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Abstrakt

Nanocéstice predstavuji v soucasné dobé progresivni oblast védeckého vyzkumu.
Moznost syntetizovat je podle pozadovanych parametrii otevirda moznosti pro jejich Siroké
vyuziti 1 v biomedicing. Jednim z ptikladl jsou nanocastice schopné detekovat bunécné déje,
napiiklad pH. Jiz vime, Zze pH zdravé a rakovinné bunky se li§i opacnym gradientem na
intracelularni a extracelularni stran¢ membrany. V tomto kontextu se tato prace zabyva studiem
fluorescencnich kifemikovych nanocastic (SiNP) testovanych na bunécné linii lidskych
keratinocytl ze zdravého darce (HaCaT) a z dérce s rakovinou kiize (A431). Po zjisténi, Ze ani
nejvyssi pouzité koncentrace SiNP nepiisobi cytotoxicky, mohly byt dale studovany pomoci
fluorescen¢ni, konfokalni a super-rezoluc¢ni mikroskopie. Aby bylo mozné posoudit pH
detek¢ni vlastnosti téchto SiNP, byla zavedena metoda na méfeni intracelularniho pH
fluorescen¢ni raciometrickou sondou SNARF-1 pomoci fluorescencni spektroskopie a
pratokové cytometrie. Jelikoz jsou hodnoty pH intracelularniho prostiedi tzce spjaty
s bunéénym metabolismem, byl taktéz charakterizovan a porovnan metabolismus bun¢k linie
A431 a HaCaT. K tomu byly vyuZity metody pro méfeni spotieby analogu glukézy (2-NBDG)
a pomérné nova metoda na méfeni metabolismu v readlném Case SeaHorse. Rozdily pozorované
mezi bunéénou linii A431 a HaCaT na vice Grovnich by mohly poukazovat na jejich mozné

vyuZiti jako modelu v diagnostice rakoviny.
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Abstract

Nanoparticles (NP) are currently a progressive area of scientific research. The
possibility of synthesizing them according to the required parameters opens up possibilities
for their wide use also in biomedicine. One example is a nanoparticle that can detect cellular
processes, such as pH. We already know that the pH of healthy and cancer cells differs by the
opposite gradient on the intracellular and extracellular side of the membrane. In this context,
this work deals with the study of fluorescent silicon nanoparticles (SiNP) tested on a human
keratinocyte cell line from a healthy donor (HaCaT) and from skin cancer donor (A431).
Once found that even the highest concentrations of SiNP used are not cytotoxic, they can be
further studied by fluorescence, confocal and super-resolution microscopy. In order to assess
the pH detection properties of these SiNPs, a method for measuring intracellular pH with a
fluorescent raciometric probe SNARF-1 using fluorescence spectroscopy and flow cytometry
was introduced. Since the pH values of the intracellular environment are closely related to
cellular metabolism, the metabolism of A431 and HaCaT cells was characterized and
compared. To do this, methods for measuring analog glucose consumption (2-NBDG) and
another new method for measuring real-time metabolism SeaHorse were used. The
differences observed between the A431 and HaCaT cell lines at multiple levels could indicate

their possible use as a model in cancer diagnosis.

Keywords:

SiNP, SNARF-1, keratinocytes, microscopy, fluorescence, intracellular pH, metabolism,

glycolysis



1 UVOD .oueeeenscnnsennnee .10
2 CILE PRACE .....covvurcuncrnncunne. 12
3 PREHLED LITERATURY 13
3.1 Bunécéné pH 13
3.2 Regulace vnitrobunééného pH 14
3.3 Sondy pro méreni pH 18
3.4 Nanocastice 22
4 MATERIALY A METODY 26
4.1 Bunécné Kkultury 26
4.2 Charakterizace bunék 28

4.2.1 Dynamika riistu populace bunSEné LINIC ..........coiieiieiieiieie ettt as 28

4.2.2 Charakterizace bunécné linie NHDF fluorescencnim mikroskopem Olympus .........cccoevveveenieninneennen. 28

4.2.3 Stanoveni bunéené ZivotaSChOPNOS ........ccviiieiieriieiiiete et ete et e st eteereeaesaeseaesreesseeseesseessesseesseeseessens 29
4.3 Charakterizace kiremikovych nanoc¢astic 30

4.3.1 Testovani mozné cytotoxicity rozdilnych koncentraci SINP ..........ccccooiiriiiiiiiiiiie e 34

4.3.2 Proliferacni test CYQUANL.........c.cccueriieriieieiteiieieerte et ete et e eteesteesseesbeesseessesseesssesseeseesseesseessesseensesssensens 35
4.6 Vizualizace SiNP fluorescen¢nim mikroskopem Olympus 35
4.7 Lokalizace SiNP pomoci konfokalni mikroskopie 37
4.8 Lokalizace SiNP pomoci super-rezolu¢ni mikroskopie 38
4.9 Stanoveni intracelularniho pH pomoci pH indikatoru SNARF-1 39

4.9.1 Kalibrace SINARF-1.... ..ottt ettt ettt et et e et eeseesseesseesaeeseenseeneeeneenseenseensenn 39

4.9.2 Detekce SNARF-1 metodou fluorescencnim spektroSKOpie.........coeeueeveniiniiriniineninieiecnesenceeeeeenes 40

4.9.3 Detekce SNARF-1 metodou pritoKOVE CYLOMEIIIC ....eevvieuieeiieeiieeieeerire et eireeireesereeareeseeeenereeseveenenes 40
4.10 Vizualizace SNARF-1 fluorescenénim mikroskopem Olympus 41
4.11 Lokalizace SNARF-1 konfokalnim mikroskopem 42
4.12 Stanoveni bunééné spotieby glukézy pouZitim jejiho analogu 2-NBDG 43
4.13 Charakterizace bunééného metabolismu metodou SeaHorse 44
4.13 Statistické vyhodnoceni 45
5 VYSLEDKY ..ccoueumnrenmnncnnncusenens 46
5.1 Charakterizace bunék 46



5.1.1 Dynamika rstu populace DUNEENE 1NIE .........eeevuiiiiiieeiieiiieeiee ettt ettt re e sveeeaeesbeesveesebeeensee s 46

5.1.2 Charakterizace bunééné linie NHDF fluorescen¢nim mikroskopem Olympus ..........ccoeevevvervenvenieennnns 48
5.1.3 Stanoveni bunEEné ZivotaSCHOPNOSTL .......ccuieriieriieiieieeieeiesterte st eteeeteestessaesteeseesesesesssessaesseenseenseessenns 49
5.2 Charakterizace kifemikovych nanocastic 49
5.2.1 Testovani mozné cytotoxicity rozdilnych koncentraci SINP ..........cceviiiiiiniininiiniiiiececeee 49
5.2.2 Proliferadni teSt CYQUANL..........eoieriieitieteetiestiesteeteeteeaestesteesseesseesseesseessessaesseenseessesssesssesseesseeseessesssenns 51
5.3 Vizualizace SiNP pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus 53
5.4 Lokalizace SiNP pomoci konfokalni mikroskopie 71
5.5 Lokalizace SiNP pomoci super-rezolu¢ni mikroskopie 77
5.6 Stanoveni intracelularniho pH pomoci pH indikatoru SNARF-1 80
R G 1 o] T PSSRSO 80
5.6.2 Detekce pH indikatoru SNARF-1 metodou fluorescenéni SpektroSKopie.......ccvevveeeveeververieeneenienieennenns 82
5.6.3 Detekce pH indikatoru SNARF-1 metodou priatokovEe CytOMELrie . .......oeveevverieerieerieeieiieseesieesieene s 82
5.7 Vizualizace SNARF-1 fluorescen¢nim mikroskopem Olympus 83
5.8 Lokalizace SNARF-1 pomoci konfokalni mikroskopie 87
5.9 Stanoveni bunécné spoti‘eby glukézy pouZitim jejiho analogu 2-NBDG 89
5.10 Méteni bunééného metabolismu metodou SeaHorse 92
6 DISKUZE.......cccovuvrevrurecsrunncnns 94
OV 7.4 ) S 103
8 SEZNAM LITERATURY 104




Seznam zkratek

2-NBDG

ATP
BCECF
BR

CA
Cdk

DAPI

DMEM

DNA
DT

ECAR

EDTA

FACS
F6p
FBS
FITC
F-R
F-RF

GA

2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-
deoxyglukoza

adenosintrifosfat (z angl. adenosintriphosphate)
2',7'-Bis-(2-carboxyethyl) -5-(and-6-) carboxyfluorescein
prachozi svétlo (z angl. bright field)

karboxyanhydraza (z angl. carbonicanhydrase)

cyklin dependentni kinaza 1

4' ,6-Diamidino-2-fenylindol (z angl. 4',6-Diamidino-2-
phenylindol)

modifikované zakladni médium (z angl. Dulbecco’s Modified

Eagle Medium)
deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid)
doubling time

hodnota extracelularni okyselovani (z angl. Extracellular

Acidification Rate)

kyselina ethylendiamintetraoctova

(z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)

pritokova cytometrie (z angl. Fluorescent Activated Cell Sorting)
fruktozy-6-fosfat (z angl. fructose-6-phosphate)

fetalni bovinni sérum

fluorescein-5-isothiokyanat z (angl. fluorescein-5-isothiocyanate)
kifemikové nanocastice Sarze F pouze s Rho B

kifemikové nanocastice Sarze F s Rho B 1 FITC

glutaraldehyd
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MFI

MTS

NHDF

NHE antiporter

OCR

PEG
PBS
PFK1
PI
RBITC
Rho B
RT
SiNP(s)
SNAFL
SNAFR
SNARF
SNARFs

STED

TEM

pramér intenzity fluorescence (z angl. Median Fluorescence

Intensity)

3-[4,5,dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxy-phenyl]-2-[4-
sulfophenyl]-2H-tetrazolium

normalni lidské dermalni fibroblasty (angl. Normal Human

Dermal Fibroblasts)
sodik-vodikovy antiporter (z angl. sodium-hydrogen exchanger)

spotieba kysliku pii oxida¢ni fosforylaci (z angl. Oxygen
Compsuption Rate)

polyethylenglykol

fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline)
fosfofruktokinaza 1 (z angl. phosphofruktokinase 1)
polydisperzni index

Rhodamin B isothiokyanét (z angl. Rhodamin B isothiocyanate)
Rhodamin B

pokojova teplota (z angl. room temperature)
kiemikové nanocastice (z angl. Silicon Nanoparticles)
seminaftofluorceiny

seminaftofluoron

seminaphtharhodafluor

seminaftorhodafluory

super-rezolu¢ni mikroskopie (z angl. Stimulated Emission

Depletion)

transmisni elektronova mikroskopie



1 Uvod

Nanocastice (NP) ptedstavuji pomérné mlady, ale velmi dynamicky rozvijejici se
obor zasahujici do rozlicnych odvétvi vyzkumu jako jsou povrchové upravy materidlti
(Rezek et al. 2011) nebo znecistovani ovzdusi spalovacimi motory (Ronkko et al. 2014).
Neznamena to, Ze nanocastice jsou staré nékolik desitek let, ale teprve s rozmachem
techniky, tedy i metod schopnych takto malé objekty pozorovat bylo mozné zkoumat
jejich vlastnosti a uvazovat o jejich vyuziti (1981 — vynalez rastrovaciho tunelového
mikroskopu/fadkovaci tunelovy mikroskop). Diky stale dokonalejSim a dostupnym
prostfedkiim se také oteviela moznost syntetizovat nanocéstice zcela podle poZzadovanych
parametri. Nanocastice mohou nabyvat riznych tvart, velikosti a zejména mohou byt
povrchové optimalizovany pro konkrétni vyuziti. Pokud uvazujeme o pouziti nanocastic
v biomediciné nebo v biotechnologiich, je nutné vybrat takovy material, jez nebude
cytotoxicky pro cilové buiniky nebo organismus. Do této skupiny lze zatadit naptiklad
ktemik (Si), ktery je povazovan pro lidské t€lo za biokompatibilni prvek, jelikoz je jeho
pfirozenou soucasti. Jak bylo zminéno, tyto nanoc¢éstice 1ze modifikovat. Globalni stied
zajmu mnoha védeckych skupin je bezesporu kancerogeneze a zpiisoby, jak tyto bunééné
zmény detekovat, popiipad€ jakymi mechanismy maligni transformaci zabranit. Nové
vyvinuté kiemikové nanocastice se mohou stat jednim z mnoha pfistupti, jak detekovat
tyto zmény v intracelularnim prostfedi, jez se projevuji mimo jiné i zménou hodnot pH.
Je znamo, Ze intraceluldrni prostfedi rakovinné bunky se v disledku extracelularniho
okyselovani stava zasadit&j$Sim. U zdravé bunky zistavaji hodnoty pH uvnitf bunky
v uzkém rozmezi pH neutrdlnich hodnot. Zmény pH hodnot lze detekovat napiiklad
zménou fluorescence pH senzitivniho fluoroforu fluorescein-5-isothiokyanatu (FITC).
Pokud na SiNP pftipojime fluorofor nezavisly na pH (Rhodamin B), poskytujici udaj o
lokalizaci nanocéstice a souc¢asné konjugujeme SiNP s pH senzitivnim fluoroforem FITC,
1ze na zaklad¢ fluorescence FITC analyzou obrazu vyhodnotit pH v misté, kde se takova
nanocastice nachazi. Nase laboratot vedena pani doc. RNDr. Marii Hubalek Kalbacovou,
PhD., jez se dlouhodobé zabyva interakci bun€k s riznymi nanomaterialy (z uhliku,
kifemiku, zlata) se proto zameéfila na studium téchto fluorescencnich nanocastic na
bunécnou linii lidskych keratinocyti HaCaT a bunécnou linii lidskych keratinocytt
pochézejici z pacienta s rakovinou kiize (A431). Hodnoty pH intracelularniho prostiedi

jsou taktéz tizce spjaty s bunéénym metabolismem a vzajemné se ovliviiuji. V této
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souvislosti byly rovnéz zatazeny metody charakterizujici metabolismus bunééné linie

A431 a HaCaT.
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2 Cile prace

Cilem prace je charakterizovat in vitro nové vyvinuté kiemikové nanocastice

(fluorescenc¢ni sondy) v riznych bunécénych systémech.

1) Charakterizovat vliv pfipravenych nanocastic na zivotaschopnost bunécnych linii
lidskych keratinocytil (rakovinnych A431 a zdravych HaCaT) a fibroblastt
(NHDF).

2) Vizualizovat a lokalizovat pfipravené nanocastice po interakci s bunikami lidskych
linii pomoci dostupnych zobrazovacich technik.

3) Zavést metody na mefeni bunééného metabolismu a vnitrobunééného pH pomoci
standardnich metod a tim si nakalibrovat systém pro méteni vnitrobunééného pH
pomoci pfipravenych fluorescen¢nich sond.

4) Charakterizovat vnitrobunééné pH pomoci ptipravenych fluorescenc¢nich sond.
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3 Prehled literatury

3.1 Bunééné pH

Hodnota pH je jednou z veli¢in charakterizujicich bunéény systém. Vodikové
ionty udéavaji makromolekuldm jak strukturu, tak ndboj a tim pfedurcuji jejich chovani.
Vodikové protony hraji taktéz zdsadni roli jako energetické platidlo v buiice generovanim
protonmotivni sily (hnaci sila pro pohyb protont pfes membranu zaloZena na koncentraci

vodikovych iontll vné membrany a transmembranovém potencialu).

pH muizeme obecné definovat jako kvantitativni vyjadfeni miry kyselosti nebo
zasaditosti vodného ¢i jiného tekutého roztoku. Obecny vzorec vyjadiuje zaporny

dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationtd.
pH = —log(ag,o+ )

Vnitrobunééné pH je velmi striktné udrzovano v izkém rozmezi hodnot a jeho
vykyvy znaci patologické stavy jako rakovina (Lagadic-Gossmann et al. 2004), apoptdza
(Webb et al. 2011) nebo Alzheimerova choroba (Davies et al. 1993). Z tohoto divodu
disponuje bunééné pH znacnym potencialem zejména pro diagnostické pouziti

v biomedicin€.

Aby bylo mozné cytosolické pH udrzet v uzkém rozmezi fyziologickych hodnot,
bylo nutné vyclenit napiiklad reakce generujici radikaly do oddélenych kompartmentd.
Obecné vyvinutéjsi formy buné€k maji svlij vnitini prostor roz¢clenény do membranou
obalenych organel. Timto zplisobem je zajisténo specifické prostiedi zahrnujici i rozdilné
hodnoty pH pro specidlni chemické déje, jez nemohou prob&hnout v podminkach
cytosolu.

Za fyziologickych podminek je nizké pH udrZzovano ve specializovanych
hodnoté 4,7 v lysozomu. Naopak pH matrix mitochondrie je povazovano za mirné
zasadité, jak je znazornéno na obrazku ¢.1 (Casey and Grinstein 2009). Za zajiSténi
odliSnych hodnot pH v riznych organelach je odpovédna Siroka Skala iontovych

transportér.
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Obr. ¢. 1.: Bunééné kompartmenty prototypické savéi bunky s odpovidajicimi hodnotami pH, jez byly
nasbirany z riznych zdroju. Pfevzato z (Casey and Grinstein 2009).

3.2 Regulace vnitrobunééného pH

Udrzovani hodnot pH v bunécnych organelach je v prvni fadé chranéno pH
pufraéni kapacitou roztoku, coZ je pojem pro schopnost konkrétniho roztoku udrzet
lokalni pH v jistém rozmezi i po pfidani silné kyseliny nebo zasady. Koncentrované;jsi
pufr snasi vétsi vykyvy pH, ziedénim se tato schopnost snizuje. Je vyjadiena podilem
poctu kyselych a alkalickych ekvivalentd, jez jsou potiebné ke zméné pH. Jako kyseliny
se v prostfedi buniky mohou chovat postranni fetézce aminokyselin a jako zasady
fostatové skupiny (Roos and Boron 1981). Naptiklad neustaly vliv oxidu uhlic¢itého (CO>)
na savéi buiky, jez prochazi volné membranou, mize nabyvat protonovaného stavu
kyseliny uhli¢ité (H2COs3) a tim se taktéz chovat jako pufr. Role pufru bude na ptikladu

hemoglobinu déle popsana.

OvsSem je zapotiebi 1 dalSich regulacnich mechanismd, jelikoz chemické déje
v cytosolu jako je syntéza ATP a zaroven tok kladné nabitych ionti z prostfedi buiiky
(v disledku negativné nabitého vnittku membrany) maji tendenci cytosol bunky

okyselovat.
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K udrzeni cytosolického pH zdravé bunky na lehce alkalické strané (za
fyziologickych podminek se pohybuje kolem hodnoty pH 7,2) je tfeba od¢erpavat ¢ast
protont a jejich ekvivalenti z bunky do okoli. Tento d¢j je energeticky naro¢ny, tudiz
vyuziva energii ve form¢ ATP. Ackoliv nékteré typy epitelidlnich bun¢k maji vyménny
transport vodikovych protonti pfimo za spotiteby ATP obsazené ve své membrang, tyto
protonové pumpy (ATPazy typu V) nejsou zasadni pro udrzeni cytosolického pH. Tuto
rovnovahu zajistuji transportéry, konkrétné kombinace symportérti a antiportért. Ty
pumpuji protony proti elektrochemickému gradientu za soucasné vazby dalSiho substratu.
V ptipadé symportéri takovy substrat dovoli protonovym iontim jejich kontransport,
jelikoz pro tento d€j poskytuji svoji energii. V ptipad¢ antiportert funguje substrat jako

vyménny ekvivalent za protonovy iont.

Evolu¢né konzervovany mechanismus k ochrané buiky pfed nezadoucim
okyselenim je antiport vodikovych iontl za jednomocné sodikové nebo draslikové ionty,

u savel zejména znam jako NHE antiporter (Na/H exchanger).

Do $irsi rodiny téchto transportéra patii i NHEL, jez je soucasti vétSiny membran
savéich buné€k a vyznamné se podili na kontrole pH v bunice, k emuz vyuziva
elektrochemicky gradient udrZzovany Na/K pumpou. V buiice je udrZovana
nékolikandsobné niz8§i koncentrace sodikovych iontl, tudiz velmi ochotné dochazi
k vyméné sodikovych iontl za vodikové, sméfované ven z buiiky. Avsak pH ve zdravé
buiice zastava i tak niz$i, nez je tomu na jeji vnéjsi strané, a to kvili snizené aktivité
NHE!1 pifi pH vys$s$i nebo rovno 7,2. Pokud se vodikové ionty zacnou kumulovat
v cytosolu, aktivita NHE1 opét vzrista a chrani tak buiku pted piekyselenim (Fuster et

al. 2008; Aronson 1985).

Saveéi buiiky jsou pod vlivem vSudyptitomného hydrogenuhli¢itanu (HCO3)
v extracelularnim  prostiedi.  Exportem chloridového  aniontu  vyménou za
hydrogenuhlicitan 1ze dosahnout zvySeni intracelularniho pH. Intracelularni (HCOs3)™ je
enzymem karboxyanhydrazou (CA) pfeménén na kyselinu uhli¢itou (H2COs3). Ta se
posléze $tépi na vodu a oxid uhlicity, jez mize dale difundovat membranou pry¢ z bunky
a tvoftit opét (HCO3) (Casey and Grinstein 2009). Pro ilustraci zndzornéno na chovani
erytrocytu v plicich (obr.c.2.). V plicich se koncentrace volnych vodikovych

vvvvv

kysliku na hemoglobin. Oxygenovany hemoglobin v daleko mensi mife vaze vodikové
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ionty nez deoxygenovany, uvolnény vodik je spole¢né s hydrogenuhli¢itanem pfeménén

na vodu a oxid uhlic¢ity, ktery je v plicich uvolnén. Volny H' je pfeménen na vodu,

chloridovy aniont je vyloucen vyménou na hydrogenuhlicitan.

'\mz/

Obrazek ¢. 2.: Oxygenace hemoglobinu a uvolnéni CO; z erytrocytu v plicich. Pismeno E symbolizuje
enzym karboxyanhydrazu (pfevzato z Institut Galenus).

pH zdravych vs rakovinnych bunék

Pti kancerogenezi dochdzi k mnoha zméndm v metabolismu, fenotypu i genové
expresi. Jednim z hnacich motort téchto zmén se zd4 byt i ménici se hodnoty pH, jak
extracelularné, tak zejména intracelularné. Metabolismus pH rakovinnych buné&k
vykazuje opacny trend, nez je tomu u bunék zdravych. U rakovinnych bunék je
pozorovano sniZzeni pH v extracelularnim prostoru, zatimco pH cytosolu je ztoho
disledku mirn€ zvysené (pH 7,3-7,6 v rakovinné buiice vs 7,2 ve zdravé bunce). Tento

jev provazi pocatek maligni transformace bunck (Reshkin et al., 2000).

Dalo by se ptedpokladat, Ze zrychlenim metabolismu a proliferace rakovinnych
bunék bude mit za nésledek zvySenou kumulaci kyselych produkti z metabolismu, tudiz
intracelularni pH builky se bude snizovat. Nicméné, pravé zvySenim produkce
transportérii iontl podilejicich se z vétSinové €asti na regulaci intracelularniho pH, zméni
hodnoty intracelularniho pH opacnym smérem. Blokatory téchto transportértt (NHE1) se
jevi jako moznost pro protinadorovou terapii (Boedtkjer et al. 2012). Pfedpoklada se, ze
zvysSena produkce iontovych transportérti ovliviiuje bunééné procesy jako proliferace,

migrace a metabolismus ku prospéchu rakovinné buiiky (White et al. 2017a).

Jiz vime, Ze za zvySenym pH intracelularniho prosttedi stoji zvySena produkce i

odlisné zastoupeni transportéru iontd (Cong et al. 2014; Reshkin et al. 2014). Zbyva
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objasnit, jak pfesné tento jev ovliviiuje proliferaci. V bunééném cyklu zdravé bunky
umoznuje docasné zvySeni intracelularniho pH prechod z S fize do G2/M faze
udrzovanim vys$ich hladin cyklinu B, potazmo fosfatdz, jez defosforyluji inhibi¢ni cyklin
dependentni kinazu 1 (Cdk1) (Putney and Barber 2003). V rakovinnych bunkéach je tento
stav zvySené¢ho pH soustavné udrzovén, tudiz nuti bunku k dalsi proliferaci, jak bylo
pozorovano na studii fibroblastd (Putney and Barber 2004). Naopak snizeni
intracelularniho pH vede k apoptoze a to jak cestou aktivaci kaspaz, tak i uvolnénim
cytochromu ¢ z mitochondrie (Lagadic-Gossmann et al. 2004). Je zfejmé, Ze toto neni pro

rakovinnou buniku zaddouci, bohuzel tato oblast neni dostate¢n¢ prozkoumana.

Dal$im casto pozorovanym rozdilem mezi zdravymi a rakovinnymi buiikami je
pfednostni zpracovani glukozy v procesu glykolyzy na ukor oxidativni fosforylace.
Glukoéza poskytuje po rozstépeni energii ve formé¢ ATP. V savcich bunkach mize byt
produktem glykolyzy a nasledné fermentace laktat nebo CO; pochazejici z oxidativni
fosforylace v mitochondriich. U nadorovych bunék je pozorovan zvySeny piijem
glukézy, kterda smétuje zejména do glykolyzy produkujici laktat, ackoliv se nenachéazi
v anaerobnich podminkéch a oxidativni fosforylace je tudiz mozna. Tento jev oznacujeme
jako Warburglv efekt. (Liberti and Locasale 2016). Pfedpoklada se, Ze nadorovéa bunka
tak negativné ovliviluje hromadéni kyslikovych radikald pochazejicich z oxidativni
fosforylace v mitochondriich a zaroven se tak 1épe adaptuje v hypoxickych podminkach.
Do extracelularniho prostoru jsou v dasledku zvySené fermentace vylu¢ovany vodikove
ionty, tim dochézi k okyselovani okoli nadorové buiiky a usnadiiuje tak jeji invazi. Tuto
zménu pH Spatné snési okolni zdravé bunky a podstupuji ve zvySené mife apoptozu a

nekrozu (Estrella et al. 2013).

