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Seznam pouzitych zkratek

T Termodynamicka teplota

k Boltzmannova konstanta
w Uhlova Larmorova frekvence
Y Gyromagneticky pomér

MR  Magneticka rezonance

MRI  Zobrazovani magnetickou rezonanci
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TR Repeti¢ni ¢as
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1 UVOD

Magnetickd rezonance je neinvazivni zobrazovaci metoda zaloZzena na interakci
jader atomi s magnetickym polem. Kontrastni latky se pro meéfeni magnetickou

rezonanci pouzivaji k lepSimu zobrazeni kontrastu struktur v téle.

Bakalafska prace poukazuje na testovani kontrastnich latek pomoci testu
cytotoxicity, zobrazovanim magnetickou rezonanci a fluorescenénim méfenim. Nami
testované kontrastni latky slouzi jako budouci nosice pro dalsi latky, kterymi mohou byt
napiiklad 1é¢iva. Je proto dilezité provést cytotoxicky test, abychom zjistili, jestli je
danad kontrastni latka na bazi nosi¢e pro bunécné linie toxicka ¢i nikoliv. Je nutné
provést méfeni na magnetické rezonanci a optickém pfistroji, abychom popsali
vlastnosti kontrastni latky na bazi nosice a citlivost na detekci pomoci magnetické

rezonance.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Magneticka rezonance

2.1.1 Uvedeni do problému

Magnetickd rezonance neboli zkracené MR je neinvazivni zobrazovaci metoda,
ktera je zalozena na rozlozeni a chovani magnetickych momentt jader atomti. Atomy
jsou slozeny z elektrontl, protonti a neutronti. Pro zobrazovani magnetickou rezonanci
se vyuzivaji protony kvuli svym magnetickym vlastnostem ve vnéj$im statickém
magnetickém poli a schopnosti absorbovat energii radiofrekvencniho magnetického

pole. Princip tedy vychazi z interakce jader atomt s magnetickym polem. [1] [2]

2.1.2 Historie

Vznik magnetické rezonance je spojovan s objevenim jaderného spinu v roce 1924
W. Paulim. OvS$em prvni konstrukci velmi jednoduché magnetické rezonance uskute¢nil
az vroce 1938 I. 1. Rabi, ktery i jako prvni demonstroval interakci jader atomu

s magnetickym polem.

V roce 1945 skupiny védci pod vedenim F. Blocha a E. Purcella zdokonalili
metodu magnetické rezonance, a ta se nasledné zacala vyuzivat v analyze pro chemii a
fyziku. OvSsem prvni vyuziti v biomedicinské oblasti se objevuje az v 70. letech 20.

stoleti.

V roce 1973 P. Lauterbur pfisel s dalsim pokrokem, a to s tomografickym MR
zobrazovanim, kdy navrhl kodovat prostorovou informaci gradientem magnetického
pole. Samotné kodovani a Fourierovu transformaci pro matematickou analyzu signalt
z MR zavedl vroce 1975 R. Ernst. Tuto analyzu poté vylepsil a publikoval Sir P.
Mansfield v roce 1977. V tomto roce také jako prvni zkonstruoval R. Damadian

magnetickou rezonanci pro snimani celého téla.

Prvni komer¢né vyrabéné MRI pfistroje poskytujici anatomické obrazy se objevuji

v roce 1980 firmou FONAR. V roce 1982 byla provedena prvni MR angiografie, ktera
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slouzi k zobrazeni krevniho pritoku, a v roce 1992 byl uskute¢nén prvni experiment

s funk¢ni magnetickou rezonanci, ktera zobrazuje mozkovou aktivitu. [1] [3]

2.1.3 Fyzikalni princip

Jev magnetické rezonance spociva v interakci jader atomi. Konkrétné v interakci
jejich magnetickych momenti s radiofrekvenénim magnetickym polem. Dulezita je zde
pritomnost vnéjsiho statického magnetického pole, diky némuz vyse zminénou interakci
muzeme detekovat ve form¢e absorpce kvant. Tato absorpce se da detekovat u kazdého
izotopu, ktery ma nenulovy magneticky moment. Nejéastéji se vyuziva atomu vodiku
1H, jelikoz se nachéazi ve vod¢€ a dalSich organickych sloucenindch, které jsou vysoce
zastoupeny ve tkdnich. Vyuzivaji se ale 1 izotopy dalSich prvka jako jsou 13C, 19F,
23Na a 31P.

Jadra atoml maji jaderny spin, diky kterému se pak chovaji jako magneticky dipdl,
kdy mohou byt bud’ ve vysokoenergetickém a nebo nizkoenergetickém stavu. Dle toho
jsou pak orientovdny rovnobézn¢ vi¢i magnetickému poli. Kdyz jsou ve
vysokoenergetickém stavu, tak jsou orientovany proti magnetickému poli a naopak,
kdyz jsou v nizkoenergetickém stavu, tak jsou orientovany po sméru. Pfi pfechodu mezi
témito dvéma stavy dochazi k absorpci nebo vyzaieni energie. Magneticka rezonance je
nejvice citliva na jadra atomti vodiku, a to diky gyromagnetickému poméru. [1] [2] [3]

[4]

2.1.3.1 Magnetické momenty jader

Protony atomt rotuji kolem své vlastni osy, tato rotace se oznacuje jako spin. Diky
tomu si vytvareji ve svém okoli magnetické pole a tim padem tam vznika i magneticky
moment. Pro zobrazovani magnetickou rezonanci nelze pouzit atomova jadra, ktera
maji sudd nukleonova ¢isla, jelikoz se jejich magnetické momenty navzdjem rusi, a tim
padem se nechovaji magneticky. Naopak atomova jadra s lichym nukleonovym c¢islem

maji vysledny magneticky moment nenulovy.
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KdyZ neni proton v magnetickém poli, tak mé svlij magneticky moment orientovan
V ndhodném sméru. OvSem pokud se proton nachdzi v silném magnetickém poli, tak se
jeho vektor magnetického momentu orientuje paralelné jako vektor magnetického pole
nebo antiparalelné. Diky tomu se pak tkan chova jako magnetickd. Zalezi i na poctu

protontl v tkani, ktery ovliviiuje velikost vysledného magnetického momentu.

Kromé toho, Ze proton ma svij spin, neboli rotaci kolem své vlastni osy, ma také

pohyb precesni, ktery si lze piedstavit jako pohyb po plasti kuzele, ktery rotuje. [5] [6]

2.1.3.2 Magnetické pole

Statické magnetické pole je oznaovano jako Bg,n¢kdy také oznacovéano jako
primarni pole, do néhoz jsou pak vloZeny protony. Dalsi pole je takzvané transverzalni

Bt neboli By, které je na By kolmé. Jednotkou je Tesla. [7]

2.1.3.3 Precese

Precesni pohyb neboli precesi vykonava proton v magnetickém poli jako rotacni
pohyb kolem plasté kuZele. Tento rotaéni pohyb ma svou frekvence, ktera se nazyva
Larmorova frekvence. Ta zdvisi na gyromagnetickém poméru protonu a také na

intenzité vné&j§iho magnetického pole. [8] [9]

A 7

IBO

Mo

k J

Obrazek 1 Precese [2]
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2.1.3.4 Spin

Protony rotuji kolem své vlastni osy, pfi¢emz tento rotacni pohyb se nazyva spin.
Diky tomu vznikd u protont s lichym nukleonovym c¢islem magnetické pole a tim
padem i1 magneticky moment. U protoni se sudym nukleonovym c¢islem se jejich

magnetické momenty rusi, a proto se navenek jevi jako magneticky neutralni. [8] [10]

2.1.3.5 Zeemantiv jev

Zeemanuv jev je pojmenovan po holandském fyzikovi Pieteru Zeemanovi, ktery ho
jako prvni popsal. Jednd se o to, ze pokud jsou jadra atomi vystavena silnému
magnetickému poli, dochazi ke Stépeni jejich energetickych hladin. Energetické hladiny

maji v magnetickém poli By rozdilné velikosti energii. [1] [11]

A 135 spinti
B,=21,14T

A 64 spinl
B,=94T

1A 16 spind

Obrazek 2 Zeemaniiv jev, Stépeni energetickych hladin v zavislosti na zvysujicim se

magnetickém poli [1]
2.1.3.6 Boltzmannovo rozdéleni

Boltzmannovo rozdéleni je definovéano jako

Ne. / Ngy = e 2E/KT Rovnice 1 [1]
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kde Ng+ je pocet protont, které se nachazeji ve vyssim energetickém stavu, Ng. je
pocet protond na niz§im energetickém stavu. AE je potom rozdil téchto hladin. T je

termodynamicka teplota a k je Boltzmannova konstanta.

