni kontroly od vzorku ndm vychdazi prakticky nulova

exprese GFAP (Obr. 12).
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Obr. 12: Na obrazku A) i B) pozorujeme burky barvené na GFAP Cervené a negativni kontrolu modfe. Zdroj
vlastni

Ve vzorku méreném po sedmi dnech od izolace A) je vidét, Ze vSechny buriky barvené
na GFAP vykazuji intenzitu stejnou, jakou negativni kontrola. Ve vzorku méreném po 14 dnech
B) mlzZeme pozorovat mirny posun intenzity fluorescence u bunék barvenych na GFAP v{di

kontrole.

6.2.2 Vizualizace bunék exprimujicich TUB3, MAP2 a GFA

Burniky byly nasazeny na jamky se sklenénym dnem potazenym PDL. Fixace probihala 7.
a 14. den od izolace, abychom mohli sledovat zmény v populaci bunék exprimujicich nami

sledované markery. Protilatkou proti GFAP byly barveny vSsechny vzorky, a to bud samostatné
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¢i dohromady s TUB3 pfipadné MAP2 (Obr. 13 A—E). TUB3 a MAP2 nemohly byt detekovany

soucasné, protoze sdilely stejnou sekundarni protilatku a nebylo tedy mozné je od sebe odlisit.
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.
A :
. - ‘
)
A ¢
. '
i 2

e H.sl’ tfans_mise

Obr 13: Vizualizace bunék exprimujicich GFAP, TUB3 a MAP2. Na obrazku 13-A) pozorujeme kulturu bunék
barvenych na GFAP (Cervené), kde mizeme vidét nékolik pozitivnich bunék v hornim levém rohu. Na obrazku 13-
B) a 13-D) mlZeme pozorovat burky pozitivhi na MAP2 (zeleny signal) a GFAP (Cerveny signal). 10-B) ukazuje
kulturu po 7 dnech a 13-D) po 14 dnech od izolace. Na obrazku 13-C) a 13-E) pozorujeme buriky pozitivni na TUB3
(zeleny signal) a GFAP (Cerveny signal). Kultura po sedmi dnech od izolace je na obrazku 13-C) a po 14 dnech na
obrdazku 13-E). Jadra jsou barvena pomoci H342 (modry signal). Zdroj vlastni
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6.3 Pokryti plochy vzorku burikami — odhad regenerace a adheze kultury

Buniky byly nasazeny na diamantové povrchy bud potazené ¢i nepotazené PDL, jako
kontrola slouzily jamky se sklenénym dnem potazenym PDL. Vzorky se méfily bez fixace
pomoci barvy CellTracker (zeleny signal) vidy 4., 7. a 14. den po izolaci (Obr. 14). Jadra byla

barvena pomoci H342 (modry signal).

PBDD+PDL

PBDD+PDL

PBDD+PDL

Obr. 14: Vzorky jsou v fadach rfazeny v poradi PBDD potazené PDL, PBDD bez potazeni a kontrola potazend PDL.
V tadé A) jsou bunky mérené 4. den po izolace, v fadé B) 7. den od izolace a v fadé C) 14. den po izolace. Zdroj
vlastni

Bunky se nachazi na poréznich diamantech ve vice uUrovnich, tudiz neni moiné je
zachytit do jednoho obrazku vSechny. Vzhledem k tomu, Ze CellTracker barveni poskytovalo
pomérné slaby signal, neZ aby se dalo pouzit na odhad pokryti povrchu bufkami, nasledné

bylo pouZzito barveni pomoci Phalloidinu.