Zvysena poptavka rakovinnych bunék po glukdze piimo souvisi se zvySenou
produkci laktatu vznikajicim glykolyzou. pH senzitivni enzymy Ucastnici se glykolyzy
(Reshkin et al. 2014; Damaghi et al. 2013) jsou Castecné zodpoveédné za zvyseni
intracelularniho pH, jez kladn€ ovliviuje tok glukozy glykolyzou (Miccoli et al. 1996;
Dietl et al. 2010; Peak et al. 1992; Dechant et al. 2010). Spekulovanymi enzymy jsou
laktat dehydrogenaza a fosfofruktokinaza (PFK-1). S pfechodem rakovinnych bun¢k na
glykolyzu souvisi i zvySend aktivita nebo exprese enzymu Ucastnicich se tohoto procesu
a jejich produktii. Patfi mezi né laktatdehydrogenaza A, jez je jeden z indikéatori znané
metastazujicich rakovinnych buné€k. Jeho diilezitou roli potvrzuje fakt, ze jeho utlumenim

doslo k zpomaleni ristu nadoru (Fantin et al. 2006; Le et al. 2009).
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Rozhodujicim enzymem v glykolyze je fosfofruktokinadza 1 (PFK-1), jeZ je taktéz
pH senzitivni s optimem (se zvySenou aktivitou) mezi pH 7 a 7,4 (Andrés et al. 1990).
Byla pozorovana jednak zvySena exprese tohoto enzymu v buiikkach vykazujicich
rakovinny fenotyp (fenotyp rakoviny), zaroven v rakovinnych bunikach byla pozorovana
vy$si mira glykosylace omezujici aktivitu enzymu (Yi et al. 2012). Laktat dehydrogenaza
1 fosfofruktokindza tak nabizi dalsi ovlivnitelné body vedouci k ptechodu zdravé bunky
na rakovinnou. Zatim bohuzel schazi dostate¢né podklady, jak tyto pH senzitivni aktivita
téchto enzyma funguje na molekularni urovni. U PFK-1 byl pomoci jeho krystalové
struktury identifikovan His208 jako konzervovana ¢ast ve vSech téch izoformach PFK-1
(Webb et al. 2015). Pti nizkém pH dochazi k jeho protonaci a tim se zkomplikuje vazba
jeho substratu - fruktdzy-6-fosfatu (F6P), meziproduktu glykolyzy. Meziprodukt F6P

vvvvv

dréha rakovinné buniky (White et al. 2017b).

3.3 Sondy pro méreni pH

Intracelularni pH 1ze stanovit rlznymi metodami. Je moZné pouziti
mikroelektrody uvniti bunky, dale fluorescencni latky, a nakonec nuklearni magnetickou
rezonanci. Z vySe uvedenych se budu jiz dale vénovat pouze metod¢ fluorescenéni sondy,

jelikozZ je nejpiesnéjsi a zaroven relativné nendro¢na.

Princip fotoluminiscence jiz hraje vyznamnou roli v metodach vyzkumu
1 diagnostiky. Jde o jev, kdy po dodani vné&jsi energie (elektromagnetického zateni) dojde
k excitaci elektronli v atomu fotoluminiscentni latky do vysSich energetickych vrstev
(excitace — absorpce energie), poté¢ nevyhnutelné dochazi k nadvratu do ptivodniho stavu
za vyzafeni energie (emise) — fotoluminiscence. Fotoluminiscence se déale d€li na
fosforescenci a fluorescenci. V piipadé fluorescence jsou zdrojem energie fotony,
naptiklad UV zafeni a na rozdil od fosforescence dochdzi po odstaveni zdroje energie

k okamzitému vyhasnuti.

Fluorescen¢ni molekuly, fluorofory nebo fluorochromy, jsou takové chemické
latky, které jsou schopné prostiednictvim obsazené reaktivni slouceniny vazat nukleofilni
skupiny (OH, SH, ...). Dale je mozn¢é fluorofory rozd¢lit na vnitini a vnéj$i. Vnitini

fluorofory se vyskytuji piirozené. Mezi né Ize zatadit nékteré proteiny (napt. hemoglobin)
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vykazujici zafeni ve spektru UV. Tuto schopnost jim poskytuji obsazené¢ aromatické
aminokyseliny. Vnéjsi fluorofory jsou pfidavany k substratu, ktery nemd fluorescencni
vlastnosti, a maji za kol takovy substrat oznacit. Proto jsou mnohem ¢astéji vyuzivany,

a to ve formé fluorescencénich sond nebo znacek.

Fluorescenéni znacky se vazou k substratu kovalentnimi vazbami, mezi
nejznamejsi patii FITC (fluorescein-5-isothiokyanat). Jeho emisni maximum se nachazi
pii 519 nm, coz odpovida fluorescenci v zeleném spektru. Jeho limitem i prednosti je
citlivost k okolnimu pH. Derivaty odvozené od FITC jsou bohuzel nachylné k vysviceni
zpisobené svételnym zafenim a jejich vyssi disociacni konstanta pKa prispiva k vyssi
citlivosti na okolni pH. Citlivost fluoroforu FITC na okolni pH muize byt naopak
vyuzivano cilené praveé k jeho detekci. Sledovani fluorescence FITC v Gzkém rozmezi
hodnot charakteristickych pro intracelularni prostiedi bude jednou ze stézejnich témat
této diplomové prace a bude dale podrobné rozebrano. Nové modifikované fluorescenéni

znacky obsahujici atomy boru tyto limitujici vlastnosti do urcité miry potlacuji.

Fluorescen¢ni sondy se vazi k substratu nekovalentné a ¢asto poté méni i své
fluorescencni vlastnosti. Pfikladem muze byt pozorovani zmény konformace bilkovin
nebo membranového potencidlu. Z divodu slabé fluorescence nukleovych kyselin jsou
zejména dilezité pro vizualizaci chromozomu. Typickym zéastupcem fluorescencnich
sond je DAPI (4',6-Diamidino-2-fenylindol), ktery nespecificky oznaci veskerou
jadernou DNA, tim Ze se vaZe do malého Zlabku DNA dvousroubovice (Kocarek et al.,

2010).

Vyhodou téchto fluorescencnich sond je jejich snadnd aplikace prakticky k
jakémukoliv vzorku, relativné snadné zachazeni a dostupnost (Terai and Nagano, 2013).
Obecné schopnost fluorofor o malé molekulové hmotnosti pfipojit se k libovolnym
makromolekulam poskytuje taktéz Sirokou nabidku vyuZiti v zavislosti na potfebach

konkrétniho experimentu (Klymchenko 2017).
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Internalizace fluorescenénich sond do bunék

Navzdory tvrzeni, ze fluorescencni sondy mohou byt aplikovany k Sirokému
spektru vzorkti, mohou také vyznamné poskodit fyziologicky stav bunky, napiiklad
narusenim bunééné membrany. Elegantnim feSenim jsou takové fluorescencni sondy, jez
jsou ve formé acetoxymetyl esteru schopné projit bunéénou membranou do nitra buiiky,
kde pak vlivem bunécnych esteraz dochazi k odStépeni acetoxymetylu. Vysledkem je
uveéznéni zbytku nabité molekuly (napt. SNARF-1 - Seminaphtharhodafluor) v cytosolu,

zobrazeno na obrazku ¢. 3 (Hinton et al. 2009).

c o (9] dye core
Jyeju,r__ it )L éJ\ non-fluorescent
form OH 0" Br O 0  form

e CHCly, 'PryNE "
—_— -
-

esterase O
0% “OH (o 2 o o'

Obr. ¢. 3: Pfechod mezi fluorescencnim a nefluorescencnim stavem AM nebo esterti acetatu. (pievzato z
Han and Burgess 2010).

Kvalitativni stanoveni pH je umoZnéno takovymi fluorescen¢nimi indikatory
(sondami), jeZ se budou rozsvécet a zhaSet v uzkém rozmezi pH. Takové podminky jsou

schopné zajistit praveé raciometrické fluorofory.

V néavaznosti na problematiku pH ve zdravych a rakovinnych bunkach se dostava
takovym pH senzitivnim raciometrickym fluorofortim velké pozornosti. Princip spoc¢iva
v riizné sensitivité senzoru k vodikovym protonim pfi odlisnych vinovych délkach emise
nebo excitace. U takovych fluorofori se méii intenzita fluorescence ve dvou specifickych
vlnovych délkach emise nebo excitace, jez zavisi na okolnich podminkach sondy, jez je
v tomto ptipadé¢ lokalni pH. Kalibraci pomért téchto intenzit je mozné stanovit hodnoty

pH.

Mezi nejznaméjsi tiidy fluorescen¢nich indikéatort se fadi sondy zaloZené na
molekule fluoresceinu, z nichZz nejhojnéji vyuzivanym zastupcem je 2',7'-Bis-(2-
carboxyethyl) -5-(and-6-) carboxyfluorescein (BCECF). Tato sonda byla prvné¢ uvedena

pro méfeni intracelularniho pH s Sirokym polem ptsobenim roku 1982 (Rink et al., 1982).
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V tomto ptipadé pH ovliviiuje absorbanci snimanou ve dvou vinovych délkéch, zatimco

emisni maximum je uréené pouze jedno.

SNARF-1

Dalsi neméné vyznamnou skupinou jsou raciometrické indikatory zalozené na
benzoxanthanech. Zahrnuje sondy  jako seminaftofluorony (SNAFR),
seminaftofluorceiny (SNAFL) a seminaftorhodafluory (SNARFs), jez byly na trh
uvedeny pied 30 lety firmou Molecular Probes (dnes Life Technologies, Whitaker et al.
1991).

Narozdil od BCECF, pH sonda SNARF-1 ma jedno excitacni maximum, zatimco
intenzita emise je méfena ve dvou vinovych délkach v zavislosti na pH. Tento princip lze
dobfe ilustrovat na chovani sondy seminaftorhodafluor (SNARF-1) na obrazku ¢. 4, kdy

v kyselém prosttedi méfime emisni maximum za vilnové délky 580 nm, zatimco

v zasaditém prostiedi se se toto emisni maximum piesouva do vinové délky 640 nm.

Fluorescence (au)

550 600 650 700
Wavelength (nm)

Obr. ¢. 4.: Prubeh fluorescence sondy SNARF-1 ve dvou riznych emisnich maximech. Prvni emisni
maximum nastava v kyselém prostfedi (pH<pKa) pfi 580 nm, zatimco v zasaditém prostiedi (pH>pKa)
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pozorujeme emisni maximum pii 640 nm. Pomér intenzit fluorescence (I) méfenych pii emisi 640 nm a
580 nm (1640/1580) umoznuje stanovit hodnotu intracelularniho pH. Pfevzato z (Méndez-Ardoy et al.
2020).

3.4 Nanocastice

Nanocastice jsou klasifikovany jako objekty s primérnym rozmérem 1-100 nm.
V soucasné dobé€ je nanocasticim a rozvijejicim se nanotechnologiim vénovana zna¢na
pozornost védct 1 laické vefejnosti. To mize vyvolavat dojem, Ze nanocastice pred
nckolika desitkami let (1990) snad neexistovaly. Neni tomu tak, nanocastice se
v masivhim mnozstvi uvoliiovaly napiiklad pfi sopecnych erupcich doprovazejici
ptirozené piirodni déje na Zemi, s ptichodem c¢loveka se nanocéstice uvoliuji taktéz pii
pouhém rozdélani ohné. Po primysloveé revoluci je to pravé lidska ¢innost, jez generuje
znaény podil nanocastic do okolniho prostfedi. Teprve strmym vyvojem techniky je
mozné nejen tyto Castice pozorovat, ale taktéz je syntetizovat de novo. Jejich vyznam
nabird na dileZitosti ve spojeni s ochranou pfirody i1 lidského zdravi (pro ilustraci
azbestova nanovlékna, jeZ se diky svému jehlicovému tvaru ,,zapichnou* do plicni tkané
a tim ji vyrazné poSkozuji). Perspektivni budoucnost je ¢eka i diky jejich moZznému

vyuziti v biomedicing (napt. doprava léCiv, biosenzory, ...).
Vstup nanocastic do buiky

Nanocastice mohou vniknout do buniky pomoci endocytozy jez dale zahrnuje dva

podtypy: fagocytdzu a pinocytdzu (Kafshgari et al. 2015).

Fagocytdza je pfednostné vyuzivdna veétSimi nanocasticemi nebo jejich klastry
(méfici v priméru vice nez 500 nm). Touto vlastnosti disponuji naptiklad bunky
imunitniho systému, makrofdgy a neutrofily. Dochdzi k navdzdni nanocastice na
membranovy receptor, membrana bunky vytvofi panozku obkruzujici nanoc¢astici a ve

form¢ fagozomu ji transportuje do cytoplazmy.

Pinocytdza se dale vétvi na klatrinem zprostfedkovanou endocytézu a na klatrinu
nezavislou endocytdézu zahrnujici mikropinocytézu, kaveolinem zprostiedkovanou
endocytozu a dalsi specifické ptiklady pinocytozy (napiiklad vyuzivajici Rho GTPazu)
(Kafshgari et al. 2015).
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Klatrinem zprostiedkovana endocytéza zprostfedkovava transport vétSiny
pfijatého materidlu do bunky. Transport specifického materidlu je zajiStén pomoci
receptorti nebo na zaklad¢ hydrofobnich a elektrickych interakci mezi pohlcovanym
materidlem a membranou. Na nanocastici je pfipojen ligand cilici na konkrétni
membranu. Néasledné je tento komplex rozeznan receptorem, membrana invaginuje
dovniti bunky a vytvafi se klatrinem zpevnéna jamka. Postupnd invaginace vyusti
v odskrceni vacku dovnitf cytopasmy, kde postupuje endocytickou drdhou az do

lysozomu. Tato metoda je hojné vyuzivana v dopravée 1éCiv do buniky (Karimi et al. 2016).

V ptipadé kaveolinem zprostiedkované endocytozy se taktéz tvoii invaginovanim
membrany jamka, jez ma tvar baiiky. Po jejim odSkrceni vacek putuje ve vétsin€ piipadii
endocytickou drahou taktéz do lysozomu. Bylo ale pozorovano, ze v ptipadé kaveolinem
zprostiedkované endocytdzy je mozné obejit lysozom, tudiz citlivy naklad jako DNA

zustane zachovana (Rejman et al. 2008).

Poslednim vyznamnym zplUsobem transportu nanocastic do buiky je
makropinocytoza, taktéz uzpisobena pro rozmérnéj$i nanocastice a taktéz vyuzivajici
aktin jako fagocyt6za. Makropinocytdzou je pohlcena extracelularni tekutina obsahujici
1 nanocastice. K tomuto déji dochédzi zejména, pokud neni mozné vyuZit jiny zplsob

endocytézy (Kuhn et al. 2014).

Aplikaci specifickych inhibitort konkrétnich typl endocytdzy lze urcit nebo vyvratit

vstupni mechanismus nanocastice do buiky.
Vliv velikosti nanocastice

Je ziejmé, Ze tato vlastnost se vyznamné podili na schopnosti nanocéstice
prochéazet bunéénou membranou, cozZ bylo ovéfeno v teoretické studii vyuzivajici diftzni
model. Nejrychlejsi prinik membranou byl stanoven u nanocastic s polomérem 27-30 nm
(Gao et al. 2005). V jiné studii byl vypocten idedlni polomér nanocastice na 25 nm, coz
podporuje vyse zminény vysledek (Yuan and Zhang 2010). Je nutné ptipomenout, ze
vypocitané rozmeéry nanocastic byly stanoveny v modelovych podminkéach, za
fyziologickych podminek se nanoc¢éstice maji tendenci shlukovat. Vysledkem je tvorba
aglomeratii o nezndmych rozmérech a tvarech, jez se samoziejmé podepisSe na zplisobu

vniku do buiiky (Albanese and Chan 2011).
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Vliv tvaru nanocéastice

Tvar nanocastice hraje taktéz dalezitou roli. Nanocastice mohou nabyvat velmi
ruznorodych tvari, avSak pro biomedicinské tcely jako je doprava 1é¢iv do bunky jsou
majoritné vyuzivany nanocastice sférického tvaru (Park et al. 2009; 2008; Geng et al.
2007). 'V porovnani s nanocasticemi sférického tvaru, trubicové nanocastice
(nanomaterial s vysokym pomérem stran a n¢kolika nm Sirokym kanalem) vykazuji
snizenou miru vychytani rakovinnymi bunkami (Chithrani and Chan 2007; Chithrani et
al. 2006). Nanocastice tyCinkovitého tvaru (jeden z rozmérti nanomateridlu pievazuje,
bez kanalu) naopak poukazuji na vyss$i miru pohlcovani nanocastic rakovinnymi bunikami

v porovnani s nanocasticemi sférického tvaru (Park et al. 2009; 2008; Barua et al. 2013).
Vliv povrchu nanoéastice

Dal$im nezanedbatelnym faktorem je samotny povrch nanocastice. Je zndmo, ze
bunécnd membrana ma lehce negativni naboj (Bernfield et al. 1999), tudiz zakonité bude
ur¢ovat jaké nanocastice budou prednostné ptitahovany. V simulaéni studii pozitivné
nabit4 nanocastice stimulovala adhezi k bunééné membrané 1 internalizaci do membrany
(Li and Gu, 2010). Taktéz se ndboj promitne i do zpisobu vniku nanoc¢éstice do bunky
(endocytické drahy uptfednostiiované negativnimi a elektroneutralnimi nanocésticemi
oproti naruSeni membrany pozitivn€ nabitymi nanoc¢asticemi (Cho et al. 2009)). NaruSeni
membrany zplisobené pozitivné nabitymi nano¢asticemi tedy maji za nasledek i zvySenou

cytotoxicitu pro buiiky (Li and Malmstadt 2013).
Vznik a vliv proteinové korony

Pro pouziti nanocastic za fyziologickych podminek je dilezité brat v tivahu vznik
proteinové korony ihned po jejich aplikaci, coZ znamend obaleni nanocastice
vSudypiitomnymi proteiny (imunoglobuliny, lipoproteiny, ...). To se vztahuje 1 na in vitro
pokusy pouzivajici medium se sérem (albumin) (Cedervall et al. 2007). Vlastnosti takové
nanocastice se poté mohou radikaln€ zménit a ovlivnit tak naptiklad imunitni systém nebo

vychytavani nanoc¢éstice buitkami (Lynch and Dawson 2008).

Nicméné bylo pozorovano, Ze i za bezsérovych podminek buiiky nadale exportuji

proteiny do média (Albanese et al. 2014).

Proteinova korona je Casto znamenim pro builky imunitniho systému k jejich

pohlceni fagocytézou (Zhao and Stenzel 2018). Polocas cirkulace zlatych nanocastic
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v krevnim ob¢hu byl Uspé$né prodlouzen pfipojenim molekuly polyethylenglykolu
(PEG), zaroven nebyla pozorovdna akumulace v zivotné dilezitych organech (kromé
jater) po dobu 72 hodin (Niidome et al. 2006). Nanocastice s delSim fetézcem PEG
vykazovaly vyssi polocas cirkulace v krvi (Perrault et al. 2009; Gref et al. 2000).

Pro moznost podrobnéjsiho studia je nezbytné mit pfipravené nanocastice se stejnymi

vlastnostmi — uniformni, coz je v praxi zna¢ny problém.

Detekce pH nanocasticemi

Detekce pH nanocasticemi vyuziva princip meéfeni intracelularni pH
raciometrickymi sondami a pfednosti nanocastic. Nanocastice vynikaji schopnosti
libovolné konjugace s rizné specifickymi znackami nebo barvami. Takto upravené
nanocastice lze pravé vyuzit i k méfeni intracelularni ho pH. Nanocastice zalozené na
raciometrické detekci pH mohou byt roz¢clenény do tii skupin. Prvni skupinu pfedstavuji
pH sondy (senzor), kde nanocastice plni roli substratu. Déle existuji pH senzory s dvéma
fluorofory, kdy asponl jeden znich ma nanorozméry. Tteti skupinu pH senzorh lze

charakterizovat jako nanocastice s vnitini dualni emisi (Bigdeli et al. 2019).

Zastupcem prvni skupiny, na které bude demonstrovan i princip studovanych
nano¢astic mohou byt karbonové tecky zdivodu malé velikosti a ovéfené
biokompatibility. Karbonové tecky byly prostfednictvim povrchovych aminoskupin
konjugovany s pH senzitivnim FITC a pH nezavislym Rhodamin B isothiokyanitem
(RBITC). Pti zvySeni pH byla pozorovéana zvySena fluorescence FITC pii 515 nm. Takto
znacené karbonové tecky vykazovaly rozdily ve fluorescenci v zavislosti na pH, takto
bylo charakterizovano pH HeLa bunék (Shi et al. 2012). Totozny princip byl aplikovan i
pro syntézu nové vyvinutych kifemikovych nanocastic (SiNP), kterym se bude vénovat

tato diplomova prace.

25



4 Materialy a metody

4.1 Bunécéné kultury

Veskera prace s bunéénym materidlem probihala za striktné sterilnich podminek

ve Flowboxu (Biohazard box SafeFAST Classic, Shoeller Instruments).
Bunécné linie

V této praci byly pouzity dvé linie keratinocytii (HaCaT, A431) a jedna linie
fibroblasti (NHDF). Linie keratinocyti HaCaT piedstavovala fyziologické prostiedi
lidskych koznich buné€k ze zdravého darce, zatimco linie keratinocyti A431 byla ziskana
z epidermalnich bun¢k pacienta s rakovinou kiize. Linie fibroblasti NHDF byla ziskdna
z dermalnich fibroblasti zdravého darce. Byla zaclenéna do experimentd zejména
v piipad¢ mikroskopické €asti, a to z ditvodu jejich velikosti, jez umoziiovala preciznéjsi

zobrazeni bunéénych struktur.

Kultivaéni podminky a pasaZovani

Bunééné linie byly kultivovany v plastovych lahvich o rozméru 75 cm? (Techno
Plastic) v jednotném modifikovaném zakladnim médiu — Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco™). Kultivaéni médium dale obsahovalo 10 % fetalniho
bovinniho séra (FBS, inaktivovano, filtrovano Gibco™), 2 mM (1 %) L-glutaminu
(Gibco™) a antibiotika penicilin a streptomycin (10 000 U/ml penicilinu a 10 pg/ml
streptomycinu = 1 % celkového objemu média). Buiiky byly inkubovéany v inkubdatoru pfi

37°C,s5 % COx.

Pokud neni zminéno jinak veskeré bunécné linie byly pasdzovany identickym
zpisobem. Jelikoz se ve vSech ptipadech jednd o adherentni bunky, pasaZovani bunck
nejprve zahrnovalo oplach pfedehifatym roztokem 5 % kyseliny ethylendiamintetraoctové
(EDTA, Gibco™) ve fosfatovém pufru (PBS, Gibco™). Linie keratinocyta HaCaT a
A431 vyzadovaly delsi inkubaci (10 min) s timto chelataénim roztokem nez fibroblasty,
jez stacilo pouze oplachnout. Poté se tekutina zcela odsala a k bunikdm se nésledné se

pfidal 1 ml roztoku 0,1 % trypsinu v PBS/EDTA, jez se nechal plsobit 10 minut
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v inkubatoru. Plisobeni trypsinu bylo nasledné zastaveno pfidanim 5 ml kultiva¢niho
média (DMEM + 10 % FBS). Z vysledného objemu 6 ml bunééné suspenze se odebralo

30 ul pro vypocitani jejich koncentrace z Biirkerovy komtrky.

Experimentalni podminky/Organizace pokusu

Za ucelem nasazeni bunék na experiment se buitky nechaly nariist do konfluence
60-90 %. V zavéru pasazovani bylo prevedeno 30 pl bunééné suspenze do Biirkerovy
komurky, takto byla dopocitana koncentrace bunck. V zavislosti na experimentu byl do
riznych formath kultivacnich desticek nasazovan standardni pocet bunék keratinocytl i
fibroblastii a to 10 000 bunék na cm?. V odligné koncentraci byly bufiky vysazovany

pouze ve zvlastnich ptipadech, jez budou dale popsany.

e Pro analyzu bun¢k na pritokovém cytometru a charakterizaci bunécné populace
prostfednictvim jeji dynamiky riistu (doubling time) byly buniky nasazeny na 6-
jamkové desky (TPP Techno Plastic Products™).

e Pro méfeni bunécné viability, cytotoxické testy a experimenty s pH senzitivni
sondou SNARF-1 byly pouzity 96-jamkové desticky (TPP Techno Plastic
Products™),

e Pro experimenty zahrnujici mikroskopii byly vyuZzita 4-jamkova sklicka (Lab-
Tek®) nebo tenka kryci skli€ka pro zobrazeni Zivych bunék (Live Cell Imaging
Coverglass, Eppendorf)

Veskeré experimenty (vyjma pokusii charakterizujici dynamiku rstu bunéénych linii)
byly provadény po 24 h od nasazeni z diivodu uplného ptisednuti bun¢k k podkladu.

Kazdy experiment byl tfikrat nezévisle zopakovan.
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4.2 Charakterizace bunék

4.2.1 Dynamika rustu populace bunécné linie
Jednou ze zékladnich metod charakterizace bunééné populace je ur¢eni dynamiky

jejiho rastu. Toho bylo dosazeno stanovenim poc¢tu bunék v nartstajicim Case (doubling
time, DT). Buiky A431, HaCaT, NHDF byly nasazeny na 6-jamkovou desku
v koncentraci 10 000 bungk/cm?. V &ase 4 h, 24 h a 48 h jsou buiiky z jamek stazeny
pomoci trypsinu a spocitany v Biirkerové komiirce. Dynamika ristu byla vypocitana

pomoci volné dostupného programu https://www.doubling-time.com/compute.php?lang=en

(Doubling Time Computing, Roth V.).

4.2.2 Charakterizace bunécné linie NHDF fluorescencnim mikroskopem
Olympus

Za tucelem charakterizace bunécné linie NHDF byly vizualizovany nékteré
bunécné struktury a organely. Tytéz postupy barveni zivych i fixovanych bunék byly

pouzity pro kolokalizaci SiNP a SNARF-1.
Obecny postup fixace

K fixaci byl vyuZivan 3 % roztok glutaraldehydu (GA, Sigma-Aldrich) v PBS.
Nejprve bylo odsato médium, nasledoval 3x oplach 500 ul PBS. Poté bylo k buiitkam
ptidano 500 ul 3 % GA, inkubace 15 min ve tmé pii RT. Po inkubaci byly bunky
oplachnuty 3 x 500 pl PBS, skli¢ko bylo zamontovano do montovaciho média (Thermo
Scientific™ Shandon™ Immu-Mount™). Preparaty byly ponechany v lednici

k zaschnuti.
Barveni

Bunky byly po fixaci permeabilizovany 0,1 % roztokem Tritonu v PBS po dobu
20 min pii RT (pfikryto alobalem). Nasledoval 2x oplach 500 ul PBS. Poté¢ bylo pfidano
500 pl konkrétniho barviciho roztoku, nasledovala inkubace za podminek uvedenych
v tabulce €. 1. Po inkubaci opé€t nasledovalo oplachnuti sklicka 2x 500 ul PBS. Sklicko
bylo zalito do montovaciho média, pfikryto krycim sklickem a ulozeno k zaschnuti do

lednice. Vzorek byl po celou dobu manipulace a uskladnéni drzen ve tm¢.
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Inkubace Excitace Emise
Nézev Vyrobce Redéni pti 37°C (nm) (nm)
Phalloidin +
Alexa Fluor 488 Invitrogen 1 uM 45 min 551 567
DAPI Sigma 1 uM 15 min 340 488
MitoTracker RED
CMXRos Invitrogen 100 nM 30 min 579 599
Mitotracker Green | Invitrogen 100 nM 30 min 490 516
VSCHT,
LysoTracker (Havlik et al.
MHB207 2019) 250 nM 10 min 350-400 | 400-450

Tab. €. 1: Aplikované fluorescencni latky a podminky jejich pouziti

Snimky byly pofizeny na inverznim fluorescenénim mikroskopu (Olympus
IX71) barevnou kamerou (Olympus DP74) objektivem 40x a 100x (UPlanPI s pouzitim
imerzniho oleje Olympus).
% Kanal 2 (pro DAPI, Lysotracker MHB207) vinové délky excitace 360 — 370 nm,
vlnové délky emise 420-460 nm
¢ Kanal 3 (pro FITC, Mitotracker Green, 2-NBDG - zelena fluorescence) excitace
470-495 nm, emise 510-550 nm.