Cim vétsi je magnetické pole, tim vic roste i rozdil populaci a citlivost magnetické

rezonance. Zaroven ¢im vétsi je rozdil populaci, tim vice se absorbuje energie. [1] [12]

2.2 Jev magnetické rezonance

Lidské télo je tvofeno zhruba z 80% vodou, ktera obsahuje atom vodiku. Vodik ma
také nejvetsi gyromagneticky pomér. Proto se hojné vyuziva k méfeni magnetickou
rezonanci. KdyZ je atom vodiku, respektive jeho proton, mimo magnetické pole, tak
jeho magneticky moment je orientovan ndhodné a neuspofadané. OvSem po vloZeni
protonu vodiku do magnetického pole By se jeho magneticky moment M orientuje
paralelné¢ nebo antiparalelné s magnetickym polem By. Antiparaleln¢ se orientuje

mensina protont, jelikoZ je to energeticky vice naro¢né. [13]

2.2.1 Larmorova frekvence

Proton vloZeny do magnetického pole ma nejenom sviij vlastni spin, neboli rota¢ni
pohyb kolem své osy, ale také uskutecnuje precesni pohyb. Frekvence precesniho
pohybu se nazyva Larmorova frekvence. Ta je pfimo umérné zavisld na
gyromagnetickém poméru protonu a také na intenzit¢ magnetického pole. Larmorova

frekvence je definovdna vztahem
w =y By Rovnice 2 [13]

kde w je uhlova Larmorova frekvence a y je gyromagneticky pomér, coz je

materidlova konstanta dané pro konkrétni jadro.

Aby bylo mozné detekovat i malé zmény vektoru magnetizace M, ktery je
V ustaleném stavu orientovan jako silo¢ary magnetického pole By, je nutné ho ,,sklopit*
do roviny XY, kterda je kolmd na rovinu Z. Poté se aplikuje vysokofrekvencni

magneticky impuls, ktery ma stejnou frekvenci jako je Larmorova frekvence protonti

17



neboli frekvence jejich precesniho pohybu. V disledku pak vznika jev, ktera se nazyva

magneticka rezonance. [5] [13]

2.2.2 Rezonance

Jak jiz bylo zminéno, protony maji v magnetickém poli svlij vektor magnetizace
stejny smér jako silo¢ary magnetického pole By a neni ho tim padem mozné takto
zm¢fit. Mimo to se také protony pohybuji v riznych fazich a jejich magneticky moment
se pfi precesi v ¢ase meéni. Proto je nutné jejich vektor magnetizace vychylit. K tomu
dojde tim, ze se protonu doda energie pomoci vysokofrekvenéniho impulsu. Je nutné,
aby frekvence tohoto impulsu byla shodna s Larmorovou frekvenci protonu. Nasledné
pak dojde k jevu magnetické rezonance, jehoz dusledkem je to, Ze se zmensi vektor
podélné magnetizace protond (ve sméru osy Z) a zaroven za¢nou protony svij precesni
pohyb vykonavat ve stejné fazi. Vysledkem tohoto jevu je pak vznik vektoru pficné
magnetizace. [14] [15]

2.2.3 Pii¢ny a podélny vektor magnetizace

Podélny vektor magnetizace protonu je orientovan ve stejném sméru jako silocary
magnetického pole. Kdyz bychom si predstavili osy X, Y, Z, tak podélny vektor je na
ose Z, stejn¢ jako siloCary pole. Protony mohou byt orientovany paralelné¢ nebo
antiparalelng, neboli v kladné ¢asti osy Z, ¢i v zaporné ¢asti osy Z. Jelikoz je podélny
vektor nasmérovan stejné jako magnetické pole, nelze ho méfit pfimo. Aby byl vektor

magnetizace métitelny, musi byt ptficny.

Pticny vektor magnetizace vznikne tak, Ze na magnetické pole plsobi kratky
radiofrekven¢ni pulz, ktery mé za nasledek to, ze ptivodni podélny vektor magnetizace,
ktery byl orientovan ve sméru osy Z, se pieklopi o 90° do roviny X, Y. Frekvence
radiofrekvencniho pulzu by méla byt shodna s frekvenci precesniho pohybu protonii.

[16]
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2.3 Relaxa¢ni procesy

2.3.1 Relaxace

Relaxace nastava ve chvili, kdy se protony, které byly vybuzené RF pulzem a mély
stejnou fazi, vraceji do ustdleného stavu. Respektive jejich vektor magnetizace se
zroviny X, Y vraci zpét do roviny podél osy Z. Pti relaxaci dochdzi k uvoliiovani
absorbované energie napiiklad ve formé tepla a také k pfechodim jader mezi
energetickymi hladinami na hladiny v ustaleném stavu. Rychlost relaxa¢niho procesu se
lisi pro rizné typy tkéni. Obvykle vSak tento proces trva v rozmezi mikrosekund az
sekund. Zavisi to také naptiklad na velikosti magnetického pole, velikosti molekul,
chemické vazbé, teploté apod. Signal, ktery je pii relaxacnich procesech detekovan,
vznika rotaci vektoru magnetizace Myy V roviné, ktera je kolma na magnetické pole Bo.
Detekovany signal se nazyva Free Induction Decay neboli FID. FID je déle zpracovan
napiiklad Fourierovou transformaci, kdy se signal pievadi z casové do frekvenéni
oblasti. Pti relaxaci se uplatiuji dva relaxacni procesy, které na sobé nejsou zavislé, a

tim jsou T; relaxace, jinak nazyvana jako spin-miizkova nebo podélna relaxace, a T,

relaxace neboli spin-spinova relaxace. [13] [17]

<y
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Obrazek 3 Sklopeni vektoru magnetizace do kolmé roviny piisobent pole By

buzeného proudem vysilaci civky [1]

2.3.2 T, relaxace

T, relaxace, nazyvana také jako spin-miizkova, podélna neboli longitudinalni, je

dana navratem vektoru magnetizace M do ustaleného stavu tak, Zze dojde k obnové

podéIné slozky, kterd je stejn¢ orientovana jako vnéjSi magnetické pole Bo. Pii T

relaxaci dochazi k pieklopeni jadernych spinii a vyméné energie mezi excitovanymi

atomy a okolnim prostfedim, respektive do okolni atomové miizky. Proto se nékdy tato

relaxace nazyva spin-miizkova. Protony maji tendenci se z roviny X, Y vratit zpét do

rovnovazné magnetizace v ose Z, kterd je pro né energeticky vyhodnéjsi. To probiha

tak, ze dochéazi prubézné¢ v narGstu podélné magnetizace ve sméru osy Z, kterd je

rovnobéznd s magnetickym polem By. Navrat vektoru magnetizace do ustdlen¢ho stavu

V 0se Z méa exponencialni prub¢h.
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Obrazek 4 Prubeh Ty relaxace [13]

Tento navrat do ustaleného stavu se da také vyjadiit matematickym vztahem
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Mz=My (1-e '™ Rovnice 3 [13]

kde Mz je velikost magnetizace v ose Z, My je velikost magnetizace v ustaleném

stavu, t je ¢as po 90° RF pulzu a T; je relaxacni Cas.

Ty lze také definovat jako Cas od doby skonceni RF pulzu, ktery je nutny k obnové
63 % vektoru magnetizace M. Tato hodnota vychazi ze vzorce pro T, relaxaci. Kdyby
se totiz hodnoty ¢asu t a Ty rovnaly, vysledek 1-e* I by byl 0,63. Dale také plati, ze
¢im vétsi je velikost magnetického pole, tim vice stoupa velikost T1. Respektive ¢im

kratsi je ¢as T1, tim rychleji dochazi k navratu do ustaleného stavu. [13]

2.3.3 T, relaxace

T, relaxace nazyvana také jako spin-spinova, pfi¢nd neboli transverzalni, je
charakterizovana Casem T, ktery udava rychlost poklesu magnetizace Myy V roving,
kteréd je kolma na magnetické pole Bo. Po RF pulzu za¢nou mit protony precesni pohyb
ve stejné fazi. Pii T, relaxaci nedochdzi ke zméné energie soustav excitovanych atomi,
jako tomu je pii Ty relaxaci. T, relaxace také neni tolik zavisla na velikosti vné&jsiho
magnetického pole By a jeji doba je kratsi neZ doba T relaxace. Dusledkem je 1 ibytek

intenzity detekovaného signalu FID.

