Laborator charakterizace nano a mikromateridla

Fagocytdza mikrocastic makrofagy - [F]

(Katefina Slaninovd, Denisa Lizoriovd)

1. Uvod

Fagocytoza predstavuje jeden z klicovych mechanisml nespecifické imunity a hraje
fundamentdlni roli v homeostaze organismu. Jednd se o aktivni proces, pfi kterém
specializované burky, tzv. profesionalni fagocyty (zejména makrofagy, dendritické buriky a
neutrofily), pohlcuji ¢astice vétsi nez 0,5 um. Cilem této uUlohy je charakterizovat funkéni stav
nasazenych makrofagli prostiednictvim vizualizace a kvantifikace jejich schopnosti
internalizovat exogenni ¢astice v redlném case.

V této uloze budou studenti studovat fagocytézu mikrocastic makrofagy pomoci fluorescencni
mikroskopie, pro pochopeni vztahu mezi povrchovymi vlastnostmi ¢astic a rychlosti jejich
vychytavani do makrofagu.

2. Teorie
Fagocytdza

Fagocytdza je proces, pri kterém buriky, zejména makrofagy a neutrofily, pohlcuji cizorodé
Castice, mikroorganismy nebo apoptické buriky. Podle toho, jaké receptory jsou zapojeny, lze
fagocytdzu rozdélit na tfi zakladni typy: opsonickou, neopsoniskou a nespecifickou [1].

1. Opsonicka fagocytdza probihd tehdy, kdyz jsou castice ,oznaceny” opsoniny — tedy
protilatkami nebo komplementem. Specifické receptory na povrchu fagocytd,
napriklad Fc receptory a komplementové receptory, rozeznaji tyto znacky a usnadni
internalizaci castice. | nékteré integriny na neprofesiondlnich fagocytech mohou
pohlcovat opsonizovana apopticka télesa.

2. Neopsonicka fagocytéza je proces, kdy fagocyty rozpoznavaji ¢astice pfimo, bez
predchoziho oznaéeni. Typickymi receptory jsou napfiklad C-typ lektinové receptory
(Dectin 1, manndzové receptory) nebo scavengerové receptory, které rozpozndvaji
urcité molekuldrni vzory na povrchu mikroorganismu ¢i apoptickych bunék.

3. Nespecificka fagocytdza se mlzZe uskutecnit prostfednictvim tzv. pattern recognition
receptorll, napriklad Toll-like receptord (TLR). Tyto receptory pfimo nerozpoznavaji
opsoniny, ale detekuji typické molekularni vzory patogend (PAMPs), jako jsou
lipopolysacharidy (LPS - biofilm bakterii) nebo nukleové kyseliny a podporuji
fagocytdzu ve spolupraci s neopsonickymi receptory.
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Obréazek 1 Zjednoduseny proces fagocytozy castic [1]

V pripadé glukanovych ¢astic a zymosanu jsou vyuzity neopsonické receptor Dectin 1 a
receptor mannozy (MR), které rozpoznavaji B-glukan a mannan. Po navazani ligand(i dochazi
k prestavbé aktinového cytoskeletonu, kterd vede k tvorbé vybézkd plazmatické membrany
tzv. pseudopodii. Tyto vybézky postupné obklopi ¢astici a uzaviou ji do vnitrobunééného
méchyrku zvaného fagosom, ktery sdm o sobé jesté nema schopnost obsah degradovat.
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Obrazek 2 Zrani (maturace) fagosomu [2]

Tuto schopnost ziskava postupné béhem procesu maturace fagosomu (Obrazek 2). BEhem této
faze fagosom putuje smérem do nitra buriky a postupné fuzuje s casnymi endozomy (early
endosomes), pozdnimi endozomy (late endosomes) a nakonec slysozomy, ¢imz vznika
fagolysozom. Tyto kroky jsou nezbytné pro okyseleni vnitfniho prostoru fagosomu a pro
aktivaci enzymatické degradace pohlceného materialu [2].
Béhem maturace fagosom ziskava:

o protonové pumpy (V-ATPazu)—» okyseleni lumen

o hydrolytické enzymy (katepsiny, protedzy, lipazy, lysozym) — Stépi makromolekuly

o antimikrobialni molekuly (pf. NADPH oxiddzu) — produkuji reaktivni formy kysliku
(ROS)

o schopnost ucinné destruovat patogeny a bunécné zbytky

Maturace fagosomu je presné regulovana molekulami na jeho membrané. Malé GTPazy Rab5
a Rab7 urcuji, s jakou organelou fagosom fuzuje, SNARE proteiny zajistuji fyzické splynuti
membran, tetheringové komplexy (napf. EEA) ptiblizuji membrany k sobé a fosfoinositidy
(PI(3)P) vytvareji rozpoznavaci signaly, které usmérnuiji fuzi.