% Kanidl 5 (pro RhoB, SNARF-1, Mitotracker Red CMXRos — cervena
fluorescence) excitace 510-550 nm, emise 570 nm.

4.2.3 Stanoveni bunécné zivotaschopnosti

Obecny postup:

Byl pfipraven 10 % roztok MTS ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2Htetrazolium)) do predehtatého
kultivaéniho média. Na jednu jamku 96-jamkové desky bylo aplikovano 100 pl 10 %
MTS, véetné blanku (pouze 10 % roztok MTS). Inkubace trvala 2 hodiny v 37 °C v 5 %
CO» inkubatoru. Hodnoty absorbance byly zmeéfeny na destiCkovém spektrometru
(Spark® multimode microplate reader, Tecan Trading AG) pii nastavené vinové délce 490

nm a pii 655 nm, coz byla hodnota pozadi, ktera se nasledné odecitala.
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MTS A431 a HaCaT

Pro studium bunécné viability vybranych bunéénych linii byly vysety buitkky A431
a HaCaT v koncentraci 10 000, 15 000 a 20 000 bun&k/cm?. Po 24 h bylo odsato médium,
bylo pfidano 100 pl 10 % MTS na jamku, byly vyclenény jamky pro blank. Po uplynuti

inkubace bylo provedeno méteni na destickovém spektrometru za zminénych podminek.

4.3 Charakterizace kiremikovych nanocastic

Studované kiemikové nanoéastice (SiNP) byly piipravovany na Ustavu analytické
chemie VSCHT pod vedenim doc. RNDr. Ing. Pavla Rezanky, Ph.D.. P¥i mém nastupu
na diplomovy projekt byly nanocéstice pfipraveny pravé konCici studentkou Ing.
Spackovou. Nano&astice piipravené v té dobé se vyznacovaly stabilni vazbou fluorofort
k nanocastici, vzorky byly sterilni, nanocastice netvorily shluky a vyskytovaly se dle
testovacich mikroskopickych snimk uvnitf buiiky. To byly taktéz ptedpoklady pro dalsi
studium téchto nové vyvinutych fluorescen¢nich SiNP. Po roz$ifeni spoluprace
a nastoupeni nové studentky Ing. Anety Moty¢kové do VSCHT laboratofe se bohuzel jiz
nedatilo podle ptivodniho protokolu pfipravit identické nanocastice. Po dodani mnoha
vzorkll Cerstvé pfipravenych nanocastic, jez byly zdroven mym jedinym dostupnym
materidlem, byla pfi prvnich testovacich pokusech odhalena jejich nekvalita. Az po dvou
letech byly nakonec dodany takové vzorky, jez alespoil ¢astené spliiovaly naSe piivodni
pozadavky. Témito nanoc¢asticemi byly SiNP z Sarze F dodané v ¢ervnu 2020 (typ F-RF
—s Rho B 1 FITC, typ F-R — pouze s Rho B). VSechny pfipravené a dodané nanocastice

jsou chronologicky setazeny do Sarzi A-F, znazornéno niZe v tabulce €. 2.
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Sarze datum prevzeti

08.11.2018

22.03.2019

09.10.2019

12.12.2019

04.05.2020

o om g Q| W o

16.06.2020

Tab. &. 2: Sarze nano&astic obdrzenych v priibéhu diplomové préce.

Nové vyvinuté kifemikové nanocastice se sice liSily pramérem, avSak princip
zustaval stejny. K detekci pH uvnitf buiiky byly nanocéstice modifikovany dvéma
fluorofory. Na jejich povrchu byl piipojen fluorescein isothiokyanat (FITC), jehoz
fluorescence se méni v zavislosti na pH v rozmezi 5-7,5 (obr. €. 5). Déle byl na ¢astici
taktéz navazan na pH nezavisly fluorofor rhodaminB (Rho B), ktery se na rozdil od FITC
,»,nezhasi“ a v hodnotach od pH 4-10 je jeho emisni fluorescence stabilni. Proto byl zvolen

k vazb¢ na nanocéstici za Gcelem jeji lokalizace.
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Obr. ¢. 5: Fluorescencni spektra métena ve vodném roztoku FITC pii pH 5-7,5. Pii excitaci 495 nm
(pfevzato z diplomové prace Motyckova, 2017).
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Samotné kiemikové nanocastice byly v laboratotich VSCHT syntetizovany
metodou alkalické hydrolyzy tetracthoxysilanu, tak aby obsahovaly aminopropylové
skupiny nutné pro vazby s fluorofory. Nasledn¢ byly nanocastice modifikovany
fluorescencni latkou FITC o riznych koncentracich (1,7-0,005 mmol/l), byly testovany
ruzné koncentrace, aby byl zajiStén dostatek vazebnych aminoskupin pro vazbu
Rhodaminu B. K dal$i modifikaci byly vybrany SiNH; s fluoroforem FITC o koncentraci
0,03 mmol/l. Nanocastice s navazanym FITC 1 Rho B byly proméieny na fluorescenénim

spektrometru, opét byly vzorky analyzovany vyse zminénymi metodami.

Byla provedena obrazova analyza snimkii nanocastic pofizenych na TEM —
transmisnim elektronovém mikroskopu (graf sobrazkem ¢. 6). U kazdého typu
nanocastic byl urcen jejich primér a polydisperzni index (PI), ktery charakterizuje
disperzitu ¢astic (Tab. €. 3). Pokud se hodnota PI blizi jedné, znamena to, Ze nanocéstice
se budou vice shlukovat a tvofit aglomeraty, coz je pro jejich vizualizaci nezadouci.
Hodnota PI byla u nové dodanych nanocastic nizsi nez 0,1, proto mohou byt povazovany
zamonodisperzni. V tabulce €. 2 jsou specifikovany vSechny obdrZzené Sarze, dale se budu

vénovat pouze posledni Sarzi F, ktera jedina spliiovala parametry (Tab. €. 4, graf €. 6).

Typ nanocastic Pramér nanocastic (nm) Polydisperzni index

A 247 + 17 0,0047
B 43,9+3,5 0,0064
C1 10,2+ 1,2 0,0138
C2 12,0+ 2,1 0,0306
D 147+ 12 -

E1l 142+22 0,0249
E2 8,6 £1,6 0,0354
F-R 142+22 0,0249

Tab. ¢.3: Primeér nanocastic jednotlivych Sarzi spolu s vybérovou smérodatnou odchylkou a polydisperzni
index pro jednotlivé typy nanocastic. VSechny Sarze méfeny po navazani Rho B i FITC, u Sarze D byl
fluorescein uvnitf, dostupny udaj pouze o zeta potencidlu, u typu E2 a F-R zméfen rozmér nanocastice
pouze s Rho B) (pfevzato z Spackova et al. 2019).

U pfipravenych nanocastic z Sarze F-RF byly zméfeny maximalni intenzity

v emisnim spektru pro obé¢ fluorescen¢ni latky, viz tabulka ¢. 3. Graf €. 6 znazoriuje

cetnost naméfenych pramért nanocastic s prilozenym snimkem z TEM.
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FITC Rhodamin B

koncentrace FITC , ., , max. v 1. max.
Vzorek fedéni . ) fedéni . .

(mmol/l) intenzita intenzita
F-RF nemodifikovdno pomoci FITC 640x 42,2-10°
F-RF 0,03 31,25x  51,60110° 125x 39,001103

Tab. €. 4: Hodnoty maximalni intenzity v emisnich spektrech pro FITC (pfi 516 nm) a pro rhodamin B (pfi
581 nm) u jednotlivych pfipravenych nanocastic. Taktéz koncentrace FITC pouzitého pfi pfiprave a fedéni
suspenze nanocastic pro méfeni emisnich spekter FITC a rhodaminu B (ptevzato z diplomové prace -
Spackova et al. 2019).
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o

20 -+
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6,5 95 12,5 15,5 18,5 21,5 24,5

Prameér nanoéastic (nm)

Graf ¢. 6: Histogram velikosti nanocastic typu F-RF naméfenych pomoci snimkd z TEM (pievzato z
Spackova et al. 2019).

Déle byly po inkubaci v pufrech o hodnotach pH 5-7,5 proméfeny emisni spektra
této nanocastice na fluorescen¢nim spektrometru. Z namétenych spekter byly odecteny
hodnoty maximdlni intenzity pro obé fluorescen¢ni latky. Jejich pomér hodnot byl
vynesen v zavislosti na pH do grafu a prolozZen sigmoidialni funkci. Z grafu €. 7 je patrné,

ze s rostouci hodnotou pH také roste pomér maximalni intenzity FITC a rhodaminu B.
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IFITC/IRhB

pH
Graf €. 7: Zavislost poméru maximalnich intevnzit FITC a rhodaminu B v jejich emisnich spektrech na pH
pufru pro nanocastice typu R-RF (pievzato z Spackova et al. 2019).

Za ptedpokladu, ze SiNP vniknou dovniti bun€k, bude mozné analyzovat
fluorescence FITC v programu Imaris. Pii shodném nastaveni pokusu i snimani fotek
bylo zamysleno vyhodnotit zmény fluorescence FITC v zavislosti na pH. Analyzou
obrazu by poté bylo mozné vypocitat vnitrobunécné pH v riiznych bunéénych liniich a

vzajemné je porovnat.

4.3.1 Testovani mozné cytotoxicity rozdilnych koncentraci SINP

Pro stanoveni bunécné viability bunék A431 a HaCaT po inkubaci s SiNP bylo
nasazeno 10 000 bun&k/cm? na 96-jamkovou desku. Pied fedénim a naslednou aplikaci
k buitkkdm bylo nutné vzorky SiNP sonikovat 45 min vledu a poté vortexovat.
Nasledovalo fedéni SINP do DMEM média s 5 % FBS (v koncentracich 25 pg/ml, 50
pg/ml a 100 pg/ml). Po 24 hod od nasazeni byly buiiky oplachnuty 100 ul PBS, poté bylo
ptidano 100 pl pfipraveného roztoku SiNP v rliznych koncentracich. Kontrola obsahovala
buiikky ve 100 ul DMEM média s 5 % FBS. Natedéné roztoky SiNP byly ptidany i do
prazdnych jamek jako kontrola, Ze nanocastice nereaguji s MTS roztokem. Nasledovala
inkubace 24 hod pti 37 °C v 5 % CO» inkubéatoru. Poté byly bunky i jamky pouze s SiNP
oplachnuty 100 pl PBS. Bylo pfidano 100 pl 10 % roztoku MTS v kultivatnim médiu
DMEM s 10 % FBS. Inkubace trvala 2 hod pii 37 °C v 5 % CO; inkubatoru. Po uplynuti
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inkubace bylo provedeno meéfeni na destickovém spektrometru za vyse uvedenych

podminek.

4.3.2 Proliferacni test CyQuant
Nejprve byl piipraven 1X HBSS pufr ziedénim 2,2 ml 5X HBSS pufru

(Komponenta C) do 8,8 ml MilliQ vody (celkové mnozstvi 11 ml). Barvici roztok byl
pfipraven smiSenim 11 ml 1X HBSS pufrus 22 ul CyQUANT® NF barvici komponentou
(Komponenta A). Po analyze bunécné viability pomoci MTS testu bylo z bunék odsato
médium a do stejnych jamek bylo pfidano 50 pl barviciho roztoku CyQUANT. Po 1
hodin¢ inkubace ve tmé pii 37 °C byla desticka analyzovdna pomoci destickového
spektrometru (Spark® multimode microplate reader, Tecan Trading AG) pfi vlnovych
délkach excitace 485 nm a emise 530 nm. Metoda byla zavedena pro normalizaci bunék
po MTS testu, podilem hodnot absolutni absorbance pfi MTS testu a poctem bunék
barvenych CyQuant se vyjadfila normalizovand absorbance, kterd se nasledné

porovnavala s kontrolou (100 %) a vyjadtila v procentech.

4.6 Vizualizace SiNP fluorescen¢nim mikroskopem Olympus

Pro lokalizaci SiNP v ramci bunéného systému bylo vyuZito fluorescencni
mikroskopie. Buiiky A431 a HaCat byly vysety na 4-komiurkové sklicko v koncentraci
10 000 bungk/cm?. Po 24 h byly buiiky oplachnuty 500 pl PBS. Vzorky SiNP byly pted
aplikaci sonikovany 45 min na ledu, vortexovany a nafedény do DMEM s 5 % FBS (v
koncentracich 25 pg/ml, 50 pg/ml a 100 pg/ml). Po oplachu byly ptidany SiNP v riznych
koncentracich k buitkdm v mnozstvi 500 pl, ke kontrole bylo pfidano pouze 500 ul
DMEM s 5 % FBS. Nasledovala inkubace po dobu 15 min pti 37 °C v5 % CO»
inkubétoru. Pro posledni Sarzi nanocastic (SarzZe F) bylo zafazeno béhem inkubace bunék
s nanoc¢asticemi barveni bunéénych jader DAPI (podle podminek v tab. €. 3), jez slouzilo
k lokalizaci bunék. Po tomto simultannim barveni byl pfidan 1 pl 0,01 % roztok Tritonu
(v PBS) za ucelem podpofit vstup nanocastic do buné€k, inkubace s Tritonem trvala 1 min.
Po inkubaci byly buiiky standardné oplachnuty 500 pl PBS, bylo ptidano 500 pl DMEM

média. Skli¢ko s zivymi buiikami bylo foceno na svételném mikroskopu (Olympus IX71)
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s kamerou (Olympus DP74, objektiv 40x) v kanalu 3 pro FITC a 5 pro Rhodamin B (viz

nize).

Po nasniméni zivych bun¢k bylo sklicko zafixovano. Nejprve bylo odsato
médium, pak nésledoval oplach 500 pl PBS. K fixaci byl pouzit 3 % roztok
glutaraldehydu v PBS (GA, Sigma-Aldrich) v mnozstvi 500 pl, inkubovéano 20 min, ve
tme pti RT. Po inkubaci byly buiiky oplachnuty 500 ul PBS a skli¢cko bylo zamontovano
do montovaciho média (Thermo Scientific™ Shandon™ Immu-Mount™). Preparaty

byly uchovavany pti 4°C.

Snimky byly pofizeny na inverznim fluorescencnim mikroskopu (Olympus
IX71) barevnou kamerou (Olympus DP74) a objektivem 40x a 100x (UPlanPI s pouzitim
imerzniho oleje Olympus). Snimky byly foceny v programu cellSens Standard
(Olympus).
¢ Kanal 2 (pro DAPI — modra fluorescence) excitace 360-370 nm, vinové délky
emise 420-460 nm
% Kanal 3 (pro FITC - zelena fluorescence) excitace 470-495 nm, emise 510-550

nm
% Kanal 5 (pro Rho B - ¢ervena fluorescence) excitace 510-550 nm, emise 570 nm

Agarovy test mozné kontaminace nanocastic

Byly pfipraveny 12-jamkové desticky s nalitym agarem. Agar (Bacto Agar) byl
ptfipraven v koncentraci 3,5 % (smichdnim 3,5 g na 100 ml vody, rozpustén
autoklavovanim). Pro test moZné kontaminace byly pouZity dva typy nanocéstic
z Sarze E (typ El a E2 -rozdilné rozméry, oba typy dodané v destilované vod¢). Pro
srovnani byly pouzity posledni dodané nanocéstice typu F (typ F-RF - Rho B 1 FITC
a F-R — pouze s Rho B dodané v metanolu, typ E-RF s MilliQ vod¢). Ze &yt
pfipravenych roztokli nanocéstic bylo odebrano klickou identické mnozstvi a
rozetteno po plotné agaru. Po 48 hod inkubaci v inkubatoru pii 37 °C byly jamky

vyfoceny.
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4.7 Lokalizace SiNP pomoci konfokalni mikroskopie

Skenovaci konfokalni mikroskop vyuziva jako zdroj svétla laser, ktery je ptes
systém clonek zamétovan na vzorek. Vzorek je dale skenovan pod po bodu. Tento druh
mikroskopie umozinuje zaostieni na jeden bod, pro celkovou vizualizaci je nutné slozit
vSechny snimky a zaroven je tak mozné odfiltrovat signal vychazejici nad a pod rovinou
sledovaného vzorku. Vyhodou je snimani sérii optickych fezl a jejich nasledné slozeni

do 3D modelu.

Snimky byly pofizeny na skenovacim konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP8
X (Leica Microsystems) s pouzitim digitalni CCD kamery (Leica DFC365 FX) a
objektivu pti zvétseni 63 (HC PL APO CS2 63x/1.40 OIL objective) na Klinice détského
l1ékarstvi, 1.LF UK a VFN.

Vizualizace SiNP typu F-RF pomoci konfokalni mikroskopie

Buriky linie A431 a HaCaT byly nasazeny v koncentraci 10 000 bun&k/ cm? na
4-jamkové sklicko (Cell Imaging Coverglass, Eppendorf). Po 24 h byly buniky oplachnuty
500 ul PBS. Vzorky SiNP byly pted aplikaci sonikovany 45 min na ledu, vortexovany a
natedény do DMEM s 5 % FBS (koncentrace 100 pg/ml). Po oplachu byly pfidany SiNP
k buitkdm v mnozstvi 500 pl, ke kontrole bylo pfidano pouze 500 ul DMEM s 5 % FBS.
Nésledovala inkubace po dobu 15 min pii 37 °C v 5 % CO; inkubatoru. Béhem inkubace
bunék s nanocasticemi bylo po 5 min pfidano do kazdé jamky DAPI (podle podminek
v tab. €. 1), jez slouzilo k lokalizaci bunék. Po tomto simultdnnim barveni byl pfidan 1 pl
0,01 % roztok Tritonu (v PBS) za ti€elem podpoftit vstup nanocastic do bun¢k, inkubace
s Tritonem trvala 1 min. Po inkubaci byly buiiky standardné oplachnuty 500 ul PBS.
Nésledovala fixace, kontrola byla dodate¢né barvena Phalloidin + Alexa Fluor 488 podle
podminek v tabulce €. 1. Fluorescence Phalloidin + Alexa Fluor 488 byla snimana za
stejného nastaveni detektoru jako pro FITC. Po 48 hod zaschnuti preparatu v lednici byly
potizeny snimky pii zvétSeni 63 (HC PL APO CS2 63x / 1.40 OIL objektiv), excitované

pii 405 nm a dale podle nastaveni niZe:
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Detektor Emise (nm) Gain
DAPI PMT1 435-478 600
Rho B PMT2 600-721 450
FITC (+ Phalloidin + | HyD 3 505-550 50
AF 488)

Tab. €. 5: Nastaveni detektort pro kolokalizaci SiNP typu F-RF

4.8 Lokalizace SiNP pomoci super-rezolu¢ni mikroskopie (STED -
Stimulated Emission Depletion)

Buriky linie A431 a HaCaT byly nasazeny v koncentraci 10 000 bun&k/ cm? na 4-
jamkové skli¢ko (Cell Imaging Coverglass, Eppendorf). Po 24 h byly buiiky oplachnuty
500 pl PBS. Vzorky SiNP byly pted aplikaci sonikovany 45 min na ledu, vortexovany a
natedény do DMEM s 5 % FBS (100 pg/ml). Po oplachu byly ptfidany SiNP k buitkdm
v mnozstvi 500 ul, ke kontrole bylo ptidano pouze 500 ul DMEM s5 % FBS.
Nasledovala inkubace po dobu 15 min pii 37 °C v 5 % CO; inkubatoru. Béhem inkubace
bunék s nanocasticemi bylo po 5 min pfidano do kazdé jamky DAPI (podle podminek
v tab. €. 1), jeZ slouzilo k lokalizaci bun€k. Po tomto simultannim barveni byl ptidan 1 pl
0,01 % roztok Tritonu (v PBS) za ticelem podpofit vstup nanocastic do buné€k, inkubace
s Tritonem trvala 1 min. Po inkubaci byly buiiky standardné oplachnuty 500 ul PBS.

Nasledovala fixace a zaschnuti preparatu v lednici po dobu 48 hod.

Snimky byly pofizeny na zaptjéeném STED mikroskopu od firmy Aberrior
Instruments, typ STEDY CON na Matematicko-fyzikalni fakulté Ptirodovédecké fakulty
UK v laboratofi Mgr. Anny Fucikové, Ph.D. Bylo pouzito zvétSeni 100x, detektor pro
RhoB detektor 650-700 nm, pro snimani FITC detektor 575-625 nm, znazornéno

v tabulce ¢&. 6.

Excitace (nm) | Emise (nm) Gain
DAPI 405 461 33 %
Rho B 561 650-700 50 %
FITC 488 575-625 50 %

Tab. €. 6: Nastaveni detektort pro kolokalizaci SiNP typu F-RF
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4.9 Stanoveni intracelularniho pH pomoci pH indikatoru SNARF-1

Byl piipraven roztok pH indikatoru SNARF-1 v DMEM médiu bez FBS o
koncentraci 10 uM. FBS bylo vynechéno z diivodu mozné interakce esterdz obsazenych
v FBS s indikatorem. Pro dalsi eliminaci bunécnych esteraz byl zafazen oplach bun¢k
PBS pied aplikaci roztoku SNARF-1. Po 24hod od nasazeni bun¢k byl piidan roztok
SNARF-1 (mnozstvi uvedené nize pro kazdou metodu), inkubace s butikami trvala 30
min pti 37 °C v 5 % CO> inkubatoru. Po uplynuti inkubace byl roztok SNARF-1 odsan a
objem byl doplnén samotnym DMEM mediem.

e V piipad¢ méteni na spektrometru bylo ptidavano 100 pl barviciho roztoku na 1
jamku 96-jamkové desky o rozloze 0,334 cm?.

e V piipad¢ analyzy prutokovym cytometrem byl pfidavan 1ml barviciho roztoku
na 1 jamku 6-jamkové desky o rozloze 9,026 cm?.

e Pro vizualizaci indikatoru v bunice metodou fluorescen¢ni mikroskopie bylo
pridavéano 500 pl barviciho roztoku na 1 jamku 4-jamkového sklicka o rozloze 1,7

cm?.

4.9.1 Kalibrace SNARF-1

K dopocitani hodnot pH bylo nutné nejdiiv SNARF-1 kalibrovat v roztocich o
riznych hodnotach pH za pfitomnosti K'/H" ionoforu Nigericinu (Sigma-Aldrich).
SmiSenim kysel¢ho pufru A a zasadit¢ho pufru B v odlisnych pomérech byly pfipraveny

pufry o hodnotach pH: 6,5; 7; 8.

Byly nasazeny buiiky linie HaCaT a A431 v koncentraci 10 000 bunék na cm?, po
24 hod byly oplachnuty 100 ul PBS. Pfipraveny 10 uM roztok SNARF-1 (v DMEM
médiu bez FBS) byl poté ptidan v mnoZstvi 100ul na jamku. Po uplynuti 30 min inkubace
pti 37 °C v 5 % CO2 inkubatoru byly bunky oplachnuty 100 pl PBS. Do pftislusnych
jamek byly ptidany pufry o hodnoté pH 6,5; 7; 8 v mnozstvi 100 pl na jamku, zaroven
byl pfidan 1 ionofor Nigericin (2 pl na jamku, 1 mg/ml v MillQ vod¢). Inkubace trvala 30
min pfi RT ve tmé. Kontrolni buniky byly ponechany v DMEM médiu.
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Experimenty s pH indikdtorem SNARF-1 zahrnovaly tfi metody

1. Detekce SNARF-1 metodou fluorescencnim spektroskopie
2. Detekce SNARF-1 metodou priitokové cytometrie

3. Vizualizace SNARF-1 pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus

4.9.2 Detekce SNARF-1 metodou fluorescencnim spektroskopie

Bunky linie HaCaT a A431 byly nasazeny na 96-jamkovou destiCku
v koncentraci 10 000 bunék/cm?. Po 24 hod bylo odsato kultivaéni médium, nasledoval
oplach 100 pul PBS. Byl pfipraven roztok SNARF-1 v DMEM médiu bez FBS o
koncentraci 10 uM. K buitkdm bylo ptiddno 100 pl roztoku SNARF-1 a buiky byly
inkubovany 30 min pii 37 °C v5 % CO2 inkubatoru. Buiky byly pfed zmétenim
oplachnuty a ponechany v PBS. Analyza byla provedena na destickovém spektrometru
Tecan (Spark® multimode microplate reader, Tecan Trading AG) v rezimu méfeni
intenzity fluorescence pii nastavené vinové délce excitace 488 nm a emise 580 nm a 640

nm.

4.9.3 Detekce SNARF-1 metodou prutokové cytometrie

Buriky A431 a HaCaT byly nasazeny v koncentraci 10 000 bunék/cm? na 6-
jamkové desky. V den méfeni byl pfipraven roztok SNARF-1 v DMEM médiu bez FBS
o koncentraci 10 pM. Po 24 hod od nasazeni byly buiiky oplachnuty 1 ml PBS. K bunkam
byl pfidan 1ml pfipraveného roztoku SNARF-1. Inkubace trvala 30 min pii 37 °C v 5 %
COz inkubétoru.

Nasledovalo pfevedeni bun¢k véetné nebarvené kontroly do zkumavek urc¢enych
pro analyzu v prutokovém cytometru (FACS - Fluorescent Activated Cell Sorting, BD
FACSCanto™, BD Biosciences). Buiiky byly oplachnuty a inkubovany 10 min v 1 ml
roztoku EDTA pfti 37 °C v 5 % CO; inkubatoru. Nésledovalo odsati roztoku EDTA a
ptidani 300 pl ptedehiatého 0,1% roztoku trypsinu (v PBS/EDTA), nasledovala inkubace
10 min pii 37 °C v 5 % CO: inkubétoru. Poté bylo pfidano 700 pl kultivaéniho média

DMEM + 10 % FBS. Bunécna suspenze byla pievedena do oznacenych zkumavek.
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Nasledovala centrifugace pii 300 g, v RT po dobu 5 min. Od pelety byl odsan supernatant,
bylo ptidano 200 pl PBS, poté byla peleta homogenizovana. Méfeni bylo provedeno na
pratokovém cytometru v programu FACS Diva (BD FACSDiva™, BD Biosciences)
v kandlu BD3*585 42*PE-A pro prvni emisni maximum pii 580 nm a v kanalu
BB2*670 LP*PerCP-A pro druhé emisni maximum pii 640 nm, zndzornéno v tabulce €.
7. Data byla zpracovana v programu FlowJo (FlowJo, LLC), byla uréena primérna

hodnota intenzity fluorescence - MFI (z angl. Median Fluorescence Intensity).

