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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se vénuje tématu monitorovani mitochondrii a hodnoceni jejich
aktivity. Je zde stru¢né rozebrana stavba a funkce bunécnych mitochondrii. Obsahuje
vycet bézné dostupnych fluorescencnich barviv. Zkouma moznosti ovlivnéni mitochondrif
in vitro. Vénuje se ovlivnéni mitochondridlniho membranového potencidlu pomoci riiz-
nych koncentraci glukézy a néasledné hodnoti mitochondrialni aktivitu s vyuzitim barviva
JC-10.
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ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the topic of monitoring mitochondria and evaluating
their activity. The structure and function of cellular mitochondria are briefly discussed.
Contains a list of commonly available fluorescent dyes. It investigates the possibilities of
influencing mitochondria in vitro. It deals with the influence of mitochondrial membrane
potential by means of various concentrations of glucose and subsequently evaluates
mitochondrial activity using the dye JC-10.
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Uvod

Mitochondrie jsou semiautonomni organely, které se nachazeji v eukaryotickych bun-
kach. Jsou nezbytné pro spravnou bunécnou funkci a zajistuji mnozstvi procesu. Jde
hlavné o bunécné dychéni a s nim spojenou produkci energie (ve formé ATP), o pro-
dukci tepla (zajistovani termoregulace), ¢dst metabolismu tuku a steroidnich latek,
ukladani vapniku (stejné jako endoplasmatické retikulum — udrzovani homeostazy
burnky) a apoptézu (mechanismy s ni spojené).

Velikosti i mnozstvi mitochondrii v buiice jsou znacné riznorodé. Odviji se pre-
devsim od energetické narocnosti bunky, od druhu organismu, druhu tkané, po-
pripadé stadiu bunécného cyklu. Zatimco erytrocyty nemaji zadné mitochondrie,
jaterni bunka jich mize mit az 2000.

Mitochondrie jsou organely s dvojitou membranou, které maji vétsinou tvar tyci-
nek. Obvykle nejsou pod mikroskopem viditelné, takze je treba je obarvit vhodnymi
barvivy. K barveni pouzivame fluorescenéni barviva, kterd po ozarenim svétlem o
urcité vlnové délce vyzari svétlo o jiné vlnové délce. Vhodné barvivo volime v za-
vislosti na druhu experimentu. Existuje jich celd rada, néktera jsou vhodna pro sle-
dovani mitochondrii ve fixovanych bunkach, néktera se daji pouzit, pokud chceme
kromé mitochondrii sledovat i jiné organely. Néktera nam umoznuji pozorovat zmény
v membranovém potencidlu mitochondrii. Takto znac¢ené mitochondrie jde zobrazit
pomoci fluorescenc¢nich optickych metod. Konkrétné se jedné o fluorescenéni a konfo-
kalni mikroskopii, obé metody nam umoznuji zobrazit obecné jakékoli fluorescencné
znacené bunécné struktury.

Sledovanim mitochondrii 1ze ziskat mnozstvi informaci o jejich morfologii a o
stavu bunky. V této praci budu popisovat moznosti detekce mitochondrii pomoci flu-
orescencniho znaceni a sledovani konfokalnim mikroskopem. Vyuziji barvivo, které
umoznuje sledovat zménu v mitochondrialnim membranovém potencialu a tim ur-
covat mitochondrialni aktivitu.

Zamérim se na ovlivnéni mitochondrii pomoci riznych latek. Zhodnotim aktivitu
mitochondrii v rakovinnych bunkach PB-3 po jejich ovlivnéni riznymi koncentra-

cemi glukozy.



1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni organely eukaryotickych bunék. Zajistuji veétsi
¢ast bunécného dychani (Krebsuv cyklus — v matrixu, dychaci fetézec — na kristach)
a vyroby energie (ATP). Kromé toho se podileji na produkei tepla, jsou soucasti
metabolismi tukl a steroidnich latek. Ukladaji vapnik, ¢imz se podileji na bunécné
iontové homeostaze. Hraji vyznamnou roli pti bunééném déleni a pii apoptdze (bu-

nécné smrti).

1.1 Stavba

Jedna se o tycinkovité utvary s dvojitou membranou. Vnéjsi membréana se nijak ne-
list od membran ostatnich organel, ma podobny pomér bilkovin a fosfolipida jako
bunéénd membrana (1:1). Je jednoduchd, bez zvrasnéni, obsahuje velké mnozstvi
integralnich membranovych proteint (porint).[I] Hlavnim transportnim proteinem
je napétové zavisly aniontovy kanal (VDAC). Tento kandl je primérni transportér
nukleotidi, iontl a metaboliti mezi cytosolem a intermembranovym (= mezimem-
branovym) prostorem. Vnéj$i membrana obsahuje mnozstvi enzymi, které se podileji
napriklad na prodluzovani mastnych kyselin, oxidaci adrenalinu a degradaci trypto-
fanu. Naruseni vnéjsi membrany umoznuje proteintim v intermembranovém prostoru
prosakovat do cytosolu, coz vede k apoptoze.

Mezi vnéjsi a vnitini membranou se nachazi mezimembranovy prostor. Diky
tomu, Ze je vnéjsi membrana dobfe propustna pro malé molekuly (ionty, cukry) jsou
jejich koncentrace v mezimembranovém prostoru stejné jako v cytosolu (mimo mi-
tochondrii). Na rozdil od nich musi mit velké proteiny specifickou signalni sekvenci,
aby mohly byt transportovany pres vnéjsi membranu. (Takovymto zpusobem se do
mezimebranového prostoru dostéva tfeba cytochrom c.) Proto je proteinové slozeni
intermembranového prostoru odlisné od proteinového slozeni zbytku bunky. Vnitini
membrana obsahuje proteiny se tremi typy funkei:

« Proteiny, které provadéji redoxni reakce dychactho (elektron transportniho)

fetézce

o ATP syntaza, ktera vyrabi ATP a uvolnuje ho do mitochondrialni matrix

o Specifické transportni proteiny, které reguluji priichod latek do a z mitochon-

dridlni matrix

Vnitini membréna obsahuje vice nez 150 rtiznych polypeptidi a méa velmi vysoky
pomér bilkovin k fosfolipidum (vice nez 3:1). Na rozdil od vnéjsi membrany neob-
sahuje poriny a je vysoce nepropustna pro vSechny molekuly. Proto témér vSechny
ionty a molekuly vyzaduji specidlni membréanové transportéry (transportni kanély
— TIM nebo OXA1L), aby mohly vstoupit do matrix. [1} 2]
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Vnitfni membrana je zvrasnénd do vybézkt, kterym se tika kristy. Tyto vybézky
mnohonasobné zvétsuji povrch vnittni membréany a zvysuji tim produkci ATP. Jejich
pocet se odviji opét od metabolické narocnosti bunky, ve které se mitochondrie
nachézeji (mitochondrie ve svalovych butikach, které maji vysokou poptéavku po
ATP, jich budou mit vic). [2, 3]

Mitochondrie je vyplnéna zrnitou latkou nazyvanou mitochondridlni matrix (mi-
tochondridlni cytoplasma). Ve které se nachazi cirkularni chromosom mtDNA | ktery
kéduje proteiny pro Krebsuv cyklus a dychaci Fetézec (neobsahuje vSechny geny —
nékteré jsou lokalizovany v bunécném jadie). Diky tomu jsou mitochondrie na roz-
dil od jinych bunéénych organel schopny se samostatné délit nezavisle na bunce
(semiautonomni organely). Kromé toho matrix obsahuje intramitochondridlni gra-
nuly slozené z fosfolipidi a anorganickych materialu. (Jako jsou napiiklad vapnik,

hor¢ik, stroncium, fosfor, atd.)

rh"‘-\

fl \ 3

2w,

g
) por
ribosom

matrix W

mezimembranovy
prostor

DNA

FoF, ATPasa
vnéjsi

membrana vniti

membrana

Obr. 1.1: Stavba mitochondrie

Velikost i tvar mitochondrii jsou znac¢né riznorodé a jejich pocet v bunce se
odvijf od druhu buiiky a jeji metabolické aktivity. Cim vice energie buiika potfebuje
tim vice ma mitochondrii. Mnozstvi mitochondrii se mize dale odvijet od stari nebo

typu bunky, fazi bunééného cyklu pripadné bunécného zdravi.
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1.2 Funkce

Hlavni zdroj energie pro heterotrofni organismy predstavuji sacharidy, predevsim
glukdza. Postupnym rozkladem (oxidaci) glukézy na vodu a C'O; se ziska energie
ve formé ATP. Jednd se o narocny proces, ktery probiha v riznych ¢astech bunky,
nicméné ¢éast z néj (Krebsuv cyklus a dychaci fetézec) probihd v bunéénych mito-
chondriich.

Po glykolyze, pti které dochazi ke stépeni glukdzy na pyruvat a ktera probihda v
cytoplasmé burky, dojde (pokud mé bunka dostatek kysliku) k transportu pyruvatu
do mitochondrie. V mitochondrialni matrix dojde k dalsimu Stépeni a pyruvat je
oxidovan na Acetylkoenzym A (reakce pyruvitu s koenzymem A).