Nizké pH a enzymaticka vybava fagolysozomu umoznuji efektivni degradaci pohlceného
materialu a zaroven podporuji produkci reaktivnich forem kysliku, coz je klicové pro bunécnou
obranu a udrZovani homeostazy [2].
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Castice

Pro vyuZiti ¢astic jako nosicu léciv ve farmaceutické primyslu je dalezité pochopit, jak jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti ovliviuji distribuci v téle. Zakladni vlastnosti je velikost ¢astice.
Céstice mensi nez 15 nm jsou rychle filtrovany ledvinami, ¢astice mezi 15-200 nm jsou
vychytavany jaternimi burikami (Kupfferovy burnky) a makrofagy ve sleziné a castice mezi
200-500 nm zlstavaji v ¢ervené dreni sleziny [3]. Se zvySujici se velikosti ¢astic se sniZuje cévni
permeabilita. DalSim dllezitym parametrem je tvar ¢astic. Zménou tvaru je mozné potlacit,
ale i podpofit fagocytdzu Castic, ovlivnit biodistribuci a jejich interakci s burikami. Zkoumani
vlivu tvaru castic bylo inspirovano Sirokym portféliem morfologii virl a bakterii v pfirodé. [4,
5].

Velky vyznam pfi fagocytéze maji vlastnosti povrchu ¢astic, protoze urcuji, jak Castice
interaguje s makromolekulami a burikami v biologickém prostiedi. Elektricky ndboj, hydrofilita
a pritomnost specifickych ligandd nebo povrchovych Uprav ovliviiuji nejen efektivitu pohlceni
Castic profesiondlnimi i neprofesiondlnimi fagocyty, ale také jejich osud a distribuci v téle po
aplikaci rGznymi cestami [6, 7].

V experimentdlni imunologii se k vyvolani fagocytarni odpovédi vyuZivaji standardizované
Castice odvozené z bunécnych stén kvasinek Saccharomyces cerevisiae.

e Zymosan: Jednd se o komplexni, nerozpustny preparat tvoreny smési B-glukan,
mannanu a proteind. Pro makrofagy predstavuje silny stimulaéni signal, nebot kromé
jiného obsahuje vysokou hustotu molekularnich vzorcl spojenych s patogeny
(PAMPs), které aktivuji Siroké spektrum bunécnych receptor(i (Dectin-1, MR a TLR2).

e Glukanové castice (GP): Jsou vysoke purifikované duté mikro-sféry tvorené primarné
B-1,3-D-glukanem. GP slouzi jako modelovy systém pro studium interakci specificky
s receptorem Dectin-1 a diky své uniformni velikosti a struktufe umoZzniuji presnéjsi
kvantifikaci fagocytarni kapacity bunky.

V této uUloze jsou zymosanové castice kojugovany s pH-senzitivnim barvivem pHrodo™. Na
rozdil od konvencnich fluorofor(i je intenzita fluorescence pHrodo™ nepfimo Uumérna pH
okolniho prostiedi. Zatimco pfi neutrdinim pH média (pH ~7,4) barvivo nevykazuje témér
zadnou fluorescenci, pfi vstupu do kyselého prostiedi fagolysozomu se jeho fluorescencni
signdl mnohonasobné zesili. Tato vlastnost umozniuje specificky detekovat pouze
internalizované castice a eliminuje falesné pozitivni vysledky zplsobené c¢asticemi, které jsou
na bunku pouze neaktivné adherovany zvendi.

K vizualizaci procesu fagocytdzy se vyuziva principu fluorescence, tedy schopnosti urcitych
molekul (fluorofort) absorbovat svétlo o kratsi vinové délce (excitace) a nasledné jej vyzafit o
vinové délce delsi (emise).

Fluorescence je typ luminiscence, pfi které dochdzi k emisi svétla latkou (fluoroforem)
v dUsledku predchozi absorpce elektromagnetického zareni. Tento proces lze rozdélit do tri
zakladnich fazi, které probihaji v fadech nanosekund.
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1. Excitace: Foton dopadajiciho svétla z externiho zdroje (napt. laseru nebo rtutové
vybojky mikroskopu) je absorbovan fluoroforem. Tim dojde k prechodu elektronu
z energeticky zdkladniho stavu (S,) do stavu excitovaného (S;).