4

Obrazek 5 Pribeh T, relaxace [13]
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Pokles magnetizace M,y 1ze definovat matematickym vztahem
Myy = Myyo €/ ™ Rovnice 4 [13]

kde M,y je vektor magnetizace v roviné X, Y, Myyo je maximalni velikost vektoru
magnetizace v pricné roviné po skonceni RF pulzu, t je ¢as po RF pulzu a T, je
relaxacni Cas. Relaxacni ¢as T, lze také definovat jako dobu, kdy magnetizace Myy
Vv roving, ktera je kolmé na vnéj$i magnetické pole By, klesne na 37 % plvodni hodnoty.
To vychazi ze vzorce pro T, relaxace, jelikoz kdyz by se ¢asy t a T, rovnaly, tak by
hodnota pro e/ ™ byla rovna 0,37. [13]

2.4 Rekonstrukce MR obrazu

Kontrast MR obrazu je ovlivnén relaxacnimi procesy a hustotou excitovanych
atomu, neboli odpovidajici velikosti magnetizace M. Obrazy magnetické rezonance se
1i$i dle protonové hustoty nebo kontrastem danym relaxa¢nimi ¢asy T; a T, riiznych
tkanich. Jeden objekt je tedy mozné naméfit s riznym kontrastem v zavislosti naptiklad

i na zobrazovaci sekvenci.

Pro prostorové kodovani MR signdlu se pouzivaji pfidavna linearni magneticka
pole neboli gradienty. Magnetickd indukce gradientl se sCita se statickym magnetickym
polem By. Kdyz na objekt, ktery je méfen, nejsou aplikovany gradienty, tak je ve vSech
mistech magnetické pole By stejné a Larmorova frekvence protonl je také stejna.
Nasledné pak signal, ktery je detekovdn na pfijimaci civce, obsahuje pouze jednu
rezonan¢ni frekvenci. KdyZ se vSak ale na méfeny objekt aplikuji gradienty, dochazi
k tomu, ze magnetické pole By je Vv urcitych mistech slabsi a v jinych silngjsi. Coz
znamena, ze vysledné pole je zavislé na prostorovych soufadnicich X, Y, Z. Z toho
vyplyva, ze i Larmorova frekvence, kterd je umérnad magnetickému poli, bude rizna a

zavisla na poloze.

Takto 1ze definovat konkrétn¢ vybranou oblast, ze které¢ je MR signal obsahujici

prostorové informace sniman, a to umozni naslednou rekonstrukci MR obrazu. [16] [18]
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2.4.1 Repeticni Cas

Repeticni ¢as TR, zanglického time repetition, je interval mezi dvéma
radiofrekvenénimi pulzy. Cas TR piedeviim ovliviiuje kontrast MR obrazu, ktery je

dany spin-mfiizkovou relaxaci Ti.Kratky ¢as TR se obvykle pouziva pro T; vazené

obrazy a naopak dlouhy ¢as TR se obvykle pouziva pro To/T,* vaZzené obrazy. [16]

2.4.2 Echo ¢as

Echo ¢as TE, zanglického echo time, je c¢asovy interval mezi excitaCnim
radiofrekvenénim pulzem a nibérem dat. Cas TE piedeviim ovliviiuje kontrast MR
obrazu, ktery je dany spin-spinovym relaxa¢nim ¢asem T a nebo T,*. Kratky cas TE se

obvykle pouziva pro T; vaZzené obrazy a dlouhy ¢as TE pro To/T,* vaZzené obrazy. [16]

2.4.3 Fourierova transformace

Fourierova transformace je matematicky nastroj, ktery prevadi signal FID z ¢asové
do frekvencni oblasti, neboli vznikd spektrum. Signal FID je detekovan v pfijimacich
civkach, kde se diky precesy piicné slozky magnetizace M indukuje signdl. Nejvyssi
amplitudu m& FID signal hned po RF pulzu a nasledné¢ amplitudy klesaji kvili

relaxa¢nim procesim a nehomogenitam magnetického pole. [2] [19]

amplituda
signdlu

100% -

rovina x-z

SZ:JJ nuﬂuﬂuﬂunununununununmw
.|

Obrazek 6 FID signal a jeho detekce [1]

prijimaci civka
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2.5 Zobrazovaci sekvence

Zobrazovaci sekvence maji vzdy minimalné jeden excitacni radiofrekvencni pulz a
gradienty pro vybér vrstvy a kddovani. Kombinaci RF pulzii a gradientii se vytvoii
ruzné zobrazovaci sekvence. Tim lze dosdhnout i riznych kontrasti. Mezi zakladni

zobrazovaci sekvence patii spin-echo sekvence a sekvence gradientniho echa.

Spin-echo sekvence je tvofena ze dvou RF pulzi a z gradientd. Po 90° excitaénim
pulzu nasleduje 180° pulz v case TE/2. Diky 180° pulzu, ktery sfazovava spiny,
docilime vétsiho MR signalu neboli echa. Sekvence gradientniho echa 180° pulz
neobsahuje. Jeji excitacni pulz ma maly sklapéci thel a jeji repetition time TR je kratky.

Proto je i mé&feni pomoci gradientniho echa rychlé. [1] [20]

2.6 Kontrastni latky pro magnetickou rezonanci

Kontrastni latky se pfi méfeni magnetickou rezonanci pouzivaji ke zlepSeni obrazu,
konkrétné k lepSimu zviditelnéni struktur v téle. Diky kontrastni latce se urychli
relaxace protont, coz vede ke zkraceni relaxa¢nich ¢asti T1 a T,. Tim dojde k zesileni
signalu na T; vazeném obrazu. Naopak zkracenim relaxaéniho casu T,, dojde
k zeslabeni signalu na T, vazeném obrazu. Obecné Ize kontrastni latky pouzivané pro
méfeni na magnetické rezonanci rozdélit na paramagnetické a superparamagnetické.
Paramagnetické kontrasty vétSinou obsahuji gadolinium, které je vazano jako chelatovy
komplex, jelikoZ samotné gadolinium je pro Cloveéka toxické. Superparamagnetické

latky jsou vétSinou na bazi nanocastic oxidu zeleza. [17] [21]
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3 PRAKTICKA CAST

V praktické casti jsme testovali cytotoxicitu nosice kontrastni latky, kterou byl
glykogen. Test se provadél pomoci MTT Assay a buiky, na kterych byl glykogen
testovan, byly HepG2 buiiky hepatocelularniho karcinomu. MTT Assay byla provadéna
na dvou mikrotitra¢nich destickach, kdy v jedné byla koncentrace MTT 0,5 mg/ ml a ve
druhé byla koncentrace MTT 1 mg/ ml. Ob¢ desticky byly nasledné¢ zméieny na
spektrofotometru s vinovymi délkami 495 nm a 620 nm. Provadéli jsme také méfeni na
magnetické rezonanci v Institutu klinické a experimentdlni mediciny, kdy jsme méfili
citlivost magnetické rezonance tak, Ze jsme se pokouseli detekovat rtizny pocet bunék.
Celkem bylo pouzito 8 zkumavek s riznymi pocty HepG2 bunék. Déle jsme provadéli
fluorescenéni méteni na optickém pfistroji, kdy jsme nejprve dvéma laboratornim
myS$im indukovali bunky prsniho karcinomu 4T1 a nasledné jim injekéné aplikovali
fluorescencni kontrastni latku na bazi mannanu jako nosice kontrastni latky. Mysi byly
poté v ¢asovych intervalech méfeny na optickém piistroji IVIS Lumina, kde byla

méfena fluorescence.

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady

V ramci tématu bakalaifské prace bylo naSim cilem osvojit si predevSim praci
S bunéénymi liniemi a méfeni na magnetické rezonanci. Cilem bylo také osvojit si
postupy méfeni na spektrofotometru a optickém pfistroji na fluorescenci. Provedli jsme
test cytotoxicity pro kontrastni latku na bazi glykogenu pomoci MTT Assay. Cilem bylo
zjistit od jaké koncentrace nebo zdali viibec je tato kontrastni latka pro bunky toxicka.
Déle jsme provedli méfeni magnetickou rezonanci a optickym zobrazovanim. Cilem
bylo popsat vlastnosti kontrastnich latek a citlivost na detekci bunék pomoci magnetické

rezonance.
3.2 Pouzity material a pomiicky

Bunécéna linie HepG2 kultivovana na nasi univerzité, bunécna linie 4T1 kultivovana
v Institutu Klinické a experimentalni mediciny, kontrastni latka na bazi glykogenu,

kontrastni latka na bazi mannanu, kultivacni médium DMEM, Fetal Bovine Serum FBS,
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pufr PBS, antibiotikum Primocin, trypsin Edta 0,05%, MTT Tetrazolyl blue tetrazolium
bromide, ethanol 70%, 0,1M NaCl, 0,1M glycin, destilovana voda, sérologické pipety,
pipetovaci nastavec, kultivacni lahve, multikandlova pipety, plastové Spicky,

mikrotitra¢ni desticky, falkonky, zkumavky a pipety s plastovymi Spickami.
3.3 Priprava bunék

Abychom mohli zacit s praci na vyzkumné c¢asti, bylo nejdiiv nutné si ptipravit

bunky.
3.3.1 Rozmrazeni bunék

Buniky byly uchovany zamraZzené v dusiku a v mrazéku, kde byla teplota -80°C. Po

celou dobu prace je nutno udrzovat co nejvetsi sterilitu.