Krebstv cyklus (= citratovy cyklus) probihd v mitochondridlni matrix (vétSina
enzymu volné v matrix par je navdzano na vnitini membrané). V podstaté jde o
preménu Acetylkoenzymu A na CO, a HyO za soucasného vzniku ATP a redukova-
nych koenzymi (NADH a FADH2), které se ddle zpracovavaji v dychacim fetézci.
2]

Dychaci (elektron-transportni) fetézec je zprostredkovan enzymy ukotvenymi ve
vnitini membrané (na kristdch). To znamend, Ze metabolity prechiazeji z matrix
do intermembranového prostoru a zpét. Diky tomu je zajistén prisun redukovanych
koenzymi z Krebsova cyklu (a z glykolyzy probihajici v bunééné cytoplasmé). Pod-
statou dychaciho Tfetézce je prenos vodikii z redukovanych koenzymi na elementarni
kyslik za pomoci nékolika prenasecii. Prenosem dochézi k uvolnéni energie, ktera je
déle vyuzita k fosforylaci ADP na ATP (= oxidacni fosforylace).

Diky procestim oxidaé¢ni fosforylace a predevsim diky protonovym pumpéam (kom-
plexy I, IIT a IV) vznikd mitochondridlni membranovy potencidl (dulezity pro ucho-
vani energie béhem oxida¢ni fosforylace).Diky nému dochézi k transportu iontu a
proteint, udrzuje pohyb elektronti v elektronovém transportnim fetézci a udrzuje op-
timalni elektrochemicky gradient. Jeho pokles muze vyvolat rtizné patologie. Hlavni
tloha membrénového potencidlu spociva v Fizeni syntézy ATP (préavé pomoci oxi-
dac¢ni fosforylace) a jeho velikost je uréena rovnovdhou mezi produkei a spotrebou
ATP. [4]

Dalsi moznosti, jak zpracovat protony navazané na redukované koenzymy je pro-
dukce tepla pomoci proteinu Termogeninu, ktery muze byt navazan na vnitini mito-
chondrialni membranu. K tomuto déji, ktery se jinak nazyva netfesova termoregu-
lace, dochazi predevsim u adipocyti hnédé tukové tkané (novorozenci, hibernujici
zvitata).

Kromé tohoto funguji mitochondrie jako zasobniky vapnikovych ionti, podobné
jako endoplasmatické retikulum. Pomahaji tim udrzovat homeostazu burky. [2] Na-

vic maji v matrixu pritomny enzymy potfebné pro beta-oxidaci mastnych kyselin
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(aerobni odbouravéani). Tento dé&j produkuje acetylkoenzym-A (potfebny pro Kreb-
suv cyklus) a redukované koenzymy, které se mohou dale uplatnit v dychacim retézci
nebo pri tvorbé tepla.

Mitochondrie se dale podileji na apoptdze (Fizeném zaniku bunky). Ve vnéjsi
membrané maji vazany proapoptotické a protiapoptické faktory, které jsou v nor-
malnim stavu bunky v rovnovaze. Pokud dojde ke spusténi apoptézy (poruseni DNA,
radiace, atd.) jsou protiapoptické faktory inhibovany a proapoptické faktory vytvori
kanaly v membrané. Témito kandly unika cytochrom C, ktery se dalS$imi procesy
meéni az na apoptozom. Timto zplsobem je fizena vnitini apoptdza.

Aby byly mitochondrie schopny zajistit spravny chod vsSech téchto procest musi
dochézet k fuzim, které zajistuji vyménu mitochondridlnich obsaht a udrzuji inte-
gritu mitochondridlniho genomu. Navic se mitochondrie musi stépit (délit) v zavis-
losti na potrebé ATP. Poruchy téchto dvou funkci maji za nasledek, krom jiného i

periferni neuripatii, optické atrofie a novorozeneckou letalitu.

1.3 Mitochondrialni membranovy potencial

Potencidl mitochondridlni membrany (AW,,) je dusledkem redoxnich reakcich spoje-
nych s Krebsovym cyklem a slouzi jako zptisob doc¢asné tischovy energie, kterou ATP
syntaza vyuziva k tvorbé ATP. Tyto procesy generuji kromé elektrického potencialu
i protonovy gradient a spole¢né tvori transmembranovy potencial vodikovych iontt.

Pro normélni funkci bunék je dulezité aby byl AW, stabilni. V dusledku fyzio-
logické aktivity mtze dochazet ke zménam, ale je dilezité aby byly jen prechodné,
protoze naruseni mitochondridlniho potencidlu muze vést k ohrozeni zivotaschop-
nosti bunék. Smér membranového potencialu v bunce a mitochondriich urcuje, ze
jsou kationty lépe transportovany dovnitt a anionty ven. Tato vlastnost umoznuje
akumulaci kationtt kovu v mitochondriich.

Je obtizné uréit optiméalni hodnoty AV,,. Cim vyssi je membranovy potencidl tim
vyssi je energeticka kapacita vnittni mitochondridlni membrany a diky tomu i vyssi
syntéza ATP, ale na druhou stranu je tézké vytvorit a udrzet vysoké elektrické pole,
vzhledem k pritomnosti riznych membranovych transportnich proteinu, které tvori
prevaznou c¢ast membrany a umoznuji prochazeni riznych latek skrz membranu.
Iontové tniky z vnitini membrany mohou vyrazné ovliviiovat velikost AW,,,, pricemz
unik téchto iontl je exponencidlné zavisly pravé na membranovém potencialu.

Kromé toho se mitochondrialni dychaci fetézec pti vysokych hodnotach membra-
nového potencidlu stava vyznamnym producentem reaktivnich forem kysliku (jejich
tvorba exponencidlné zavisi na hodnotach AW,,), které zpusobuji oxidacéni stres
a mohou vést k riznym patologiim. Z toho divodu je udrzovani ptilis vysokého

membranového potencialu potencialné skodlivé pro bunku. Na druhou stranu jsou
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prilis nizké hodnoty také nevhodné z toho divodu, Ze mitochondrie neni schopna
produkovat dostatecné mnozstvi ATP. A potencialné také kvuli nizké produkci redu-
kovaného kysliku (ROS), coz by mohlo vést k opa¢nému stavu k oxidacnimu stresu
— takzvanému redukénimu stresu, ktery je pro homeostazu bunky stejné skodlivy.

Jak uz bylo zminéno membranovy potencial pohani syntézu ATP. Tato syntéza
vede ke snizovani potencidlu. Ale funguje to i naopak — hydrolyza ATP zvysuje hod-
noty membranového potencialu. D4 se tict, ze ¢im je vyssi koncentrace intracelular-
niho ATP tim je AV,, stabilnéjsi. Protoze maji mitochondrie dostatek prostiredki
si ho hydrolyzou ATP udrzovat.

Nestabilita v hodnotach AW, nemusi vést k vyznamnym zménam mitochondrial-
nich funkci. V dusledku depolarizace mohou mitochondrie béhem kratké doby uvol-
nit nahromadéné nezadouci latky, véetné kationtii. Dilezitd je vSsak doba, po kterou
zustava mitochondrie ve stavu depolarizace. dlouhodouba depolarizace miize vést k
vyTrazeni mitochondrie (mitochondridlni smrt). Toto vede k uvolnovani cytochromu
C a jinych faktorti do bunky. Samoziejmé k vyvolani apoptdzy je tieba prekrocit
urcity prah v koncentracich téchto faktort — tmrti jedné mitochondrie nevede k
bunécné smrti.

Dlouhodoba mitochondrialni depolarizace je monitorovana systémem, ktery hod-
noti kvalitu mitochondrii a ktery spousti procesy makroautofagie (mitofagie), coz
vede ke zlikvidovani nefunkéni mitochondrie bez vyvolani apoptézy. Systém sekun-
darné monitoruje i hyperpolarizaci mitochondrii, ktera jak uz bylo zminéno vede k
produkei reaktivnich forem kysliku. K eliminaci takovych mitochondrii vsak dochazi
az pri dlouhodobé hyperpolarizaci, protoze kratkodobé zvyseni produkce ROS miize

burikdm slouzit jako signalizace. [21]
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2 Ovlivnéni mitochondrii in vitro

Pusobeni ruznych latek zptusobuje zmény v mitochondridlni aktivité (v membréno-
vém potencialu). Naptiklad po pridani paracetamolu ke kultivovanym hepatocyttim
(mysi) dojde po prekroceni urcité déavky k poklesu membranového potencidlu (a
utlumu dychaci kapacity). Pii vyssich koncentracich (a del$im pusobeni pridané
latky) navic dochazi k apoptoéze. [12]

V rdmci mé semestralni prace byl proveden jednoduchy pokus s bunikami SAOS-
2. Tyto bunky byly kultivovany s odlisSnou koncentraci glukézy v kultivaécnim médiu.
Nésledné pak bylo pozorovano vychyleni mitochondridlniho membranového potenci-
alu. Pro tento pokus bylo vyuzito barvivo JC-10, které ndm pomohlo k vyhodnoceni
mitochondrialni aktivity.