Bunécna jadra byla barvena pomoci H342 a proto jsme byli schopni spocitat pocet bunék na
povrchu. Vysledky byly ziskdny pomoci tfi na sobé nezdvislych méreni. V nasledujicim grafu

(Graf 4) mUzZzeme porovnat, jak se pocty bunék lisily na jednotlivych povrsich.
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Obr. 15: pocet bunék na zkoumanych povrsich béhem méreni 4., 7. a 14. den od izolace. Zdroj vlastni
Abychom gzjistili, jak velkou plochu vzorku mdme porostlou burikami, obarvili jsme
F-aktinova vlakna pomoci Phalloidinu. Barveni Phalloidinem predchazela fixace bunék vidy 4.,
7.a 14. den od pocatku kultivace. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu ImagelJ (Obr.
16- Obr. 18). Plocha pokryti byla uréena z kanalu zobrazujiciho F-aktinova vldkna (zeleny

signal).

"-_"j trapsmise

Obr. 16: Buriky fixované po ¢tyfech dnech od izolace. Na obrazku A) buriky pokryvajici PBDD potazené PDL. Na
obrazku B) pozorujeme bunky prisedlé na samotné PBDD. C) slouzi jako kontrola.
Jadra bunék jsou barvené pomoci H342 (modry signal), F-aktinova vlakna jsou barvena Phalloidinem (zeleny
signal). Zdroj vlastni
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Obr. 17: Zde pozorujeme bunky fixované po sedmi dnech od izolace. Vzorky jsou fazeny ve stejné poradi jako
vyse, tudiz A) PBDD potazené PDL, B) PBDD bez PDL a C) kontrola — sklicko potazené PDL. Zdroj vlastni

g akctin/

Obr. 18: Bunky fixované po 14. dnech od izolace. A) PBDD potaZzené PDL, B) samotné PBDD bez PDL, C) kontrola
— sklo potazené PDL. Zdroj vlastni
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Vysledné hodnoty ziskané ze tfi méreni byly zpramérovany a vyneseny do grafu (Obr.
19). Z kazdého vzorku v ramci jednotlivych na sobé nezavislych méreni byla data sbirdna ze
Ctyf az Sesti ndhodné vybranych mist. Standardni odchylky jsou relativné vysoké, coz je
zpUsobeno tim, Ze bunky neporustaji povrch kontinudlné, ale maji tendence tvofit shluky.
Povrch PBDD je navic 3D struktura, kterou buriky por(staji vSemi sméry. Oproti tomu obraz,
ze kterého bylo méreno pokryti povrchu je 2D — zaostfen dle jader. Bunky, které jsou v dané
oblasti, ale rostou vyrazné nize ¢i vySe, nejsou v obraze zohlednény. Aby mélo méreni co
nejvyssi vypoveédni hodnotu, bylo potifeba zméfrit jak oblasti s hustym pokryvem bunék, tak i
oblasti, které byly pokryté jen minimalnim mnoZstvim bunék. Pfesto je interpretace vysledk(

pomeérné slozita a je pouze hrubym odhadem situace na daném povrchu.
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Obr. 19: plocha (v %) zkoumanych povrchd porostld burikami béhem méreni 4., 7. a 14. den od izolace.
Zdroj vlastni
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6.4 Méreni prosperity bunék

Buriky byly pro ucely méreni vitality nasazeny na 96-ti jamkovou desticku se vzorky a
to vidy v tripletech. Vysledky nezavislych méfeni byly zprimeérovany a byla z nich odecétena
standardni odchylka. Kazdé méreni bylo alespon tfikrat nezavisle na sobé zopakovano.

Vysledky byly zpracovany ve statistickém programu ANOVA.

6.4.1 Stanoveni metabolismu mitochondrii

K analyze metabolismu mitochondrii bunék, jsme pouzili WST-1 test, kdy dochazi
k redukci WST-1 ¢inidla pomoci NAD(P)H dependentnich mitochondridlnich enzym( v Zivych

burkach.