Prace na builkkdch se provadi vlamindrnim boxu, ktery je nutné pravidelné
vysvécovat UV lampou pro zniceni choroboplodnych zarodkt a pied zacatkem prace se
musi jeho pracovni plocha vytiit 70% ethanolem. Laminarni box je laboratorni zafizeni,
které filtruje vzduch pomoci filtrt a HEPA filtri. To zajiStuje praci ve sterilnim
prosttedi, jelikoz vzduch v boxu proudi skrz filtry, které vychytavaji nezadouci ¢astice,

na kterych mohou byt rizné mikroorganismy.

Po sterilizaci laminarniho boxu vytfenim 70% ethanolem si do né&j pfipravime vse,
co budeme potiebovat k rozmraZzeni bunc¢k. Konkrétné to je pipetovaci nastavec a
k nému 2 sérologické pipety o celkovém objemu 10 ml a dalsi 2 o celkovém objemu 5
ml, stojan na falkonky a na kryozkumavky, pipetman o maximalnim objemu 1 ml a
Knému 1 ml sterilni $picky, falkonky o objemu 15 ml a 50 ml a 25 cm? kultivaéni
lahev. Pted tim, nez cokoliv vlozime do laminarniho boxu, je nutné to ostiikat a otfit
70% ethanolem, aby vSe bylo co nejvice sterilni. Do boxu jesté vlozime kultivacni

médium, které jsme nahtali ve vodni 1azni na 37°C.

Poté, co mame vSe potifebné pfipraveno v laminarnim boxu, si vyndame bunky
Z dusiku nebo z mrazaku. VytaZenou kryozkumavku, ve které jsou zamrazené buiiky,
drzime pinzetou za vi¢ko a ponofime ji do vodni lazn¢ tak, aby se vicko neponofilo a
voda nevnikla k bunnkam. Bunky rozehiejeme pouze tak, aby v nich zustal jesté maly
krystalek ledu. Poté kryozkumavku ostiikdme ethanolem a vlozime do laminarniho

boxu do stojanku. Cely jeji obsah pfepipetujeme pomoci pipetmana do 50 ml falkonky a
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pfiddme k tomu 10 ml kultivaéniho média. Nasledné falkonku zavieme, jeji vicko
ozna¢ime a vlozime ji do centrifugy na 5 minut a nastavime 1500 RPM neboli 1500
otacek za minutu. Vzdy je nutné dat do protilehlé¢ polohy jesté dalsi falkonku na
vyvazeni, ktera mé v sob¢ stejny objem tekutiny. Diky centrifuze dosdhneme toho, ze se

bunky oddéli od roztoku a ztistanou na dné¢ falkonky.

Bunky z centrifugy vyndame, vlozime do laminarniho boxu a odsajeme od nich
pipetou roztok, ve kterém byly. Odsaty roztok se piepipetuje do 15 ml falkonky.
K bunikdm pak ptfidame pipetou 5 ml kultivaéniho média. Je nutné cely obsah diikladné
propipetovat, aby se bunky spravné¢ smisily s médiem, a také aby se od sebe odd¢lily a
nebyly ve shlucich. Nésledn& tuto bundnou suspenzi odpipetujeme do 25 cm?
kultiva¢ni lahve, kterou pak vlozime do inkubatoru, kde se builky nechaji n€kolik dni

rozrustat. Rychlost bun€k zalezi na typu bunck.
3.3.2 Pasazovani bunék

PasaZovani bun¢k se provadi v okamziku, kdy je jejich konfluence alesponi 70%,
neboli kdyz ptisedlé bunky pokryvaji alesponi 70 % povrchu dna kultivaéni lahve. Toto
muzeme zjistit pod mikroskopem. Pasazovani se provadi proto, ze z média, ve kterém
se bunéc¢na linie kultivuje, se po urcité dobé vycerpaji zZiviny a bunky do néj vypousti
své metabolity, a také proto, aby builkky mély prostor pro jejich rist. Je tedy nutné cast

bunécné linie odebrat, smisit s novym médiem a dat do nové kultivacni lahve.

K pasaZzovani bun¢k si musime do laminarniho boxu dat pipetovaci néstavec a
k nému prislusné sérologické pipety, stojanky a novou kultiva¢ni lahev. Dale dame do
boxu pfedem nahtaté roztoky na 37°C, coz jsou kultivaéni médium, trypsin a pufr PBS
nebo HBSS. Nez cokoliv vlozime do laminarniho boxu, musime to ostfikat 70%
ethanolem pro co nejvétsi sterilitu. Poté co mame vSe piipravené, si vyndame
Z inkubatoru kultivacni lahev, ve které jsou bunky. Bunécnou linii zkontrolujeme pod
mikroskopem, kdy se divame na to, jaka je konfluence, jejich tvar a jestli se u bunék
popfipadné nevyskytla kontaminace. Poté kultiva¢ni lahev opét dezinfikujeme a

vlozime do laminarniho boxu.

Z kultivacni lahve nejprve odsajeme staré médium 5 ml pipetou nebo specialni
jehlou, kterou je nutno sterilizovat plamenem kahanu. Po odsati média se k prisedlym

buiikkdm 5 ml pipetou piida 5 ml pufru PBS nebo HBSS. Pomoci pufru se bunky
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oplachnou. Pro lepsi efekt s poloZenou kultivacni lahvi délame krouzivé pohyby. Pufr
nasledné odsajeme 5 ml pipetou a ptidame k buitkkdm 1 ml trypsinu. Ten slouzi k tomu,
aby se bunky, které jsou ptisedlé, odd¢€lily ode dna kultivacni lahve. Buiky s trypsinem

dame na 5 minut do inkubatoru.

Po 5 minutach zkontrolujeme pod mikroskopem, jestli se buniky odd¢lily ode dna.
Pro lepsi efekt mizeme lehce poklepat na bok kultivacni lahve. Ke ztrypsinizovanym
buikam ptfiddme 4 ml kultivaéniho média a dukladné propipetujeme, aby doslo
k naruseni shluku bunék. Do nové kultiva¢ni lahve nejprve pipetou ptidame 4 ml média
a poté z ptivodni kultivacni lahve odsajeme 1 ml bunééné suspenze a tu ptidame ke 4 ml
média. Redéni by mélo byt vzdy 1:4, neboli jeden dil bun&éné suspenze a 4 dily nového
média. Takto zpasazované buiky zkontrolujeme pod mikroskopem a popiSeme
kultivaéni lahve, kde napiSeme datum pasdzovani, naSe jméno, nazev bunécné linie,

pomér fedéni a ¢islo pasaze. Kultivacni lahev vlozime do inkubéatoru.

\sérologické pipety
pipetman

médium PBS pufr trypsin

15 ml falkonka

e

Obrazek 7 Pasazovani bunék

3.4 HepG2 buinky

Buniky HepG2 jsou buiiky jaterniho hepatocelularniho karcinomu lidského pivodu.

Tento karcinom je 5. nejcastéjsi na svéte. Tato bunécna kultura roste jako ptisedla, coz
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znamena, ze bunky rostou prisedlé ke dnu kultivacni lahve. HepG2 ¢asto tvoti shluky
bungk. Jejich PDT je obvykle 2 az 3 dny, takze se u nich doporucuje pasazovani jednou
za tyden. Kultivuji se v médiu DMEM, do kterého se jesté pfidava 1 ml Primocinu, coz
je antibiotikum, aby se u bun¢k zabranilo ristu choroboplodnych zarodki, a 5 ml L-

glutaminu pro jejich lepsi rust.

Obrazek 8 HepG2 buriky

3.5 Testovani cytotoxicity MTT Assay

MTT Assay je metoda, kterd se pouziva k testovani cytotoxicity. Bunky jsou ve své
exponencialni fazi rstu vystaveny cytotoxické latce. Délka této expozice je dana
jednak casem, ktery je potfebny k maximalnimu poSkozeni bunck, a také stabilitou
cytotoxické latky. Poté, co se testovana cytotoxicka latka odstrani, se nechaji bunky
proliferovat po dobu 2- 3 PDTs. To zapfi¢ini, Ze je poté mozné odlisit bunky, které jsou
zivé a schopné proliferovat, a buniky, které ptezily, ale jiz nejsou schopné proliferace.