2. Doba Zivotnosti v excitovaném stavu: Vtomto kratkém okamziku (typicky 1-10 ns)
dochazi k ¢astecné ztraté energie v dlisledku vnitfni konverze a kolizi s molekulami
okolniho prostredi (vibracni relaxace).

3. Emise: Elektron se vraci do zakladniho energetického stavu, pricemz zbyvajici energii
vyzafi ve formé fotonu.

Klicovym jevem pro fluorescenéni mikroskopii je Stokeslv posun. JelikoZ fluorofor béhem
doby Zivota v excitovaném stavu Cdst pfijaté energie ztraci (tepelnd ztradta), ma emitovany
foton vidy nizsi energie nez foton absorbovany. Podle Planckova vztahu

(E=h-3)
plati, Ze nizsi energie odpovida delsi vinové délce.
V praxi to znamen3d, Ze emitované svétlo ma jinou barvu nez svétlo excitacni (napf. buriku
osvitime modrym svétlem, ale ona zafi zelené). Tento posun vinovych délek umoznuje pomoci
optickych filtrd v mikroskopu oddélit budici zafeni od mnohem slabsiho signalu emitovaného
vzorkem, ¢imz ziskdme vysoce kontrastni obraz na tmavém pozadi.

3. Cil prace

Budeme studovat fagocytézu fluorescencnich mikrocastic (Phrodo-zymosan a glukanové
Castice) makrofagy pomoci mikroskopie a obrazové analyzy.

4. Popis zarizeni

Fluorescencni mikroskop

Fluorescencni mikroskop (Obrazek 3) je optické zarizeni umoziujici pozorovani (Obrazek 4)
biologickych vzorkd oznacenych fluorescenénimi barvivy (fluorofory), které po excitaci
svétlem o urcité vinové délce emituji svétlo o delsi vinové délce.

I.l
I.I

Obrazek 3 Fluorescenéni mikroskop Nikon ECLIPSE LVl‘OOD s laserem ZYLA
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Obrazek 4 Popis mikroskopu Nikon ECLIPSE LV100D

Fluorescencni mikroskop vyuziva (Obrazek 5):
e Zdroj excitac¢niho svétla
e Excitacni filtr, ktery propousti pouze svétlo poZzadované vinové délky
e Dichroické zrcadlo, které odrazi excitacni svétlo smérem ke vzorku
e Emisni filtr, ktery propousti pouze fluorescencni svétlo vyzarené vzorkem

< ‘ 4
objektiv
. |

episkopické/diaskopické
osvétleni a regulace jasu

Obrazek 5 Popis ovladani nastaveni mikroskopu

Fluorofory ve vzorku pfejdou po pohlceni excitacniho svétla do excitovaného stavu a pfi
navratu do zakladniho stavu emituji svétlo s delsi vinovou délkou (Stokestv posun), které je
zachyceno objektivem a pozorovano okularem nebo kamerou. Vzorky mohou byt fixované
nebo Zivé, pfi pouziti vhodnych barviv a podminek.
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Zasady prace:

Vzorek musi byt fluorescen¢né oznacen vhodnym fluoroforem.

Pouziva se spravna kombinace filtrl odpovidajici danému fluoroforu (Obrézek 6).
Pracuje se s minimalni nutnou intenzitou svétla, aby se omezilo fotoblednuti.
Nejprve se zaostti ve svételném poli, poté se prepne do fluorescenc¢niho rezimu.
Po ukonceni prace se svételny zdroj vypne.

Episkopické osvétleni Diaskopické osvétleni \

Modry laser Zeleny laser

Obrazek 6 Ukazka riznych zdroji svétla fluorescenéniho mikrskopu

5. Postup prace

Studium fagocytdzy a obrazova analyza

Na mikroskopickych preparatech budeme studovat fagocytdzu fluorescencnich mikrocastic
pomoci mikroskopie a obrazové analyzy.

Potiebné nadobi a zafizeni:
Mikroskopické a podlozni sklicko

Pipeta

Fluorescencni mikroskop
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Potfebné chemikalie:
Kultivaéni médium
Fluorescencni cdstice (pHrodo Zymosan a glukanové Cdstice)

Postup:

1. Kpfipravené suspenzi bunék zulohy Prdce sbunécnymi kulturami ve sterilnich
podminkdch — [BK] p5id8te fluorescenéni mikrocdstice. Desticky umistite do inkubdatoru
(37°C) na 1-2h a mezitim analyzujete 24h vzorky z pfedchoziho dne.

Pozn.1: Pri prdci s fluorescencnimi reagenty je tfeba pracovat ve tmé (staci zhasnout), aby
nedochdzelo k zbytecnému vysvécovani (fotoblednuti).
Pozn.2: Viysledky je mozZné sledovat i v jinych casech.