V bakalarské praci jsem se zamétila na méreni a hodnoceni mitochondrialniho
membranového potencidlu jako znaku funkénosti mitochondrii. Byla provedena kratka

resersi v oblasti ovliviiovani membranového potencialu.

2.1 VIliv kysliku

Mitochondrie tvori vysoce dynamickou tubularni sit, kterda je modulovana castym
stépenim a fizemi. Tyto procesy modulace jsou odpoveédi na zmény metabolickych
podminek bunky. Timto zptisobem tedy hypoxie ovliviiuje mitochondrie. Dostupnost
kysliku v bunce snizuje oxidaci glukdzy, zatimco jeho nedostatek zptisobuje rychlejsi
odbouravani, které ma zajistit dostatecnou produkci ATP prostrednictvim méné
uc¢inné anaerobni glykolyzy.

Za téchto podminek trpi mitochondrie nedostatkem substrata (acetyl-CoA a O,),
coz vyvolava zmény v jejich strukture, funkci i dynamice. Vlivem poskozeni mito-
chondrialni fize navic dochazi k mitochondridlni depolarizaci a ke ztraté mtDNA,
kterd ma za nasledek zménu rychlosti dychani a zhorsenou distribuci mitochondrii
v butikach. [15] Toto vSechno ovSem plati pro velmi nizké hladiny kysliku.

V dalsi studii, provedené na lidskych nervovych progenitorovych bunkéch (NPC)
ziskanych z kmenovych bunék, je uvedeno, Ze pti péstovani v 3% O, (=fyzioxie) doslo
ke zméné mitochondrii a byla zlepsena produkce ATP.

Vystavime-li buriky vyss$i koncentraci kysliku, nez 21% (tak jak je obvyklé v
atmosfére — noormoxie), dojde v zavislosti na koncentraci k usmrceni bunék. Dalsim
faktorem, ktery také hraje roli je cas, po ktery byly bunky hyperoxii vystaveny
(naptiklad pri 95% hladiné Oy dojde k poskozeni uz po 6 hodinéch).[16]

Hyperoxie indukuje v bunkach mitochondrialni fragmentaci, ktera mtze byt spo-
jena s mitochondrialni depolarizaci. Toto vede ke snizeni mitochondridlni funkce a

naslednému usmrceni bunky.
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2.2 Vliv vapniku

Tonty vapniku hraji v organismu dilezitou roli. Vapnik se podili na t¢inku hormoni,
humorélnich latek, cytokinini a jinych mediatorti na metabolismus bunék. U élovéka
vytvari strukturu kosti a zubt (99%) a je nutny k procesu srézeni krve (vapenaté
ionty). Déle se uplatnuje pri tvorbé kinint a regulaci enzymu. V kosternich svalech
uvolnuje troponin, ¢imz aktivuje aktin a dochézi ke svalové kontrakei (v hladkém
svalu se vaze na kalmodulin). V ramci bunék se vapenaté ionty podileji na akénim
potencialu, motilité (pohybu) a bunééném déleni.

Piijem iontd vapniku mitochondriemi mé vyznamny funkéni dopad na bunky:.
Tonty vapniku se v mitochondriich podileji na vyrobé energie, prenosu regulacnich
signalli, propustnosti mitochondrialnich péri, a navic hraji roli pti apoptoze.

Mitochondrie maji navic schopnost se chovat jako pufry pro Ca?" ionty. V excito-
vatelnych bunkéch se mitochondrie, které jsou lokalizovany pobliz napétové fizenych
Ca?" kanaltl snazi vychytdvat vapnikové ionty vstupujici do buiiky a tim snizuji
mistni koncentraci Ca?” kolem otevienych kandld, coz vede ke snizeni exocytézy.
Tyto tuc¢inky se mohou projevovat rizné v zavislosti na usporadani mitochondrii
uvnitt bunky.

Kromé ovliviiovani bunéénych signaltt ma absorpce Ca?" iont@ mitochondriemi
vliv i na samotné mitochondrie. ZvySeni koncentrace volnych Ca?’ iontt v mito-
chondrialni matrix vede k vyssi aktivité dehydrogenaz a nosici, coz vede ke zvyseni
produkce ATP. Tento mechanismus umoziiuje mitochondriim sledovat signdly Cla2"
a prizpusobit produkei energie pozadavkium bunky. Dlouhodobé zvySovani koncent-

race Cla®” iontil viak miize vyvolat procesy, které vedou k bunééné smrti. [17]

2.3 Vliv glutamatu

Toxicita glutamatu vyznamné prispiva k smrti neuronovych bunék pii mozkové pri-
hodé a dalsich neurodegenerativnich onemocnénich (véetné Parkinsonovy a Alzhei-
merovy choroby).[I§]

Glutamat v rdamci bunék zpiisobuje cytotoxicitu, kterda nakonec vede k bunécné
smrti. Toto je spojeno s hyperpolarizaci mitochondrialni membrany a zvysenou spo-
ttebou kysliku. Krom toho zptsobuje zvysSenou mitochondridlni fragmentaci. Ze
studie provedené na mysich neurondlnich bunkach HT22 vyplyva, ze se tomu da

zabranit soucasnym podanim 100 nm seleni¢itanu sodného.[19)]
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2.4 Vliv glukézy

Hyperglykémie je charakteristicky symptom diabetu. Zvysend koncentrace glukézy
vede k poskozeni mitochondrii, které pak nejsou schopny glukézu vyuzit. Obecné
vede hyperglykémie k mitochondridlni fragmentaci (v zavislosti na koncentraci).
Tato fragmentace nemusi byt trvala, pokud jsou bunky vystaveny vysoké koncen-
traci glukézy pouze po uréitou dobu. Po prekroceni této hranice dojde k trvalému
poskozeni mitochonrdrii. [25] Dlouhodobé ptisobeni hyperglykémie nasledné zptso-
buje mitochondrialni depolarizaci.

Diabetes mellitus je metabolické onemocnéni, které postihuje témér vsechny or-
gany. Vysokd koncentrace krevni glukézy vede k nadmérné produkci ROS (redu-
kovany kyslik), coz pak sekundérné vede k intraceluldarnimu oxida¢nimu stresu a
néaslednému oxidacnimu poskozeni bunék. [27]

Zajimavé je studium uc¢inkt hyperglykémie na rakovinné bunky. Bunky rako-
viny prostaty byly kultivovany pfi zvysené koncentraci glukdzy (220 mg/dl) nebo se
zvysenou koncentraci mastnych kyselin. Oboji vedlo ke zvyseni proliferace (= hojné
mnozeni umoznéné vysokou mitotickou aktivitou), coz souvisi se zménou mitochon-
dridlni aktivity. [2§]

V dalsi studii se vénovali efektu hyperglykémie na mesenchymélni buriky (MSC).
Tyto bunky jsou zajimavé pro budouci klinické aplikace, protoze jsou vyhodné pro
bunéénou terapii (hojeni ran, diferenciace ruznych bunék). Hyperglykemie u téchto
bunék vede ke starnuti a zménam telomer. Navic vyssi koncentrace glukdzy u téchto
bunék zpomaluje proliferaci. [26]

Nadprodukce redukovanych forem kysliku (ROS) je ale spojend i s nizkymi kon-
centracemi glukozy. Tato zvysend tvorba vede k dysfunkci v endotelu, coz hraje
vyznamnou roli v poc¢atku aterosklerézy a dalsich vaskularnich komplikaci souvise-
jicich s diabetem. [29]
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3 Fluorescencni znaceni

Mitochondrie se daji zobrazit pomoci navazani fluorescencniho barviva na nékterou

cast a nasledném zobrazeni pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu.

3.1 Barviva

Obecné barviva funguji na navazani fluorescenéniho komplexu na néjakou mitochon-
drialni strukturu — napriklad podjednotka VIII cytochrom c oxidazy, kterd je lokali-
zovana v mitochondridlni matrix, nebo néktery z proteini vnéjsi (pfipadné vnitini)
membrany. Existuje celd fada komercéné vyrabénych barviv, takze v dnesni dobé
nepredstavuje problém vybrat to spravné, které ndm umozni zobrazit nasi oblast
zajmu.