Nazev kanalu | excitace (nm) | emise (nm)
PerCP 488 670
PE 488 585+ 21

Tab. ¢. 7: Nastaveni kanalti pro snimani SNARF-1 metodou prutokové cytometrie

4.10 Vizualizace SNARF-1 fluorescenénim mikroskopem Olympus

Linie bun¢k HaCaT a A431 byly vysazeny na 4-jamkové sklicko v koncentraci
10 000 b/cm? na 24 hodin. Byl natedén SNARF-1 do DMEM média bez FBS
v koncentraci 10 uM nebo 5 pM. Z predpéstovanych bunék bylo odsato kultivacni
médium, nasledoval oplach 500 ul PBS. Poté bylo ptidano 500 ul pfipraveného roztoku
SNARF-1, bunky byly inkubovéany 30 min pti 37 °C v 5 % CO; inkubatoru. Nasledn¢ byl
roztok odséan, buniky byly oplachnuty v PBS a foceny zivé v 10 % FBS DMEM médiu.
Snimky byly pofizovany na fluorescencnim mikroskopu (Olympus IX71) s
kamerou (Olympus DP74, objektiv 40x) v kanalu 5 (excitace 510 — 550 nm/emise 570

nm).

Po fixaci bun€k linie HaCaT inkubovanych spH indikdtorem SNARF-1
v koncentraci 5 pM a 10 uM byla bunécné jadra dodate¢né barvena DAPI (Sigma,
excitace pii 340 nm, emise pii 488 nm). Pro lokalizaci SNARF-1 v buiice byl nésledné
aktin zna¢en pomoci Phalloidin + AF 488 (Invitrogen, excitace pii 551, emise pii 567
nm). Fixace a barveni bun¢k probihalo podle obecného postupu fixace a barveni dale

podle podminek uvedenych v tab. €. 1.

K vizualizaci bunéénych lysozomt v Zivych bunikach byl aplikovan LysoTracker
MHB207 pii optimalnich vinovych délkach excitace 350-400 nm a emise 400-450 nm,
ktery byl ptipraven kolegy z VSCHT (Havlik et al. 2019). Byl piipraven barvici roztok
LysoTracker MHB207 (koncentrace 250 nM v 10 % FBS DMEM médiu). Po 20 min
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inkubaci bun¢k se SNARF-1 byly bunky oplachnuty 500 ul PBS a bylo ptidano 500 pl
barviciho roztoku LysoTracker MHB207. Po 10 min inkubaci byly buniky oplachnuty 500

ul PBS a vyfoceny na fluorescenénim mikroskopu v nasledujicich kanalech:

% Kanal 2 (pro DAPI, LysoTracker MHB207 — modra fluorescence) vinové délky
excitace 360-370 nm, vinové délky emise 420-460 nm

Kanal 3 (Phalloidin + AF 488 - zelend fluorescence) vinové délky excitace 470-
495 nm, vlnové délky emise 510-550 nm.

Kanal 5 (SNARF-1- ¢ervena fluorescence) vinové délky excitace 510-550 nm,
vinové délky emise 570 nm.

7
0.0

7
0.0

Po vyfoceni zivych bun¢k bylo sklicko zafixovano. K fixaci byl pouzit 3 % roztok
glutaraldehydu (GA, Sigma-Aldrich) v MilliQ vodé¢. Nejprve bylo odsato médium,
nasledoval oplach 500 pl PBS. Néasledné se k bunkdm piidalo 500 pl 3 % GA na 20 min
inkubace v temnu (pfikryto alobalem) a pti RT. Po inkubaci byly bunky oplachnuty 500
ul PBS a sklicko bylo zamontovano do montovaciho média (Thermo Scientific™

Shandon™ Immu-Mount™). Preparaty byly uchovavany pii 4 °C.

Pro precizngj$i kolokalizaci SNARF-1 s riznymi bunéénymi organelami byly
zafixované buiiky nasnimany na konfokdlnim fluorescenénim mikroskopu Leica TCS
SP8 X (Leica Microsystems). V téchto pokusech byl bunéény aktin vizualizovan
Phalloidinem konjugovanym s fluorescen¢ni znackou Alexa Fluor 488 (Invitrogen™
Alexa Fluor™ 488 Phalloidin), jadro bylo znaceno DAPI (Sigma). Metoda bude

podrobnéji popsana v samostatné kapitole Mikroskopie.

4.11 Lokalizace SNARF-1 konfokalnim mikroskopem

Buriky HaCaT a A431 byly nasazeny v koncentraci 15000 bunék/cm? na 4-
jamkové sklicko (Cell Imaging Coverglass, Eppendorf). Po 24 hod byly bunky
inkubovany 30 min s 10 uM SNARF-1 podle vyse uvedené¢ho postupu, 10 min pied
koncem inkubace byl pfidan Lysotracker MHB 207 (podle podminek v tab. ¢. 1). Po
fixaci a permeabilizaci vzorku nésledovalo DAPI (Sigma) za podminek uvedenych
v tabulce €. 8. Po 48 hod zaschnuti preparatu v lednici byly pofizeny snimky pfi zvétSeni
63 (HC PL APO CS2 63x / 1.40 OIL objektiv), excitované pii 405 nm a dale podle

nastaveni nize:
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Detektor Emise (nm) Gain
DAPI PMT1 388-397 550
LysoTracker PMT2 440-470 700
MHB207
SNARF-1 580nm | HyD 3 570-590 50
SNARF-1 640nm | HyD 4 630-650 50

Tab. ¢. 8: Nastaveni detektort pro kolokalizaci SNARF-1.

4.12 Stanoveni bunécné spotireby glukozy pouzitim jejiho analogu 2-
NBDG

Buniky A431 a HaCaT byly nasazeny na 6-jamkové desticky v koncentraci 10 000
bunék na cm?. Pied aplikaci byl ptipraven 10 pM roztok 2-NBDG do specidlniho DMEM
média, které neobsahovalo hydrogenuhli¢itan sodny, glukoézu, glutamin ani pyruvat
sodny (Agilent Seahorse XF DMEM Medium pH 7.4, © Agilent Technologies). Po 24
hod od nasazeni byly buniky oplachnuty 1 ml PBS a postupné dochézelo k ptidani 1 ml
10 uM roztoku 2-NBDG - v ¢ase 0 (celkova inkubace 45 min), po 15 min (celkova
inkubace 30 min) a po dalSich 15 min (celkova inkubace 15 min) se ptidal roztok 2-
NBDG. Experiment byl proveden v duplikatu a byla zahrnuta i nebarvena kontrola. Po
uplynuti inkubace byly vSechny jamky vyfoceny na fluorescenénim mikroskopu
(Olympus [X71) s kamerou (Olympus DP74, objektiv 40x) v kanalu pro FITC (rozsah
vlnovych délek excitace 470-495 nm a emise 510-550 nm).

Nasledovalo pievedeni bun¢k z desky do zkumavek. Po odsati média byly buiiky
inkubovany 10 min v 1 ml pfedehiatého 5 % roztoku EDTA v PBS. Poté nasledovalo
odsati, pfidani 300 ul 0,1 % roztoku trypsinu (v PBS/EDTA). Po 10 min inkubaci bylo
pusobeni trypsinu zastaveno ptfidanim 700 upl kultivacniho média s FBS. Bunécna

suspenze byla pievedena do oznacenych zkumavek.
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Naésledovalo stoceni bunék v centrifuze pti 300 g, 5 min pii pokojové teploté
(room temperature, RT). Od pelety byl odsan supernatant, peleta byla resuspendovana
v 200 ul PBS. Analyza byla provadéna na pritokovém cytometru (FACS - Fluorescent
Activated Cell Sorting, BD FACSCanto™ Flow Cytometer, BD Biosciences-US) pomoci
softwaru FACSDiva (BD FACSDiva™ Software, BD Biosciences-US). Bylo méfeno
10 000 udaélosti z kazdé zkumavky. Byl pouzit kanal BE4*530 30*FITC-A, popsano
v tabulce €. 9. Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program FlowJo (FlowJo, LLC), byla

urcena prumérna hodnota intenzity fluorescence - MFI (median fluorescence intensity).

Né.ZCV kanélu excitace €misc
(nm) (nm)
FITC 488 33015

Tab. €. 9: Nastaveni kanalu pro snimani 2-NBDG metodou pritokové cytometrie

4.13 Charakterizace bunééného metabolismu metodou SeaHorse

Den pred mé&fenim bylo nasazeno 10 000 bungk linie HaCaT a A431 na cm? do t
jamek ve specialni mikrodesticce pro tyto analyzy. Pro samotné méteni bylo pouzito
specidlni SeaHorse médium s nizkou pufracni kapacitou a ptesné definovanymi slozkami.
V kazeté obsazené v nami pouZivaném kitu (Agilent SeaHorse XFp, Real Time ATP Rate
Assay kit) byly obsazeny 3 rizné latky (modulatory: 1,5 uM oligomycinu, a 0,5 pM smés
rotenonu a antimycinu A), které byly automaticky pfidavany béhem méteni. Po vloZeni
kazety do analyzatoru nésledovala kalibrace optickych senzorii. Nasledné byla vlozena
desticka s nasazenymi buiitkami. Nejdiive byly zméteny vychozi hodnoty OCR (oxygen
compsuption rate) a ECAR (extracellular acidification rate), poté bylo spusténa analyza
za pusobeni inhibitort, stimulant, substratli a dalSich latek z kazety pomoci injekéniho

systému.

Analyza v redlném Case je mozna diky do¢asnému vytvoteni mikroprostoru s 2-7
pl média, které se oddé€li nad monovrstvou bunék. Injikované modulatory byly pfidavany
do média v kazdé jamce. Po mirném promichani se hodnoty OCR a ECAR zméfi pevnou

proébou tésné nad monovrstvou bunék. Po métfeni se proby zvednou, coz umozni
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promichani malého objemu v doc¢asné mikrokomirce s velkym objemem mimo ni. Tim

se mohou vratit hodnoty OCR a ECAR do vychoziho bodu (baseline).

Hodnoty OCR byly métfeny v jednotkach pmol/min, hodnoty ECAR v mpH/min.
Pro udrzeni bézné bunécné fyziologie je udrzovana teplota bunécného prostiedi na 37 °C

pomoci systému kontroly teploty.

4.13 Statistické vyhodnoceni

Prezentované vysledky pochdzeji minimalné ze tii nezavislych opakovani.
Vysledky jsou vyjadfeny primérnou hodnotou véetné smérodatné odchylky. Odlehlé a
extrémni hodnoty byly vylouceny po zobrazeni krabicovych grafii. Nasledné byla
provedena neparametrickd statistika porovndnim testovanych proménnych oproti
kontrole (Wilcoxniv parovy test). Navzajem byly porovnany ziskané hodnoty
jednofaktorovou ANOVOU. Statisticky vyznamné (signifikantni) hodnoty byly ty,
jejichZ p-hodnota se pohybovala pod 0,05 (*) nebo pod 0,01 (**).
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5 Vysledky

5.1 Charakterizace bunék

5.1.1 Dynamika rustu populace bunécné linie

Bunécéné linie byly charakterizovany na zéklad¢ dynamiky rastu jejich populace.
Pro vypocet dynamiky ristu bunéné populace byl sledovan pocet bun€k v nartstajicim
¢ase (doubling time, DT — doba zdvojeni). Doubling time byl stanoven u vSech pouzitych
bunéénych linii nasazenych ve stejné koncentraci (10 000 bun&k/cm?) (Grafg. 7, 8, 9).
Dynamika ristu byla vypocitina pomoci volné¢ dostupného programu

https://www.doubling-time.com/compute.php?lang=en (Doubling Time Computing, Roth

V.). Vyslednd hodnota DT vychazi ze tfi nezavislych experimentii. Pro buné¢nou linii
A431 byl stanoven DT 35,2 h, znazornéno na grafu v ¢. 8. Pro buné¢nou linii HaCaT byl
stanoven DT 21,5 h, zndzornéno na grafu v ¢. 9. Pro buné¢nou linii NHDF byl stanoven

DT 41,7 h, zndzornéno na grafu v ¢. 10.

Dynamika ristu bunécné linie A431
(DT=35,2h)

200 000

180 000

160 000

140 000

120 000

pocet bunék

100 000

80000

60 000

4h 24h 48h

v

cas

Graf €. 8.: Dynamika ristu bunééné linie A431 v case 4 h, 24 h, 48 h. Reprezentativni znazornéni jednoho
ze tfi nezavislych pokust. Praimérny DT byl stanoven na 35,2h.
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Dynamika ristu bunécné linie HaCaT
(DT=21,5h)
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Graf ¢. 9: Dynamika rtstu bunééné linie HaCaT v ¢ase 4 h, 24 h, 48 h. Reprezentativni znazornéni jednoho
ze tif nezavislych pokust. Primérny DT byl stanoven na 21,5h.

Dynamika rastu bunécné linie NHDF
(DT=41,7h)
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Graf ¢. 10: Dynamika ristu bunécné linie NHNDF v ¢ase 4 h, 24 h, 48 h. Reprezentativni znazornéni
jednoho ze tii nezavislych pokusi. Primérny DT byl stanoven na 41,7h.
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5.1.2 Charakterizace bunécné linie NHDF fluorescencnim mikroskopem
Olympus

Charakterizace bunécéné linie NHDF byla zaméfena na vizualizaci bunéénych
struktur fluorescencnimi latkami, jelikoz tato linie byla vyuzivdna zejména v
experimentalni Casti zahrnujici fluorescencni mikroskopii. Divodem jsou rozméry
jednotlivych bunék, a tedy 1 jednodussi rozliSitelnost jednotlivych bunécnych
kompartmentd. Na obrazku €. 11 je na snimku A aktin obarven zelen¢ Phalloidin + AF
488, na snimku B jsou mitochondrie obarveny MitoTrackerem RED CMXRos, na snimku

C jsou jadra obarvena modie DAPI, snimek D je sloZen ze vSech tii kanald.

Obr. ¢. 11: Charakterizace bunéénych struktur bunééné linie fibroblastih NHDF. Aktin obarven zelené
Phalloidin+AF488, mitochondrie barveny ¢ervené MitoTrackerem RED CMXRos, jadra obarvena modfe
DAPI. Foceno objektivem 100x s pouzitim imerzniho oleje (Olympus), bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmér 10 um.
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5.1.3 Stanoveni bunécné zivotaschopnosti
Pro analyzu Zivotaschopnosti bun¢k byl pouzit kolorimetricky test CellTiter 96®

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS, Promega Corporation), z vysledku

tohoto testu Ize odvodit ptipadnou cytotoxicitu.

Metoda spociva v kolorimetrické konverzi zluté zbarvené¢ho roztoku MTS (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2Htetrazolium)) na fialové zbarveny formazan pomoci NADPH-dependentnich
dehydrogenéz a to pouze metabolicky aktivnimi buitkami. Bunécné linie HaCaT a A431
byly nasazeny ve tfech riznych koncentracich (10 000, 15 000 a 20 000 bun&k/cm?).
Zmétenim absorbance po 24 hod poukazuje na metabolicky aktivnéjsi bunky linie A431

oproti buiitkam linie HaCaT, jak znazornuje graf ¢.12.

MTS A431 a HaCaT po 24hod

0,7000
0,6000
0,5000

0,4000
0,3000
0,2000
0,0000 = Ea

5000 b/cm2 10 000 b/cm2 20 000 b/cm2

koncentrace bunék na cm?

absorbance

mA431 mHaCaT

Graf €. 12: Absolutni hodnoty absorbance bunécné linie A431 v porovnani s bunécénou linii HaCaT. Buiky
byly nasazeny ve tfech riznych koncentracich, kultivovany po dobu 24 h. Prezentované hodnoty jsou
vysledkem tii nezavislych méfeni. Chybova usecka predstavuje smérodatnou odchylku.

5.2 Charakterizace kifemikovych nanoc¢astic

5.2.1 Testovani mozné cytotoxicity rozdilnych koncentraci SINP
Pted sofistikovanéj$imi experimenty s nanocasticemi je nejdiive nutné analyzovat

jejich moznou cytotoxicitu. Cytotoxickymi testy proSel kazdy nove syntetizovany vzorek
nanocastic. Pro stanoveni cytotoxicity lze taktéz pouzit test bunééné Zivotaschopnosti
(MTS), znazornéno na grafu ¢. 13 a 14. Zobrazeny jsou pouze vysledky pro posledni

Sarzi dodanych nanocéastic (Sarze F), které mohly byt dale pouzity i pro dal$i metody.
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V literatute zabyvajici se interakcemi bun€k s nanocasticemi se povaZuje snizeni
zivotaschopnosti bun¢k pod 75 % casticemi neoptsobené kontroly jiz za cytotoxicky

efekt (Flahaut et al. 2006).

Pod hranici 75 % zivotaschopnosti bun¢k se pohybuji buitkky A431 inkubované
s nejvyssi pouzitou koncentraci nanocastic (100ul/ml), jak je patrné z grafu ¢. 13. U
bunécné linie HaCaT ani nejvyssi pouzitd koncentrace nanocastic nezpusobila pokles pod
hranici cytotoxicity, zndzornéno na grafu €. 14. Nejvice se blizila hodnota 76 % z nejniZsi
koncentrace nanocastic typu F-R. Dal§im zajimavym zjisténim je, Ze vyssi koncentrace
nanocastic F-RF pusobily ziejmé pro bunky HaCaT stimulacné, jelikoz dosahuji vyssich

hodnot MTS testu nez kontrolni neopiisobené buriky.
MTS A431
* *k %k ‘ %k ok * % ‘
25ug/ml 50ug/ml 100ug/ml ctrl 25ug/ml 50ug/ml 100ug/ml ctrl

F-R F-RF

koncentrace

120

100

00
o
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e (o))
o o

N
o
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Graf. ¢. 13: Metabolicka aktivita buné¢k A431 po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho B, typ F-RF -
s RhoB i FITC). Zelena ¢ara znaci 100 % (kontroly), Cervena cara 75 % (hranici zivotaschopnosti).
Prezentované hodnoty jsou vysledkem tfi nezavislych méteni. Chybova tsecka piedstavuje smérodatnou
odchylku. Cervend &ira zna¢i 100 % (kontroly). Signifikantnost zmény oproti kontrole je znazornéna na
urovni p < 0,05 (*), p <0,01 (**).
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Graf. ¢. 14: Metabolicka aktivita bun€k HaCaT po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho B, typ F-RF -
s RhoB i FITC). Zelena Cara zna¢i 100 % (kontroly), ¢ervenad ¢ara 75 % (hranici zivotaschopnosti).
Prezentované hodnoty jsou vysledkem tii nezavislych méteni. Chybova tsecka piedstavuje smérodatnou
odchylku. Signifikantnost zmény oproti kontrole je zndzornéna na tirovni p < 0,05 (*), p < 0,01 (**).

5.2.2 Proliferacni test CyQuant
CyQuant proliferacni test (CyQUANT Cell Proliferation Assays, Invitrogen) byl

vyuzit ke kvantifikaci bun€k prostfednictvim vazby fluorescencni latky na bunécnou
DNA. Celkové mnozstvi DNA by mélo byt v ptimé uméte s poctem bunék v populaci.
Porovnavany byly buiky A431 a HaCaT inkubované s kfemikovymi nanocasticemi

oproti nanocasticemi neoptisobené kontrole, méteni byl provedeno ihned po MTS testu.

Hodnoty absorbance ziskané z MTS testu jsou vysledkem metabolické aktivity
celé populace, normalizaci hodnot na vysledky fluorescence z jader byly ziskany hodnoty
metabolické aktivity jednotlivych buné€k (graf ¢. 15 a €. 16). I pfes nejvyssi koncentraci
pfidanych nanocastic nebyl pozorovan cytotoxicky efekt u bun€k A431, ani u bun€k
HaCaT. V ptipadé bun¢k HaCaT piisobily koncentrace 50 pg/ml a 100 pg/ml nanocéstic
typu F-R stimula¢né, jelikoz Zivotaschopnost bunék pfesahla hranici 100 % kontroly.
TaktéZ tomu bylo u nanocastic typu F-RF v nejvyssi koncentraci 100 ug/ml u totoznych

bunék.
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Normalizace MTS A431
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Graf. ¢. 15: Normalizovana metabolicka aktivita bunék A431 po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho
B, typ F-RF - sRhoB i FITC). Zelena ¢ara zna¢i 100 % (kontroly), ¢ervena cara 75 % (hranici
zivotaschopnosti). Prezentované hodnoty jsou vysledkem tfi nezavislych méfeni. Chybova usecka
predstavuje smérodatnou odchylku. Signifikantnost zmény oproti kontrole je zndzornéna na urovni p <0,05

(*), p < 0,01 (**).
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Graf. ¢. 16: Normalizovana metabolicka aktivita bunék HaCaT po inkubaci s SiNP (typ F-R - pouze s Rho
B, typ F-RF - sRhoB i FITC).). Zelena cara zna¢i 100 % (kontroly), Cervend Cara 75 % (hranici
zivotaschopnosti). Prezentované hodnoty jsou vysledkem tfi nezavislych meéfeni. Chybova usecka
ptedstavuje smerodatnou odchylku. Signifikantnost zmény oproti kontrole je znazornéna na tirovni p < 0,05

(*), p < 0,01 (**).
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5.3 Vizualizace SiNP pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus

Vysledky cytotoxickych testii potvrdily, Ze nanocastice vyznamné neovliviiuji
zivotaschopnost bunék. Poté bylo mozné pristoupit k dalsi ¢asti jejich charakterizace.
Pomoci fluorescencniho mikroskopie byla sledovana lokalizace a fluorescence
nanocastic. Kazdy vzorek nové vyvinutych nanocastic byl tedy po UspéSnych testech
cytotoxicity pfidan k zivym buiikdm a sledovan nejdiive pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu Olympus. Timto zptisobem bylo testovano vSech 6 Sarzi vzorkli nanocastic
dodanych od listopadu 2018 az do ¢ervna 2020, jak bylo popséno v Tabulce €. 2 v sekci
Materialy a metody.

Dodévané nanocéstice byly syntetizovany tak, aby kazd4 nanocéstice obsahovala
jak cCervené zafici Rho B 1 zelen¢ zafici FITC, vyjimky jsou zminény v textu.
Experimenty zahrnovaly bunétné linie A431, HaCaT nebo NHDF (nasazeny
v koncentraci 10 000  bunék/cm?), které byly inkubovdny s nanocasticemi
v koncentracich 25, 50, 100 pg/ml po dobu 15 min. Pfidavané nanocastice byly fedény
do DMEM média s 5 % FBS z diivodu eliminovat moZné interakce nanocastic s proteiny
obsaZzenymi v séru, zaroven bylo cilem udrZet bunky v podobnych kultivacnich

podminkach.

Byly testovany nanocastice z Sarze A, obdrzené v listopadu 2018. Na obrazku ¢.
17 jsou znazornény zivé bunky HaCaT s SiNP v koncentraci 25 pg/ml. Na snimku A jsou
patrné zelen¢ zatici shluky FITC navazaného na nanocasticich, na snimku B 1ze detekovat
cerveny signal v oblasti cytoplazmy bunék, snimek C je sloZzen obrazek z téchto dvou
kanalti. Ze slozeného snimku C lze usuzovat, ze Rho B se oddélil od nanocastice a vnikl
do bun¢k, nanocéstice s navazanym FITC ziistaly v médiu, kde tvoii shluky. Aglomeraty
nanocastic 1ze pozorovat i na snimku D z prichoziho svétla. Na obrazku €. 18 je snimek
kontrolni jamky s buiikami HaCaT neoplisobenymi nanocésticemi. Fluorescence

neopusobenych bun¢k neni pozorovana.
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Obr. ¢. 17: Detekce SiNP v koncentraci 25 pg/ml fedénych do 5% FBS (prvni dodané 8.11.2018) v zivych
buiikéach linie HaCaT. Foceno objektivem 40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s
SiNP, snimek B: ¢ervend fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: slozeni snimku Aa
B, snimek D: bunky v prichozim svétle. Expozi¢ni ¢as pro prichozi svétlo (bright field BR) - 31ms, pro
kanal 3 (snimani fluorescence FITC) — 200ms, pro kanal 5 (snimani fluorescence Rho B) - 25 ms.

Obr. ¢. 18: Snimky NP neoptisobené kontroly - zivych bunck HaCaT v 5 % FBS. Snimek A: bunky
v pruchozim svétle, snimek B: fluorescence FITC, snimek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno
objektivem 40x. Expozi¢ni Cas pro prichozi svétlo (bright field BR) - 31ms, pro kanal 3 (snimani
fluorescence FITC) — 200ms, pro kanal 5 (sniméni fluorescence Rho B) - 25 ms.
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V bieznu 2019 byl dodan novy vzorek nanocastic - Sarze B. Na obrazku ¢. 19 jsou
znazornény zivé bunky A431 s SiNP v koncentraci 100 pg/ml, které byly fedény do
média zcela bez séra. Sérum obsazené v médiu mohlo nanocastice shlukovat se sérovymi
proteiny a tim je vychytdvat mimo bunku. Na snimku A je mozné pozorovat zelen¢ zarici
shluky FITC navazaného na nanocésticich, na snimku B lze detekovat ¢erveny signal
v oblasti cytoplazmy bun¢k, snimek C je sloZzen obrazek ztéchto dvou kanalt. Ze
slozené¢ho snimku C Ize usuzovat, ze Rho B je zfejm¢ opét v buiice nezavisle na
nanocastici. Nanocastice snavazanym FITC =zGstaly v médiu, kde tvoii shluky,
nepfitomnost séra nepodpofila vnik nanocastic do bunky, ani nezamezil shlukovani
nanocastic. Na snimku D zobrazujici zivé buinky v prichozim svétle 1ze pozorovat
apoptopické téliska tvofici se na membran¢ buné€k, ziejm¢ z ditvodu nevyhovujicich

bezsérovych podminek. Na obrazku ¢. 20 je snimek kontrolni jamky s buitkami A431

neopusobenymi nanocasticemi. Fluorescence neopiisobenych bunék neni pozorovana.

Obr. ¢. 19: Detekce SiNP v koncentraci 100 pg/ml fedénych do samotného média DMEM (SarZze B)
v zivych butikach linie A431. Snimek A: zelend fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B:
cervena fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: slozeni snimku Aa B, snimek D:
bunky v prichozim svétle. Foceno objektivem 40x. Expozi¢ni ¢as pro kanal 3 (snimani fluorescence FITC)
—200ms, pro kanal 5 (snimani fluorescence Rho B) - 25 ms pro prtichozi svétlo (bright field BR) - 31ms.
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Obr. €. 20: Snimky NP neoptlisobené kontroly - zivych bunék A431v DMEM médiu. Snimek A: bunky
v prichozim svétle, snimek B: fluorescence FITC, snimek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno
objektivem 40x.. Expozi¢ni €as pro prichozi svétlo (bright field BR) - 31ms, pro kanal 3 (snimani
fluorescence FITC) — 200ms, pro kandl 5 (snimani fluorescence Rho B) - 25 ms.