Bunky byly nasazeny na PBDD s PDL, na samotné PBDD, do jamky potazené PDL a poté do
jamky bez jakéhokoli potazeni. Méreni na spektrofotometru probihalo vidy 1., 4., 7. a 14. den

kultivace. Vysledky méfeni byly nasledné vyneseny do grafu (Obr. 20).
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Obr. 20: Vysledné hodnoty méreni WST-1 na zkoumanych povrsich 1., 4., 7. a 14 den od izolace. Zdroj vlastni

V Obr. 20 miZeme pozorovat pozvolné zvySeni mitochondrialni aktivity v pribéhu
experimentu. Po vyhodnoceni testem ANOVA vysel statisticky vyznamny rozdil (p < 0.05,
oznaceno *) pouze u vzorku kultivovaném v jamce potazené PDL bez diamantl po dobu 14

dn(. Ostatni vzorky vykazovaly nesignifikantni zmény.
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6.4.2 Stanoveni cytotoxicity

Cytotoxicita v kultufe byla stanoveno pomoci méreni mnoiZstvi enzymu laktat
dehydrogenazy, ktery je poskozenymi burkami uvoliovan do extraceluldrniho prostoru.
MnozZstvi LDH bylo stanoveno z média bunék nasazenych na PBDD potazeném PDL, na
samotném PDBB bez potaZeni a pouze na plastiku potazeném PDL. Jako pozitivni kontrola (PC)
nam slouZzily buriky péstované na plastiku potazeném PDL, které byly 3 hodiny pred zac¢atkem
méreni inkubovany lyzacnim pufrem. Méreni probihalo vidy 1., 4., 7. a 14. den od izolace.

Absorbance byla mérena pfi vinové délce 490nm, referenéni vinova délka byla 630nm.

Na Obr. 21 mlzZeme pozorovat, Ze hodnoty produkce LDH v bunécné kulture byly v rdmci
jednotlivych dni méreni podobné. Hodnoty ziskané v pribéhu jednotlivych nezavislych méreni
byly velmi podobné (standardni odchylka byla velmi nizka). Funkénost metody byla ovérena
pomoci pozitivni kontroly. Ve 14. den kultivace byly zméfeny hodnoty, které oviem nemaji

zadnou vypovidajici hodnotu.
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Obr. 21: Primérné hodnoty LDH méfeni z kultivaéniho média pro kazdy povrch ve dnech 1, 4, 7 a 14. P hodnoty
nizsi nez 0.05 jsou oznaceny * a p hodnoty nizsi nez 0,01 jsou oznaceny **. Zdroj vlastni

6.4.3 Stanoveni apoptozy

Mira apoptdzy bunék v kultutfe byla stanovena z média mérenim aktivity kaspaz 3/7.
Buniky byly péstovany po dobu 7 a 14 dni na PBDD potaZzenych PDL, PBDD bez PDL nebo na
PDL potazeném plastové dné jamky. Jako pozitivni kontrola slouzily jamky s burikami
stimulovanymi paklitaxelem. Jako negativni kontrola slouzily jamky s bufnkami stimulovanymi

paklitaxelem, ke kterym byl pred mérenim pfidan inhibitor kaspdz. Po pridani smési
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komeréniho pufru se substratem ke vSem vzorkdm (s vyjimkou bunék slouZzicich jako kontrola)
byly vzorky inkubovany 4 a 6 hodin a poté zméreny na spektrofotometru. Hodnoty zmérené
po Sesti hodinach ale byly nad hranici citlivosti. Vysledné hodnoty byly zprimérovany a byla
od nich odectena hodnota kontroly bez pridané Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 smési
(Obr. 22). Na vysledném grafu lze pozorovat urcité zvysSeni aktivity kaspaz 3 a 7 u vzork(i PBDD
a PBDD+PDL po 7 dnech. Po 14 dnech byly naméfené hodnoty vyrazné vyssi, lezi na horni

hranici citlivost metody a hodnoceni neni vérohodné.

iI i| II -
NC

PBDD PBDD+PDL PC

16000

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
. M
PDL

Obr. 22: Aktivita kaspaz detekovana z média po 7 a 14 dnech od kultivace. Zdroj vlastni
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6.4.4 Méfeni bunécného oxidativniho stresu

Mira oxidativniho stresu v kultufe byla stanovena pomoci fluorescenéni sondy
CellROX® Deep Red Reagent. Po oxidaci sondy reaktivnimi formami kysliku, zacne sonda
vykazovat fluorescenci, kterou Ize detekovat pomoci spektrofotometru.