Barviva MitoTracker (red, deep red, green) jsou zachytavdna funkénimi mito-
chondriemi. Pokud po obarveni dojde k naruseni mitochondridlni funkcénosti, pri-
padné pokud jsou bunky fixovany, fluorescen¢ni znaceni pretrva. Diky tomu se tato
barviva pouzivaji ke znaceni bunék, se kterymi se dale pracuje (a uz nezalezi na
funkénosti mitochondrif). Jedna se o kationtova barviva, kterd jsou mitochondriemi
zachytavana diky jejich naboji. U téchto barviv zalezi na mitochondridlnim membra-
novém potencidlu. Jsou dostupné riizné vlnové délky, které se daji pouzit nejen pro
znaceni mitochondrii (souc¢asné znaceni nékolika bunéénych organi pomoci riznych
trackert1). Co se tyce Casu potrebného k obarveni jsou rychlejsi nez CellLight barviva
(k obarveni dojde do hodiny), ale je u nich tfeba davat vétsi pozor na koncentraci.
Protoze prilis vysoka koncentrace vede k zpomaleni bunééného cyklu, pripadné k
usmrceni bunék. [10]

Barviva CellLight (CellLight Mitochondria — RFP/GDP, BACMAM) barvi mi-
tochondrie nezavisle na funkénosti, takze jsou vyuzivany, pokud nam jde o oznaceni
vSech mitochondrii v bunce. K obarveni dochazi nezavisle na membranovém po-
tencialu. Po obarveni mohou byt mitochondrie zobrazeny v zivych nebo fixovanych
bunkach. Proteiny CellLight se vyuzivaji nejen k barveni mitochondrii, ale i k ozna-
¢eni tubularniho systému, lysozomt a dalsich organel. Funguji na zakladé hmyziho
baculoviru, do kterého je vlozen savéi promoter. Jsou jednoduse pouzitelné a dobie
se vazou, ale k obarveni je tfeba pockat 24 hodin. [10]

Barveni za pomoci protilatek se pouziva predevsim u fixovanych bunék. Proti-
latka se navaze na specificky antigen pfitomny u mitochondrii a obarvi ji (nezévisle
na aktivité). Protilatky jsou namifeny proti mitochondridlnim proteintim. K ozna-
¢eni mitochondrii u ¢lovéka, skotu nebo potkant se pouziva napriklad antikomplex
v (mysi d-podjednotka monoklonarni protilatky). Kompex v (jinak také ATP syn-

taza) je zodpovédny za tvorbu ATP v oxidac¢ni fosforylaci a je vazan predevsim na
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vnitini membrané mitochondrii.

Obr. 3.1:  Zobrazeni Hela bunék s vyuzitim barviva CellLight (zelené
mitochondrie)[10]

Barviva jsou dost casto néjakym zptisobem toxickd pro bunku, takze je tfeba
davat pozor, aby nedoslo k otravé bunék, které by vedlo ke smrti. K tomuto dochazi
pri prilis vysoké koncentraci barviciho roztoku, nebo moc dlouhé dobé kultivace
bunék s barvivem. Zobrazovani zivych bunék je pomérné pracné a ¢asové narocné,
takze hodné zalezi na tom, aby byly bunky pokud mozno zdravé a barviva, ktera

pouzijeme, je prilis nezatézovala.

3.2 Uprava preparatu po barveni

Po obarveni bunék barvivem (klidné i sadou barviv) je tfeba pokud mozno zajistit,
aby nedochazelo k vymyvani barviva z bunék. A tim také nedochazelo ke ztraté
informace (znaceni) a krom jiného zatézovani pozadi, které by pro nds znamenalo
neprehledné obrazky (s nizkym kontrastem). Dojde-li totiz k unikani barviva ven z
bunék je pozadi (proti kterému pozorujeme bunky) zatizeno fluorescenci a znesnad-
nuje nam dalsi praci.

Zpusobt, kterymi se tomuto jevu da zabranit je nékolik. Jednak lze pouzit po-
vrchoveé aktivni alkoholy: Pluronic F-127 nebo PowerLoad, které zvysuji navaznost
barviv. Nebo se daji blokovat bunécné kandly (efflux pumpy) pomoci inhibitoru a
tim dojde k zadrzeni barviva v bunce, ale to mtze na druhou stranu zptsobit smrt
bunky [5]. Dalsi moznosti je pridani latek, které zamezuji rozpad fluorescenéniho
barviva v disledku ptisobeni vysoké intenzity svétla jako je naptiklad ProLong Live

Reagent.
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Problémy nédm, ale nemusi délat jen unikajici barvivo. Pozadi mtze byt zatizeno
i jinymi zptisoby. Napriklad rozptyl svétla na bunkéach preparatu — Spatné zaostrent,
autofluorescence preparatu nebo média ve kterém jsou bunky pozorovany, pripadné

samotnd detekce mize vyvolavat Sum na pozadi. [10]

3.3 Meéreni mitochondrialni aktivity

Neéktera barviva nam umoznuji sledovat potencidl mitochondridlni membrény (v
redlném case). U zdravych bunék s normdalné fungujicimi aktivnimi mitochondriemi
je barvivo rychle zachytavano mitochondrii a v zavislosti na potencidlu membrany
méni barvu fluorescence (napriklad od oranzové do cervené). Piikladem takovéhoto
barviva je naptiklad Rhodamin-123.

Dalsim takovym barvivem je JC-10, coz je barvivo, které bylo navrzeno pro
detekci mitochondrii ve zdravych a apoptickych bunkach. Jednd se o barvivo na
kationovém zakladé, které se ve zdravych a norméalné fungujicich bunkéach shlu-
kuje v mitochondriich a vytvari agregaty, které se vyznacuji ¢ervenou fluorescenc¢ni
odezvou. V nekrotickych (apoptickych) bunkach ve své monomerni formé vyzaruje
zelené. Od hojné pouzivaného barviva JC-1 se lisi vlastné jen lepsi rozpustnosti ve
vodeé. [14]
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Obr. 3.2: Spektrum barviva JC-10 [33]

Celkova fluorescence barviv akumulovanych v mitochondriich je uréena mnoz-

stvim faktori. Za prvé jsou tyto pripravky dost casto hydrofobni latky, takze muze
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dochézet k nespecifickému navazani na fosfolipidové membrany — predevsim na mi-
tochondridlni membrany. Vyhodu maji méné hydrofobni pripravky, u kterych by meél
byt vyskyt takovychto artefaktu nizsi.

Za druhé fluorescence daného barviva v mitochondrii mtze byt ovlivnéna poten-
cialem bunééné membrany a pH mitochondrii.

Za treti muze dochdzet k aktivnimu Cerpani barviva (absorbce a distribuce v
ramci bunék), coz je zpisobeno aktivitou pump. Jejich aktivita se inhibuje pomoci
verapamilu nebo progesteronu, ale tyto latky jsou bud prilis toxické nebo vedou k
nepriznivému ovlivnéni funkce bunék. Kviili tomuto jevu tézké objektivné posoudit
membranovy potencial.

Za ctvrté je treba uvazit moznost, ze se barvivo uvnitt mitochondrie zméni a tim
padem dojde ke zméné fluorescence. K tomuto jevu dochdazi napriklad u lipofilnich
kationtovych derivati rhodaminu. Tyto barviva se casto vyskytuji ve formé esterii
a vlivem intermitochondrialnich esteraz dochazi k jejich preméné. Piikladem je pre-
ména Rhodaminu 123 (ktery pronikd membranou) na Rhodamin 110 (pro ktery je
mitochondridlni membréna méné propustnd). Fluorescencni vlastnosti obou latek
jsou podobné, diky ¢emuz dojde ke zvysSeni fluorescence mitochondrii. Protoze Rho-
damin 110 k fluorescenci prispiva nezavisle na AV, zatimco Rhodamin 123 se na

mitochondrie vaze v zévislosti na membranovém potencialu. [21]
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4 Fluorescencni mikroskopie

Optické zobrazeni mitochondrii v Zivych butikdch funguje na zakladé detekce (sekun-
darni) fluorescence (barviva, kterym byly mitochondrie oznaceny). Coz je schopnost
latky vyzatit energii po dodani energie. Ve svém principu funguje na zakladé pohl-
ceni dopadajiciho zafeni (fotonti nebo elektronti) atomem a tim zptsobené excitaci
elektroni do vyssich (od jadra vzdalenéjsich) orbitali. Vyssi energeticky stav atomu
je nestabilni, takze dochazi k navratu do ptivodniho stavu, pricemz je vyzarena
energie (foton nebo elektron s nizsi energii, nez byla puvodni).

Timto zptsobem oznacené bunky se daji sledovat pomoci fluorescenéniho nebo

konfokalniho mikroskopu.

4.1 Fluorescencni mikroskop

Fluorescenéni mikroskop je druhem optického mikroskopu, ktery funguje na principu
detekce fluorescence barviva. Excitace je zplisobena ozarenim preparatu svétlem o
urcité vinové délce, které je primo urcend pro excitaci barviva. Zdrojem tohoto za-
feni je vétsinou vysokotlakd rtufova vybojka. Vysledkem je emise zateni o vyssi
vlnové délce, které se siti vSemi smeéry. Aby nedochéazelo k nezadoucim jevim na
pozadi jsou zde zarazeny filtry. Jeden pro excitujici paprsek a jeden pro emisni. Pri-
chod excitacniho paprsku jen jednim smérem (k preparatu) je zajistén dichronickym

zrcadlem, které excitac¢ni paprsek lomi a emisni nechd volné projit (k detektoru).
detektor
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Obr. 4.1: Schéma fluorescenéniho mikroskopu [31]

Nevyhodou této metody je to, ze je preparat pozorovan najednou a je ovliviiovan

tloustkou preparatu (paprsky vychézeji ze vSech vrstev a dochazi k jejich sumaci),
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takze ma nizké rozliseni. Diky tomu se timto zpiisobem nedaji dobte pozorovat

jednotlivé organely (znacené riznymi barvivy). [7]

4.2 Konfokalni mikroskop

Pro lepsi zobrazeni s vys$sim rozliSenim se vyuziva konfokalni mikroskopie, kterd fun-
guje na jemné pozménéném principu. Zdrojem svétla je zde laserovy paprsek, ktery
prochazi pres clonu, objektiv a osvétluje preparat. Emitované svétlo prochazi pres
objektiv a je lomeno dichronickym zrcadlem k dalsi cloné, ktera zajistuje odfiltrovani
nadbytec¢ného svétla z jinych rovin, nez je ta nami zaostrenda, a nakonec k detektoru.
P1i kazdém kroku dostavame informaci pouze z jednoho bodu preparatu, takze pro
ziskani celkového obrazu musime provést sérii krokti. V kazdém dalsim kroku dojde
k posunu dopadu laseru, vétsinou pomoci clony.

