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Abstrakt

Predmétem diplomové prace je pozorovani vnéjsiho vlivu na bunky za pouziti multimo-
dalniho holografického mikroskopu. Teoreticka ¢ast prace pojednava nejdiive o vyvoji ho-
lografické mikroskopie na UFI FSI VUT v Brné. Déle se prace zaméfuje na multimodalni
holograficky mikroskop, ktery umoziuje neinvazivné pozorovat zivé bunky. V diplomové
praci je také uveden jeho popis, postup prace a zpracovani hologramu. Stézejni casti je
i reSerse na téma chemotaxe bunék a osmotické jevy v bunkach. V ramci prace byly na tato
témata navrzeny prislusné experimenty. V experimentalni ¢asti je nejdiive popsana kul-
tivace bunék, poté priprava vzorku a komitrek pro pozorovani a nasledné zpracovani dat.
Druhé polovina experimentalni ¢asti je zaméfena primo na provedend meéreni. Ve vSech
experimentech byly pozorovany buitky K2 (plné oznaceni LW13K2).

Summary

Subject of this master’s thesis is the observation of influence of external environment
on the living cells with the use of multimodal holographic microscope. The theoretical
part is summarising the development of the holographic microscopy at IPE FME BUT.
The theoretical part also describes multimodal holographic microscope, which allows non-
invasive observing of living cells. The thesis also covers construction of the microscope,
basic working instructions and the hologram processing method. The main subject of the
thesis is the research on the topic of chemotaxis and osmotic processes in the cells. Ex-
periments were designed for the purpose of this thesis to cover topics mentioned above.
The experimental part of the thesis deals with cultivation of the cells, preparation of the
sample and observation chambers and processing of the data. This part later focuses di-
rectly on the laboratory measurements. In all experiments, cells K2 (full name LW13K2)
were observed.
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1. UVOD

1. Uvod

Zéakladni stavebni a funkéni jednotkou vsech zivych organismi je bunka. Jedna se
o nejmensi zivotaschopny objekt, ktery je schopny se vyvijet, rist, komunikovat s okolim
a samostatné se reprodukovat. Kazda burnka je vyplnéna koncentrovanym vodnym rozto-
kem, ve kterém jsou rozptyleny jednotlivé funkéni ¢asti buriky, a je ohrani¢ena plazma-
tickou membranou, ktera reguluje pristup latek jak do buiky, tak i ven. Zakladni déleni
rozliSuje bunky prokaryotické a eukaryotické. Zatimco nékteré organismy jsou pouze jed-
nobunééné (napft. bakterie ¢i rtizni prvoci), jiné organismy jsou mnohobunééné (napf.
zivoCichové, vyssi rostliny). Lidské télo obsahuje vice nez 200 typu bunék, kdy mnohé
z nich vykonavaji vice nez jednu funkci. A pravé proto jsou bunky cilem mnoha studii
a vyzkumu [1].

Jelikoz buriky jsou vétsinou prithledné a bezbarvé objekty, je tézké je zobrazit. Vynalez
mikroskopu v 17. stol. uc¢inil bunky poprvé viditelnymi a v roce 1655 Robert Hooke poprvé
nazval malé komurky bunkami. Avsak teprve v 19. stol. se zacalo vice vyuzivat svételného
mikroskopu k pozorovani zivych bunék.

Svételny mikroskop umoznuje zvétsit az tisickrat obraz bunky, ale ve svétlém poli je
jeji obraz malo kontrastni. Pro zvyseni kontrastu se pouziva barveni bunék, pfi kterém
se kazdé barvivo vaze na jinou slozku bunky a tim ji zviditelnuje. Déle se také pouzivaji
fluorescencni barviva, ktera lze detekovat pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Tento mi-
kroskop vyuziva dvou filtrti, kdy prvni filtr propousti vlnové délky svétla, které excituji
dané fluorescencni barvivo. Druhy filtr pak propousti pouze svétlo vzniklé fluorescenci
barviva. Obarvené objekty se poté jevi jako zarici predméty na tmavém pozadi.