Pocet Zivych bun€k se nasledné zjisti po ptidani MTT. MTT- formazan je rozpusten
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v DMSO a glycinovém pufru, ktery fialové zabarvi roztok dle toho, kolik Zivych bunék
Vv dané jamce je. Toto je zméfeno na spekrofotometru. Spektrofotometr méii na zakladée
pohlcovani svétla o raznych vinovych délek spektra. Svétlo, které je vyzafovano
prochazi roztok, kde je vice ¢i méné pohlcovano a nésledné dopada na detektor, ktery

porovnava intenzitu zareni vysilaného svétla a intenzitu zareni dopadajiciho svétla.

3.5.1 Prubéh MTT Assay

3.5.1.1 Nasazeni bunék

Do laminarniho boxu si pfipravime pipetovaci ndastavec, sérologické pipety,
stojanky, 15 ml falkonku, multikandlovou pipetu, Spicky, pipetovaci vanicky a
mikrotitra¢ni desticku. Do boxu také ddme predem nahfaté médium, trypsin a PBS.
Z bungk, které jsou Vv kultivaéni lahvi odsajeme 5 ml pipetou médium a ptidame k nim
5 ml PBS. Tim dojde k oplachu bunck. Pufr PBS nasledné cely odpipetujeme a
k bunkam dame 1 ml trypsinu. Takto je vlozime zpét do inkubatoru na 5 minut, kdy
dojde k odlepeni bunék od dna kultivaéni lahve. Po uplynuti této doby piidame do

kultivacni lahve 4 ml média. Cely obsah ditkladné propipetujeme.

Z bunécné suspenze odpipetujeme 10 pl do sklicka na pocitani bunék. Zbylé bunky
s médiem prepipetujeme do falkonky a dame do centrifugy, kterou nastavime na 400 g a
5 minut, aby buiiky vytvofily na dné falkonky peletu. Dle vysledku, ktery nam vysel pti
pocitani bunék, je nasledn¢ natedime. V naSem piipad¢é potifebujeme finalni objem 40
ml bun&ené suspenze a koncentraci 0,1*10° bun&k/ ml. Celkovy podet bungk nam vysel
2,4*10° bun&k/ ml. Proto objem, ktery jsme odebrali z bunécné suspenze, byl 2 ml pro 2
mikrotitracni desti¢ky. Tento objem odpipetujeme do prvni pipetovaci vani¢ky a
pfidame k nému 50 ml pipetou 38 ml média. Do druhé pipetovaci vanicky dame 7 ml

média.

Multikanalovou pipetou napipetujeme 200ul suspenze do vSech jamek v centralnich
10 sloupcich desticky. Za¢neme tedy sloupcem 2 a pokracujeme az do sloupce 10.
Multikanalovou pipetou pipetujeme vzdy cely jeden sloupec najednou, pficemz neni
nutné ménit Spicky po kazdém sloupci. Dale napipetujeme 200ul média do sloupcii 1 a

12. Sloupec 1 pak slouzi jako ,,blank‘‘ pro spektrofotometr. Sloupec 12 pomaha
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udrzovat humiditu pro sloupec 11. Mikrotitra¢ni desticku vlozime do inkubatoru, kde

nechame buiiky rozrustat po dobu 48 hodin.

sérologicke pipety multikanalova pipeta
pipetman : : ,
i PBS pufr _ mikrotitracni

médium trypsin desticky

15 ml falkonka pipetovaci

kultivacni %
: vanicka
_=

Obrazek 10 Nasazené bunky HepG2
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3.5.1.2 Pridani cytotoxické latky

Do laminarniho boxu si pfipravime pipetovaci nastavec, sérologické pipety,
falkonku, stojanek, multikandlovou pipetu, Spicky, 10x pipetovaci vani¢ky a fix na
popsani vani¢ek. Dale dame do boxu piedem nahfaté médium a latku testovanou na
cytotoxicitu. Nejprve si pfipravime koncentracni fadu s cytotoxickou latkou. PopisSeme
si 8 vanicek Cisly 1- 8. V prvni pipetovaci vanicce je koncentrace nejvyssi, v osmé
nejnizsi. Nejvyssi koncentraci jsme zvolili jako 5% roztok testované cytotoxické latky
s médiem o celkovém objemu 2 ml. Do zbylych vani¢ek 2- 8 napipetujeme 1,6 ml
média. Z prvni pipetovaci vanicky odebereme multikanalovou pipetou 400 pl roztoku o
nejveétsi koncentraci a piepipetujeme ho do druhé vanicky, dikladné promisime
s médiem, aby byl roztok co nejvice homogenni. Z druhé pipetovaci vanicky odebereme
400 pl a prepipetujeme do tieti vanicky. Takto to provadime az do vanicky s ¢islem 8,
400 pl roztoku, ktery se ptidava k 1,6 ml média. KdyZ mame koncentrani fadu
hotovou, pfidame jesté do nové pipetovaci vanicky 5 ml cCistého kultivacniho média.

Posledni 10. pipetovaci vanicka slouzi jako odpadni.

Vyndame mikrotitracni desticku z inkubatoru a postupné multikanidlovou pipetou
odsdvame médium ze sloupcl 2- 11. Odsaté médium piepipetujeme do vani¢ky na
odpad. Do sloupcti 2 a 11 pfiddme multikanalovou pipetou 200 pl ¢istého kultiva¢niho
média. Budou pak slouZit jako pozitivni kontrola. Do zbylych sloupcii 3- 10 postupné
napipetujeme 200ul roztoky z koncentra¢ni fady. Ve sloupci 3 je koncentrace nejvyssi,
multikanalové pipeté Spicky, aby nedosSlo k miseni roztokd. Nasledné mikrotitracni

desticku ulozime do inkubatoru na 24 hodin. To samé opakujeme i1 pro druhou desticku.
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Obrazek 11 Mikrotitracni desticka s burikami a testovanou cytotoxickou latkou
3.5.1.3 Narist bunék

Do lamindrniho boxu si pfipravime pipetovaci, nastavec, sérologické pipety,
multikanalovou pipetu, Spicky, 2x pipetovaci vanicky a pfedem nahfaté médium. Obé
mikrotitracni desticky vyndame z inkubatoru. Do prvni pipetovaci vaniC¢ky si
prepipetujeme 30 ml média. Tento objem je pro obé dvé desticky. Poté ze sloupct 3-
10, kde byla testovana cytotoxicka latka, odsajeme multikandlovou pipetou roztoky
média s cytotoxickou latkou. Tyto roztoky pipetujeme do vanicky na odpad. Po kazdém
sloupci je nutné ménit $picky na multikanalové pipeté. Do sloupci 3- 10 ptidame 200 pl
cerstvého média, pfi¢emZ neni nutné ménit Spicky. Obé desti¢ky ulozime do inkubatoru

na 24 hodin, aby se bunky rozrostly.
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séralogicke pipety mikrotitracni
desticka . -
vanicka s mediem

pipetman multikanalova pipeta

medmum % ! ey
vanicka na odpad spicky

Obrazek 13 Buinky HepG?2 bez cytotoxické latky
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Obrazek 15 Bunky HepG2 s nejnizsi koncentraci cytotoxicke latky

3.5.1.4 Pridani MTT

Do laminarniho boxu si pfipravime pipetovaci nastavec, sérologické pipety,
multikanalovou pipetu, Spicky, falkonku, 3x pipetovaci vanicky a pfedem nahfaté
médium. Daéle je potieba laboratorni vaha a vortex. MTT je latka, kterd je nejprve

v podob¢ zlutych krystalkli, které se pak pfeméni na nerozpustny fialovy formazan,
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ktery se dostane do mitochondrii bun¢k. Po pfidani DMSO a glycinového pufru se
barvivo uvolni a rozpusti. Cim vice je pak Zivych bungk, tim vice se je roztok tmavsi,

coz se pak spektrofotometricky detekuje.

Nejprve si piipravime roztok s MTT, s tim, ze jsme zvolili dvé rtizné koncentrace.
Prvni koncentrace je 1 mg MTT na 1 ml, navazili jsme tedy 34 mg MTT, ktery se
rozpusti ve 34 ml média. Druha koncentrace je 0,5 mg MTT na 1 ml, navazili jsme tedy
16 mg MTT, ktery se rozpusti ve 32 ml média. Takto pfipravené roztoky zvortexujeme,
aby doslo k co nejvétsimu rozpusténi zlutych krystalki MTT. Falkonky s roztoky
vloZime do laminarniho boxu, ve kterém pracujeme se zhasnutym svétlem, jelikoz MTT

je citlivé na svétlo.