Informace z detektoru zpracovava pocitac a sklada jednotlivé body do celkového
obrazu. Pokud barvime vice organel najednou je tieba kazdou snimat zvIast (pre-
devsim proto Ze jsou barveny odliSnymi barvivy, ktera pro svou excitaci potiebuji
specidlni vlnovou délku) a vysledny obraz ziskat jejich slozenim. Detektory konfo-

kalnich mikroskopti jsou navic ¢ernobilé a vysledny obraz je dobarvovan pocitacove.

[6]
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Obr. 4.2: Schéma konfokalniho mikroskopu [32]

Hlavni vyhodu konfokalniho mikroskopu predstavuje moznost nasnimat nékolik

rovin (postupné zaostfovat ¢im dal hloubéji) a z nich pak sestrojit 3D obraz, ktery
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dava lepsi predstavu o prostorovém usporadani mitochondrii v rdmeci bunky a jejich
vztahu vzhledem k dalsim organelam. [§]

Navic je u néj dobré rozliseni (bunék oproti pozadi), protoZe je vétsina paprskd,
které by nepriznivé ovlivnily detekci, vychytano clonou jesté pred dopadem na de-
tektor, coz vlastné usnadnuje pripravu preparatu (odpada nutnost zajistit nekonta-
minované pozadi). To ze vysledny obraz zpracovava pocita¢ ho navic umoznuje dale
upravovat (napiiklad dekonvoluci a jinymi zpusoby zpracovani obrazu).

Nicméné takovéto skenovani preparatu je pomérné casové narocéné a pokud je
zadouci vysoké rozliseni muze dochazet ke zkresleni z divodu pohybu zivych bunék
(to pfi snimani fixovanych preparatiu odpada). Takze je tfeba zvolit spravny pomér

mezi rozlisenim a rychlosti snimani.
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5 Kultivace bunék in vitro

Kultivace bunék in vitro (z latinského ve skle) spociva v kultivaci prokaryotickych
nebo eukaryotickych bunék mimo télo — v umélych podminkéch. Pro tspésnou kul-
tivaci je nutné zajistit vhodné podminky. Bunky jsou péstovany v zivném roztoku,
ktery mé svymi vlastnostmi pokud mozno co nejvice ptipominat ptivodni prostredi
bunék. Pti kultivaci se hlidd mnozstvi faktort (které mohou mit vliv na zdravi bu-
nek) jako jsou naptiklad pH prostredi, mnozstvi soli v roztoku, teplota prostredi a
samoziejmé koncentrace zivin.

Kultivovat lze nejen bunky mékkych tkani, ale i leukoplasty nebo treba bunky
plodové vody. Pti dlouhodobé in vitro kultivaci vsak musime pocitat s tim, ze se
bunky nékdy lisi od bunék ptuvodnich (v dusledku jiného prostiedi). Nehledé na to,
ze pri takovéto kultivaci skoro vSechny typy bunék starnou a ztraceji schopnost se
dale délit.

5.1 Zakladni pojmy

RozliSujeme tkanové a bunécéné kultury. Tkanové kultury jsou tvoreny burkami,
které se mohou navzdjem ovliviiovat (tak jak tomu bylo v puvodni tkani). Zatimco
bunééné kultury jsou tvoreny izolovanymi bunkami. V zavislosti na zivotnosti (dalo
by se fict) odlisujeme:

o primokultury, coz jsou kultury bunék cerstvé ziskanych z organismu, které
maji pouze kratkou zivotnost (v fddech dni) nacez je tfeba provézt pasdzovani
(preneseni bunék do nového média)

e bunécéné kmeny — kultura diploidnich bunék (téch které se i v in vitro pod-
minkach zacaly délit) s zivotnosti cca 50 déleni (k odumfteni dojde v dusledku
zkracovani telomer), které byly uz alespon jednou pasézovany

e bunécné linie, coz jsou bunky nadorového charakteru, které nestarnou a dobie
se déli. Tento typ vznika z bunéénych kmeni transformaci, pripadné mohou byt
odebréany z organismu (nddorové bunky u kterych dochézi ke poruse regulace
bunééného déleni — napt HeLa).

Déle se bunécné kultury lisi v zavislosti na zptsobu kultivace, nékteré bunky
rostou na povrchu kultivacnich nadob — v tom pripadé mluvime o adherovanych
kulturdch (to je zpusobeno sekreci urcitych latek — luminin, fibronektin, kolagen).
A nékteré kultivujeme ve formé suspenze (burnky jsou volné dispergované v médiu
— napr. leukocyty).

Adherentni bunky vyzaduji pro svou kultivaci vhodny povrch, ktery muze byt
potazen pravé lumininem nebo kolagenem, aby se zvysily adhezni vlastnosti. Vétsina

bunék odvozenych z pevnych tkani je adherentni. Adherentni je i tzv organotypova
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kultura (tkdnovd), kterd spociva v péstovani bunék v trojrozmérném prostredi (3D)

na rozdil od dvourozmérnych kultiva¢nich misek. [11]

5.2 Bunécné linie

Nejznaméjsi bunéénou linii je pravdépodobné linie HeLa (suspenzni linie). Jedn&
se o lidské epitelové bunky, které byly roku 1951 izolovany z maligniho karcinomu
délozniho ¢ipku pani Henrietté Lacksonové (zkratka z prvnich dvou pismen jména
a primeni). Jednd se o nesmrtelnou bunéénou linii, kterd se neustéle déli a je hojné
vyuzivana v laboratorich po celém svété. Karyotyp HeLa bunék se 1isi od normalnich
somatickych bunék, protoze ma 55 chromozomu (m4 navic chromozomy 6, 8, 17 a dva
12). Neustale mnozeni téchto bunék umoznuje enzym telomeraza, ktery pred kazdou
replikaci prodluzuje telomerické sekvence DNA a tim kompenzuje jejich zkracovani
pti replikaci (odpadé problém, ktery se projevuje u bunéénych kment).

Dalsimi pfiklady pouzivanych bunéénych kultur jsou napriklad: Vero (kockodan
— epitelové), DU145 (¢lovék — rakovina prostaty), MCF-7 (¢lovek — rakovina prsu),
MDCK (pes — epitel), KBM-7 (¢lovék — leukemie)

Pokus k semestralni praci byl provadén na bunécné kulture SAOS-2. Coz je
bunééné kultura rakovinnych bunék (osteosarkom). Zdrojem této bunécné kultury
byla jedenactileta Zena. Bunécénd linie SAOS-2 ma vétsinou kolem 56 chromozomt
(rakovina), je adherentni a byla napriklad pouzita ke studiu cyklinu D1 pro aktivitu
LCAHA nebo pro studium vliva DLC (uhlikové vrstvy) na adhezi bunék. Bézné se
pouziva jako model pro vyzkum rakoviny kosti (testovani novych terapii). Kromé
celosvétové dostupnosti je jejich nejvétsi vyhodou to, ze je dobte zdokumentovana
a umoznuje nam ziskat pomérné velké mnozstvi bunék v kratkém case. [11], 9]

V ramci bakalarské prace byly pouzity bunky PC-3. Coz je bunécné kultura bu-
nek rakoviny prostaty, ktera byla roku 1979 odebrana z kostnich metastédz dvaasede-
satiletého muze. Tyto bunky nereaguji na androgeny, glukokortikoidy nebo ristové
faktory. Pouzivaji se k vyzkumu rakoviny prostaty a vyvoji 1éki, jsou uziteéné pti
zkoumani biochemickych zmén v pokrocilém stadiu rakoviny prostaty. Jedna se o

adherentni bunécnou linii. [20]

5.3 Postup kultivace

Buriky se kultivuji ve sklenénych nebo plastovych lahvich (miskéch). Zde byly také
pouzity specidlni konfokalni misky, které maji uprostred tenci sklo. To usnadnuje po-
uziti konfokalniho mikroskopu (miska s preparatem se vklada primo do mikroskopu

a preparat se nemusi ddle upravovat).
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Kultivaéni médium poskytuje bunkam optimalni prostredi a slouzi jako zdroj
zivin pro jejich rtast. Takovato média obsahuji pfedem urceny pomér soli, glukdzy,
vitamina, aminokyselin a dalsich latek, které jsou pro bunky nezbytné — napriklad
rustové faktory, které jsou casto odvozené ze séra zviteci krve (FBS — fetalni bo-
vinni sérum, které bylo pouzito v nasem pripadé; pouzivaji se i konska nebo praseci
séra). Navic se do nich pridavaji antibiotika, aby se predchazelo kontaminaci vzorku
bakteriemi.