Dalsi moznosti, jak zobrazit bunky, je vyuziti specidlnich mikroskopickych zobrazo-
vacich metod, jako jsou klasicky fazovy kontrast a diferencialni interferencni kontrast.
Tyto metody vyuzivaji toho, Ze jednotlivé slozky bunky a médium se od sebe navzajem
nepatrné lisi v indexu lomu [2].

Vétsiho zvétseni 1ze dosdhnout pouzitim elektronové mikroskopie (transmisni ¢ rastro-
vaci), kterd dokaze zobrazit detaily burniky az o velikosti nékolika nanometri. Avsak elek-
tronova mikroskopie vyzaduje velmi tenké a zafixované vzorky a tudiz neumozinuje pozo-
rovat zivé bunky [1].

Dalsi z moznosti, jak pozorovat zivé a neobarvené bunky, je pouziti interferen¢ni mi-
kroskopie. Jedna se o zobrazovaci metodu, ktera vyuziva interference svételnych svazki.
Svazek, ktery prochdzi vzorkem (resp. se od néj odrazi), je nazyvan predmétovy, ten
druhy referencni. Diky zadznamu interference lze stanovit zpozdéni predmétového svazku.
Interferen¢ni mikroskopy lze rozdélit na reflexni a transmisni. Jejich zakladem jsou vzdy
interferometry. V pfipadé reflexni mikroskopie se svételny svazek od vzorku odrazi. Je-
den z prvnich reflexnich interferometrt byl sestaven A. A. Michelsonem v roce 1881, jeho
schéma je zobrazeno na obrazku 1.1(a) [3].

V pripadé transmisnich mikroskopi svételny svazek prochazi pres vzorek. V roce 1891
Ludwig Mach a Ludwig Zehnder zkonstruovali prvni transmisni interferometr. Princip
Machova—Zehnderova interferometru je dodnes jednim z nejpouzivanéjsich v oblasti vy-
zkumu transparentnich objektt. Jeho schéma je zobrazeno na obrazku 1.1(b) [3].

V ptipadé, kdy svételné svazky interferuji v ose (in-line), jedna se o interferometrické
mikroskopy. Jestlize svételné svazky interferuji pod thlem (off-axis), mikroskopy jsou
nazyvany holografické.
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Obrazek 1.1: Schéma: (a) Michelsonova interferometru, (b) Machova-Zehnderova interfe-
rometru. Prevzato z [1] a upraveno.

Zéaklady holografické mikroskopie polozil Denis Gabor v roce 1948, v roce 1971 zis-
kal Nobelovu cenu. Dalsiho rozvoje dosahla tato metoda az s vynalezem laseru v roce
1960, ktery dodal bodové a koherentni svétlo. AvSak az diky digitalni technice (napf. pou-
ziti CCD kamery), kterd umoznuje vznikly hologram déle zpracovavat, byl oziven zajem
o holografickou mikroskopii. Tato metoda umoznuje pozorovat zivé bunky i jejich detaily
a dynamiku, jelikoz dokéaze zobrazit i zméfit rozdily v optické draze vzniklé pfi priichodu
svétla v pfedmétové vétvi pres vzorek [2].
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2. Cile a rozdéleni prace

Prvnim cilem této prace je navrhnout vhodné experimenty zabyvajici se tématem vliv
vnéjstho prostredi na Zivé bunky s ohledem na vyuziti vyhod holografické mikroskopie.
Dalsim cilem je provedeni a optimalizace odpovidajicich experimentt za pouziti multimo-
délniho holografického mikroskopu (dale MHM). Tento mikroskop méfi fazové zpozdéni
zpusobené prichodem svételného svazku pres vzorek. Tim umoziuje neinvazivné pozoro-
vat zivé bunky a jejich reakce na vnéjsi prostfedi, a proto se hodi k navrzenym experi-
mentim. Poslednim cilem je zpracovani a vyhodnoceni ziskanjch dat.