Po izolaci byly bunky nasazeny jak na samostatné diamantové vrstvy, tak i na PBDD potazené
PDL. Jako kontrola nam slouzily sklenéné jamky pouze potazené PDL. Méfeni probihalo vidy
7. a 14. den od izolace. Data byla sbirana vzdy z péti ndhodné vybranych mist na kazdém
vzorku, v rdmci jednoho méreni byly od kazdého rizné upraveného povrchu tii vzorky (celkem
tedy 15 nahodné zvolenych mist na kazdy typ vzorku). Jako negativni kontrola pak slouzily
jamky bez pfidaného cinidla CellROX® Deep Red. U vSech vzorki (i negativni kontroly) byla

barvena jadra pomoci H342. Intenzita fluorescence byla mérena pomoci konfokalniho
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mikroskopu a data byla nasledné zpracovana pomoci programu ImagelJ (Obr 23). Vysledné
hodnoty byly ziskdny ze dvou na sobé nezavislych méreni, zprimérovany a vyneseny do grafu

(Obr. 24).

A) PBDD+PDL

; . . . . .

Obr. 23: V fadé A) jsou buriky péstované na PBDD potazeném PDL, prvni dva obrazky byly foceny béhem prvniho
méreni po 7 dnech a druhé dva obrazky béhem méfeni po 14. dnech. V fadé B) jsou buriky péstované na PBDD,
prvni dva obrazky jsou focené po 7 dnech, dalsi dva po 14 dnech od izolace. V fadé C) jsou kontrolni vzorky
péstované na sklenénych jamkdach potazenych PDL. Prvni dva obrazky byly ziskdny béhem prvniho foceni po 7
dnech a dalsi dva po 14 dnech od izolace. Zdroj vlastni

Na Obr. 23 mUZeme pozorovat, jak se zménila mira bunééného oxidativniho stresu
mezi 7. a 14. dnem od izolace. Pro ukazku byla zdmérné vybrana mista, kde buriky vykazovaly
vysokou miru oxidativniho stresu (fialova barva signalu). Na jednotlivych obrazcich mizeme
pozorovat mnoho nespecifického signalu, ktery nasledné nebyl zahrnut do vyslednych hodnot

vynesenych do grafu. Bunécna jadra jsou barvena pomoci H342 — modry signal.
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Obr. 24: mira pozitivity bunék v kulture na ROS, méreno 7. a 14. den od izolace. Zdroj vlastni

V grafu (Obr. 24) vidime, Ze po sedmi dnech od izolace na PBDD potazenym PDL bylo
3,57% bunék a u kontrolniho sklicka potazeného PDL 4,2% bunék pozitivnich na produkci ROS.
V kultufe péstované na PBDD bez potaZeni jsme Zzadnou pozitivitu nezaznamenaly. Pfi méreni
14. den od izolace bylo pozitivnich 20,3% bunék péstovanych na PBDD potazeném PDL,
15,15% bunék péstovanych na PBDD bez potazeni a 16,38% bunék na kontrolnim skli¢ku

potazeném PDL.
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6.5 Stanoveni exprese genu pro NF200, NENO2 a GFAP

Jednim ze zpUsobl, jak zjistit typové zastoupeni bunék, které zregenerovaly po izolaci
by byla detekce specifickych markert pomoci PCR. Planovali jsme zjistit pfitomnost mRNA pro
NF200, ktery je exprimovdn hlavné u maturovanych neuronl, NENO2, ktery je spisSe
exprimovan béhem neuronalniho vyvoje a pro GFAP, ktery se vyskytuje hlavné u astroglii. Jako

kontrola nam slouzil gen pro TATA vazebny protein (TBP).