Médium je potieba pravidelné ménit, aby nedochézelo k vycerpani Zivin (po-
pripadé prilisnému zahlceni metabolity). U suspenznich bunék je potfeba nejprve
oddeélit bunky od média odstredénim, zatimco u adherentnich kultur sta¢i medium
pouze odsat. [11]

Pri kultivaci je nezbytné udrzovat konstantni pH — doporucuje se 7,4 — pokles
zastavi rast, pripadné bunky usmrti. Proto se do média pridava fenolova cerven, jako
indikdtor pH. Pfi spravné hladiné je medium ¢ervené, pti poklesu pH (coz miuze byt
zpusobeno spotiebovanim zivin — prilis vysokou hladinou metabolitii) se barva méni
do zluta a signalizuje nam, zZe je potfeba medium vyménit. Dale je potieba zajistit
konstantni teplotu (37 °C), kterd bunkam stimuluje jejich puvodni prostiedi. A pti
dlouhodobéjsi kultivaci i 5% COs.

V pribéhu kultivace je nutné zajistit sterilitu prostredi a dodrzovat pravidla pri
manipulaci s burikami (vyména média). Bunky rostou podle tzv. kiivky ristu, vétsi-
nou az do doby, nez dosdhnou konfluence (buitiky zaplni povrch nddoby a vzajemné
se dotykaji) kdy dojde ke kontaktni inhibici. Tehdy je nutné prenést (pasdzovat)
¢ast bunék do nové kultivaéni nddoby (kde mohou dale pokracovat v ristu). U ad-
herentnich bunék se pasazovani provadi za pomoci protedzy (trypsin), kterd zptisobi

uvolnéni bunék od dna kultivacéni misky.

5.4 Pouzivané roztoky

PBS (fosfatovy pufr) je jednim z nejpouzivanéjsich pufri. Jedna se o solny roztok
pouzivany pro manipulaci a kultivaci savcéich bunék. Pouziva se k udrzovani vhod-
ného pH a zabranuje osmotickému Soku. Obsahuje pomér NaCl, KCI a dalsich soli
rozpusténych ve vodé. Je vhodny k oplachu burek. [24]

HBSS (Hank’s balanced salt solution) slouzi prevazné k udrzeni spravného pH
a osmotické rovnovahy. Déle bunkam poskytuje vodu a zakladni anorganické ionty.
Obsahuje glukdzu a hydrogenuhli¢itan sodny, které jsou vhodné pro kratkodobé kul-
tivace bunék mimo kultivaéni médium. Pouziva se k minimalizaci bunécné agregace.[24]

HEPES (pufrovaci ¢inidlo kyseliny sulfonové) se pouziva ke kultivaci bunék
hlavné kvili jeho schopnosti vyrovnavat pH i pfi zménach koncentrace oxidu uh-

licitého (vznikajiciho vlivem aerobniho dychéni). Je také zndmy tim, ze vlivem okol-
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niho svétla produkuje peroxid vodiku, coz ale neni problém v pufrech zalozenych
na hydrogenuhli¢itanech. Nicméné je doporuceno skladovat ho (a roztoky které ho
obsahuji) ve tmé, aby se zabrénilo oxidaci.[23]

HHBS (Hank’s buffer with Hepes) je pufr, ktery kombinuje stabilitu HBSS s
dobrou pufrovaci schopnosti HEPES. Pouziva se pro bunécéné kultury a je diky ob-
sahu HEPES citlivy na svétlo. Je vhodny k myti bunék, transportu bunék nebo
vzorki tkani a pro piipravu reagencii (napiiklad barviv). Na jeden ml pufru je
tfeba 980 pl HBSS a 20 nl HEPES. [22]
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6 Prakticka cast

V bakalarské praci jsem se zamérila na méreni a hodnoceni mitochondridlniho mem-
branového potencialu jako znaku funkcénosti mitochondrii. Pro experimenty byly po-
uzity bunky PC-3, které byly kultivovany pri riznych hodnotéch glukézy 24 a 48
hodin.

6.1 Priprava bunék

Bylo provedeno jednoduché pasazovani bunék do konfokéalnich misek. Z kultivacni
lahvicky bylo odebrano kultivaéni médium a bunky byly oplachnuty 2 ml sterilniho
PBS pufru. Nésledné k nim byl ptiddn 1 ml nahfatého trypsinu (37 °C) a buriky byly
vlozeny na dvé minuty do inkubatoru. Poté byly jemné mechanicky sklepany ze dna
kultivac¢ni lahvicky a zkontrolovany pod mikroskopem — zakulacené bunky plovouci v
médiu. Déale byly bunky resuspendovany opakovanym nasavanim do pipety, coz mélo
za nasledek rozbiti pripadnych shluktt bunék. Takto promichand bunécna suspenze
byla ve zkumavce vloZena do centrifugy (800 rpm na 5 minut). Ze zkumavky se
sedimentovanymi bunkami byl odsat supernatant a nasledné k nim bylo pfidano
800 pl média. Po resuspendovani byly bunky nasazeny do konfokalnich misek (45 pl
do 2 ml média). Tyto bunky budou déle oznazovany jako kultivace 17.

V réamci pasdzovani bylo spocitdno mnozstvi bunék (B = 3156250) na 1 ml po-
moci Biirkerovy komirky. Vysledné mnozstvi bylo pomoci znamé velikosti konfokal-
nich misek (d=35 mm) pfevedeno na mnozstvi bunék v konfokalni misce — odhadem
136649.

Druhy den bylo bunkdm vyménéno médium. K obvykle pouzivanému médiu pro
tento druh bunék (Biosera Ham’s F12) byla pridédna glukéza a roztok byl nasledné
diikladné promichan ve vortexu. Cést bunék byla kultivoviana v médiu s normélni
koncentraci (1802 mg/1) ¢ast se stfedni koncentraci (2200 mg/l) a Cast s vysokou
(4000 mg/1). Byly pouzity buriky z minulého dne (kultivace 17) a bunky nasazené
pred tydnem (kultivace 16).

6.2 Barveni

Bunky byly barveny pomoci barviva JC-10. Dle navodu bylo 3.4 pl barviva rozpus-
téno v 1 ml HHBS, ktery vznikl smichanim 980 pl HBSS s 20 nl HEPES a 1 nl
Pluronik F-127. Nasledné byla smés diikladné promichana pomoci vortexu. Z kul-
tivovanych bunék bylo odsato kultivaéni médium a bunky byly oplachnuty PBS.
Néasledné bylo do kazdé kultivacni misky pridano 100 pl barviciho roztoku. Poté

byly bunky vraceny zpét do inkubatoru a kultivovaly se s barvivem po dobu 30
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minut. Potom bylo barvivo odc¢erpano a k bunkam byl pridin HHBS. Takto na-
barvené bunky byly postupné skenovany. Bunky, které zatim nepfisly na fadu byly
uchovavany v inkubatoru. Oskenované buriky byly vyhozeny. Vse bylo provadéno ve
sterilnim prostredi.

Vétsina latek byla skladovdna v nizsich teplotach — naptiklad barvivo JC-10
bylo uchovévano v -20 °C — proto bylo nutné vSe (krom barviva, které bylo zahtano
pridanim ohfatého HHBS) pred pouzitim ohiét v laznicce na teplotu 37 °C, kterd
je vhodna pro bunky.

Pred skenovanim bylo nutné konfokalni misku zespoda dtkladné ocistit a uttit
do sucha. Ke skenovani byl pouzit imerzni objektiv, takze bylo nutné na néj kapnout

imerzni olej pred kazdym nasazenim nové misky:.

6.3 Nastaveni méreni

Po upevnéni misky do mikroskopu, byl konfokalni mikroskop prepnut na opticky
rezim, pomoci kterého byl preparat zaostfen. Nasledné bylo provedeno nastaveni
konfokalniho mikroskopu. Excitace laserem byla nastavena na 490 nm podle proto-
kolu k barvivu. Detekce emise byla nastavena na dvé pasma. Jedno pro monomerni
formu barviva (pro neaktivni mitochondrie) — 500 nm az 540 nm (hlavni detekce
podle protokolu na 520 nm). A druhé pro J agregaty (pro mitochondrie aktivni) —
560 nm az 610 nm. Intenzita laseru byla nastavena na 4% u obou kanali — nastaveni
bylo provedeno dodatecné dle expozice, aby vysledné obrazy nebyly presvicené.