Byly pfipraveny a dodany nové nanocastice (Sarze C) 9.10.2019. Z divodu
pfedchoziho oddéleni Rho B do cytoplasmy, byl snimek s nano¢asticemi porovnan se
snimkem vétSich bunék NHDF s obarvenymi mitochondriemi MitoTracker RED.
Obrazek C. 21 tedy zobrazuje zivé bunky NHDF, snimek A je z kandlu snimajici pouze
Rho B (z nanocastic Sarze C — koncetrace 100 pg/ml) v porovnani se snimkem B, kde
jsou zndzornény pouze barvené¢ mitochondrie MitoTracker RED. Lze usuzovat na

lokalizaci Rho B v mitochondriich.
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Obr. ¢. 21: Na snimku A je zobrazen pouze Cerveny Rho B oddéleny od nanocastic Sarze C uvnitf zivych
bunék NHDF. Pro porovnani na snimku B jsou vyfoceny zivé mitochondrie bunék NHDF barvené
MitoTracker RED. Foceno objektivem 40x. Expozicni ¢as pro kanal 5 (snimani fluorescence Rho B) - 100
ms. Bila usecka vpravo dole zndzoriuje rozmeér 20 pm.

Obrazek €. 22 znédzornuje kontrolni jamku s buitkami linie NHDF, ke kterym byl
pfidan supernatant odebrany po centrifugaci nanocastic Sarze C (obdrzeny v fijnu 2019).
Na snimku A nedetekujeme Zadny zeleny signédl z FITC. Na snimku B je detekovéan
cerveny signdl uvnitf bunck. Rho B se zfejmé oddélil do supernatantu z nanocastic, které
zustaly v peletu na dné centrifugaéni zkumavky. Lze predpokladat, ze zdodanych

nanocastic dochazi k uvolnéni Rho B a tudiZ neni moZzné jeho signdlem lokalizovat

nanocastici v bufice.

Obr. ¢. 22: Snimky kontroly — zivych bunék NHDF po pfidani supernatantu odebraného z roztoku
nanocastic po jejich centrifugaci (dodané 9.10.2019). Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného
s SiNP, snimek B: cervena fluorescence Rhodaminu B. Foceno objektivem 40x. Expozi¢ni ¢as pro kanal 3
(snimani fluorescence FITC) — 100ms, pro kanal 5 (snimani fluorescence Rho B) - 100 ms. Bila usecka
vpravo dole znazornuje rozmeér 20 um.

Kvili nedostatkiim Sarze C byly nasyntetizovany a dodany nové nanocastice
(Sarze D) v prosinci 2019. Na obrazku €. 23 jsou zobrazeny buiiky linie NHDF s nové
dodanymi nanocésticemi v koncentraci 100 pg/ml. Na snimku A lze pozorovat shluky
zelené zariciho FITC navazeného na nanocastici. Na snimku B lze pozorovat Cerveny

signal mimo, ale zejména uvniti bun€k. Rozprostieni cerveného signalu uvniti buiky
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pfipomind mitochondridlni struktury. Slozeni téchto dvou kanalti je zndzornéno na
snimku C. Slozeny snimek C dokazuje shodny problém jako u nanocastic z podzimu 2019
(3arze C). Cerveny signal Rho B se nepiekryva se zelenym, tudiZ na nanoéastici nejsou
pfitomné oba fluorofory. Rho B se odd¢€lil od nanocastice a vnikl do bunck,
pravdépodobné do mitochondrii. Nanocastice s navazanym FITC zlstaly v médiu, kde
tvoii shluky. Z obrazku nelze usuzovat na lokalizaci nanocéstice uvnitf builky.
Aglomeraty nanocastic 1ze taktéz pozorovat vpravo dole na obrazku z prichoziho svétla.
Na obrazku ¢. 24 je snimek kontrolni jamky s buitkami NHDF neoptisobenymi

nanocasticemi. Fluorescence neoptisobenych bunék neni pozorovana.

Obr. €. 23: Detekce SiNP v koncentraci 100 pg/ml fedénych do 5 % FBS (dodanych 12.12.2019) v Zivych
bunikach linie NHDF. Snimek A: zelend fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: Cervena
fluorescence Rhodaminu B, snimek C: slozeni snimku A a B, snimek D: buriky v priichozim svétle. Foceno
objektivem 40x. Expozi¢ni ¢as pro prichozi svétlo (bright field BR) - 115ms, pro kandl 3 (snimani
fluorescence FITC) — 200ms, pro kanal 5 (sniméni fluorescence Rho B) - 100 ms. Bila usecka vpravo dole
znazorfuyje rozmer 20 pm.
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Obr. ¢. 24: Snimky NP neoptisobené kontroly - Zivych bunék NHDF v 5 % FBS. Snimek A: bunky
v prichozim svétle, snimek B: fluorescence FITC, snimek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno
objektivem 40x. Expozi¢ni ¢as pro priuchozi svétlo (bright field BR) - 115ms, pro kanal 3 (snimani
fluorescence FITC) — 200ms, pro kanal 5 (sniméani fluorescence Rho B) - 100 ms. Bila usecka vpravo dole
znazornuje rozmeér 20 pm.

Z divodu mozné lokalizace Rho B v mitohondriich, bylo nutné vizualizovat
bunécné mitochondrie MitoTrackerem Green, jezZ mél potvrdit nebo vyvratit toto tvrzeni.
Obrazek €. 25 zobrazuje bunky linie NHDF barvené MitoTrackerem Green a inkubované
s nanocasticemi z Sarze B v koncentraci 100 pg/ml (obdrZeny v bieznu 2019). Na snimku
A jsou zelené obarvené mitochondrie, mimo buniku jsou patrné shluky zelené zéticiho
FITC navazen¢ého na nanocastici. Na snimku B je detekovan cerveny signal
koncentrovany uvniti bun€k, rozprostfeni signalu se velmi podoba obrazku s barvenymi
mitochondriemi. SloZeny obrazek C z téchto dvou kanali potvrzuje lokalizaci Rho B
uvnitf mitochondrii nezavisle na nanocastici s FITC. Vétsi aglomeraty nanocéstic
s navazanym FITC zlstaly v médiu, kde tvofi shluky. Aglomeraty nanocastic lze taktéz
pozorovat na snimku D z prichoziho svétla. Na obrazku €. 26 je snimek kontrolni jamky
s bunkami NHDF barvenymi MitoTrackerem Green neoplisobenymi nanocasticemi. Lze

pozorovat zelené barvené mitochondrie.
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Obr. €. 25: Detekce SiNP v koncentraci 100 pg/ml fedénych do 5 % FBS (dodanych 12.12.2019) v bunikach
linie NHDF po fixaci. Kolokalizace s mitochondriemi barvenymi MitoTrackerem Green. Foceno
objektivem 40x. Snimek A: zelena fluorescence MitoTracker Green znacenych mitochondrii, snimek B:
cervena fluorescence Rhodaminu B, snimek C: slozeni snimku A a B, snimek D: buniky v priichozim svétle.
Expozicni ¢as pro pruchozi svétlo (bright field BR) - 115ms, pro kanal 3 (snimani fluorescence MitoTracker
Green) — 200ms, pro kanal 5 (snimani fluorescence Rho B) - 100 ms. Bila usecka vpravo dole znazoriuje
rozmé&r 20 pm.

Obr. ¢. 26: Snimky kontroly - fixovanych bunék NHDF v 5 % FBS s obarvenymi mitochondriemi
MitoTrackerem Green. Snimek A: bunky v prichozim svétle, snimek B: fluorescence MitoTracker Green
znacenych mitochondrii, snimek C: fluorescence Rhodaminu B. Foceno objektivem 40x. Expozi¢ni ¢as pro
pruchozi svétlo (bright field BR) - 115ms, pro kanal 3 (sniméani fluorescence MitoTracker Green) — 200ms,
pro kanal 5 (snimani fluorescence Rho B) - 100 ms. Bila Gsecka vpravo dole znazornuje rozmér 20 um.
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V kvétnu 2020 byl opét ptfipraven a dodan novy vzorek nanocastic - Sarze E.
Tento 1 predchozi vzorky byly dodavany v destilované vod€. Z obavy o sterilitu vzorku
byl proveden test mozné kontaminace. Vysledek agarového testu potvrzuje kontaminaci
vzorku a je zobrazen na obrazku €. 27. Bylo tedy nutné pfipravit novy vzorek nanocastic,
ktery byl dodan v €ervnu 2020 (Sarze F - typ F-RF s RhoB i s FITC v metanolu a MilliQ,
typ F-R pouze s RhoB v MilliQ) agarovy test na moznou kontaminaci byl negativni
(obrazek ¢. 27). Zménou rozpoustédla (z MilliQ na metanol) byl tedy splnén pozadavek

na ¢istotu dodavanych vzorkd, jez se dlouhou dobu nedafilo zajistit.

Obr. ¢. 27: A) F-RF v metanolu B) F-RF v MilliQ C) F-R v MilliQ Sarze F dodana 16.6.2020 D) E1 E) E2
Sarze E dodana 4.5.2020

Na obrazcich €. 28, 29 a 30 jsou zobrazeny zivé buiiky linie NHDF. Byly k nim
pfidany nanocastice typu F-RF v methanolu v koncentracich 25, 50, 100 pg/ml (obdrzeny
v ¢ervnu 2020). Na snimku A je pozorovatelny signal zelen¢ zaticiho FITC navéazeného
na nanocastici. Na snimku B 1ze pozorovat ¢erveny signdl Rho B, taktéz navazaného na
nanocastici. Na snimku C jsou patrna jadra barvena DAPIL. Snimek D zobrazuje buiky v

prichozim svétle. Slozeny snimek E ze vsech tii fluorescencnich kanald je znazornén
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uplné vlevo dole. Na slozeném snimku E 1ze potvrdit ptekryv ¢erveného signalu z Rho B
a zeleného signalu z FITC, oba fluorofory jsou detekovany na castici, vysledny signal je
zluty. Z pozorovani bunék i z nasnimanych fotek je ziejmé, Ze vyssi koncentrace
nanocastic podporovala kumulaci nanocastic na povrchu bunék. Vyssi koncentrace
ptidanych nanocéstic stimuluje jejich shlukovéani na povrchu bunék, jez jsou patrné i na

snimcich z prichoziho svétla (obr .€. 30).

Obr. ¢. 28.: Zobrazeni zivych bunék NHDF s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 25 pg/ml, objektivem
40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: cervena fluorescence
Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: buiiky focené
v pruchozim svétle, snimek E: sloZeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmeér 20 pm.
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Obr. €. 29.: Zobrazeni zivych bunék NHDF s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 50 pg/ml, objektivem
40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: Cervena fluorescence
Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: bunky focené
v prichozim svétle, snimek E: slozeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmér 20 pum.
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Obr. ¢. 30.: Zobrazeni zivych bunék NHDF s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml,
objektivem 40x. Snimek A: zelend fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: cervena
fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: bunky
focené v priichozim svétle, snimek E: sloZeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo
dole reprezentuje rozmér 20 pum.

Na obrazcich €. 31, 32, 33 jsou zobrazeny zivé buiiky linie A431, které jsou v porovnani
s NHDF znateln¢ mensi. Byly pfiddny nanocastice typu F-RF v methanolu
v koncentracich 25, 50, 100 pg/ml (obdrzeny v cervnu 2020). Na snimku A je
pozorovatelny signal zelen¢ zéficiho FITC navdzeného na nanocastici. Na snimku B lze
pozorovat Cerveny signal Rho B, taktéZ navdzaného na nanocastici. Na snimku C jsou
patrna jadra barvend DAPI. Snimek D zobrazuje buiiky v prichozim svétle. SloZeny
snimek E ze vSech tfi fluorescencnich kanalii je zndzornén Gplné vlevo dole. Na sloZzeném
snimku E lze potvrdit ptekryv ¢erveného signdlu z Rho a zeleného signalu z FITC, oba
fluorofory jsou detekovany na castici, vysledny signdl je Zluty. Z pozorovani i
nasnimanych fotek lze usuzovat na hromadéni nanoc¢astic na povrchu bunék. Stale lze

pozorovat tvorbu vétSich shlukli nanocastic, jez jsou patrné 1 na snimcich z prichoziho
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svétla (obr. €. 33). Pfi pouziti nejvyssi koncentrace nanocastic typu F-RF je patrny vyskyt

nanocastic zejména na porvchu bunék (obr. €. 33).

Obr. €. 31: Zobrazeni zivych bunék A431 s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 25 pg/ml, objektivem
40x. Snimek A: zelend fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: Cervena fluorescence
Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: buiiky focené
v pruchozim svétle, snimek E: sloZeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmeér 20 pm.
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Obr. €. 32: Zobrazeni zivych bunék A431 s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 50 pg/ml, objektivem
40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: Cervena fluorescence
Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: bunky focené
v prichozim svétle, snimek E: slozeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmér 20 pum.
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Obr. ¢. 33: Zobrazeni zivych bunék A431 s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml, objektivem
40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: Cervena fluorescence
Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: bunky focené
v prichozim svétle, snimek E: slozeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmér 20 pum.

Na obrazcich €. 34, 35, 36 jsou zobrazeny zivé buiiky linie HaCaT, srovnatelné
velké s bunikami linie A431. K nim byly pfidany nanocastice typu F-RF v methanolu
v koncentracich 25, 50, 100 pg/ml (obdrzeny v Cervnu 2020). Na snimku A je
pozorovatelny signal zelené zéficiho FITC navdzeného na nanocastici. Na snimku B lze
pozorovat ¢erveny signal Rho B, taktéz navazaného na nanocastici. Na snimku C jsou
patrna jadra barvend DAPI. Snimek D zobrazuje buiiky v priichozim svétle. Slozeny
snimek E ze vSech tii fluorescen¢nich kanali je znazornén tplné vlevo dole. Na slozeném
snimku E 1ze opét potvrdit piekryv cerveného signilu z Rho B a zeleného signalu z FITC,
oba fluorofory jsou detekovany na ¢astici, vysledny signal je Zluty. Z pozorovani bunék

1 z nasnimanych fotek 1ze usuzovat na zvysenou miru shlukovani se mimo bunku i na
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povrchu bunky. Vyssi koncentrace pridanych nanocastic podporuje tvorbu vétsich shluki

nanocastic, jez Ize identifikovat jako rozostfené velké body.

Obr. ¢. 34: Zobrazeni zivych bunék HaCaT s r.anocasticemi typu F-RF v koncentraci 25 pg/ml, objektivem
40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: Cervena fluorescence
Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modfe DAPI, snimek D: bunky focené
v prichozim svétle, snimek E: slozeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmér 20 pum.
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Obr. ¢. 35: Zobrazeni zivych bunék HaCaT s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 50 pg/ml, objektivem
40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: Cervena fluorescence
Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: bunky focené
v prichozim svétle, snimek E: slozeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole
reprezentuje rozmér 20 pum.
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Obr. ¢. 36: Zobrazeni zivych bunék HaCaT s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml,
objektivem 40x. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: cervena
fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D: bunky
focené v priichozim svétle, snimek E: sloZeni snimku A,B,C. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo
dole reprezentuje rozmér 20 pum.

Vizualizaci nanocastic fluorescen¢nim mikroskopem provazely problémy spojené
s vyrobou novych typit SiNP. Tabulka €. 10 shrnuje vSechny dodané Sarze nanocastic a
jejich stru¢nou charakterizaci. Nejprve nebyla jejich lokalizace v buiice mozné z diivodu
odpojeni lokaliza¢niho fluoroforu Rho B z cetnych dodavek nanocastic. Dale pfi
pozorovani zivych bunck po pfidani novych nanocCastic se fluorescencni body
pohybovaly, coz naznacovalo na ptitomnost bakteriadlni kontaminace, ktera byla i ovétena
pomoci kultivace na agaru, takze pozadované vlastnosti (pfitomnost obou fluorofori a
sterilita) spliioval az vzorek obdrZzeny v cervnu 2020 (typ F-RF v methanolu). Tento
vzorek byl uspésSn€ zobrazen ve tfech riznych koncentracich po inkubaci s bunéénymi
linie NHDF, A431 a HaCaT. Ze snimkt, je patrné, Ze se nanocastice se vyskytuji zejména

na povrchu bun¢k a ve vysSich koncentracich maji tendenci se shlukovat.
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Sarze datum prevzeti komplikace

Rho B v bunce,
nanocastice s FITC
A 08.11.2018 mimo ve shlucich

Rho B v bunce,
nanocastice s FITC
B 22.03.2019 mimo ve shlucich

Rho B zistal po
centrifugaci SiNP v

C 09.10.2019 supernatantu
Rho B lokalizovan v
D 12.12.2019 mitochondriich
04.05.2020 kontaminace
Sterilni, SiNP
konjugované s Rho B i
F 16.06.2020 FITC, mimo buiiku

Tab. €. 10: Prehled pfevzatych nanocastic a jejich strucné charakterizace

5.4 Lokalizace SiNP pomoci konfokalni mikroskopie

Pro precizngj$i lokalizaci nanocCéstic byly pouzity nanocéstice typu F-RF,
k zobrazeni konfokalnim mikroskopem bylo tfeba pouzit fixovany preparat. Fixace
znemoziuje analyzovat obraz prostfednictvim pH senzitivniho fluoroforu FITC a pouzit
jej kvypoctu pH. Bunky linie A431 a HaCaT byly standardné¢ inkubovany
s nanoc¢asticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml po dobu 15 min. Pomoci
fluorescenéniho mikroskopu Olympus byly sledovany shluky nanocastic lokalizované
zejména na povrchu bunék. Za ucelem podpofit vstup nanocastic do bun€k byl béhem
inkubace pfiddn detergent Triton. Vzorky bunék s nanocCasticemi byly dobarveny
DAPI, za ucelem lokalizovat bun&tné jadro. Zafixované vzorky byly zobrazeny a

nasnimany na konfokalnim mikroskopu.

Na obrazku ¢. 37 a €. 38 jsou zobrazeny buiitky A431 s nanoc¢asticemi typu F-RF,
vzorek na obrdzku ¢. 37 byl na rozdil od vzorku na obrazku ¢. 38 optsoben 0,01 %
Tritonem v PBS. Na snimku A Ize pozorovat zeleny signal z FITC navdzaného na
nanocastici. Na snimku B je detekovan cerveny signdl Rho B, taktéz lokalizujici
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nanocastici. Snimek C zobrazuje jsou modie zbarvend jadra DAPI. Snimek D je slozeny

snimek ze vech tfi kanala.

Obr. ¢. 37: Zobrazeni fixovanych bunék A431 s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml na
konfokalnim mikroskopu. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: ¢ervena
fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modfe DAPI, snimek D:
slozeni snimku A,B,C. Buiiky byly opiisobeny 1 pul 0,01 % roztoku Tritonu (v PBS) po dobu 1 min za
ucelem podporit vstup nanocastic do buiiky.
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Obr. ¢. 38: Zobrazeni fixovanych bunék A431 s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml na
konfokalnim mikroskopu. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: ¢ervena
fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D:
sloZeni snimku A,B,C.

Buiiky linie HaCaT s nanoc¢asticemi typu F-RF jsou zobrazeny na obrazku ¢. 39 a
¢. 40. Bunky A431 na obrazku ¢. 39 byly inkubovany s nanoc¢ésticemi typu F-RF a s
detergenten Triton. Pro srovnani obrazek ¢. 40 zobrazuje tytéZ buiiky s nanocasticemi
neoplsobené Tritonem. Na snimku A 1ze pozorovat zeleny signal z FITC navazaného na
nanocastici. Na snimku B je detekovan Cerveny signidl Rho B, taktéz lokalizujici
nanocastici. Snimek C zobrazuje jsou modie zbarvend jadra DAPI. Snimek D je sloZeny

snimek ze vSech tii kanala.
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Obr. ¢. 39:Zobrazeni fixovanych bunék HaCaT s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml na
konfokalnim mikroskopu. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: ¢ervena
fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modife DAPI, snimek D:
slozeni snimku A,B,C. Buiiky byly opiisobeny 1 ul 0,01 % roztoku Tritonu (v PBS) po dobu 1 min za
ucelem podporit vstup nanocastic do buiiky.
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Obr. €. 40: Zobrazeni fixovanych bunék HaCaT s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml na
konfokalnim mikroskopu. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, snimek B: ¢ervena
fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, snimek C: jadra barvena modie DAPI, snimek D:
sloZeni snimku A,B,C.

Buiiky linie A431 neopiisobené nanocasticemi s obarvenymi jadry a aktinem
slouzily jako kontrola, zndzornéno na obrazku ¢. 41. Na snimku A lze pozorovat aktin
barveny zelené Phalloidinem + AF 488. Cerveny signal na snimku B neni detekovan. Na
snimku C jsou patrna jadra barvena modie DAPI. Snimek D reprezentuje sloZzené snimky

A, B, C.
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Obr. ¢. 41: Zobrazeni fixovanych bunék A431 bez nanocastic (kontrola) na konfokalnim mikroskopu.
Snimek A: aktin znacen zelené Phalloidinem + AF488, Snimek B: Cervena fluorescence Rhodaminu B
konjugovaného s SiNP neni detekovana, snimek C: jadra zna¢ena modie DAPI, snimek D: slozeni snimku
A, B, C.

Cilem této experimentdlni casti bylo lokalizovat nanocastice F-RF. pH
senzitivnim fluoroforem FITC neni mozné méfit po fixaci vzorku pH, tato cast byla
zaméfena zejména na detekci Cerveného signalu z Rho B, idedlné uvniti bunky. V
pfedchozi mikroskopické ¢asti byly nanocastice F-RF pozorovany ve zvySené miie na
povrchu bun¢k. Za cilem podpofit vstup jednotlivych nanocastic do intracelularni

prostoru, byla membrana bun¢k narusena roztokem 0,01 % Tritonu.

Zobrazenim nanocastic typu F-RF bylo zjiSténo, Ze ani po naruSeni membrany
0,01 % roztokem Tritonu nebyly nanocastice lokalizovany v oblasti cytoplazmy, tedy
uvnitt buniky. Dle snimkt 1ze usuzovat na lokalizaci nanocastic na bunééné membrang.

Toto tvrzeni je podpofeno pofizenim 3D snimkl ptevedenych do videa, jeZ je soucasti
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pfiloh na pfilozeném CD. Potadi v pfilozeném videu je nasledujici: 1. buiiky linie A431
opusobené Tritonem s F-RF, 2. butiky linie A431 bez Tritonu s F-RF, 3. buiiky linie A431
kontrola, 4. buiiky linie HaCaT optisoben¢ Tritonem s F-RF, 5. buiiky linie HaCaT bez
Tritonu s F-RF, 6. burniky linie HaCaT kontrola.

5.5 Lokalizace SiNP pomoci super-rezolu¢ni mikroskopie

Tato mikroskopickd metoda umoziluje, zobrazovat vzorky za hranici rozliSeni
kolem 200 nm. Toho je v pfipad¢ mikroskopie STED dosazeno vyuzitim dvou laserd,
jeden pro excitaci fluoroforu a druhy deplecni laser ve tvaru donutu obkruzujici laser
excitaéni. Tak dojde k ,,vyCerpani® (redukci) emise fluorescence v okoli excitacniho
paprsku. Fluorescence je soustiedéna do stfedu excitacniho paprsku a tim se zvySuje

rozliSovaci schopnost mikroskopu az na 50 nm.

Super-rezolué¢ni mikroskopie byla zarazen jako dal§i metoda pro vizualizaci a
lokalizaci SiNP typu F-RF. Nanocéstice typu F-RF v nejvyssi koncentraci 100 pg/ml byly
inkubovany 15 min s buiikami linie A431, HaCaT a NHDF. Bunécna jadra byla
lokalizovana pomoci DAPI. Buniky byly optisobeny 0,01 % roztoku Tritonu po dobu 1

min.

Na obrazku €. 42 je zobrazen fibroblast NHDF. Na snimku A je detekovan zeleny
signal FITC. Na snimku B je detekovan Cerveny signal z Rho B. Snimek C zobrazuje

modie obarvené jadro a slozeny signal fluorescence FITC a Rho B.
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Obr. ¢. 42: Zobrazeni fixovanych bunék NHDF s nanocdasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml
pomoci STED mikroskopie. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, jadro znaceno
modie DAPI, snimek B: Cervend fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, jadro zna¢no modie
DAPI, snimek C: zluty signal sloZzeny z Rho B a FITC, jadro zna¢eno modie DAPI.

Na obrazku €. 43 jsou zobrazeny buitky A431. Na snimku A je detekovan zeleny
signal FITC. Na snimku B je detekovan Cerveny signal z Rho B. Snimek C zobrazuje

modie obarvené jadro a slozeny signal fluorescence FITC a Rho B.
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Obr. ¢. 43: Zobrazeni fixovanych bunék A431 s nanocasticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml pomoci
STED mikroskopie. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, jadro znaceno modte
DAPI, snimek B: ¢ervena fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, jadro znaéno modie DAPI,
snimek C: zluty signal slozeny z Rho B a FITC, jadro znaceno modie DAPI.

Na obrazku €. 44 jsou zobrazeny buniky HaCaT. Na snimku A je detekovan zeleny
signal FITC. Na snimku B je detekovan Cerveny signdl z Rho B. Snimek C zobrazuje

modie obarvené jadro a slozeny signal fluorescence FITC a Rho B.

Obr. ¢. 44: Zobrazeni fixovanych bunck HaCaT s nanoc¢asticemi typu F-RF v koncentraci 100 pg/ml
pomoci STED mikroskopie. Snimek A: zelena fluorescence FITC konjugovaného s SiNP, jadro znaceno
modie DAPI, snimek B: cervena fluorescence Rhodaminu B konjugovaného s SiNP, jadro zna¢no modie
DAPI, snimek C: Zluty signal slozeny z Rho B a FITC, jadro zna¢eno modie DAPI.

Vyuzitim  superrezoluéni  mikroskopie byly ziskdny snimky bunék
s nanoc¢asticemi. V porovnani se snimky z konfokalniho mikroskopu neni patrné vyssi
rozliSeni pro lokalizaci nanoc¢astic, pravé naopak. Zejména patrné jsou shluky nanocastic

lokalizované pravdépodobné na povrchu bunky.
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5.6 Stanoveni intracelularniho pH pomoci pH indikatoru SNARF-1

Jednou z variant stanoveni pH je vyuziti fluorescenéniho raciometrického
indikatoru SNARF-1 (5-(and-6)-Carboxy SNARF™-1, acetoxymetyl ester, acetat,
Invitrogen™). Tento indikator je ve formé acetoxymetyl esteru schopny projit bunécnou
membranou, vlivem bunéénych esteraz uvniti bunky dochazi k odstépeni acetoxymetylu
a uvéznéni zbytku nabité molekuly SNARF-1 v cytosolu (Hinton et al. 2009). Tento na
fluorescenci zalozeny SNARF-1 ma pouze jedno excitaéni maximum, a to mezi 488-514
nm. Fluorescence je snimana ve dvou emisnich vlnovych délkach, pti 580 nm a 640 nm,
coz je znazornéno na grafu €. 45. Podilem hodnot intenzity fluorescence namétené pii
580 nm a 640 nm dostaneme hodnotu, jez mizeme po kalibraci pouzit pro vypocet

realného vnitrobunééného pH.