Izolace RNA ze vzorku probihala dvojim zptisobem, pomoci komeréniho RNAeasy Micro kitu a
pomoci metody fenol-chloroform. RNA byla izolovana z bunék ihned po separaci neuron(
z dospélych zvirat (stari 18 tydn() a mladat (stafi 1-3 dny). Pozdéji béhem optimalizace byla
pouzivdna RNA z bunék linie 3T3 (linie imortalizovanych mysich fibroblast(). Koncentrace RNA
ve vzorku byla po izolaci zmérena na NanoDropu. Na zakladé vysledk( z NanoDropu jsme se
rozhodli ddle vyuZivat pro izolaci RNA fenol-chloroform metodu z divodu vys$siho vytézku
totdlni RNA. Kvalita RNA izolované z dospélé tkané byla vyrazné horsi, nez kvalita RNA
izolované z 3T3 bunék a postnatalnich neuronu. Postnatdlni neurony jsme zde poufZili jako
kontrolni RNA izolované z primarnich bunék — tzn. systém blizsi RNA izolované z dospélych

neuronUt nez RNA z bunéc¢né linie 3T3.

Po izolaci RNA nasledoval jeji prepis do cDNA pomoci reverzni transkripce. cDNA byla dale
amplifikovana pomoci metody konvencni PCR, Uspésnost amplifikace a pfitomnost

sledovanych gen( byla ovérena pomoci horizontalni elektroforézy.

Teplota nasednuti primer( (Tab. 1) pro NF200, NENO2, GFAP a TBP byla optimalizovéna

vytvorenim teplotniho gradientu od 50°C do 60°C.
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Obr. 25: Vzorky jsou vidy poskladané po ¢tveficich za sebou 1 - izolace pres RNAeasy Micro kit (adultni neurony),
2 - izolace pres fenol-chloroform (adultni neurony), 3 - izolace pfes RNAeasy Micro kit (postnatalni neurony), 4 -
negativni kontrola. Vzorky popsané modrou barvou jsou sledovany na expresi TBP, vzorky popsané riiZovou
barvou jsou sledovany na expresi NENO2, vzorky popsané Zlutou barvou na expresi NF200 a vzorky popsané
cervenou barvou na expresi GFAP. Pro PCR reakci A) byla pouZita teplota annealingu 55°C, pro reakci B) byla
teplota annealingu 50°C a pro reakci C) 60°C. Cykld probéhlo 40. Zdroj vlastni

Na zdkladé vyse uvedenych vysledk( (Obr. 25) jsme se rozhodli pouZivat pro primery
NENO2 a NF200 teplotu annealingu 55°C, pro GFAP 60°C a pro TBP 50°C. Pfi detekci mRNA
zminénych genl v experimentalnich vzorcich jsme narazili na problém s nizkym vytézkem a
velmi Spatnou kvalitou izolované RNA. Z téchto dlivod(i nebylo zatim mozné ziskat vérohodné

zaveéry a studie bude pokracovat dalsi optimalizaci izolace z malého mnoZstvi bunék.
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7 Diskuze

V mnoha odbornych studiich Ize nalézt informace o tom, jak Uspésné izolovat a
nasledné kultivovat primarni embryonalni ¢i Casné postnatalni neurony. Vzhledem k tomu, Ze
se v této ¢asné fazi vyvoje v mozku vyskytuje jen omezené mnozstvi gliovych bunék, Ize ziskat
témér Cisté neurondlni kulturu pouhou homogenizaci tkané. Nicméné embryonalni neuronalni
kultury nejsou pfilis vhodny model pro studium s vékem souvisejicich fyziologickych zmén, i
pro studium jevl souvisejicich s neurodegenerativnimi chorobami projevujicimi se az
v pozdéjsim véku. Pro tyto studie je vhodnéjsi zvolit neurony izolované z dospélych zvitat.
Izolace adultnich neuron( je problematickd vzhledem k tomu, Ze pfi ni dochazi k naruseni
bohaté a rozvétvené neuronadlni sité a béhem kultivace je poté obtizné pro neurony
regenerovat. Zaroven je slozité Ci takrka nemozné ziskat Cistou neuronalni kulturu bez
pritomnosti glii a ¢asti debris. Jejich pfitomnost v kultufe ma poté negativni vliv na viabilitu

neurond.