K dohledavani vhodnych obrazt bylo pouzito nizké rozliseni — 520x520 a rych-
lejsi skenovani (400). Toto nastaveni bylo pouZito v rezimu live, které umoziiuje s
preparatem pohybovat a zaroven sledovat fluorescenci v jednom kanalu. Nasledné
se dalo vyuzit zoomu, ktery umoznoval buniky vhodné ofiznout a ptiblizit.

Po vyhledani vhodného obrazu byl rezim live zastaven a bylo nastaveno vyssi
rozliSeni 1024x1024 pfi pomalejsim skenovani (100). V tomto nastaveni byla naske-
novana sekvence obrazli — z obou kanalii + optické zobrazeni bunék. Sekvence bylo
tfeba ukladat a vhodné pojmenovat, aby nedoslo k zaméné.

Pti kazdé vyméné vzorku bylo nutné nejprve zkontrolovat, jestli je laser vypnuty
— zda dojelo skenovani sekvence, popripadé jestli neni zapnuty rezim live. Poté se
odklopila véz a vzorek byl vyjmut. Pred upevnénim nového vzorku bylo tireba pridat

olej na objektiv a misku radné ocistit.
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6.4 Hodnoceni vysledkii

Jak jiz bylo feceno bunky byly kultivovany pri riznych koncentracich glukézy po
dobu jednoho ¢i dvou dnii, obarveny a nasledné zobrazeny pomoci konfokalniho
mikroskopu. Prace s nim byla docela slozita predevsim z toho divodu, ze je ob-
tizné zaosttit na bunky tak, aby byla vidét fluorescence. Pro priklad je ptilozen
obrazek porovnani zobrazeni v optickém kandlu. Obrazek vlevo zobrazuje dobre za-
ostfené bunky u kterych ale neni v ostatnich (fluorescenc¢nich) kandlech viditelna
fluorescence. Zatimco obrazek napravo zobrazuje bunky zaostfené na fluorescenci

(jedna se o ty skoro neviditelné adherované bunky na pozadi).

Obr. 6.1: Zobrazeni bunék v optickém kandlu

Toto jemné doladovani v ose z predstavovalo hlavné ze zac¢atku problém, protoze
se bunky vyskytovaly, v zavislosti na tom zda byly adherované nebo plavaly v médiu,
v rizné hloubce. Zaostrovani se pohybovalo na ose z zhruba od 45 pm do -230 pm
- takze v pomérné sSirokém pasmu.

Obecné se v preparatech vyskytovaly dva typy bunék:

o Adherované bunky byly podélné s dlouhymi vybézky a vyskytovaly se c¢asto
ve shlucich. Takové bunky byly prevazné v kontrolnich vzorcich a ve vzorcich,
které se kultivovaly déle (dfive pasdzované - kultivace 16), protoze mély cas
lépe prilnout k misce.

e Volné bunky mély kulaty tvar a volné plavaly v médiu. Tyto bunky se bud
jesté nestihly prichytit k misce, nebo u nich probihala apoptéza.

Na obrazku je ptiklad zobrazeni fluorescence v obou kanalech zaroven. Jsou

na ném jasné viditelné mitochondrie (zlutozelené tycinky) v adherentnich burikach.
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Tmavé mezery kulatého tvaru predstavuji jadra bunék kolem kterych je mnozstvi
mitochondrii vyssi. V pravém dolnim rohu je jemné patrny fluorescencni stin, ktery
byl vétsinou nasledkem Spatného zaostieni v ose z. Barva je vysledkem pocitacového
zpracovani — u kazdého kanalu konfokalniho mikroskopu byla nastavena jina barva.
Zelena symbolizuje neaktivni mitochondrie zatimco ¢ervend mitochondrie aktivni.
Na tomto konkrétnim obrazku prevlddaji neaktivni mitochondrie proto se vysledny

obraz zd4 zeleny.

Obr. 6.2: Priklad zobrazeni mitochondrii

Software konfokalniho mikroskopu ukladal snimky ze vSech kandli ve formétu tift
coz je format urceny pro ukladani rastrové grafiky a je vyhodny predevsim diky moz-
nosti bezeztratové komprese a vyssimu stupni barevné hloubky. Tyto soubory byly
naimportovany do interaktivniho prosttedi MATLAB. Které je vhodné nejen pro
vypocty a vyvoj ruznych algoritmi, ale i pro zobrazovani a analyzu obrazovych dat.
Snimky se nacetly jako tfi matice velikosti 1024x1024 (dédno nastavenim rozliseni).
Kazda matice pro jednu barvu dle systému RGB (jednotlivé hodnoty predstavuji
hodnoty pixeli). Obraz z ¢erveného pasma fluorescence obsahuje informace jen v
prvni matici, zatimco obraz ze zeleného kanalu ma hodnoty jen ve druhé matici
(zbylé matice obsahuji nuly). Pro slouceni obou fluorescen¢nich pasem stacilo ulozit
prvni matici ¢erveného pasma do prvni matice pasma zeleného (nahradit prazdnou
matici). Timto zpusobem byl vytvoren napiiklad obraz :

Na obrazku lze vidét oba barevné kandly (vlevo a uprostied) a vysledny slo-

zeny obraz (vpravo). Na prostFednim obrazku pro ¢erveny kandl fluorescence (aktivni
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svvs

se hlavné o bunku ve stfedu obrazu kde vyzarovani mitochondrii dosdhlo maxima

(hodnota 255) a vysledny obraz pak vypadé jako ¢ervend skvrna.

Obr. 6.3: Vysledek slouceni fluorescencénich kanalt

Na slozeném obrazku vpravo jsou pak dobre viditelné neaktivni oblasti nékterych
bunék ve kterych prevlada zelena barva. Tyto konkrétni bunky jsou z kultivace
pii stfedni koncentraci glukézy (2200 mg/l) a jedna se o diive pasazované bunky
(kultivace 16).

Obrézek [6.4] je prilozen pro ukdzku slouceni vSech ti{ kanali. Vlevo je puvodni
obraz z optického kanalu. Vpravo jsou k nému pridany oba fluorescencéni kandly.
Zajimava je bunka v levém dolnim rohu, ktera je na obrazku z optického kanalu sotva
viditelna. Zde se jedna opét o bunky se stfedni koncentraci glukozy, ale tentokrat s

kratsi dobou kultivace (kultivace 17).

Obr. 6.4: Bunky s fluorescenénim znacenim
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Pti hodnoceni bunék pod optickym mikroskopem (jesté pfed barvenim) si slo
v§imnout vyrazného narustu bunék u kontrolniho vzorku (kultivace 17) oproti pred-
chozimu dni. Také se zvysil pocet adherovanych bunék. Kontrolni vzorek bunék s
delsi kultivaci (kultivace 16) vykazoval kontaktni inhibici. Bunky rostly ve shlucich

a dale se nemnozily.

Soucet celkové

Nacten{ snimk{ do Zapsani dat do Vypotteni rozdili
prostfedi MATLAB [ ﬂuore}s;ence V=D Excelu —=>> | fluorescenénich kanalti ="> | Hodnoceni
maticic (zelend - Cervend)

Obr. 6.5: Blokové schéma zpracovani

Dalsim krokem bylo zhodnoceni mitochondrialni aktivity u jednotlivych vzorki.
To probihalo v prostredi MATLAB jednoduchym sec¢tenim v jednotlivych fluo-
rescencnich kandlech (byly se¢teny hodnoty pixelt v matici pro danou barvu, hod-
noty se pohybovaly od 0 do 255 coz bylo dano 8bitovou barevnou hloubkou). Vy-
sledky byly zaznamenany do tabulek v Microsoft Excel. Stejné bylo zaznamenano
mnozstvi bunék v daném vzorku (obrazku). Ze souétu byl vypocten rozdil - soucet
v ¢erveném kandalu byl odecten od sumy v zeleném kandlu.

Na obrazku jsou grafy znazornujici primeér a median rozdili ve fluorescenc-
nich kanalech. Na levém grafu je vidét jemné zvyseni aktivity u vzorku se stfedni
koncentraci (kultivace 17) oproti kontrole. Zato u kultivace 16 doslo oproti kontrole
k snizeni aktivity. Na pravém grafu je viditelny nartst aktivity u obou vzorki se
stfedni koncentraci glukézy. Ale také je zde viditelny rozdil mezi obéma kontrolnimi

vzorky, ktery je pravdépodobné zptsoben pravé presvétlenim vzorku.
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Obr. 6.6: Primeéry a medidny rozdila
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Krabicové grafy na obrazku zobrazuji rozptyl v datech. Rozsahy v rozdilech
byly pomérné variabilni v disledku riizného mnozstvi bunék, které se v jednotlivych
vzorcich (tiff souborech) nachazelo. Fluorescence se také odvijela od zptsobu za-
ostfeni v ose z - lépe zaostiené vzorky prokazovaly vyssi stupen fluorescence. Kvili

velkému rozptylu v datech mél u grafu [6.6) vétsi vyznam medidn.
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Obr. 6.7: Rozsahy rozdili

Na zakladé zpracovanych dat a s prihlédnutim ke grafim byly zhodnoceny vy-
sledky experimentu.