Diplomova prace s nazvem Pozorovani vlivu vneéjsiho prostredi na Zive bunky hologra-
fickym mikroskopem je rozdélena do tii ¢asti. Prvni dvé ¢asti jsou teoretické, ta tieti se
zameétfuje na experimenty. V prvni ¢asti je pojednano o multimodalnim holografickém mi-
kroskopu, ktery je umistén v laboratofi Experimentalni biofotoniky. Je zde také uveden
vyvoj holografické mikroskopie na UFI FSI VUT v Brné. Dale je v této ¢asti pojednano
o zpracovani hologramu. Druhé ¢ast pojednava o vlivu vnéjsiho prostiedi na zivé bunky se
zaméfenim na diftzi, chemotaxi a osmdzu bunék. Tato ¢ast také obsahuje resersi na téma
chemotaxe a osmotické jevy v mikroskopii. V posledni, tieti ¢asti jsou popsany samotné
experimenty, které byly v ramci této prace provedeny. Jednalo se o pozorovani chemotaxe
— pohybu bunék smérem k chemoatraktantu a pozorovani osmézy — hypotonického déje.



3. Multimodalni holograficky
mikroskop
3.1. Holograficka mikroskopie na UFI FSI VUT v Brné

Prvni achromaticky mimoosovy holograficky konfokalni mikroskop byl navrzen a zkonstru-
ovan R. Chmelikem a Z. Harnou [5]. Tento mikroskop byl navrzen pro odrazené svétlo
o nizké koherenci. Podobné jako klasicky konfokélni mikroskop i tento konfokalni ho-
lograficky mikroskop umoziiuje optické fezy vzorku (3D zobrazeni), avSak navic dokaze
i detekovat jejich fazi a tim zobrazit vyskovy profil vzorku. Jeho schéma je zobrazeno
na obrazku 3.1.

7S Kol DM Z

VRVO

D

Obréazek 3.1: Schéma konfokalniho holografického mikroskopu. ZS — zdroj svétla, Kol —
kolektor, DM — difrakéni mrizka, Z — zrcatko, DS — déli¢ svazku, O — objektiv, P — pfedmét,
VR - vystupni rovina, D — detektor. Pfevzato z prezentace [].

vvvvvv

své dizertacni prace zkonstruoval transmisni holograficky mikroskop. V roce 2010 byl
tento mikroskop poprvé predstaven pod nazvem koherenci Tizeny holograficky mikroskop
(anglicky coherence—controlled holographic microscope, dale jen CCHM) [9]. Tento mik-
roskop vyuziva spojeni mimoosové holografie s achromatickym a prostorové invariantnim
interferometrem. Pro rozdéleni svételného svazku do referencni a predmétové vétve je
zde pouzita difrakéni miizka. Praveé toto usporadani s mtizkou zarucuje, ze interferenc¢ni
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struktura ma stejnou frekvenci a polohu pro vSechny vlnové délky a body zdroje. Schéma
tohoto mikroskopu je zobrazeno na obrazku 3.2.

Obrazek 3.2: Schéma koherenci fizeného holografického mikroskopu. ZS — zdroj svétla,
A — aperturni clona, F — filtr, Kol — kolektor, DM — difrak¢éni mfizka, Z — zrcatko, K —
kondenzor, R — referen¢ni objekt, P — pfedmét, O — objektiv, VC — vystupni ¢ocka, D —
detektor. Pfevzato z prezentace [4].