V této praci jsme porovnavali dvé metody izolace primdrnich adultnich neuron, a to izolaci

intrakardidlni perfuzi a izolaci pomoci hustotniho gradientu.

Pomoci intrakardialni perfuze jsme ziskali velké mnozstvi vitalnich neuront a zaroven se ndm
podafilo eliminovat debris, na druhou stranu kultura obsahovala mnoho gliovych bunék.
Bunék se nam tedy touto metodou podafrilo vyizolovat vice nez pomoci hustotniho gradientu

(Obr. 9), avsak TUB3 pozitivnich bunék (tedy neuron() jsme zde méli méné (Obr. 8).

Pomoci hustotniho gradientu se ndm podafilo ziskat sice méne bunék (Obr. 9), o to Cistéjsi
ovsem neuronalni kultura byla (Obr. 8). Sledovani kultury v ¢ase (Obr. 7) tyto nasSe zavéry

potvrdilo.

Ackoli u obou kultur (jak ziskané pomoci intrakardidlni perfuze, tak pomoci hustotniho
gradientu) doslo mezi 7. a 14. dnem kultivace k narlstu poctu gliovych bunék, tak u kultury
ziskané pomoci hustotniho gradientu byl celkovy pomér gliovych bunék ku neuronlim nizsi nez
v pfipadé intrakardialni perfize. Z téchto nami ziskanych poznatk( jsme usoudili, Ze pro
porovndani vhodnosti rlznych nanodiamantovych vrstev bude lepsi vyuZit izolaci neuront

pomoci hustotniho gradientu.
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K odhadnuti bunécného sloZeni primarnich kultur jsme kvantifikovali mnoZstvi bunék
exprimujicich TUB3, MAP2 a GFAP, coZ nam mélo pomoci odhadnout, jaky je v kultufe pomér
neuronll (TUB3 a MAP2 pozitivnich bunék), astrocytd (GFAP pozitivnich bunék) a gliovych
bunék negativnich na GFAP (tedy ostatnich typu gliovych bunék). Z ndmi ziskanych vysledka
vyvozujeme, ze mame v kultufe relativné vysoké mnoiZstvi neuronl, kdy mdame bunék
pozitivnich na TUB3 37,71% a bunék pozitivnich na MAP2 25,1% (Obr. 10). Mira exprese TUB3
a MAP2 se v Case prakticky neméni (Obr. 11), coz byl vysledek, ktery jsme ocekavali, vzhledem
k tomu, Ze v dospélém mozku nedochazi k narlstu poctu neurond. Jelikoz bézné neurony tvori
10% dospélého mozku, mizZeme z téchto vysledk( vyvodit, Ze nami zvoleny typ izolace pomoci

hustotniho gradientu byl Uspésny.

Na druhou stranu pocet bunék pozitivnich na GFAP je velmi nizky a zdd se nepravdépodobné,
Ze bychom jich v kultufe méli jen 3,07% vzhledem k tomu, Ze GFAP vSeobecné patfi k jednomu
z nejvice syntetizovanych proteint v mozku (astrocyty tvori az 30% celkového objemu mozku).
Ackoli jsme pozorovanim kultury pod svételnym mikroskopem (Obr. 7) dosli k zavéru, Ze
metoda izolace neurond pomoci gradientové centrifugace obohacuje ziskany izolat o
neuronalni burnky na ukor glii, neni pfili§ pravdépodobné, Ze v kulture nemame prakticky
zadné astrocyty. Na Obr. 13 pozorujeme velky rozdil v poc¢tu bunék mezi dnem 7 a dnem 14,
coz by ukazovalo na vysoky pocet astrocytl v kulture, nicméné tyto bunky nebyly pozitivné
barveny na GFAP. Domnivdme se proto, Zze GFAP pozitivnich bunék v kulture bude vétsi

mnozstvi, nez vychazi na zdkladé ndmi ziskanych dat a je tfeba méreni zopakovat.