SNARF1@pH 9
®SNARF1@pH 6

Graf €. 45: Relativni intenzita fluorescence pro emisni maxima SNARF-1 pti 580 nm a 640 nm (pievzato
z Fluorescence SpectraViewer, ThermoFisher)

5.6.1 Kalibrace

K dopocitani redlnych hodnot pH bylo nejdfive nutné SNARF-1 kalibrovat
v roztocich o riznych hodnotach pH za pfitomnosti K'/H" ionoforu Nigericinu (Sigma-
Aldrich). Tonofor umoznil vyrovnani pH intracelularniho a extracelularniho prostfedi
vlivem toku extraceluldrniho draselného iontu. SmiSenim kyselého pufru A a zasaditého

pufru B v odliSnych pomérech byly piipraveny pufry o hodnotach pH: 6,5; 7; 8.

Kalibrace byla métena v rezimu méfeni intenzity fluorescence na fluorescencnim
destickovém spektrometru pii vinovych délkach excitace 488 nm a pii dvou emisnich
maximech 580 nm a 640 nm, gain 132. Byla stanovena kalibra¢ni kiivka pro SNARF-1
aplikovany k bunkdm A431 a HaCaT za pouziti ionoforu Nigericinu, v pufrech o
hodnotach pH 6,5;7;8 (graf €. 46 a ¢. 47).
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Graf ¢. 46: Kalibracni kiivka pro SNARF-1 a buné¢nou linii A431. Vyjadiuje zavislost poméru intenzit
fluorescence SNARF-1 méfenych ve dvou emisnich délkach na pH.
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Graf ¢. 47: Kalibracni kiivka pro SNARF-1 a buné¢nou linii HaCaT. Vyjadiuje zavislost poméru intenzit
fluorescence SNARF-1 métenych ve dvou emisnich délkach na pH.

Z kalibracnich kiivek byly dopocitdny hodnoty pH pro bunécné linie HaCaT a
A431. Na fluorescencnim destiCkovém spektrometru byla hodnota pH pro HaCaT
stanovena na 6,7 a pro A431 na 6,3, naznacujici vice kyselé prostfedi u rakovinnych A431

bunék.
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5.6.2 Detekce pH indikatoru SNARF-1 metodou fluorescencni
spektroskopie

Po kalibraci byl SNARF-1 v koncentraci 10 uM inkubovén s buné¢nou linii A431
a HaCaT. Pfi totozném nastaveni fluorescen¢niho destiCkového spektrometru byly
snimany intenzity fluorescence pii vlnovych délkach 580 nm a 640 nm. Prezentované
vysledky jsou primérem hodnot minimalné ze tfi provedenych méteni. Pomér intenzit
fluorescence (640/580 nm) je v ptipadé méfeni na destickovém spektrometru zobrazeno
na grafu €. 48, bunécnd linie HaCaT dosahuje hodnoty 0,340 vs 0,313 buné¢né linie A431
(graf €. 48). Pomér intenzit fluorescence (640/580 nm) dosahuje opét vysSich hodnot u
bunécné linie HaCaT, nez je tomu u bunck linie A431, coz poukazuje na kyselejsi

intracelularni prostfedi bun¢k A431.

SNARF-1 10uM fluorescencni spektroskopie
0,400
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Graf ¢. 48: Porovnani pomért intenzit fluorescence (1640 nm/I580 nm) SNARF-1 u bunééné linie HaCaT
a A431 metodou fluorescenéni spektroskopie. Pomér intenzit fluorescence linie HaCaT ¢inil 0,340, u linie
A431 0,313. Prezentované hodnoty jsou vysledkem tii nezavislych méteni. Chybova tisecka predstavuje
smérodatnou odchylku.

5.6.3 Detekce pH indikatoru SNARF-1 metodou prutokové cytometrie

Detekce fluorescence pH indikatoru SNARF-1 byla roz§ifena o metodu priitokové
cytometrie. Prutokova cytometrie analyzuje jednotlivé buiiky v proudu tekutiny, kterou
prochazi paprsek svétla z laseru. Buriky je poté mozné tfidit mimo jiné i na zdklad¢ jejich
specifickych fluorescen¢nich vlastnosti. Opét byly buinky linie A431 a HaCaT
inkubovany s pH indikatorem SNARF-1 v koncentraci 10uM po dobu 30 min. Buiky
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byly posléze ptevedeny do bunécné suspenze a vcetné kontroly a duplikdtu méfeny
metodou prutokové cytometrie pii nastaveni uvedeném v tab. ¢ 7. V programu FlowJo
byla vyhodnocena primérna intenzita fluorescence, poté byl stanoven pomér 640/580 nm.
Takto ziskané vysledky poukazuji na shodny trend detekovany pomoci destickového
spektrometru. Vysledky jsou primérem hodnot ¢ty provedenych méfeni. Pomér
pramérnych hodnot intenzit fluorescence (640 nm/580 nm) byl metodou priitokové
cytometrie stanoven na 1,75 u bunécné linie HaCaT vs 1,66 u bunécné linie A431 (graf

& 49).
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Graf €. 49: Porovnani poméra intenzit fluorescence (1640 nm/I5S80 nm) SNARF-1 u bunééné linie HaCaT
a A431 metodou pritokové cytometrie. Pomér intenzit fluorescence linie HaCaT ¢inil 1,75 u linie A431
1,66. Prezentované hodnoty jsou vysledkem tii nezavislych méfeni. Chybova tseCka predstavuje
smérodatnou odchylku.

5.7 Vizualizace SNARF-1 fluorescenénim mikroskopem Olympus

Metodou fluorescenéni mikroskopie byl vizualizovan SNARF-1 uvnitf bunék.
Nejdiive byly testovany dvé koncentrace SNARF-1: 5 uM a 10 uM, ale dale byla
pouzivana jiz jen koncentrace 10 uM, znazornéno na obrazcich €. 50 a ¢. 51. Byl pouzit
pouze kanal pro sniméni vinové délky 580 nm, jelikoz filtr pro sniméani druhého emisniho

maxima (640 nm) nebyl ve vybavé naseho fluorescencniho mikroskopu Olympus.
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Na obrazcich €. 50 a ¢. 51 lze jsou vyfoceny fixované bunky linie HaCaT
inkubované se SNARF-1 (koncentrace 5 pM vs 10 uM), DAPI a Phalloidin + AF 488.
Byly porovnany dvé koncentrace SNARF-1 za ucelem optimalizace jeho vizualizace. Na
snimku A jsou jadra barvend modie DAPI, na snimku B je vizualizovan aktin pomoci
Phalloidin + AF 488. Na snimku C u obrazku ¢. 50 je pozorovatelny slaby ¢erveny signal
SNARF-1, na obrazku ¢. 51 je pii vySs$i koncentraci SNARF-1 cerveny signal
intenzivngj$i. Snimek D je sloZzeny ze snimku A, B, C. Vysledky ukazuji, ze pouziti vyssi

koncentrace dava lepsi fluorescencni signal z vnitiku buniky.

Obr. ¢. 50: Lokalizace Cervené zariciho SNARF-1 v koncentraci SpM uvnitf jiz zafixovanych bunck
HaCaT. Snimek A: jadra obarvena modie DAPI, snimek B: aktin obarven zelené¢ Phalloidin + AF488,
snimek C: Cerveny signal SNARF-1 (580 nm), snimek D: slozeny ze snimku A, B, C. Foceno objektivem
40x, bila usecka vpravo dole reprezentuje rozmer 20 pm.
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Obr. €. 51: Lokalizace Cervené zatfictho SNARF-1 v koncentraci 10 uM uvnitf jiz zafixovanych bunék
HaCaT. Snimek A: jadra obarvena modfe DAPI, snimek B: aktin obarven zelené¢ Phalloidin + AF488,
snimek C: Cerveny signal SNARF-1 (580 nm), snimek D: slozeny ze snimku A, B, C. Foceno objektivem
40x, bila usecka vpravo dole reprezentuje rozmeér 20 pm.

K lokalizaci SNARF-1 uvnitt Zivych bunék linie A431 a HaCaT byly lysozomy
barveny modie vitalni barvickou LysoTracker MHB 207. Zivé buiiky A431 jsou
zobrazeny na obrazku ¢. 52. Na snimku A jsou modie barveny lysozomy (LysoTracker
MHB207), snimek B zobrazuje cervenou fluorescenci SNARF-1 (580 nm). Byly taktéz
pozorovany ziveé buitky HaCaT (obr. €. 53). Na snimku A jsou modfie barveny lysozomy
(LysoTracker MHB207), snimek B zobrazuje cervenou fluorescenci SNARF-1 (580 nm).

Lokalizace SNARF-1 ve véccich lysozomt nebyla potvrzena.

Obr. €. 52: Lokalizace Cervené zaticiho SNARF-1 v koncentraci 10 uM uvnitf zivych bun¢k A431. Snimek
A: lysozomy barveny modie LysoTracker MHB 207, snimek B: fluorescence SNARF-1 (580nm). Foceno
objektivem 40x, bila usecka vpravo dole reprezentuje rozmer 20 um.
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Obr. ¢. 53: Lokalizace Cervené zafictho SNARF-1 v koncentraci 10 pM uvniti zivych bunék HaCaT.
Snimek A: lysozomy barveny modie LysoTracker MHB 207, snimek B: fluorescence SNARF-1 (580nm).
Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole reprezentuje rozmér 20 pm.

Na obrazku ¢. 54 jsou vyfoceny zivé i fixované bunky linie A431 inkubované s 10
puM SNARF-1. Lokalizace sondy se v ramci jednoho vzorku 1isi. Na snimku A jsou zivé
buitkky A431, SNARF-1 se vyskytuje spiSe rozptyleny v cytoplazmé, ale 1ze pozorovat i
mista, kde se v cytoplazm¢ koncentruje. Na snimku B jsou buiiky A431 po fixaci,

SNARF-1 Ize pozorovat spiSe v utvarech pfipominajici vacky.

Obr. €. 54: Lokalizace cervené zariciho SNARF-1 (580 nm) v koncentraci 10 uM uvniti bun¢k A431. A)
bunky zivé, B) buniky po fixaci. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole reprezentuje rozmér 20
pm.

Na obrazku ¢. 55 jsou vyfoceny zivé i fixované buiiky linie HaCaT inkubované
s 10 uM SNARF-1. Lokalizace sondy se v ramci jednoho vzorku, ktery se nachézi
v rizném stavu (zivé buiiky vs bunky po fixaci), 1i§i. SNARF-1 lze pozorovat jak

v cytoplazmé (snimek 1A), tak v Gtvarech pfipominajici vacky (snimek B).
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Obr. ¢. 55: Lokalizace cervené zaticiho SNARF-1 v koncentraci 10 uM uvniti bunék HaCaT. 1A) a 2A)
bunky zivé, B) buriky po fixaci. Foceno objektivem 40x, bila usecka vpravo dole reprezentuje rozmér 20
pm.

Cilem této experimentalni ¢asti bylo vizualizovat SNARF-1 v butice, pozorovany
byly buniky linie HaCaT a A431, Zivé i fixované vzorky. Ke kolokalizaci SNARF-1 byly
pouzity fluorescenéni barvy jako LysoTracker MHB 207 a Phalloidin+AF 488. SNARF-
1 byl pozorovan jak v cytoplazmé, tak v utvarech pfipominajici vacky, nicméné

lokalizace v lysomech potvrzena nebyla.

5.8 Lokalizace SNARF-1 pomoci konfokalni mikroskopie

Pro preciznéjsi lokalizaci SNARF-1 uvniti bunék A431 a HaCaT byly preparaty
snimany na konfokalnim mikroskopu. Byl pouzit kanl pro snimani prvniho emisniho
maxima pii 580 nm a zvlast’ kandl pro snimani druhého emisniho maxima pii 640 nm.
K jeho kolokalizaci byly pouZity fluorescenéni barvy jako LysoTracker MHB207, pro

snaz8i vizualizaci a lokalizaci bun€k byla jadra barvena DAPI.

Na obrazku €. 56 jsou snimky bun¢k A431 inkubovanych s 10 uM SNARF-1.

Snimek A zobrazuje SNARF-1 v prvnim emisnim maximu pii 580 nm a jadra obarvena
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modfe. Na snimku B je SNARF-1 v druhém emisnim maximu pii 640 nm a jadra

obarvena modfe.

Obr. €. 56: Lokalizace SNARF-1 v koncentraci 10 pM uvnitf jiz zafixovanych bunék A431. Snimek A:
zlutéa fluorescence SNARF-1 (570-590 nm), jadra obarvena modie DAPI, snimek B: ¢ervena fluorescence
SNARF-1 (630-650 nm), jadra obarvena modie DAPI.

Na obrazku ¢. 57 jsou snimky bun¢k HaCaT inkubovanych s 10 uM SNARF-1.
Snimek A zobrazuje SNARF-1 v prvnim emisnim maximu pii 580 nm a jadra obarvena
modie. Na snimku B je SNARF-1 v druhém emisnim maximu pii 640 nm a jadra

obarvena modfre.

Obr. €. 57: Lokalizace SNARF-1 v koncentraci 10 uM uvnitf jiz zafixovanych bun¢k HaCaT. Snimek A:
zluta fluorescence SNARF-1 (570-590 nm), jadra obarvena modie DAPI, snimek B: ¢ervena fluorescence
SNARF-1 (630-650 nm), jadra obarvena modie DAPI.

Na obrazku €. 58 jsou snimky fixovanych bun¢k HaCaT inkubovanych s 10 uM
SNARF-1. Snimek A zobrazuje SNARF-1 v prvnim emisnim maximu pii 580 nm s
modie barvenymi lysozomy. Snimek B zobrazuje SNARF-1 v druhém emisnim maximu

pii 640 nm, taktéz s lysozomy barvenymi modre.
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Obr. ¢. 58: Lokalizace SNARF-1 v koncentraci 10 uM uvnitf jiz zafixovanych bunék HaCaT. Snimek A:
zluta fluorescence SNARF-1 (570-590 nm), modfe barvené lysozomy LysoTracker MHB 207, Snimek B:
Cervena fluorescence SNARF-1 (630-650 nm), modie barvené lysozomy LysoTracker MHB 207.

Konfokéalnim mikroskopem byl zobrazem SNARF-1 v buiikach A431 a HaCaT.
Byl taktéZ pozorovan v cytoplazmé. U bun€k HaCaT byla provedena kolokalizace

s LysoTrackerem MHB 207, lokalizace v lysozomech pozorovana nebyla.

5.9 Stanoveni bunééné spotieby glukozy pouzitim jejiho analogu 2-
NBDG

Bunéc¢na spotieba glukdzy piimo souvisi s mirou glykolyzy v metabolismu. Tento
princip vyuzivd D-analog glukézy (2-NBDG, (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl)Amino)-2-deoxyglukéza, ThermoFisher,) fungujici jako kompetitivni inhibitor
v glykolytické draze. Na takové molekule glukozy doslo k odstranéni OH skupiny na 2.
uhliku, pfipojila se modifikovana fluorescenéné¢ znacend skupina, kterou jiz enzym
hexokinaza nerozezna. Nevznikd proto glukoza-6-fosfat a glykolyza je pozastavena.
Pritokova cytometrie analyzuje jednotlivé buiky v proudu tekutiny, kterou prochazi
paprsek svétla z laseru. Builky je pot¢ mozné tfidit mimo jiné i na zéklad¢ jejich

specifickych fluorescencnich vlastnosti. Zelenou fluorescenci 2-NBDG lze snimat pii
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vlnovych délkach excitace 456 nm a emise 540 nm a pomoci prutokové cytometrie.

Metodou kompetitivni inhibice glykolyzy analogem glukozy 2-NBDG byly
zjistény rozdily mezi metabolismem bunécéné linie A431 a HaCaT. Procentudlni vyjadieni
pozitivnich udalosti mezi buné¢nou linii A431 a HaCaT je vyjadieno na grafu ¢. 59.
Zatimco po 15 min vykazovaly buiiky A431 na FACSu 20 % pozitivnich udalosti na 2-
NBDG, buitky HaCaT této hodnoty dosahly az po 45 min. Po 45 min dlouhé inkubaci
bylo 73 % bun¢k vyhodnoceno pozitivné¢ na 2-NBDG u A431 v kontrastu s 22 % u
HaCaT. Grafické zndzornéni poctu pozitivnich udélosti pomoci histogramu v riiznych
Casech je zobrazeno na grafu €. 60 pro buiiky linie A431 a na grafu €. 61 pro buiiky linie
HaCaT. Toto zjisténi silné¢ podporuje fakt, Ze buniky linie A431 keratinocytl pochézejici
z epidermalni vrstvy klize pacienta s rakovinou kaze preferenéné vyuzivaji glykolyzu

oproti jinym zptisobim produkce ATP.
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Graf ¢. 59: Procentudlni vyjadieni pozitivnich udalosti detekovanych pomoci FACSu po inkubaci bun¢k
A431 s2-NBDG v rozdilnych ¢asech. Prezentované hodnoty jsou vysledkem tii nezavislych méfeni.
Chybova usecka predstavuje smérodatnou odchylku.
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Graf ¢. 60: Prekryv histogrami po inkubaci bun¢k A431 s 2-NBDG v ¢asech 45 min (zelené), 30 min
(oranzove¢), 15 min (modie) a nebarvena kontrola (Cervene).
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Graf ¢. 61: Piekryv histograml po inkubaci bunék HaCaT s 2-NBDG v Casech 45 min (zelen¢), 30 min
(oranzove¢), 15 min (modfe) a nebarvena kontrola (Cerveng¢).

Metabolismus bunécné linie A431 a HaCat byl porovnan na trovni spotieby
analogu glukézy v naristajicim ¢ase metodou priitokové cytometrie. Bylo pozorovano
vyssi procento pozitivnich bun¢k na 2-NBDG v kazdém ¢asovém intervalu, nez je tomu

u bunék linie HaCaT, jak je znazornéno v tabulce €. 11.
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2-DG %
ctrl 15 min 30 min 45 min
A431 1 20 53 73
HaCaT |0 3 14 22

Tab. ¢. 11: Procentualni vyjadfeni pozitivnich bunck linie A431 a HaCaT na 2-NBDG v konkrétnich
casovych intervalech.

5.10 Méreni bunééného metabolismu metodou SeaHorse

SeaHorse je metoda pro charakterizaci bunééného metabolismu v realném cCase
(zejména zastoupeni oxidativni fosforylace — OXFOS a glykolyzy v produkci
adenosintrifosfatu - ATP). Jak bylo uvedeno v literarni ¢asti, metabolismus rakovinnych
a zdravych bunék se 1i8i na nékolika Grovnich. Zdravé buiky ziskavaji ATP
prostfednictvim vyvéazeného poméru mezi glykolyzou a oxidaéni fosforylaci. Bunky
uptednostnujici glykolyzu produkuji ve zvysené mife vodikové protony vedouci k
extracelularnimu okyselovani (extracellular acidification rate, ECAR), tim se fenotypové
podobaji rakovinnym buiikdm. U zdravych bunék je rovnovéha v produkci ATP zajisténa
spotiebou kysliku ptfi oxidacni fosforylaci (oxygen compsuption rate, OCR) v
mitochondriich. Pomér zastoupeni téchto dvou metabolickych drah vyjadiuje

metabolicky fenotyp burky.

Mitochondrialni dychani charakterizované hodnotou spotieby kysliku (OCR) je
zjisténo pomoci tii konkrétnich modulatori pro bunééné dychani. Identickou metodou je
zjisténa hodnota ECAR, tedy extracelularni okyselovani, zastupujici indikator glykolyzy
(nebo je zejména produktem/vysledkem glykolyzy).

Jelikoz je z ptedchozi Casti patrné, Ze buiiky linie A431 maji v ¢ase vyssi spotiebu
analogu glukézy bylo Zzddouci dale urcit, v jakém zastoupeni hraje v bunééném
metabolismu roli. Pro méfeni preferovaného bunééného metabolismu bunék byly opét
pouzity buiiky linie A431 a HaCaT. Vysledkem je preferovany metabolismus v produkci
ATP a ptedpokladané rozdily v zastoupeni glykolyzy a OXFOS v produkci ATP. Pokus
byl proveden pouze dvakrat z divodu Casové omezené¢ho zaptjCeni analyzatoru The
Agilent SeaHorse XFp. Bunécna linie HaCaT vykazovala zastoupeni glykolyzy pouze
v 28,5 % oproti OXFOS, kterd dosdhla hodnoty 71,5 %, zndzornéno na grafu ¢. 62. U
bunécné linie A431 byla hodnota zastoupeni glykolyzy na celkové produkci ATP
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stanovena na 52,5 %, hodnota OXFOS dosahovala v tomto ptipadé pouze 47,5 % (graf €.
62). Tyto rozdilné poméry podporuji tvrzeni, Ze metabolismus bunééné linie A431,
pochazejici z epidermalni vrstvy kiize pacienta s rakovinou kiize, vykazuje fenotypové

znaky rakovinné buiky.
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Graf ¢. 62: Charakterizace bunééného metabolismu metodou SeaHorse. Pomér zastoupeni glykolyzy
(oranzove) a OXFOS (zIut€) v produkci ATP v metabolismu bunécéné linie HaCat a A431. Pokud byl
proveden dvakrat z divodu ¢asové omezeného zapujceni analyzatoru (Agilent SeaHorse XFp, Real Time
ATP Rate Assay kit). Prezentovana data jsou primérem dvou méfeni.
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6 Diskuze

Cilem této studie bylo charakterizovat nove vyvinuté sondy (fluorescencni
kfemikové nanocastice) v bunéénych systémech. Jejich charakterizace byla zamétena na
sledovanti jejich pH zavislé fluorescence. Nové vyvinuté nanoc¢astice byly proto
konjugovany s dvéma fluorofory. K jejich bunééné lokalizaci by mél slouzit na pH
nezéavisly Rhodamin B zafici ¢ervené. Druhym fluoroforem byl FITC, zafici zelené

v zévislosti na pH v rozmezi hodnot 5-7,5.

Ptedchozi experimenty provedené pied zadanim této diplomové prace
s nanocasticemi stejného typu poukazovaly na jejich vyskyt uvniti zivych bunék.
Predpokladem této diplomové prace bylo tedy sledovat fluorescenci nanoc¢astic uvnitt
bunék, lokalizovat tyto SiNP uvnitt bun€k pomoci fluoroforu Rhodamin B a soucasné
detekovat na pH zéavislou fluorescenci FITC. Na zaklad¢ fluorescence FITC by poté
bylo mozné analyzou obrazu nebo méfenim na spektrofotometru vypoditat intracelularni
pH. Vysledné hodnoty pH by se mély v souladu s literaturou lisit, porovname-li zdravou
a rakovinnou bunku. Intracelularni pH rakovinné bunky by mélo dosahovat lehce
zasaditych hodnot, v diisledku okyselovani extracelularniho prostoru, zatimco pH uvnitt
zdravé bunky zlstava okolo pH neutralni hodnoty 7,2 (White et al. 2017b). Studium pH
zavislé fluorescence kiemikovych nanocastic v rozdilnych bunéénych liniich mélo
poukézat na potencial t€chto nanocastic detekovat intraceluldrni pH ve zdravé a
rakovinné buiice. Pokud by se tato schopnost prokézala, bylo by moZzné uvaZovat o

jejich ptipadném vyuziti v diagnostice.

Za timto Uc¢elem byly vybrany dvé bunécné linie keratinocytii. Linie HaCaT
pochézela z epidermalni vrstvy kiiZze zdravého pacienta, zatimco bunécna linie A431
byla z epidermalni vrstvy klize pacienta s rakovinou ktize. Tyto bunécné linie
zastupovaly model zdravé a rakovinné buiiky keratinocytu. Bunécna linie lidskych
fibroblasti NHDF byla vybrana z divodu velikosti jednotlivych bunék, tedy k snadné
identifikaci bunéénych struktur. Mozny vyskyt nanocastic byl m¢l byt tedy 1épe
pozorovatelny.

V ramci charakterizace pouzitych bunécnych linii byla popsdna dynamika riistu
a zivotaschopnost bun¢k linie NHDF, HaCaT, A431. Nejdynamictéji rozriistajici se
populace na zaklad¢ stanoveni doby zdvojeni (doubling time) byla bunécna linie

HaCaT, poté¢ A431 a nejpomaleji rostla bunécna linie NHDF. Doubling time byl
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vypocitan z poctu bunék ve 3 ¢asovych intervalech (4, 24 a 48 h). Ve vSech ptipadech
se jedna o adherentni bunky, tudiz pocet adherentnich bun¢k po 4 hod inkubace byl
zavisly na tom, jak rychle jsou schopné si dané bunky ptisednout. Je mozné, ze v
piipadé HaCaT vSechny bunky jesté nestacily pfisednout k podkladu, a tudiz to
zasadnim zptisobem mohlo ovlivnit pocatecni pocet bun€k, ze kterého vychazel vypocet
doubling time. Obdobné¢ nizky doubling time bunécné linie HaCaT byl ale také popsan
(pavez Lorie et al. 2020), zatimco kolegyné v laboratofi naméfila tento Cas delsi (Gstni
sd€leni, nepublikovana data). Pfi méfeni Zivotaschopnosti bun¢k linie A431 a HaCaT
vysazenych v riznych koncentracich pomoci determinace aktivity bunéénych
dehydrogenaz (MTS test) dosahovala naopak buné¢na linie A431 zieteln¢ vyssich
hodnot neZ bunééna linie HaCaT. ZvySené hodnoty MTS testu u bunécné linie A431

jsou v souladu s faktem, Ze se jednéd o bunécnou linii z pacienta s rakovinnou kize.

Buniky linie NHDF byly charakterizovany pouze zobrazenim bunécnych

struktur, jelikoz byly pouzivany zejména pro mikroskopickou experimentalni ¢ést.

Po osvojeni prace s bunéénymi liniemi a jejich charakterizaci bylo mozné
pristoupit k pokusiim s nanocasticemi. Po kazdé doddvce nové SarZe nanocastic byly
provedeny testy cytotoxicity. Cilem bylo zjistit nejvyssi moZznou koncentraci
nanocastic, kterou by bylo mozné pouzit pro dalsi experimenty, aniZ by bunky
vyznamné neposkodila. Po zjisténi, ze ani nejvyssi aplikované koncentrace vyznamné
neovlivilovaly Zivotaschopnost bun¢k, mohly byt nanocastice vizualizovany s zivymi

buitkami na fluorescenénim mikroskopu.