2. Odeberte vzorek =z desticky, ktery napipetujete na podlozni sklicko a pfikryjete
mikroskopickym sklickem. Pokud mate vice systém( s ridznymi podminkami, pfipravite si
pro kazdy z nich samostatny preparat.

3. Mikroskopické preparaty budete pozorovat na fluorescenénim mikroskopu - pHrodo™
Red Zymosan BioParticles™ Conjugate nejsou vné bunky fluorescencni, fluorescence je
aktivovdna az v kyselém prostredi fagosoml (1.,=560 nm; A,,,=585 nm). Glukanové
Castice nejsou sami o sobé fluorescencni, v této uloze vSak budou fluorescence oznaceny
(informace o znaceni ziskate od asistenta).

4. Zapnete mikroskop a laser (Obrazek 7). POZOR!: Je nutné nejprve zapnout mikroskop a
laser a az poté spustit program Micro-Manager 1.4 na PC, jinak nedojde k propojeni
s mikroskopem. POZOR!!: Laser nesmite zapomenout na konci méfeni vypnout,
pouzivanim se zkracuje jeho Zivotnost.

Vypinac laseru
(nahore)

Vypinac mikroskopu
(zezadu)

Obréazek 7 Zapinani mikroskopu a laseru

5. Otevrete program Micro-Manager 1.4 na ploSe PC (Obrazek 8). Automaticky se otevie
i program ImagelJ na obrazovou analyzu (Micro.Manager bézi jako plugin v ImageJ,
ale ma vlastni ovladaci okno.
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Obréazek 8 Program Micro-Manager (a ImageJ) na ovladani mikroskop a analyzu snimkut

6. V programu je mozné sledovat live image z mikroskopu, pofizovat snimky a ukladat je

pro pozd¢jsi Gipravy a analyzu (Obrazek 9).
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Obrézek 9 Hlavni ovladaci panel
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7. Live image z mikroskopu se otevie v novém okné (Obréazek 10), ve kterém se znovu
nachazi stejné piikazy jako v hlavnim ovladacim panelu (snap, live, album a save).
Vytvotite si slozku, do které budete ukladat potizené obrazky. V pivodnim okné¢ uvidite

histogram, ktery vdm usnadni zaostieni.
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Obrazek 10 Postup ulozeni snimku

8. Data ve formatu .tif budete analyzovat a upravovat v Imagel. Nejprve si snimky upravte a
odeberte Sum. Pomoci Prahovani (Threshold) si zvyraznite pHrodo ¢astice, které poté
mUzZete analyzovat pomoci Analyze > Analyze Particles > Add to Manager > ziskate seznam
nalezenych ¢astic. Z ROl Manageru pak spocitate pocet Castic pfipadajicich na jednoho
makrofaga.

9. Ddle mUlzete sledovat vliv pH na pHrodo castice. Phrodo ¢astice zvysuiji jas s klesajicim pH.
V ROl Manager > Measure > Mean Graz Value (prlimérny jas) — ¢im vyssi hodnota, tim
kyselejsi (“zralejsi”) je fagozom.

10. MozZnost sledovani kinetiky v ¢ase. Pofizeni ¢asosbéru (video) > Plugins > Stacks > Plot
Z-axis Profile, sledujete jak se v ¢ase zvysuje jas v misté, kde makrofag pohltil zymosan.

11. V protokolu by se mély nachazet tyto udaje: kolik ¢astic makrofag snédl (Analyze Particles),
jak moc je fagozom kysely (Measure > Mean Graz Value), velikost fagozom(/shlukovanych
Castic (Measure > Area).

6. Zpracovani vysledkl

Provedte obrazovou analyzu mikroskopickych preparatu. PfiloZte obrazky a diskutujte rozdily
ve fagocytovaném podilu ¢astic (pr. mezi rGznymi bunécnymi liniemi, mezi rGznymi
Casticemi, mezi ¢asticemi s Upravou povrchu, po rliznych ¢asovych intervalech).

Uvedte postup rfedéni mikrocastic na pozadovanou koncentraci (vypocet).

10
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7. Bezpecnostni pokyny

Nedivejte se pfimo do laseru, hrozi poskozeni zraku.

8. Kontrolni otazky

Co je to fagocytdza?

Na jakém principu funguje fluorescencéni mikroskopie?

Jak probiha degradace ¢astic a MO uvnitf makrofag?

Co je to zymosan a glukanové castice?

Jaké vlastnosti ¢astic ovliviuji jejich fagocytdzu a transport v lidském téle?

Symboly a zkratky
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