Kazdy roztok zvlast’ prepipetujeme do pipetovaci vanicky, nerozpusténé krystalky
nenasavame. Z mikrotitraéni desticky ze sloupci 1- 11 odsajeme multikanalovou
pipetou staré médium do vani¢ky na odpad. Neni nutné u kazdého sloupce ménit $picky.
Poté do sloupcti 1- 11 pfidame multikanalovou pipetou 250 pl roztoku média s MTT,
kdy opét neni nutné ménit $picky. Do prvni desti¢ky ptidavame roztok o koncentraci 0,5
mg MTT na 1 ml a do druhé desticky roztok o koncentraci 1 mg MTT na 1 ml. Ob¢
desticky zabalime do alobalu, jelikoZ je MTT citlivé na svétlo, a vloZzime do inkubatoru

na 5 hodin.

halova pipeta

serologickq pipeta
pipetman spicky
ml

ka na odpad

Obrazek 16 Pridani MTT

Mezitim si pfipravime 0,1M glycinovy pufr s pH 10,5. Smichdme 0,IM glycin
s 0,1M NaCl, pH méfime na pH metru. Do laminarniho boxu si pfipravime DMSO,
glycinovy pufr, pipetovaci néstavec, sérologické pipety, 3x pipetovaci vanicky,
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multikanalovou pipetu a Spicky. Box stile nechavame zhasnuty. Do prvni pipetovaci
vanicky napipetujeme 40 ml DMSO, coz je objem pro obé mikrotitracni desticky. Do
druhé vanicky si napipetujeme 10 ml glycinového pufru. Vynddme obé& desticky
Z inkubatoru. Ze sloupct 1- 11 odsajeme multikandlovou pipetou roztok média s MTT
do vanicky na odpad. Po kazdém sloupci je nutné meénit Spicky. Do sloupct 1- 11
napipetujeme 200 pl DMSO a 25 pl glycinového pufru. Pfidanim DMSO se rozpusti
zbyvajici krystalky MTT, které jsou v buitkach. Thned poté meétfime desticky na
spektrofotometru pii dvou vinovych délkach 495 nm a 620 nm.

Obrazek 17 Mikrotitracni desticka pred mérenim na spektrofotometru
3.5.2 Vysledky a vyhodnoceni dat

Pfi méfeni na spektrofotometru je sloupec 1 pouzit jako negativni kontrola blank a
sloupce 2 a 11 jako pozitivni kontrola. S tim, ze ve sloupcich 1 a 12 nejsou burniky a ve
sloupcich 2 a 11 bunky jsou, ale nebyla k nim pfidana cytotoxicka latka. Po zméfeni na
spektrofotometru nam je vygenerovana tabulka, kterd mé stejné parametry jako

mikrotitra¢ni desticka. Ma tedy 8 radkti a 12 sloupcti.

Naméienad data v excelové tabulce bez primérné hodnoty blanku zprimérujeme.
Primér délame u jednotlivych sloupct. Z téchto hodnot pak vytvoiime sloupcovy graf.
Porovnavame sloupec pozitivni kontroly Ctrl se sloupci, které odpovidaji jednotlivym

koncentracim. Negativni kontrolu do grafu neddvame, stejné tak ani sloupec 12, ktery je
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bez bunck. Hodnotu negativni kontroly blank pouze odecitime od hodnot ve sloupcich,

které odpovidaji jednotlivym koncentracim.

Tabulka 1 Hodnoty nameérené pri 495 nm s MTT 0,5 mg/ ml a jejich zpracovani

BLANK CTRL1 A B C D E F G H CTRL 2
0,0724 1,9898 1,5946 1,5404 2,3406 2,5472 1,7262 1,5283 1,8534 2,1834 2,357
0,0709 1,9574 24727 2,7231 2,3304 2,2207 1,8255 1,8574 2,0528 2,4156 2,2359
00,0665 1,957 2,5498 2,0989 2,2281 2,5584 2,0168 1,4572 1,9994 2,5018 2,3832
0,0701 1,8954 2,6237 2,311 2,0224 1,4341 2,3782 3,01 1,757 2,0696 2,9082

0,072 2,5056 2,1135 2,2417 2,6857 2,0215 2,0267 2,4952 2,3633 2,0446 2,5136
0,0674 2,2675 20826 2,269 2,2307 2,8013 2,281 1,9739 1,9283 2,0207 2,4928
00,0685 2,1126 2,0651 1,4062 2,1095 3,0167 2,3523 2,152 2,2069 2,1891 2,3942
0,0616 29773 2, 1138 2,3172 24137 3,5794 2,082 2,1827 1,9255 2,4467 2,2469

Rozdily
1,9174 1,5222 1,468 2,2682 2, 4748 1,6538 1,4559 1,781 2,116 2,2848
1,8865 24018 2,05022 2,2595 2,1498 1,7546 1,7865 1,9819 2,3447 2,165
1,8905 24833 2,0324 2,1616 2,4919 2,5503 1,3507 1,9329 2,4353 2,3167
1,8253 2,5536 2,2409 1,9523 1,384 2,3081 2,9399 1,6878 1,9995 2,8381
24336 2,0415 2,1697 2,0137 1,9495 1,9547 2,4232 2,2913 1,9726 2,4416
2,2001 2,0152 2,2016 2,1633 2,7339 2,2136 1,9065 1,8609 1,9533 2,4254
2,0441 1,9966 1,3377 2,041 3,5482 2,2838 2,0835 2,1384 2,12086 2,3257
2,9157 2,0522 2,2556 2,3521 3,5178 2,0204 2,1211 1,8639 2,3851 2,1853
Average 2,13915 2,1333 2044763 2,226463 2,531238 2,092413 2,013413 1942263 2,165883 2,3728
Ctrl B C D E F G H
2,255975 2,1333 2044763 2,226463 2,531238 2,092413 2,013413 1942263 2,165883
MTT Assay 0,5mg/ml
3
25

[

[

Absarbance(495 nm)
[
.\-IJ'I

0

Ln

=]

Ctrl A B C D E F G H

Graf 1 Vysledky MTT Assay pri 495 nm s MTT 0,5 mg/ ml
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Tabulka 2 Hodnoty nameérené pri 620 nm s MTT 0,5 mg/ ml a jejich zpracovani

BLANK CTRL1 A B [ D E F G H CTRL2
0,059 11,3241  1,0462  1,0086 1,504 1,7227  1,2389  1,1295 1,2019 14279 1,5464  0,0454
0,0572 1,3081 14118  1,6403 14151  1,3413  1,3372 11645 1,3442 14803 14055  0,0493
0,0551 1,2476 14562  1,3397  1,4968 1,746 1,4181 1,2603 1,432 1,5485 1,5905  0,0436
0,0577 1,2431  1,6022  1,3136  1,2555 1,451 1,4498 1,3731 1,779 14029 14866  0,0469
0,0582 1,5169  1,2861  1,2626  1,5503  1,4431  1,3801 1,3417  1,3194 1,3255 11,6182  0,0522
0,0556  1,4331 1,3248  1,6078 1,327 17245 11,2778  1,2362 1,1616 14506 1,5707  0,0472
0,0588  1,5392 1,278  1,5975 1,5077 2,2255 14376 11,3394 1,2767 1,7003  1,5033  0,0454
0,0529 1,8624  1,2731  1,3763  1,3898  2,2961  1,2537 14236  1,2314 1,5448  1,5095  0,0504

Rozdily
1,2651  0,9872  0,9496 1,445 11,6637 1,1799  1,0705 1,1429  1,3689  1,4874
1,2509  1,3546  1,5831  1,3579  1,2841 1,28  1,1073 1,287  1,4231  1,3483
1,1925 1,4011 1,2846 1,4417 1,6909 1,363 1,2052 1,0881 14934 1,5354
1,1854 1,5445 1,2559 1,1978 1,3933 1,3921 1,3154 1,1202 1,3452 1,4289
1,4587 1,2279 1,2044  1,4921  1,3849  1,3219  1,2835 11,2612  1,2673 1,56
1,3775  1,2692  1,5522  1,2714 16683  1,2222  1,1806 1,106 1,395  1,5151
1,4804  1,2192  1,5387  1,4489  2,1667 1,3788  1,2806  1,2179  1,6415  1,4445
1,80953 1,2202 1,3234 1,3369 2,2432 1,2008 1,3707 1,1785 14919 1,4566

Average 1,377 1,277388 1,336488 1,373963 1,686963 1,292338 1,226725 1,175225 1,428288 1472025

Ctrl A B C D E F G H
1,424763 1,277988 1,336488 1,373963 1,686963 1,292338 1,226725 1,175225 1,428288