JiZ od podzimu 2018 se bohuzel vyskytovaly komplikace vyplyvajici z ptipravy
vzorkll nanoéastic na VSCHT, jez nespliiovaly potiebné vlastnosti jako nano&astice
ptipravené piedchozi diplomantkou. V pribéhu dvou let byly doddny vzorky nanocéstic
celkem Sesti SarZi (tab. ¢. 2 a €. 10) jeZ bylo nutné vSechny na zacatku testovat na
moznou cytotoxicitu a poté oveftit jejich funkénost zobrazenim na fluorescenénim
mikroskopu. Posledni Sarze F z Cervna 2020 jiz byla sterilni a oba fluorofory byly

konjugovany s nanocastici a bylo tedy mozné ptistoupit k dalSim experimentiim.

Ktemikové nanocastice ze Sarze F byly dvojiho typu. Prvni typ F-RF byl
konjugovén s fluorofory Rho B a FITC, druhy typ F-R byl konjugovan pouze
s fluoforem Rho B, oba vzorky byly dodané v metanolu. Nanocéstice této Sarze byly

sférického tvaru a mély v primeéru 14,2 nm. Kviili kontaminaci v zasobnim vodném
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roztoku nanocéstic Sarze E byly dalsi nanocastice piipravené do metanolu (Sarze F).
Jelikoz mély nanocastice tendenci se shlukovat, byly pfed kazdym experimentem
sonikovany 45 minut v ledové lazni. Jako kompromis pro zachovani fyziologickych
podminek a zamezeni ptiliSného shlukovani nanocastic pfitomnosti sérovych bilkovin
byly nanocéstice fedény do 5 % inaktivovaného FBS v kultivacnim médiu. Takto

pfipravené nanocastice byly pouzity do nasledujicich experimentd.

Cytotoxické testy prokazaly, ze ani nejvyssi pouzité koncentrace obou typu
nanocastic Sarze F vyznamné neovliviiuji Zivotaschopnost bunék linie A431, avsak se
zvySujici se koncentraci nanocastic (typu F-R a F-RF) se signifikantné zivotaschopnost
bunék snizovala. U linie HaCaT byl pozorovan opac¢ny trend, buiiky vykazovaly vyssi
zivotaschopnost s narustajici koncentraci nanoc¢éstic, coz bylo signifikantné potvrzeno u
nanocastic typu F-R. Z toho lze usuzovat na stimula¢ni u¢inek tohoto typu nanocastic.
Ten byl sledovan i u nanocastic ze stiibra, kde nizké davky potencialné¢ toxickych agens
stimulovaly buné¢nou proliferaci a tento jev je obecné znam jako hormeze (Kawata et
al. 2009). Po normalizaci hodnot na pocet bunék bylo zjisténo, ze ani nejvyssi pouzita
koncentrace (100 pg/ml) nanocastic typt F-R a F-RF nezpiisobila pokles
zivotaschopnosti bunék A431 pod 75 %, coz je udavana hladina cytotoxicity (Flahaut et
al. 2006). U typu nanocastic F-R byla pozorovana klesajici Zivotaschopnost se zvySujici
se koncentraci nanocastic, bohuzel vzhledem k velikosti odchylek se nepodaftilo
prokézat signifikantni rozdil. U typu nanocastic F-RF byl pozorovan signifikantni
pokles zivotaschopnosti bunék A431 oproti neoptisobené kontrole pii nejvyssi
aplikované koncentraci nanocastic. U bunécné linie HaCaT byl naopak pozorovan
signifikantni stimulacni vliv nanoc¢astic typu F-R v nejvyssi pouzité koncentraci oproti
neoptisobené kontrole. Tyto vysledky jsou v souladu s dfive pozorovanou
biokompabilitou kiemikovych nanocastic. Takto byly naptiklad popsany kiemikové
nanocastice syntetizované pro obdobny tcel (métfeni pH uvnitf lysozomt v Zivych

buiikach) (Chu et al. 2016).

Vizualizace nanocastic fluorescen¢nim mikroskopem odhalovala fadu
komplikaci vychdzejicich z jejich pfipravy. Z nanocastic Sarze A, B, C, D se oddéloval
Rhodamin B od nanocastice a vnikal samovolné do bunék. U Sarze A a B byl pozorovéan
Rhodamin B uvniti bunék. Po centrifugaci vzorku C zistal zfejmé Rhodamin B
v supernatantu. Po ptfidani tohoto supernatantu k buitkam bylo mozné posléze sledovat

Rhodamin B uvnitf buriky, jak tomu bylo i u pfedchozich Sarzi nanoc¢éstic. Navic, u
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Sarze D byla potvrzena lokalizace Rhodaminu B v mitochondriich. Nanoc¢astice
konjugovéna s FITC ztistavala v téchto ptipadech vzdy mimo buiiku. Nanocastice mély
tendenci tvofit shluky, které byly lokalizovany maximaln¢ na povrchu buné¢né
membrany. Pfi pozorovani nanocastic Sarze E ve vzorku s zivymi buitkami byl
pozorovan pohyb, jehoz pivodce byl agarovym testem potvrzen jako kontaminace.
Vzorky A-E byly totiz ptipravované v chemickych laboratotich na stole a pouze

do destilované vody. Z toho diivodu bylo nami navrZeno pfipravit nanocastice do
metanolu, ktery sam o sob¢ ptisobi pozitivné na sterilitu vzorku. V tabulce €. 10, jez je
soucasti Vysledki popisujici vizualizaci SiNP fluorescen¢nim mikroskopem Olympus,

je seznam Sarzi dodanych nanocéstic a jejich stru¢na charakterizace.

Posledni Sarze F (z ¢ervna 2020) jiz pozadavek na sterilitu vzorku a pfitomnost
obou fluoroforti na nanocastici spliiovala. Zobrazenim zivych bun¢k A431, HaCaT a
NHDF s nanoc¢asticemi byla sledovana vys$si mira fluorescence se zvysujici se
koncentraci nanoc¢éstic. Nanoc¢astice mely ale tendenci se shlukovat v okoli buiiky,
zejména na jejim povrchu. Fluorescenéni mikroskop Olympus byl schopen poskytnout

pouze omezené rozliSeni, nicméné i tak byly nanoc¢éstice pozorovany zejména na

bunééné membrané Zivych bunék.

Nasledovalo tedy zobrazeni bunék A431 a HaCaT s nanoc¢asticemi pomoci
konfokalni mikroskopie ve vy$§im rozliSeni. Tato metoda ale vyZzaduje fixaci vzorku.
K tomu byl pouzit 4 % roztok glutaraldehydu. Fixaci bun¢k je pak zasadné ovlivnéno
pH vzorku, tudiZ jiz neni mozné sledovat pH zavislou fluorescenci FITC. U&elem
pouziti této metody bylo zejména lokalizovat nanoc¢astice uvniti bun¢k, aby mohly byt
nanocastice pouzity jako senzory meéftici vnitrobunééné pH. Pro ujiSténi, Ze nanocastice
se opravdu nachézeji uvniti buné€k, byla ¢ast vzorkil béhem inkubace s nanocasticemi
narusena 0,01 % Tritonem, aby se usnadnil prinik SiNP do bun¢k. Bohuzel, ani po
opusobeni bunck 0,01 % Tritonu nebyly nanocéstice pozorovany v oblasti cytoplazmy,

nybrz pouze na povrchu buiiky. Ze snimka jsou patrné nanocastice pouze zanofené do

membrany, nikoliv v§ak uvniti bunky, jak je dobfe znatelné z 3D videi.

Naskytla se taktéZ moznost zobrazit nanoc¢astice pomoci super-rezolu¢ni
mikroskopie STED na Matematicko-fyzikalni fakulté¢ pod vedenim Ph.D. Fuc¢ikové.

Touto zobrazovaci metodou bohuzel nebylo dosazeno preciznéjsiho zobrazeni. Tato
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moznost byla ¢asové omezend, a proto nemohla byt provedena dostatecné optimalizace

nastaveni a poptipadé zisk prukaznéjsich vysledki o lokalizaci NP v ramci bunky.

Ze vSech mikroskopickych pozorovani, ale vyplyva, Ze se nepodatilo
jednoduchou inkubaci nanocastic s buiikami dostat nanocastice do bunék. Ani
kratkodobé pouziti Tritonu neusnadnilo jejich vstup do buiiky. Z hlediska dalSiho
vyuziti téchto sond pro detekci vnitrobunééného pH by bylo zadouci zvolit jinou
techniku vhodnou pro vstup nanocastic do bun¢k, jak bylo naptiklad testovano in vivo
na modelu prasete (inokulace, rozpustné mikrojehlové naplasti a povrchova
elektroporace nanocastic asociovanych s DNA) (Bernelin-Cottet et al. 2019). OdlisSnym
ptistupem by mohla byt dodate¢na modifikace povrchu nanocastic, napiiklad peptidem
penetrujicim membranu (TAT peptid fungujici jako transaktivator transkripce viru HIV-

1) (Wei et al. 2019).

Za Gcelem ovéteni schopnosti nanoc¢astic detekovat vnitrobunééné pH bylo
nutné srovnani se standardné pouzivanou metodou k méteni pH. Pouzitim raciometrické
sondy SNARF-1 byl systém nakalibrovan a ptipraven pro ovéfeni vysledki ziskanych
nanocasticemi. Jeho fluorescence byla snimana ve dvou emisnich maximech (580 nm a
640 nm), pomérem intenzit fluorescence v téchto vinovych délkach a jejich kalibraci 1ze
dopocitat hodnoty pH. Kalibraci SNARF-1 za pouziti Nigericinu byly zjiStény hodnoty
pH bunék A431 a HaCaT. Na fluorescenc¢nim destickovém spektrometru byla hodnota
pH po kalibraci pro HaCaT stanovena na 6,7 a pro A431 na 6,3, naznacujici kyselejsi
intracelularni prostiedi rakovinnych A431 bun¢k. Pokud by byl stanoven pouze pomér
1640/1580, pro desti¢kovy spektrometr by byly hodnoty HaCaT 0,340 a pro A431 0,313,
coz odpovida kyselej§imu intraceluldrnimu prostiedi u rakovinnych A431 bun¢k.
SNARF-1 byl testovan na obou bunéénych liniich také metodou priitokové cytometrie.
Touto metodou byly naméteny hodnoty poméru 1640/1580 pro HaCaT 1,75 a pro A431
1,66, coz naznacuje opét nizsi pH u bunék A431 nez u bunék HaCaT. Hodnota vyssi
nez 1 by znamenala zasadité pH, nicméné pro tuto metodu nebyla provedena kalibrace,
kterou bychom urcily piesné hodnoty. AvSak i touto metodou byl ziskan vysledek
vyjadiujici niz§i pH uvniti bun¢k A431. Porovnanim téchto dvou metod byly tedy
ziskany shodné vysledky ukazujici na kyselejsi prostiedi uvniti A431 neZ u bunck
HaCaT. Nizsi intracelularni pH zjisténé u rakovinnych bunék je v rozporu s literaturou
uvedenou v literarnim prehledu (White et al. 2017b), ale na druh¢ strané¢ odpovida

vysledklim méfeni intracelularniho pH pomoci dvojitého sniméani pouzitim Ramanovské
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spektroskopie a fluorescence (Cao et al. 2015). V této praci porovnavaji intracelularni
pH taktéz za pouziti nanoc¢astic v rakovinné a zdravé epitelialni buiice. Touto novou
metodou bylo zjisténo neutralni pH ve zdravé buiice v porovnani s mirné kyselejSim

intracelularnim pH rakovinné bunky.

Je také znamo, ze k okyselovani intracelularniho prostfedi nevyhnutelné dochdzi
1 pti vstupu bunky do apoptozy (Gottlieb et al. 1996). Zaroven, pokud dojde v rakovinné
bunice ke snizeni pH, proliferace se zpomali, az nakonec dojde k apoptoze (Lucas et al.
1988; Horvat et al. 1993). V ptipadé A431 bunck byl zjistén na koncentraci nanoc¢éstic
zavisly pokles jejich Zivotaschopnosti, coz by mohlo znamenat nastartovani procesu
apoptdzy a tim zpiisobit niz8i pH uvnitt téchto bunék. Zatimco HaCaT bunky zménou

zivotaschopnosti na pfitomnost nanoc¢astic nereagovaly.

Po zjisténi nizsich hodnot pH u bunécné linie A431 bylo cilem ovéfit, zda
SNARF-1 neni lokalizovan v buné¢nych kompartmentech s typicky odlisnym pH
(naptiklad lysozomy). Pokud by se SNARF-1 vyskytoval v lysozomech u bunécné linie
A431 a u bunécné linie HaCaT by byl pfitomen v cytoplazmé, nebyl by vysledek pH
srovnatelny. Pro lokalizaci SNARF-1 v Zivé bunice bylo taktéz vyuzito fluorescenéniho
mikroskopu Olympus. Z ditvodu omezeného vybaveni mikroskopu byl SNARF-1
pozorovatelny pouze ve svém prvnim emisnim maximu (580 nm). V tomto kanale bylo
tedy mozné sledovat pouze jeho lokalizaci v buiice. V rdmci jednoho vzorku byl
SNARF-1 detekovan v cytoplazmé 1 v utvarech pfipominajici vacky. Nasledné byly
v obou buné&¢nych liniich znac¢eny lysozomy (Lysotracker MHB207). Ze snimk (viz
obr. ¢. 52, 53, 58) je patrné, Ze lokalizace SNARF-1 v lysozomech nebyla potvrzena.
Pro zobrazeni SNARF-1 1 v jeho druhém emisnim maximu byly vzorky snimany
pomoci konfokalniho mikroskopu. Opét bylo nutné vzorek pfed pozorovanim zafixovat
a nebylo tak moZzné na zakladé fluorescence méfit pH. Ze snimkl z konfokalniho
mikroskopu je ziejmé rozprostieni SNARF-1 v cytoplazmé fixovanych bunék,
kolokalizace se zna¢enymi lysozomy opét nebyla potvrzena (obr. €. 58). Lze tedy fict,
ze lokalizace SNARF-1 byla pozorovana v cytoplazmé, tudiz hodnoty namétenych

intenzit a posléze jejich poméry pochézi ze srovnatelného intracelularniho prostredi.

Jelikoz jsou zmény v pH rovnovaze izce spjaty s bunéénym metabolismem,
bylo cilem porovnat rozdily v metabolismu zdravé linie HaCaT a rakovinné linie A431.

Mezi metody charakterizujici bunéény metabolismus pattilo méfeni spotieby
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fluorescen¢niho analogu gluk6zy 2-NBDG. Tento kompetitivni inhibitor glykolyzy byl
inkubovéan s bunikami linie A431 a HaCaT za ucelem sledovat zvySujici se spotfebu 2-
NBDG buiikami v nartstajicim ¢ase. Méfenim spotfeby analogu glukozy prutokovou
cytometrii bylo vyhodnoceno zieteln€ vyssi procento bunék linie A431 pozitivni na 2-
NBDG v krat§im ¢ase v porovnani s buitkami linie HaCaT (po 45min bylo 73 % bunék
A431 pozitivnich na 2-NBDG v porovnani s 22 % bunc¢k HaCaT ve stejny cas).

Z tohoto vysledku lze nazvat buiiky linie A431jako glykolyticky aktivnéjsi.

Z ptedchozi ¢asti 1ze usuzovat na rozdilny metabolismus bun¢k A431 a HaCaT,
proto byla dale zafazena metoda SeaHorse pro potvrzeni téchto vysledki a ziskani
dalsich informaci tykajicich se bunééného metabolismu v redlném case. Konkrétné bylo
méteno zastoupeni oxidativni fosforylace — OXFOS a glykolyzy v produkci
adenosintrifosfatu — ATP. Buiiky upfednostiiujici glykolyzu produkuji ve zvySené miie
vodikové protony vedouci k extracelularnimu okyselovani (extracellular acidification
rate, ECAR), tim se fenotypové podobaji rakovinnym buiikdm. U zdravych bunék je
rovnovaha v produkci ATP zajisténa spottebou kysliku pti oxidacni fosforylaci (oxygen
compsuption rate, OCR) v mitochondriich. Pomér zastoupeni téchto dvou

metabolickych drah vyjadiuje metabolicky fenotyp bunky.

Mitochondrialni dychani charakterizované hodnotou spotieby kysliku (OCR) je
zjisténo pomoci tii konkrétnich modulatorti pro bunééné dychani. Identickou metodou
je zjisténa hodnota ECAR, tedy extracelularni okyselovani, zastupujici indikator

glykolyzy (nebo je zejména produktem/vysledkem glykolyzy).

Metodou SeaHorse byly zjistény rozdily v zastoupeni glykolyzy a OXFOS
v produkci ATP bunéncné linie A431 a HaCaT. Vysledkem bylo vy$si procentudlni
zastoupeni glykolyzy (52,5 %), na celkové produkci ATP u bunééné line A431, hodnota
OXFOS dosahovala v tomto ptipad€ 47,5 %. Bunééna linie HaCaT vykazovala
zastoupeni glykolyzy pouze v 28,5 % oproti OXFOS, kterd dosahla hodnoty 71,5 %.
Tyto rozdilné poméry glykolyzy a OXFOS v produkci ATP podporuji tvrzeni, ze
metabolismus bunécéné linie A431, pochéazejici z epidermdlni vrstvy klize pacienta

s rakovinou ktize, vykazuje metabolicky fenotyp rakovinné bunky.

Obé¢ metody charakterizujici bunécny metabolismus buné¢k linie A431 a HaCaT
poukazovaly na glykolyticky aktivnéjsi buiiky linie A431. U metody SeaHorse byla

preference glykolyzy dana minimalnim procentualnim rozdilem v porovnani se
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sledovanim spotieby analogy glukdzy. Pokud chceme vysledky z téchto metod
srovnavat, je nutné zdlraznit, ze v piipad¢ metody SeaHorse je métena hodnota
charakterizujici extracelularni okyselovani, zatimco v pfipad¢ méfeni spotfeby analogu
glukozy jde o vyhodnoceni pozitivnich bun¢k na 2-NBDG v ¢ase (intracelularni
detekce). Nadale je dulezité zminit, ze buiikky béhem testovani na 2-NBDG byly drzeny
co nejdéle ve fyziologickych podminkéch, zatimco metoda SeaHorse vyzadovala
jejich stavu. Praveé v ranych fazich apoptozy byl popsan piechod bunécného
metabolismu k oxidativni varianté ziskavani energie, tento d¢j je zakonité doprovazen i
zménou pH smérem k niz§im hodnotam (Sergeeva et al. 2017; Matsuyama et al. 2000).
Fyziologické podminky, jez se podafilo do jisté miry zachovat pii mé&feni 2-NBDG
poskytuji vérohodnégjsi piedstavu o standardni situaci v bunééném metabolismu. Na
pro bunky mohl indukovat apoptozu a tim je smeérovat k OXFOS. Takto by mohlo byt
interpretovano nizké procentudlni zastoupeni glykolyzu u bunék A431 v porovnani

s metodou méfeni 2-NBDG. V souvislosti se zjisténymi vysledky je tedy dulezité pii
charakterizaci metabolismu 1 méteni pH Zivych bunék zachovat v co nejvétsi mire

podminky a prostiedi blizké fyziologickému stavu studované bunécné linie.

V ramci této diplomové prace byla charakterizovana buné¢na linie zdravych
lidskych keratinocytli a bunécna linie keratinocytl z pochdzejici z pacienta s rakovinou
ktize. Buné¢na linie HaCaT a buné¢na linie A431 vykazovaly na vice Grovnich
charakteristické rysy chovani zdravé a rakovinné linie, zndzornéno v tabulce ¢. 12. Po
provedeni MTS testu Zivotaschopnosti bun¢k dosahovaly vyssich hodnot buiiky linie
A431. Mg¢feni spotieby analogu glukozy pritokovou cytometrii bylo zjisténo, ze buiilky
linie A431 jsou glykolyticky aktivnéj$i, neZ je tomu u bunééné linie HaCaT. Metodou
SeaHorse byl taktéZz zjistén vyssi podil glykolyzy na produkci ATP u bunécné linie
A431, zatimco u bunééné linie HaCaT dominovala oxidativni fosforylace a tim byl
potvrzen shodny trend jako u pfedchozi metody. Na zdklad¢ vySe uvedenych zjisténi by
tyto dobfe charakterizované bunécné linie mohly predstavovat modelové bunécné
systémy pro studium a diagnostiku rakoviny. Nicméné v rozporu
s literaturou citovanou v literarnim ptehledu (White et al. 2017a), jsou zjisténé hodnoty
pH u bunéénych linii A431 a HaCaT vychylené opa¢nym smérem, tedy nizsi

intracelularni pH u bunék A431 a vyssi u bunék linie HaCaT. Hodnoty vyssi nez 1
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ziskané metodou prutokové cytometrie by poukazovaly na zésadité pH, nicmén¢ pro
tuto metodu nebyla provedena kalibrace, pomoci které by bylo mozné dopocitat pfesné
hodnoty. Avsak trend ziskanych poméra z fluorescencni mikroskopie i pratokové
cytometrie je zachovan - intracelularni pH u A431 je mirné kyselejsi, coz bylo taktéz

sledovano ve ¢lanku zabyvajici se pH detekci nanoc¢asticemi (Cao et al. 2015).

Na zavér by bylo vhodné podotknout, ze studované bunécné linie A431 1 HaCaT
jsou immortalizované, tudiz do jisté miry jsou v tomto sméru podobné rakovinnym
bunkam. Je tedy mozné, Ze se tento fakt mohl projevit stiranim rozdili mezi ndmi
stanovenou ,,zdravou‘* buiikou keratinocytu a ,,rakovinnou* bunkou keratinocytu. Timto
smérem by se mohl ubirat dal§i vyzkum a zaméfit se proto na rozdily v intraceluldrnim

pH a v bunééném metabolismu primarnich bun¢k.

A431 HaCaT
DT 35,2h 21,5h
MTS (absorbance p¥i 20 000 bunék/cm?) 0,5674 0,1588
2-NBDG (po 45min) 73 % 22 %
SeaHorse 53 % vs48% 29 % vs 72 %
(glykolyza % vs OXFOS %)
SNARF-1 kalibrace (pH) 6,3 6,7
SNARF-1 spektroskopie 0,313 0,340
SNARF FACS 1,66 1,75

Tab. ¢. 12: Charakteristika bunééné linie A431 a HaCaT
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7 Zavér
V ramci diplomové prace byly charakterizovany nové vyvinuté kiemikové sondy
v riznych bunéénych systémech. Tyto sondy jsou slozeny z kiemikové nanocastice, na

kterou jsou kovalentné ptipojeny dva fluorofory (FITC na detekci pH a Rhodamin B na

lokalizaci).

Byl popsén vliv nanocastic Sarze F (typ F-R a F-RF) na zivotaschopnost bunék.
Ani nejvyssi pouzitd koncentrace nanocastic vyznamneé nesnizila zivotaschopnost
bunécné linie A431 a HaCaT. V ptipad€ typu nanocastic F-R v nejvyssi pouzité
koncentraci byl pozorovan stimula¢ni vliv na zivotaschopnost buné€k linie HaCaT. Proto

pro nasledné experimenty muize byt vyuzita nejvyssi testovana koncentrace.

Sondy typu F-RF byly po interakci s butikami linie NHDF, A431 a HaCaT
vizualizovany a lokalizovany pomoci fluorescenéni mikroskopie, konfokalni
mikroskopie a super-rezolu¢ni mikroskopie. VSemi metodami byly nanocastice
lokalizovany na bunééné membrané a ani po naruseni membrany nebyly pozorovany
uvniti buiiky. Nanocastice mély taktéZ tendenci se shlukovat do vétSich aglomeratt. To
znamena, Ze v soucasném stavu nebylo mozno jich pouzit jako fluorescen¢ni sondy pro

analyzu vnitrobunééného pH.

Byla zavedena metoda pro detekci intracelularniho pH sondou SNARF-1
v bunikach linie A431 a HaCaT metodou fluorescenéni spektroskopie a priitokové
cytometrie. Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie byla ovéfena lokalizace sondy SNARF-1

v cytoplazmé, tudiz 1ze prohlasit, Ze detekuje pH v cytoplazmé, a ne v organelach.

Byla provedena charakterizace metabolismu bunééné linie A431 a HaCaT na
zakladé spotieby fluorescencné znaceného analogu gluk6zy (2-NBDG) pro glykolyzu v
nartstajicim Case. Byl sledovan zfetelné vyssi pocet bun€k A431 pozitivnich na 2-
NBDG v krat§im case, nez tomu bylo u buné¢né linie HaCaT poukazujici na vyznam

glykolyzy v metabolismu bunék A431.

Byla provedena charakterizace metabolismu bunécné linie A431 a HaCaT
metodou SeaHorse. V realném case byl méten podil OXFOS a glykolyzy na celkové
produkci ATP. Bylo zjiSténo, ze bunécna linie A431 preferencné vyuzivala glykolyzu

(53 %) v porovnani s bunécnou linii HaCaT vyuzivajici glykolyzu pouze z 29 %.