PFi vizualizace bunék exprimujicich TUB3, MAP2 a GFAP nam vysla velmi nizka pozitivita nejen
na GFAP, ale i na MAP2, coz bylo nejspiSe zplisobenou chybou v postupu. Data ziskand pomoci
pratokové cytometrie ukazuji, Ze v kultufe mame primérné 25% MAP2 pozitivnich bunék
(Obr. 10). Domnivame se tedy, Ze ndami pouzitd protilatka neni pfilis vhodna pro konfokalni

mikroskopii, méfeni tfeba zopakovat s vyuzitim vhodnéjsi protilatky.

PFi pokusu o stanoveni typového zastoupeni bunék v nasi primarni kultufe pomoci exprese
genu pro NF200, NENO2 a GFAP jsme narazili na problém s nizkym vytézkem a velmi Spatnou
kvalitou izolované RNA. Z tohoto dlvodu jsme nebyli schopni z nami ziskanych vysledk(

vyvodit vérohodné zavéry a je tfeba v rdmci studie optimalizovat izolaci RNA.
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Z vyse uvedenych dlavodu tedy nelze urcit pfesné bunécné slozeni ndmi vyizolované primarni
kultury. Z vysledkd jsme ovsem vyvodili, Ze pfiblizné 40% kultury tvofi bunky neuronalniho

plGvodu.

Zjistit presné, jak velkou plochu zabiraji buriky na poréznim diamantu, bylo vzhledem k tomu,
ze ho bunky porUstaji ve vice Urovnich, prakticky nemozné. Interpretace vysledk( je tedy
pomeérné slozitd, a proto jsou nami prezentované zavéry pouze odhad. Je moiné, Ze jsme
podstatnou ¢ast bunék na PBDD nezachytili, jelikoZ nebyly v hladiné ostrosti, kterou jsme pod
mikroskopem pozorovali. BEhem méreni jsme také empiricky ovéfili, ze bunky maji tendence

pokryvat spiSe oblasti se zvySenym profilem.

Z ndmi prezentovanych vysledkd (Obr. 19) lze odhadnout, Ze burnky nasazené na PBDD
potazené PDL regenerovaly (proliferovaly v pfipadé glii) nejvice v pribéhu prvniho tydne. Je
mozné, Ze pokud se jednalo o rlst gliovych bunék, doslo ¢asem k vycerpani jejich proliferacni
schopnosti a buriky postupné odumftely, coz by vysvétlovalo snizeni pokryti sledované po 14
dnech kultivace. Jinym vysvétlenim tohoto sniZzeni by mohlo byt odlepeni bunék z davodu
déleni, nicméné toto vysvétleni nam pfisSlo malo pravdépodobné. Buriky nasazené na kontrolni
sklicko s PDL narstaly v pribéhu celého experimentu, coz mlze byt opét zplsobeno
proliferaci pfipadnych gliovych bunék. Tento zavér potvrzuji i vysledky prezentované v Obr.
15, kde sledujeme vysoky narlist poctu bunék na kontrolnim sklicku v pridbéhu celého
experimentu. U PBDD bez pokryti PDL se hodnoty pokryti vyrazné neménily, i kdyz 14. den
kultivace Ize sledovat urcité snizeni. Z toho usuzujeme, Ze mame v kultute vice neurondlnich
a méné gliovych bunék nez u kontrolniho sklicka pokrytého PDL. V pribéhu celého
experimentu jsme zaznamenali, Ze dva tydny jsou zifejmé hrani¢ni hodnota pro preziti

dospélych primarnich neurondlnich kultur na diamantovych povrsich.