MTT Assay 0,5mg/ml
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Graf 2 Vysledky MTT Assay pri 620 nm s MTT 0,5 mg/ ml
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Tabulka 3 Hodnoty nameérené pri 495 nm s MTT 1 mg/ ml a jejich zpracovani

BLANK CTRL1 A B C D E F G H CTRL2
0,0571 2,47 24375 2,3598 2,7233 2,4923 2,0534 3,2068 3,169 2,5434 1,9680
0,0515 2,2337 1,8803 24278 2,7632 3,2038 2,8085 24918 3,4435 Overflow 2,6254
0,0531 2, 7118 2,9377 3,436 3,2899 3,5329 Overflow 3,2319 3,892 3,9589 2,2513
0,0547 2,0687 1,6207 27121 3,0009 3,6194 3,1205 3,1536 3,5292 3,2562 2,8195
0,0497 2,2833 34922 3,1316 Overflow 3,76084 34674 2,2313 3,4216 Overflow 2,0599
0,0529 24473 2,6452 2,5953 3,6937 3,1331 34129 2,5504 3,6212 Overflow 2,2742
0,0463  3,7758  3,1502  2,5021  2,8006  2,9239  3,0225  3,2249  3,0398  3,9519  2,2706
0,0596 2,5816 2,7515 2,5724 3,0344 2,5724 2,5633 2,7656 24024 27753 2,5019

Rozdily
2,4129 2,3804 2,3027 2,6682 2,4352 2,5963 3,1497 3,1119 2, 4863 1,9115
2,1822 1,8288 2,3763 2, 7117 3,1523 2,737 24403 3,392 2,5739
2,6587 2,8846 3,3829 3,2368 3,4798 3,1788 3,8389 3,9058 2,1982
2,014 1,566 2,6574 2,9462 3,5047 3,0658 3,0989 34745 3,2015 2, 7648
2,2336 3,4425 3,0819 3, 7187 34177 2,1816 3,3719 2,0102
2,3544 2,5923 2,5424 3,6408 3,0802 3,306 24975 3,5683 2,2213
3,7295 3,1039 2,4558 2,7543 2,.8776 2,9762 3,1786 2,9935 3,9056 2,2243
2,522 2,6919 2,50128 2,9748 2,50128 2,5037 2,706 2,3428 2,7157 24423
Average 2,518413 2,5613 2664025 2,9904 3,102663 2,953814 2,803925 3,261725 3,24298 2,293313
Ctrl B C H
2405863 2,5613 2,064025 2,9904 3,102663 2,953814 2,803925 3,2061725 3,24298
MTT Assay 1 mg/ml
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Graf 3 Vysledky MTT Assay pri 495 nm s MTT 1 mg/ ml
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Tabulka 4 Hodnoty namerené pri 620 nm s MTT 1 mg/ ml a jejich zpracovani

BLANK CTRL1 A B C D E F G H CTRL2
0,0502 1,7196 1,3087 1,2107 1,7192 1,6712 1,7018 14117 1,6469 1,6563 1,172
0,0465 14003 1,2299 1,5894 1,6646 2,5097 1,616 1,527 2,1402 2,0179 1,6673
0,0474 1,3102 1,6228 2,2488 1,7712 2,6256 2,3796 1,9164 2,5441 2,3027 1,3684
0,04838 1,2618 1,0948 1,452 1,4259 24405 1,6293 1,600 2,0672 2,3845 1,8189
0,0454 1,303 1,7146 2,2203 2,8355 2,5827 2,2938 1,413 24344 2,3143 1,2089
0,0478 1,3622 1,6432 1,6546 2,0305 1,28003 2,1506 1,5181 2,201 2,9209 1,3751
0,0437 2,1339 2,0781 1,5233 1,798 1,7392 2,0631 1,834 1,9596 2,360 1,4014
0,0523 1,423 1,2385 1,351 1,4402 1,508 1,6454 1,6941 1,6965 1.5 1,5705

Rozdily
1,6694 1,2585 1,160 1,669 1,621 1,6516 1,3615 1,5967 1,6061 1,1218
1,3538 1,1834 1,5429 1,6181 24632 1,5695 1,4800 2,0937 1,5714 1,6208
1,2628 1,5754 2,2014 1,7238 2,5782 2,3322 1,869 2,4967 2,2553 1,321
1,213 1,046 1,4432 1,3771 2,3917 1,5805 1,5517 2,0184 2,3357 1,7701
1,2576 1,6692 2,1749 2,7901 2,5373 2,2484 1,3676 2,389 2,2689 1,1635
1,3144 1,5954 1,6068 1,9827 1,7525 2,1028 1,4703 2,1532 2,8731 1,3273
2,0902 2,0344 1,4796 1,7543 1,6955 2,0194 1,7903 1,9159 2,3223 1,3577
1,.3707 1,1862 1,3387 1,3879 1,4557 1,5931 1,6418 1,6442 1,4477 1,5182
Average 1,441488 1443563 1,618> 1,78737> 2,001888 1,887188 1,506588 2,03847> 2,135003 1,40005

Ctrl A B D
1,420769 1,443563 1,618> 1,78737> 2,001888 1,887188 1,5060588 2,03847> 2,135003
MTT Assay 1 mg/ml
25

Absarbance (620 nm)
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Graf 4 Vysledky MTT Assay pri 620 nm s MTT 1 mg/ ml
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3.6 Méreni bunék na magnetické rezonanci

Ztrypsinizujeme buiiky v nékolika kultiva¢nich lahvich a nasledné bunécné
suspenze piepipetujeme do 50 ml falkonky, kterou ddme na 50 minut do centrifugy na
400 g, aby se na dn¢ falkonky vytvoftila peleta. Mezitim si z 10 pl bunécné suspenze
spo¢itame podet bunk. V nasem piipads to bylo 23*10° bungk/ ml. Mé&li jsme 7 ml

bunécné suspenze, coz znamena, ze celkovy pocet bunck byl 161* 10° bungk.

Obrazek 18 Peleta bunek HepG2

Pro méfeni na MR potiebujeme 8 zkumavek s riznym pocet bunck. Nejprve od
pelety odsajeme pipetou piebyte¢né médium a nasledné ji celou prepipetujeme do 1.
zkumavky. Do zkumavek 2- 8 napipetujeme 350 pl ¢istého média. Z prvni zkumavky
odsajeme 350 pl bunék a dame je do druhé zkumavky a dikladné propipetujeme.
Z druh¢ zkumavky odebereme 350 pl bunécné suspenze a dame ji do tfeti zkumavky a
dikladné propipetujeme. Stejny postup délame az do 8. zkumavky. Bun&tné suspenze
je 2x fedéna. Coz znamend, ze v 1. zkumavce je celkovy pocet bun¢k 80*10°, ve 2.
zkumavce je 40*10° bungk, ve 3. zkumavee je 20*10° bungk, ve 4. zkumavce je 10%10°
bungk, v 5. zkumavce je 5*10° bun&k, v 6. zkumavce je 2,5*10° bun&k, v 7. zkumavce
je 1,25*10° bundk a v 8. zkumavce je 0,625%10° bunék. Viechny zkumavky nasledn&
dame do centrifugy na 3 minuty a 400 g, aby se na jejich dn¢ vytvoftila peleta bun¢k. Ze
zkumavek odpipetujeme piebytecné médium, aby v nich zbyly pouze buiky. Kdyby
tam médium zlstalo, tak by ndm zkreslovalo vysledky na magnetické rezonanci, jelikoz

I Zn¢j by se naméfil signal. Do dalsi zkumavky si pfipravime 5 % roztok s kontrastni
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latkou. Do posledni zkumavky dame pouze destilovanou vodu. Zkumavky umistime do

drzéku, oznac¢ime je a vlozime do objemové civky a do magnetické rezonance.

Obrazek 19 Umisteni zkumavek v drzaku

Obrazek 20 Bocni pohled na drzadk se zkumavkami a zobrazeni rizné velkych pelet

bunéek ve zkumavkach
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Pro méteni byly pouzity buiiky hepatocelularniho karcinomu HepG2 a kontrastni
latka respektive nosi¢ byl glykogen. Glykogen je zasobni polysacharid, ktery je ulozen
pfedevS§im v jaternich a svalovych bunkdch. Muze byt vyuzit jako teranostickd
kontrastni latka. To znamend, Ze se na né¢j daji chemicky navézat jiné latky, kterymi

mohou byt naptiklad 1é¢iva nebo latky pro diagnostické ucely.

Meéieni bylo provadéno v objemové civce, kterd na rozdil od povrchové civky

dokéze pracovat v celém svém objemu a ma lepsi dosah signalu.