U kultivaci po dobu 24h vysla vétsina mitochondrii jako neaktivni. Vzorek s
kratsi dobou kultivace (kultivace 17) projevoval jemné zvyseni mitochondridlni ak-
tivity u prostfedni koncentrace glukézy (v grafu 1ze pozorovat pokles). Vzorky
s vysokou koncentraci glukézy byly Spatné zaostieny v ose z, takze nebyly hodno-
ceny - neobsahovaly skoro zadnou fluorescenci. Ale pii pohledu v optickém kandlu
se bunky zdaly apoptické.

Vzorky s delsi 48h kultivaci to pak potvrdily. Vysokd koncentrace glukozy (4000
mg/1) zpusobila apoptézu u prevazné vétsiny bunék. Buriky byly kulaté bez vidi-
telného jadra a mitochondridlni aktivita chybéla (nebo byla minimdlni). To bylo
zrejmé i na ziskanych datech - pocet neaktivnich mitochondrii prevladal.

Na obrazku[6.8|jsou vidét pravé takové bunky. Mitochondrialni aktivitu projevuje
jen buiika nahote. Sedy stin v levém dolnim rohu je pravdépodobné bublina. Déle je
zde jemné patrna dalsi bunka v jiné hloubce preparatu u které tudiz nelze pozorovat
fluorescenci (kulaty ttvar nahofe uprostied).

Dilezitym zjisténim bylo zvySeni mitochondridlni aktivity u obou kultivaci (16
i 17) se stfedni glukézou. Toto zvyseni je patrné pravé i na obrazku kde lze
ve slouceném obrazku pozorovat prevladajici cervenou barvu. Disledkem tohoto
zvyseni bylo presviceni. Coz vedlo k znehodnoceni vysledki - fluorescence dosahla

maxima a nedala se spravné hodnotit. Nicméné, protoze bylo nastaveni po celou
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Obr. 6.8: Priklad apoptickych bunék (48h, vysoka glukéza, delsi kultivace)

dobu meéreni stejné, tyto vysledky stale ukazuji na zvyseni mitochondrialni akti-
vity. Dokonce i u kultivace 16 kde lze na grafu pozorovat narist medidnu (do
zapornych ¢isel z divodu odecitani ¢erveného fluorescencniho kanalu od zeleného).

Toto zjisténi odpovida pivodni myslence experimentu.Ten vychazel ze ¢lanku,
ktery je zminén jiz v kapitole kde je TeCeno, ze tato koncentrace glukézy (2200
mg/1) prfi kultivaci po dobu 48h vede ke zvyseni proliferace. Coz odpovidd zméné v
mitochondridlni aktivité.

Vysledky experimentu nebyly idealni, na praci s konfokdlnim mikroskopem by
bylo tfeba vice ¢asu, aby nedochézelo k pfesviceni a aby byly bunky spravné za-
ostfeny v ose z. Experimenty by bylo vhodné zopakovat, ale z divodu uzavieni skol
kvili Covid-19 to nebylo mozné.
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Zavér

Préce se zabyva strukturou a funkei bunéénych mitochondrii. Jsou to jedny z nejdi-
a zajistuji dalsi procesy véetné apoptozy - fizené bunécéné smrti. Pro spravnou funkci
mitochondrii je nezbytné nutny mitochondridlni membranovy potencial, ktery sou-
visi s Krebsovym cyklem a ktery je dulezitym znakem mitochondrialni aktivity.
Nékteré latky vedou k vykyvim v membranovém potencialu.

Tyto tyc¢inkovité utvary je mozné zobrazit pomoci fluorescenénich metod. Préace
se vénuje rozboru fluorescenc¢nich barviv, predstavuje moznosti fluorescenéniho zna-
ceni. Vénuje se kationtovému barvivu JC-10 lépe rozpustné varianté znamého bar-
viva JC-1 a jeho vyuziti pti hodnoceni mitochondrialni aktivity.

Prace dale navrhuje postup pro znac¢eni mitochondrii (v kapitole timto barvi-
vem a nasledné zobrazeni bunék s obarvenymi mitochondriemi pomoci konfokalniho
mikroskopu.

V ramci praktické ¢asti prace byly bunky PC-3 kultivovany s rtznymi koncen-
tracemi glukdézy po razné dlouhy cas a nasledné byla hodnocena mitochondridlni
aktivita. Postup hodnoceni je rozebran v kapitole [6.4]

Na zékladé namérenych dat a vysledku statistiky bylo stanoveno, ze rtzné kon-
centrace glukézy maji vliv na mitochondrialni membranovy potencial a v dusledku
i na mitochondridlni aktivitu. Koncentrace 2200 mg/1 vede k zvySeni mitochondri-
alni aktivity. Zatimco koncentrace 4000 mg/1 vede k bunééné apoptéze. Tento zavér
odpovida ptvodni myslence experimentu.

Nicméneé vysledky experimentu nebyly idealni. Prace s konfokélnim mikroskopem
by vyzadovala vice ¢asu, aby nedochazelo k presviceni a aby byly bunky spravné
zaostfeny v ose z. Experimenty by bylo vhodné zopakovat, ale z diivodu uzavieni

skol kviili Covid-19 to nebylo mozné.
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Seznam symboli a zkratek
ATP adenosintrifosfat

ADP adenosindifosfat

mtDNA mitochondrialni DNA

Acetyl-CoA Acetylkoenzym A

HHBS Hank’s buffer with HEPES

HBSS Hank’s balanced salt solution

PBS fosfatovy pufr

48h 48 hodin

24h 24 hodin

AV, mitochondrialni membranovy potenciél
COq oxid uhlic¢ity

H,O voda

Os kyslik
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A Ukazka dat

Tab. A.1: Data 24h

Cervena zelend | pocet bunék | vzorek
17 kontrola (K) 589451 811128 3 pl
1548301 1716224 9 p3
350341 448683 1 pb
16 kontrola (K) 663950 971940 18 pl
496849 747493 3 p3
179103 274649 6 po
17 stfedni koncentrace (2200) 914125 1195989 2 p2
188115 260646 2 p4
374426 526042 ) p6
16 stfedni koncentrace (2200) 85377 125765 2 p2
185013 220710 2 p4
214173 312827 3 pd
17 vysoka koncentrace (4000) | nehodnotitelné
16 vysokd koncentrace (4000) | nehodnotitelné

Obé tabulky obsahuji ¢ast dat, kterd byla zaznamenana do Microsoft Excel. V
prvni tabulce jsou data z prvniho snimani - po 24 hodinach. Ve druhé jsou data z

druhého sniméani po 48 hodinach.
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Tab. A.2: Data 48h

cervena zelend | pocet bunék | vzorek
17 kontrola (K) 2092127 | 3950355 7 pl
6090384 | 11401622 22 p3
2173869 | 2801240 po
16 kontrola (K) 17522081 | 19022167 pl
13180242 | 13161724 p3
18960492 | 14285845 13 po
17 stfedni koncentrace (2200) | 1376998 | 2131798 5 pl
1074436 587172 2 p4
2472071 | 1972071 5 pb6
16 stfedni koncentrace (2200) | 6917836 | 3101505 10 p2
7069909 | 2467854 2 p4
7593557 | 3746957 9 p3
17 vysoka koncentrace (4000) | 640473 | 1018508 6 p7
186065 270723 1 p2
402259 585540 4 p4
16 vysoka koncentrace (4000) | 437620 681733 2 pl
453139 679277 3 p3
321825 467695 3 po
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cervena zelena pocet bunék vzorek  rozdil /potet bunék

24h 17. kontrola (K) 589451 811128 3pl 221677 73892,33333
1548301 1716224 9 p3 167923 18658,11111

350341 448683 1p5 98342 98342

206035 293807 2p7 87772 A3886

429302 624340 2p2 195038 57519

366461 518142 2 pd 151681 75840,5

24h 16. kontrola (K) 663950 971540 18 p1 307990 17110,55556
456849 747493 3p3 250644 83548

179103 2746439 6 p5 95546 15924,33333

654330 540482 21 p7 286152 13626,28571

1036374 1574442 35 p2 538068 15373,37143

486105 688640 16 p4 202535 12658,4375

24h 17 stfedni koncentrace (220) 914125 1155989 2p2 281864 140932
188115 260646 2 pd 72531 36265,5

374420 526042 5 pb 151616 30323,2

197799 273506 5p7 75707 151414

642624 824661 1pl 182037 182037

89900 101168 1p3 11268 11268

24h 16 stfedni koncentrace (220) 85377 125765 2 p2 40388 20194
185013 220710 2 pd 35697 17848,5

214173 312827 3 p5 98654 32884,60007

963047 1357406 4 p7 394359 98589,75

48858 63867 1p3 15009 15009

1039815 1385558 9 p6 345743 38415 88889

24h 17 vysokd koncentrace (400)
nehodnotitelné - Spatné zaostfeno vz ose
24h 17 vysokd koncentrace (400)

nehodnotitelné - Spatné zaostfeno vz ose

Obr. A.1: Ukézka z Microsoft Excel
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