103



8 Seznam literatury

ALBANESE, Alexandre and Warren C.W. CHAN, 2011. Effect of gold
nanoparticle aggregation on cell uptake and toxicity. In: ACS Nano [online]. B.m.:
American Chemical Society, p. 5478-5489 [accessed. 2021-02-01]. ISSN 19360851.
Available at: doi:10.1021/nn2007496

ALBANESE, Alexandre, Carl D. WALKEY, Jonathan B. OLSEN, Hongbo
GUO, Andrew EMILI and Warren C.W. CHAN, 2014. Secreted biomolecules alter the
biological identity and cellular interactions of nanoparticles. ACS Nano [online]. 8(6),
5515-5526 [accessed. 2021-02-01]. ISSN 1936086X. Available
at: doi:10.1021/nn4061012

ANDRES, Vicente, Jos¢ CARRERAS and Roser CUSSO, 1990. Regulation of
muscle phosphofructokinase by physiological concentrations of bisphosphorylated
hexoses: Effect of alkalinization. Biochemical and Biophysical Research
Communications [online]. 172(1), 328-334. ISSN 10902104. Available
at: doi:10.1016/S0006-291X(05)80213-X

ARONSON, P S, 1985. Kinetic Properties of the Plasma Membrane Na+ -H+
Exchanger. Annual Review of Physiology [online]. 47(1), 545-560 [accessed. 2020-11-
01]. ISSN 0066-4278. Available at: doi:10.1146/annurev.ph.47.030185.002553

BARUA, Sutapa, Jin Wook YOO, Poornima KOLHAR, Aditya WAKANKAR,
Yatin R. GOKARN and Samir MITRAGOTRI, 2013. Particle shape enhances
specificity of antibody-displaying nanoparticles. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America [online]. 110(9), 3270-3275
[accessed. 2021-02-01]. ISSN 00278424. Available at: doi:10.1073/pnas.1216893110

BERNELIN-COTTET, Cindy, Céline URIEN, Joanne MCCAFFREY, Damien
COLLINS, Agnese DONADEI, Dennis MCDAID, Virginie JAKOB, Christophe
BARNIER-QUER, Nicolas COLLIN, Edwige BOUGUYON, Elise BORDET, C¢line
BARC, Olivier BOULESTEIX, Jean Jacques LEPLAT, Fany BLANC, Vanessa
CONTRERAS, Nicolas BERTHO, Anne C. MOORE and Isabelle SCHWARTZ-
CORNIL, 2019. Electroporation of a nanoparticle-associated DNA vaccine induces
higher inflammation and immunity compared to its delivery with microneedle patches
in pigs. Journal of Controlled Release [online]. 308, 1428 [accessed. 2021-04-21].
ISSN 18734995. Available at: doi:10.1016/j.jconrel.2019.06.041

BERNFIELD, Merton, Martin GOTTE, Pyong Woo PARK, Ofer REIZES,
Marilyn L. FITZGERALD, John LINCECUM and Masahiro ZAKO, 1999. Functions of
cell surface heparan sulfate proteoglycans [online]. 28. November 1999. B.m.: Annual
Reviews 4139 El Camino Way, P.O. Box 10139, Palo Alto, CA 94303-0139, USA .
[accessed. 2021-02-01]. ISSN 00664154. Available
at: doi:10.1146/annurev.biochem.68.1.729

BIGDELI, Arafeh, Forough GHASEMI, Samira ABBASI-MOAYED, Maryam
SHAHRAJABIAN, Nafisech FAHIMI-KASHANI, Somayeh JAFARINEJAD, M. Amin
FARAHMAND NEJAD and M. Reza HORMOZI-NEZHAD, 2019. Ratiometric
fluorescent nanoprobes for visual detection: Design principles and recent advances - A
review [online]. 4. November 2019. B.m.: Elsevier B.V. ISSN 18734324. Available
at: doi:10.1016/j.aca.2019.06.035

BOEDTKIER, E., L. BUNCH and S. F. PEDERSEN, 2012. Physiology,
Pharmacology and Pathophysiology of the pH Regulatory Transport Proteins NHE1 and

104



NBCnl: Similarities, Differences, and Implications for Cancer Therapy. Current
Pharmaceutical Design [online]. 18(10), 1345—1371. ISSN 13816128. Available
at: doi:10.2174/138161212799504830

CAO, Yue, Ruo Can QIAN, Da Wei LI and Yi Tao LONG, 2015.
Raman/fluorescence dual-sensing and imaging of intracellular pH distribution.
Chemical Communications [online]. 51(99), 17584—17587. ISSN 1364548X. Available
at: doi:10.1039/c5¢c07697h

CASEY, Joseph R and Sergio GRINSTEIN, 2009. Sensors and regulators of
intracellular pH. Nature Reviews Molecular Cell Biology [online]. 11 [accessed. 2020-
10-22]. Available at: doi:10.1038/nrm2820

CEDERVALL, Tommy, Iseult LYNCH, Stina LINDMAN, Tord BERGGARD,
Eva THULIN, Hanna NILSSON, Kenneth A. DAWSON and Sara LINSE, 2007.
Understanding the nanoparticle-protein corona using methods to quntify exchange rates
and affinities of proteins for nanoparticles. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America [online]. 104(7), 2050-2055 [accessed. 2021-
02-01]. ISSN 00278424. Available at: doi:10.1073/pnas.0608582104

CONG, Damin, Wen ZHU, Yejie SHI, Kelli B POINTER, Paul A CLARK,
Hongmei SHEN, John S KUO, Shaoshan HU and Dandan SUN, 2014. Upregulation of
NHEI protein expression enables glioblastoma cells to escape TMZ-mediated toxicity

via increased H + extrusion, cell migration and survival. Carcinogenesis [online]. 35(9),
2014-2024 [accessed. 2020-11-09]. Available at: doi:10.1093/carcin/bgu089

DAMAGHI, Mehdi, Jonathan W. WOJTKOWIAK and Robert J. GILLIES,
2013. pH sensing and regulation in cancer [online]. 2013. ISSN 1664042X. Available
at: doi:10.3389/fphys.2013.00370

DAVIES, T. A., R. E. FINE, R. J. JOHNSON, C. A. LEVESQUE, W. H.
RATHBUN, K. F. SEETOO, S. J. SMITH, G. STROHMEIER, L. VOLICER, L.
DELVA and E. R. SIMONS, 1993. Non-age Related Differences in Thrombin
Responses by Platelets from Male Patients with Advanced Alzheimer’s Disease.
Biochemical and Biophysical Research Communications [online]. 194(1), 537-543.
ISSN 10902104. Available at: doi:10.1006/bbrc.1993.1853

DECHANT, Reinhard, Matteo BINDA, Sung Sik LEE, Serge PELET, Joris
WINDERICKX and Matthias PETER, 2010. Cytosolic pH is a second messenger for
glucose and regulates the PKA pathway through V-ATPase. The EMBO Journal
[online]. 29(15), 2515-2526 [accessed. 2020-12-01]. ISSN 0261-4189. Available
at: doi:10.1038/embo;j.2010.138

DIETL, Katrin, Kathrin RENNER, Katja DETTMER, Birgit TIMISCHL, Karin
EBERHART, Christoph DORN, Claus HELLERBRAND, Michael KASTENBERGER,
Leoni A. KUNZ-SCHUGHART, Peter J. OEFNER, Reinhard ANDREESEN, Eva
GOTTFRIED and Marina P. KREUTZ, 2010. Lactic Acid and Acidification Inhibit
TNF Secretion and Glycolysis of Human Monocytes. The Journal of Immunology
[online]. 184(3), 1200—1209 [accessed. 2020-12-01]. ISSN 0022-1767. Available
at: doi:10.4049/jimmunol.0902584

ESTRELLA, Veronica, Tingan CHEN, Mark LLOYD, Jonathan
WOJTKOWIAK, Heather H CORNNELL, Arig IBRAHIM-HASHIM, Kate BAILEY,
Yoganand BALAGURUNATHAN, Jennifer M ROTHBERG, Bonnie F SLOANE,
Joseph JOHNSON, Robert A GATENBY and Robert J GILLIES, 2013.
Microenvironment and Immunology Acidity Generated by the Tumor

105



Microenvironment Drives Local Invasion [online]. [accessed. 2021-01-31]. Available
at: doi:10.1158/0008-5472.CAN-12-2796

FANTIN, Valeria R., Julie ST-PIERRE and Philip LEDER, 2006. Attenuation of
LDH-A expression uncovers a link between glycolysis, mitochondrial physiology, and
tumor maintenance. Cancer Cell [online]. 9(6), 425434 [accessed. 2020-12-01].

ISSN 15356108. Available at: doi:10.1016/j.ccr.2006.04.023

FLAHAUT, E., M. C. DURRIEU, M. REMY-ZOLGHADRI, R. BAREILLE
and Ch BAQUEY, 2006. Investigation of the cytotoxicity of CCVD carbon nanotubes
towards human umbilical vein endothelial cells. Carbon [online]. 44(6), 1093—1099.
ISSN 00086223. Available at: doi:10.1016/j.carbon.2005.11.007

FUSTER, Daniel, Orson W. MOE and Donald W. HILGEMANN, 2008. Steady-
state function of the ubiquitous mammalian Na/H exchanger (NHE1) in relation to
dimer coupling models with 2Na/2H stoichiometry. Journal of General Physiology
[online]. 132(4), 465480 [accessed. 2020-11-01]. ISSN 00221295. Available
at: doi:10.1085/jgp.200810016

GAO, Huajian, Wendong SHI and Lambert B FREUND, 2005. Mechanics of
receptor-mediated endocytosis [online]. [accessed. 2021-01-31]. Available
at: www.pnas.orgcgidoil0.1073pnas.0503879102

GENG, Yan, Paul DALHAIMER, Shenshen CAI, Richard TSAI, Manorama
TEWARI, Tamara MINKO and Dennis E. DISCHER, 2007. Shape effects of filaments
versus spherical particles in flow and drug delivery. Nature Nanotechnology [online].
2(4), 249-255 [accessed. 2021-02-01]. ISSN 17483395. Available
at: doi1:10.1038/nnano.2007.70

GOTTLIEB, Roberta A, Judly NORDBERGT, Evan SKOWRONSKIT, Bernard
M BABIOR and Ernest BEUTLER, 1996. Apoptosis induced in Jurkat cells by several
agents is preceded by intracellular acidification Communicated by.

GREF, R., M. LUCK, P. QUELLEC, M. MARCHAND, E. DELLACHERIE, S.
HARNISCH, T. BLUNK and R. H. MULLER, 2000. ‘Stealth’ corona-core
nanoparticles surface modified by polyethylene glycol (PEG): Influences of the corona
(PEG chain length and surface density) and of the core composition on phagocytic

uptake and plasma protein adsorption. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces [online].
18(3—4), 301-313. ISSN 09277765. Available at: doi:10.1016/S0927-7765(99)00156-3

HAN, Junyan and Kevin BURGESS, 2010. Fluorescent Indicators for
Intracellular pH [online]. [accessed. 2020-11-25]. Available at: doi:10.1021/cr900249z

HAVLIK, Martin, Veronika TALIANOVA, Robert KAPLANEK, Tomas
BRIZA, Bohumil DOLENSKY, Jarmila KRALOVA, Pavel MARTASEK and Vladimir
KRAL, 2019. Versatile fluorophores for bioimaging applications: n-expanded
naphthalimide derivatives with skeletal and appendage diversity. Chemical
Communications [online]. 55(18), 2696-2699. ISSN 1364548X. Available
at: doi:10.1039/c¢8cc09638d

HINTON, Ayana, Souad R SENNOUNE, Sarah BOND, Min FANG, Moshe
REUVENI, G Gary SAHAGIAN, Daniel JAY, Raul MARTINEZ-ZAGUILAN and
Michael FORGAC, 2009. Function of a Subunit Isoforms of the V-ATPase in pH
Homeostasis and in Vitro Invasion of MDA-MB231 Human Breast Cancer Cells *
[online]. [accessed. 2021-01-06]. Available at: doi:10.1074/jbc.M901201200

HORVAT, Branka, Shahram TAHERI and Aida SALIHAGIC, 1993. Tumour

106



cell proliferation is abolished by inhibitors of Na+ H+ and HCO3- CI- exchange
[online]. 1993. ISSN 09598049. Available at: doi:10.1016/0959-8049(93)90591-3

CHITHRANI, B. Devika and Warren C.W. CHAN, 2007. Elucidating the
mechanism of cellular uptake and removal of protein-coated gold nanoparticles of
different sizes and shapes. Nano Letters [online]. 7(6), 1542—1550 [accessed. 2021-02-
01]. ISSN 15306984. Available at: doi:10.1021/n1070363y

CHITHRANI, B. Devika, Arezou A. GHAZANI and Warren C.W. CHAN,
2006. Determining the size and shape dependence of gold nanoparticle uptake into
mammalian cells. Nano Letters [online]. 6(4), 662—668 [accessed. 2021-02-01].
ISSN 15306984. Available at: doi:10.1021/n10523960

CHO, Eun Chul, Jingwei XIE, Patricia A. WURM and Younan XIA, 2009.
Understanding the role of surface charges in cellular adsorption versus internalization
by selectively removing gold nanoparticles on the cell surface with a I 2/KI etchant.
Nano Letters [online]. 9(3), 1080—1084 [accessed. 2021-02-01]. ISSN 15306984.
Available at: doi:10.1021/n1803487r

CHU, Binbin, Houyu WANG, Bin SONG, Fei PENG, Yuanyuan SU and Yao
HE, 2016. Fluorescent and Photostable Silicon Nanoparticles Sensors for Real- Time

and Long-Term Intracellular pH Measurement in Live Cells. Anal. Chem [online]. 88
[accessed. 2021-04-19]. Available at: doi:10.1021/acs.analchem.6b02488

KAFSHGARI, Morteza, Frances HARDING and Nicolas VOELCKER, 2015.
Insights into Cellular Uptake of Nanoparticles. Current Drug Delivery [online]. 12(1),
63—77 [accessed. 2021-01-30]. ISSN 15672018. Available
at: doi:10.2174/1567201811666140821110631

KARIMI, Mahdi, Amir GHASEMI, Parham SAHANDI ZANGABAD, Reza
RAHIGH]I, S. Masoud MOOSAVI BASRI, H. MIRSHEKARI, M. AMIRI, Z.
SHAFAEI PISHABAD, A. ASLANI, M. BOZORGOMID, D. GHOSH, A. BEYZAV],
A. VASEGHI A. R. AREF, L. HAGHANI, S. BAHRAMI and Michael R. HAMBLIN,
2016. Smart micro/nanoparticles in stimulus-responsive drug/gene delivery systems
[online]. 7. March 2016. B.m.: Royal Society of Chemistry. [accessed. 2021-01-30].
ISSN 14604744. Available at: doi:10.1039/c5¢s00798d

KAWATA, Koji, Masato OSAWA and Satoshi OKABE, 2009. In vitro toxicity
of silver nanoparticles at noncytotoxic doses to HepG2 human hepatoma cells.
Environmental Science and Technology [online]. 43(15), 6046—6051. ISSN 0013936X.
Available at: doi:10.1021/es900754q

KLYMCHENKO, Andrey S, 2017. Solvatochromic and Fluorogenic Dyes as
Environment-Sensitive Probes: Design and Biological Applications [online].
[accessed. 2020-12-01]. Available at: doi:10.1021/acs.accounts.6b00517

KOCAREK, Eduard a Martin PANEK. Klinickd cytogenetika I : tivod do
klinické cytogenetiky. 2. vydani. Praha : Karolinum, 2010. 134 s. ISBN 978-80-246-
1880-7.

KUHN, Dagmar A., Dimitri VANHECKE, Benjamin MICHEN, Fabian
BLANK, Peter GEHR, Alke PETRI-FINK and Barbara ROTHEN-RUTISHAUSER,
2014. Different endocytotic uptake mechanisms for nanoparticles in epithelial cells and
macrophages. Beilstein Journal of Nanotechnology [online]. 5(1), 1625-1636
[accessed. 2021-01-30]. ISSN 21904286. Available at: doi:10.3762/bjnano.5.174

LAGADIC-GOSSMANN, D, L HUC and V LECUREUR, 2004. Alterations of

107


https://www.wikiskripta.eu/w/Speci%C3%A1ln%C3%AD:Zdroje_knih/978-80-246-1880-7
https://www.wikiskripta.eu/w/Speci%C3%A1ln%C3%AD:Zdroje_knih/978-80-246-1880-7

intracellular pH homeostasis in apoptosis: origins and roles. Cell Death and
Differentiation [online]. 11, 953-961 [accessed. 2020-11-09]. Available
at: doi:10.1038/sj.cdd.4401466

LE, Anne, Charles R COOPER, Arvin M GOUW, Ramani DINAVAHI,
Anirban MAITRA, Lorraine M DECK, Robert E ROYER, David L Vander JAGT,
Gregg L SEMENZA and Chi V DANG, no date. Inhibition of lactate dehydrogenase A
induces oxidative stress and inhibits tumor progression [online]. [accessed. 2020-12-
01]. Available at: doi:10.1073/pnas.0914433107

LI, Su and Noah MALMSTADT, 2013. Deformation and poration of lipid
bilayer membranes by cationic nanoparticles. Soft Matter [online]. 9(20), 4969—4976
[accessed. 2021-02-01]. ISSN 1744683X. Available at: doi:10.1039/c3sm27578¢g

LI Yang and Ning GU, no date. Thermodynamics of Charged Nanoparticle
Adsorption on Charge-Neutral Membranes: A Simulation Study [online].
[accessed. 2021-02-01]. Available at: doi:10.1021/jp904550b

LIBERTI, Maria V. and Jason W. LOCASALE, 2016. The Warburg Effect: How
Does it Benefit Cancer Cells? [online]. 1. March 2016. B.m.: Elsevier Ltd.
[accessed. 2021-01-31]. ISSN 13624326. Available at: doi:10.1016/j.tibs.2015.12.001

LIU, Zhuang, Weibo CAI, Lina HE, Nozomi NAKAYAMA, Kai CHEN,
Xiaoming SUN, Xiaoyuan CHEN, T AND and Hongjie DAI, 2006. In vivo
biodistribution and highly efficient tumour targeting of carbon nanotubes in mice
[online]. [accessed. 2021-02-01]. Available at: doi:10.1038/nnano.2006.170

LUCAS, C. A, R.J. GILLIES, J. E. OLSON, K. A. GIULIANO, R.
MARTINEZ and J. M. SNEIDER, 1988. Intracellular acidification inhibits the
proliferative response in BALB/c-3T3 cells [online]. 1988. ISSN 10974652. Available
at: doi:10.1002/jcp.1041360121

LYNCH, Iseult and Kenneth A. DAWSON, 2008. Protein-nanoparticle
interactions [online]. 1. February 2008. B.m.: Elsevier. ISSN 17480132. Available
at: doi:10.1016/S1748-0132(08)70014-8

MATSUYAMA, Shigemi, Juan LLOPIS, Quinn L. DEVERAUX, Roger Y.
TSIEN and John C. REED, 2000. Changes in intramitochondrial and cytosolic pH:

Early events that modulate caspase activation during apoptosis. Nature Cell Biology
[online]. 2(6), 318-325. ISSN 14657392. Available at: doi:10.1038/35014006

MENDEZ-ARDOY, Alejandro, Jose J. REINA and Javier MONTENEGRO,
2020. Synthesis and Supramolecular Functional Assemblies of Ratiometric pH Probes.
Chemistry - A European Journal [online]. 26(34), 7516—7536. ISSN 15213765.
Available at: doi:10.1002/chem.201904834

MICCOLI, Laurent, St¢éphane OUDARD, Franck SUREAU, Florence
POIRSON, Bernard DUTRILLAUX and Marie France POUPON, 1996. Intracellular
pH governs the subcellular distribution of hexokinase in a glioma cell line. Biochemical
Journal [online]. 313(3), 957-962 [accessed. 2020-12-01]. ISSN 02646021. Available
at: doi:10.1042/bj3130957

MOTYCKOVA, Be. Aneta, 2017. Piiprava kfemiitych nanoéastic s
fluorescenénimi latkami reagujicimi na chemickeé okoli.

NIIDOME, Takuro, Masato YAMAGATA, Yuri OKAMOTO, Yasuyuki
AKIYAMA, Hironobu TAKAHASHI, Takahito KAWANO, Yoshiki KATAYAMA
and Yasuro NIIDOME, 2006. PEG-modified gold nanorods with a stealth character for

108



in vivo applications. Journal of Controlled Release [online]. 114(3), 343-347.
ISSN 01683659. Available at: doi:10.1016/j.jconrel.2006.06.017

PARK, Ji-Ho, Geoffrey VON MALTZAHN, Lianglin ZHANG, Austin M.
DERFUS, Dmitri SIMBERG, Todd J. HARRIS, Erkki RUOSLAHTI, Sangeeta N.
BHATIA and Michael J. SAILOR, 2009. Systematic Surface Engineering of Magnetic
Nanoworms for In vivo Tumor Targeting. Small [online]. 5(6), 694—700
[accessed. 2021-02-01]. ISSN 16136810. Available at: doi:10.1002/smll.200801789

PARK, Ji-Ho, Geoffrey VON MALTZAHN, Lianglin ZHANG, Michael P.
SCHWARTZ, Erkki RUOSLAHTI, Sangeeta N. BHATIA and Michael J. SAILOR,
2008. Magnetic Iron Oxide Nanoworms for Tumor Targeting and Imaging. Advanced
Materials [online]. 20(9), 1630—1635 [accessed. 2021-02-01]. ISSN 09359648.
Available at: doi:10.1002/adma.200800004

PAVEZ LORIE, elizabeth, Nicola STRICKER, Beata PLITTA-MICHALAK, I-
Peng CHEN, Beate VOLKMER, Riidiger GREINERT, Anna JAUCH, Petra
BOUKAMP, Alexander RAPP and Elizabeth PAVEZ LORIE, 2020. Characterisation
of the novel spontaneously immortalized and invasively growing human skin
keratinocyte line HaSKpw [online]. [accessed. 2021-04-19]. Available
at: doi:10.1038/s41598-020-71315-0

PEAK, M., M. AL-HABORI and L. AGIUS, 1992. Regulation of glycogen
synthesis and glycolysis by insulin, pH and cell volume. Interactions between swelling
and alkalinization in mediating the effects of insulin. Biochemical Journal [online].
282(3), 797-805 [accessed. 2020-12-01]. ISSN 02646021. Available
at: doi:10.1042/bj2820797

PERRAULT, Steven D, Carl WALKEY, Travis JENNINGS, Hans C FISCHER
and Warren C W CHAN, no date. Mediating Tumor Targeting Efficiency of
Nanoparticles Through Design [online]. [accessed. 2021-02-01]. Available
at: doi:10.1021/n190003 1y

PUTNEY, Luanna K. and Diane L. BARBER, 2003. Na-H Exchange-dependent
Increase in Intracellular pH Times G2/M Entry and Transition. Journal of Biological
Chemistry [online]. 278(45), 44645-44649. ISSN 00219258. Available
at: doi:10.1074/jbc.M308099200

PUTNEY, Luanna K. and Diane L. BARBER, 2004. Expression profile of genes
regulated by activity of the Na-H exchanger NHE1. BMC Genomics [online]. 5(1), 46
[accessed. 2020-11-09]. ISSN 14712164. Available at: doi:10.1186/1471-2164-5-46

REJMAN, Joanna, Massimo CONESE and Dick HOEKSTRA, 2008. Gene
Transfer by Means of Lipo-and Polyplexes: Role of Clathrin and Caveolae-Mediated
Endocytosis [online]. [accessed. 2021-01-30]. ISSN 1532-2394. Available
at: doi:10.1080/08982100600848819

RESHKIN, Stephan Joel, Maria Raffaella GRECO and Rosa Angela
CARDONE, 2014. Role of pH i , and proton transporters in oncogene-driven neoplastic
transformation. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences
[online]. 369(1638), 20130100 [accessed. 2020-11-09]. ISSN 0962-8436. Available
at: doi:10.1098/rstb.2013.0100

REZEK, Bohuslav, Marie KRTK, Egor UKRAINTSEV, Oleg BABCHENKO,
Alexander KROMKA, Antonn BRO and Marie KALBACOV, 2011. Diamond as
functional material for bioelectronics and biotechnology. New Perspectives in
Biosensors Technology and Applications [online]. (May 2014). Available

109



at: doi:10.5772/18848

RINK, T I, RY TSIEN and T POZZAN, no date. Cytoplasmic pH and Free Mg
2+ in Lymphocytes [online]. [accessed. 2020-11-30]. Available
at: http://rupress.org/jcb/article-pdf/95/1/189/1401089/189.pdf

RONKKO, Topi, Liisa PIRJOLA, Leonidas NTZIACHRISTOS, Juha
HEIKKILA, Panu KARJALAINEN, Risto HILLAMO and Jorma KESKINEN, 2014.
Vehicle engines produce exhaust nanoparticles even when not fueled. Environmental
Science and Technology [online]. 48(3), 2043—2050. ISSN 0013936X. Available
at: doi:10.1021/es405687m

ROOS, Albert and Walter F BORON, 1981. Intracellular pH.

SERGEEVA, Tatiana F., Marina V. SHIRMANOVA, Olga A.
ZLOBOVSKAYA, Alena I. GAVRINA, Varvara V. DUDENKOVA, Maria M.
LUKINA, Konstantin A. LUKYANOYV and Elena V. ZAGAYNOVA, 2017.
Relationship between intracellular pH, metabolic co-factors and caspase-3 activation in
cancer cells during apoptosis. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research
[online]. 1864(3), 604—611. ISSN 18792596. Available
at: doi:10.1016/j.bbamcr.2016.12.022

SHI, Wen, Xiaohua LI and Huimin MA, 2012. A Tunable Ratiometric pH
Sensor Based on Carbon Nanodots for the Quantitative Measurement of the Intracellular
pH of Whole Cells. Angewandte Chemie International Edition [online]. 51(26), 6432—
6435 [accessed. 2021-04-13]. ISSN 14337851. Available
at: doi:10.1002/anie.201202533

SPACKOVA, Bc Lucie, Ing PAVEL and D PH, 2019. Multifunkéni kiemicité
nanocastice pro analyzu modelového bunééného prostiedi pro klinickou a forenzni
analyzu.

TERALI Takuya and Tetsuo NAGANO, no date. Small-molecule fluorophores
and fluorescent probes for bioimaging [online]. [accessed. 2020-12-01]. Available
at: doi:10.1007/s00424-013-1234-z

WEBB, Bradley A., Michael CHIMENTI, Matthew P. JACOBSON and Diane
L. BARBER, 2011. Dysregulated pH: A perfect storm for cancer progression [online].
September 2011. ISSN 1474175X. Available at: doi:10.1038/nrc3110

WEBB, Bradley A., Farhad FOROUHAR, Fu En SZU, Jayaraman
SEETHARAMAN, Liang TONG and Diane L. BARBER, 2015. Structures of human
phosphofructokinase-1 and atomic basis of cancer-associated mutations. Nature
[online]. 523(7558), 111-114. ISSN 14764687. Available at: doi:10.1038/nature14405

WE]I, Yushuang, Tang TANG and Hong-Bo PANG, 2019. Cellular
internalization of bystander nanomaterial induced by TAT-nanoparticles and regulated
by extracellular cysteine [online]. Available at: doi:10.1038/s41467-019-11631-w

WHITAKER, James E., Richard P. HAUGLAND and Franklyn G.
PRENDERGAST, 1991. Spectral and photophysical studies of benzo[c]xanthene dyes:
Dual emission pH sensors. Analytical Biochemistry [online]. 194(2), 330-344
[accessed. 2020-12-01]. ISSN 10960309. Available at: doi:10.1016/0003-
2697(91)90237-N

WHITE, Katharine A., Bree K. GRILLO-HILL and Diane L. BARBER, 2017a.
Cancer cell behaviors mediated by dysregulated pH dynamics at a glance. Journal of
Cell Science [online]. 130(4), 663—669. ISSN 14779137. Available

110



at: doi:10.1242/jcs.195297

WHITE, Katharine A, Bree K GRILLO-HILL and Diane L BARBER, 2017b.
Cancer cell behaviors mediated by dysregulated pH dynamics at a glance [online].
Available at: doi:10.1242/jcs.195297

Y1, Wen, Peter M. CLARK, Daniel E. MASON, Marie C. KEENAN, Collin
HILL, William A. GODDARD, Eric C. PETERS, Edward M. DRIGGERS and Linda C.
HSIEH-WILSON, 2012. Phosphofructokinase 1 glycosylation regulates cell growth and
metabolism. Science [online]. 337(6097), 975-980 [accessed. 2020-11-11].
ISSN 10959203. Available at: doi:10.1126/science.1222278

YUAN, Hongyan and Sulin ZHANG, 2010. Effects of particle size and ligand
density on the kinetics of receptor-mediated endocytosis of nanoparticles. Appl. Phys.
Lett [online]. 96, 33704 [accessed. 2021-02-01]. Available at: doi:10.1063/1.3293303

ZHAO, Jiacheng and Martina H. STENZEL, 2018. Entry of nanoparticles into
cells: The importance of nanoparticle properties. Polymer Chemistry [online]. 9(3),
259-272. ISSN 17599962. Available at: doi:10.1039/c7py01603d

111