— ‘ N _'.

e

Obrazek 21 Objemova civka

Rozptylova funkce PSF z anglického Point Spread Function ma velky vyznam pfi
ziskavani obrazu, kdy popisuje svétlo, které vznika v jednotlivych bodech obrazu, ktery
je sniman. Ve vzniklém obraze je pak rozptylova funkce PSF misto kazdého bodu jako

intenzita daného bodu.

Zkumavky byly méfeny sekvenci s nazvem rapid acquisition with a relaxation
enhancement multispin echo (RARE) T, vazenym &asem. Sitka vrstvy byla zvolena
jako 10 mm s rare faktorem 8 a rare faktorem 1. Snimky byly nasledné zpracovany
v programu ImagelJ, kde byla zmeétfena intenzita signdlu jednotlivych zkumavek
S buitkkami a sestrojeny grafy. Druhym grafem je zavislost poctu bun¢k na signal to

noice ratio SNR, jehoz hodnoty jsme ziskali ze vztahu
SNR =0,655 " (1 / )

kde I je intenzita signalu a p je praimérna hodnota smérodatné odchylky Sumu.
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Intenzita signalu

Obrazek 22 Vysledek méreni z magnetické rezonance s rare faktorem 8
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Graf 5 Vysledek méreni na magnetické rezonanci s rare faktorem 8
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Graf 6 Vysledek méreni na magnetické rezonanci s rare faktorem 8 s intenzitou

prevedenou na SNR

Obrazek 23 Vysledek méreni z magnetické rezonance s rare faktorem 1
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Graf 7 Vysledek méreni na magnetické rezonanci s rare faktorem 1
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Graf 8 Vysledek mereni na magnetické rezonanci s rare faktorem 1 s intenzitou

prevedenou na SNR
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3.7 Fluorescen¢ni méieni kontrastni latky

Tento experiment byl provadén in vivo na dvou laboratornich mysich, kterym jsme
indukovali buiiky 4T1, coZ jsou buiiky prsniho karcinomu mys$iho pivodu. Poté, co se
nador v mySich rozrostl, jsme injek¢én¢ aplikovali fluorescen¢ni kontrastni latku k mistu
nadoru. Jako kontrastni latka byla pouzita latka na bazi mannanu, ktera ma velmi
podobné biochemické vlastnosti jako glykogen a je biokompatibilni, biodegradabilni a
netoxicka. Mysi jsme nasledné¢ zméfili na optickém piistroji IVIS Lumina, kdy jsme
méfili fluorescenci. IVIS Lumina je piistroj pro optické zobrazovani, miize zobrazovat

fluorescence nebo bioluminiscenci.

Mysi byly zméteny nejprve pred podanim kontrastni latky, pak pal hodiny po
podani kontrastu, 2 hodiny po podani kontrastu, 4 hodiny po podani kontrastu, 6 hodin
po podani kontrastu a 24 hodin po podani kontrastu. Prvni mys byla jeSté zmétena 48
hodin po podani kontrastu a 6 dni po podéani kontrastu. Pfed kazdym méfenim byla my$

uspana inhalaci isofluranu.

GAL20190219101920 GAL201902191025154 GAL20190219

GAL201902201304484

Radiant Efficiency
pisecfcm?/
¢ uW]cm*E

Color Scale
Min=7.71eS
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Obrazek 24 Vysledky fluorescencniho méreni pro 1. mys
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Obrazek 25 Vysledky fluorescencniho méreni pro 1. mys
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Graf 9 Vysledky fluorescencniho méreni pro 1. Mys

Fluorescence je fyzikalni jev, kdy latka, kterd pfedtim pohltila elektromagnetické
zafeni, vyzatuje svétlo. Tim, Ze latka absorbuje elektromagnetické zareni, se dostane do
vyS$si energetické hladiny. Z té se nésledné vraci do pivodni energetické hladiny a
pfitom vyzatuje fotony.
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Graf 10 Vysledky fluorescencniho méreni pro 2. mys
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4 Zavér a doporuceni
V této bakalarské praci jsme se snazili osvojit si praci s bunécnymi liniemi a métfeni
na magnetické rezonanci. Také jsme si osvojili postupy méfeni na spektrofotometru a

optickém pfistroji na fluorescenci.

V teoretické Casti jsme shrnuli zakladni informace o magnetické rezonanci, protoze
tato metoda se bude predevSim vyuzivat v nasledné diplomové praci. Pfi sepisovani

téchto poznatki jsme vychézeli hlavné ze zdroji odborné literatury.

Prakticka ¢ast byla rozdélena na vice Casti. V prvni ¢asti jsme se vénovali samotné
praci s bunéénymi liniemi, kdy Slo piedev$im o to osvojit si zdkladni techniky préce,
aby bylo mozné provadét nasledné Casti vyzkumu. Mezi né€ patfilo rozmrazovani a

pasazovani bunék.

V druhé casti jsme provadéli test cytotoxicity MTT Assay na buinkach
hepatocelularniho karcinomu HepG2, kde testovanou latkou byla kontrastni latka
glykogen. Zde se nam dle vysledki podatilo prokazat, Ze glykogen pro buniky toxicky
neni, jelikoz hodnoty absorbance byly prakticky totozné ve sloupcich, kde byly pouze
bunky bez cytotoxické latky se sloupci, kde byla ptidana rizna koncentrace cytotoxické
latky. To mUZeme vidét i z vyslednych grafii. Kontrolni sloupec Ctrl, ktery je jako
primérna hodnota pozitivnich kontrol neboli jamek, kde byly pouze bunky bez
cytotoxické latky, je s porovnanim sloupci A- H, kde byly rizné koncentrace
cytotoxické latky, hodnotové stejné velky nebo i mensi neZ hodnoty absorbance ve
sloupcich A- H. Z toho vyplyva, ze ve sloupcich A- H bylo bud’ stejné, nebo i vice
bunék, které byly schopné proliferovat. Vysledek byl totoZny pro obé koncentrace
pfidaného MTT, tedy 0,1 mg MTT/ ml a 0,5 mg MTT/ ml, a i na riznych vlnovych
délkach 495 nm a 620 nm. Mtzeme tedy fici, ze glykogen pro bunky toxicky neni, ani

V nejvyssi méfené koncentraci 5%.

Ve treti ¢asti jsme se zabyvali méfenim na magnetické rezonanci, kdy bylo méfeno
celkem 10 zkumavek. Ve zkumavkach 1- 8 byly rizné pocty bunék HepG2, které se
fedily takzvanou dvojkovou tadou. Prvni a nejvyssi pocet bunék ve zkumavce byl
80*10° bungk. V dalsich dvou zkumavkach byl 5% roztok glykogenu a destilovana
voda. Vzorky jsme méfili T, vazenou sekvenci s rare faktorem 8 a rare faktorem 1. Na

snimcich z magnetické rezonance je patrné, Ze s ubyvajicim poctem bunék klesa i
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intenzita signalu. Naopak 5% roztok glykogenu a destilované vody meéli intenzitu

signalu téméf totoznou.

Ve ¢tvrté ¢asti jsme provedli méfeni na optickém pfistroji IVIS Lumina, kde jsme
méfili fluorescenci. Dvéma laboratornim mysim jsme indukovali buiikky prsniho
karcinomu 4T1. Poté jim byla injekén¢ podana kontrastni latka na bazi mannanu
s fluorescenc¢ni znackou a byly postupné v ¢asovych intervalech méteny fluorescenénim
zobrazovanim. Prvni my$ byla méfena pfed podanim kontrastu a pak 30 minut, 2
hodiny, 4 hodiny, 6 hodin, 24 hodin, 48 hodin a 6 dni po podani kontrastni latky. Druha
mys byla métfena pted podanim kontrastu a pak 30 minut, 2 hodiny, 4 hodiny, 6 hodin a
24 hodin po podani kontrastni latky. Ze snimka z fluorescencniho méfeni je patrné, ze
se kontrastni latka mannan dostava do jater, sleziny, lymfatickych uzlin a nadoru. Cim
déle byla myS meéfena, tim méné byl fluorescencni signal detekovatelny, nejvyssi
hodnota signdlu byla okolo 6 hodin po podani kontrastni latky, jak mlzeme vidét

z vyslednych grafi.

V dnes$ni dobé se vyzkum a véda ¢im dal vice posouvaji dopiedu, a proto se i
vyzkum spojeny s magnetickou rezonanci a vyvojem multimodalnich kontrastnich latek
bude nadale zlepSovat a vyvijet. Kontrastni latky jsou nedilnou soucasti pti zobrazovani
magnetickou rezonanci a fluorescenéniho zobrazovani, a proto i ty by se mély nadale
vyvijet. Dal$i vyvoj mlze spocivat napiiklad v chemickém navazovani 1é¢iv na

kontrastni latky, které by mohly slozit jako nosice 1éki.
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