Vysledky z testll, kdy jsme méfili prosperitu primdarni kultury ukazuji, Ze po dvou
tydnech kultivace uz zac¢ina byt bunécna kultura prestarla a buriky zacinaji umirat nezavisle na
typu povrchu. BEéhem vyhodnoceni miry apoptdzy bunék (Obr. 22) pomoci aktivity exekucnich
kaspdz 3 a 7 pozorujeme jeji zvySeni v burikach kultivovanych na PBDD bez PDL po dobu 7 dni.
K uréitému zvyseni jejich aktivity doslo i v kulture PBDD potazenych PDL. V kulture po 14.
dnech byly méreny velmi vysoké hodnoty, které jsou na horni hranici citlivosti. Pficinou muze
byt velmi vysoké mnoiZstvi bunék, které hromadné aktivovaly apoptdézu z nedostatku

prostoru/nutrientd, nebo i pfipadna kontaminace v primarni kulture.
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Tento zavér potvrzuje i méreni oxidativniho bunécného stresu, kdy pozorujeme mezi 7. a 14.
dnem kultivace vyrazny nardst bunék produkujicich ROS. Zaroven pozorujeme vice pokryty
povrch, coz by ukazovalo na to, Ze proliferaci gliovych bunék doslo k vycerpani Zivin z média a
tim padem dochazi ve vysoké mife ke zvySeni oxidativniho stresu v burnkdch a kjejich

naslednému dhynu.
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8 Zaveér

Cilem této prdace bylo porovnat rlizné metody izolace primarnich neuronalnich kultur
a jejich optimalizace. Dale si prace kladla za cil zjistit, jaké jsou poméry bunécnych typd v nami
izolované primarni kultufe a zhodnotit miru adheze a pokryti sledovanych povrch(i burikami.
Poslednim cilem, ktery si tato prace kladla bylo zhodnoceni prosperity izolované primarni

kultury v pribéhu kultivace.

V praci jsme porovnavali dvé metody izolace primarnich kultur, a to pomoci intrakardialni
perfuze a pomoci hustotniho gradientu. Na zakladé ziskanych vysledk( jsme vyhodnotili, ze
pro potieby naseho experimentu je vhodnéjsi pouZit metodu izolace pomoci hustotniho
gradientu, kdy se ndm podafilo ziskat CistSi neurondlni kulturu s nizSim obsahem gliovych

bunék nez v pripadé intrakardidlni perfuze.

Nase vysledky ukazuji na UspésSnou izolaci dospélych vitalnich neuronll. Zhruba Ize také
odhadnout jejich zastoupeni v kultufe. Podle naSich méreni kultura (izolovana gradientem)
obsahovala primérné 37% bunék neurondlniho plvodu (pozitivnich na TUB3) a zastoupeni
primdrnich neuront (pozitivnich na MAP2) bylo priimérné 25%. Obsah astrocytl v nasi kulture

byl pouze 3% v prliméru, cozZ je velmi nizkd hodnota a bude déle verifikovana.

Na diamantovém povrchu pokrytém PDL bylo v kultufe pozorovdno vétsi mnozstvi bunék (a
tedy i celkovd plocha povrchu pokryta burikami byla vétsi), avsak z toho, Ze v pribéhu dvou
tydnl se pocet bunék na povrchu zvySoval, soudime, Ze PDL indukoval adhezi u vétsiho

mnozstvi gliovych bunék, nez tomu bylo v pfipadé diamantového povrchu bez potazZeni PDL.

Prosperita sledované kultury rostla v prabéhu prvniho tydne prakticky u vSech sledovanych
povrchl. V pribéhu druhého tydné ovSem v kulturach dochazelo ve zvysené mire k dhynu

bunék, coz bylo pravdépodobné zplisobeno vyéerpanim zZivin z média.

Z ndmi ziskanych vysledk( jsme dosli k zavéru, Ze potazeni ¢i nepotazeni diamantového
povrchu PDL nema na bunécnou prosperitu kultury signifikantni vliv, ovSem na povrchu
potazeném PDL jsou vice pfitomné gliové burnky schopné proliferovat, nez na povrchu bez
potazeni. Z hlediska budouciho pouzZiti v regenerativni mediciné neurodegenerativnich

onemocnéni se jevi jako vhodnéjsi povrch bez povrchové Upravy PDL.
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