7 konceptu CCHM vychézi i dalsi holograficky mikroskop, ktery byl navrzen a zkon-
struovan na UFI FSI VUT v Brné ve spoluprici se spoleénosti Tescan Brno, s.r.o. a je
predstavovan pod ndzvem multimoddlni holograficky mikroskop — déle jen MHM [10]. Nové
navrzeny holograficky mikroskop fesi nékteré z nevyhod svého predchiidce. Prvni zménou
oproti puvodnimu konceptu CCHM bylo vyuziti béznych kondenzort a objektivii korigo-
vanych na nekonec¢no. Diky této zméné byl ziskan vétsi pracovni prostor pro manipulaci
se vzorkem a zaroven moznost kombinace s dalsimi klasickymi optickymi technikami. To
vedlo ke vzniku fluorescenéniho médu [11]. Dalsi velmi dilezitou zménou bylo pouZiti
bézné délici kostky pro déleni svételného svazku do dvou vétvi. Tim byla ziskana vétsi
spektralni propustnost. Difrakéni mrizka byla umisténa pouze do referencni vétve, kde
vychyluje svazek.

MHM je od roku 2013 umistén také v laboratoii Experimentalni biofotoniky na UFI
FSI VUT v Brné (obrazek 3.3) a je déle konstrukéné i softwarové vyvijen. Tento mikro-
skop disponuje celkem tfemi médy, a to transmisnim, reflexnim a fluorescen¢nim. Reflexni
moéd umoziiuje pozorovat topografii vzorki (napiiklad méfeni profilti), transmisni méd
umoznuje pozorovat morfologii vzorki, méreni suché hmoty ¢i sledovani pohybu bunék
a ve fluorescencénim maodu lze detekovat a identifikovat bunécné struktury. K pozorovani
biologickych vzorki (zivotnich cyklt bunék a bunééné dynamiky) se pouziva transmisni
mod. A praveé pro tyto biologické aplikace je mikroskop vybaven termoizola¢nim boxem,
ktery je vyhfivan topnym systémem a zajistuje stabilni teplotu béhem pozorovéani. Ho-
lograficky mikroskop v transmisnim moédu byl pouzit i k experimentiim této diplomové
prace.
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Obrazek 3.3: Fotografie multimodélniho holografického mikroskopu v laboratofi Experi-
mentalni biofotoniky na UFI FSI VUT v Brné.

3.2. Popis multimodalniho holografického mikroskopu

MHM pouzivé jako nekoherentni zdroj svétla halogenovou lampu (S). Velikost svételného
svazku je omezena aperturni clonou (A) a spektrum je filtrovano interferenc¢nim filtrem
(F). Kolektorova ¢ocka (Kol) dale zobrazuje rovinu zdroje do zadnich ohniskovych rovin
kondenzorti (K1, K2). Tento zpusob osvétleni se nazyva Kohlerovo osvétleni. Jako déli¢
vyuziva mikroskop béznou délici kostku (DS), kterd rozdéluje svételny svazek do dvou
opticky ekvivalentnich vétvi — pfedmétové a referencni. Obé vétve obsahuji stejné kom-
ponenty — kondenzory (K1, K2), objektivy (O1, O2), tubusové ¢ocky (T1, T2), vystupni
objektivy (V1, V2), zrcatka (Z) a délici kostky (DS). Do pfedmétové vétve se vklada vzo-
rek (P) a do referen¢ni vétve se vklada referencni objekt (R). Déle je v referen¢ni vétvi
umisténa difrakéni miizka (DM) a v pfedmétové vétvi je umisténé rovinné zrcatko (Z).

Ve vystupni roviné (VR) interferuje nulty (pfedmétova vétev) a prvni (referencni vé-
tev) difrakéni fad mfizky [12]. Vznikla interferenéni struktura (interferogram) je achro-
matickd a prostorové invariantni a je zaznamenaviana CCD ¢ipem digitélni kamery (D).
Optické schéma mikroskopu je zobrazeno na obrazku 3.4.
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Obrazek 3.4: Optické schéma multimodalniho holografického mikroskopu. S — zdroj svétla,
A — aperturni clona, F — filtr, Kol — kolektorova ¢ocka, Z — zrcatko, K1,K2 — kondenzory,
P — vzorek, R — referen¢ni objekt, 01,02 — objektivy, DM — difrakéni mtizka, DS — déli¢
svazku, T'1,T2 — tubusové ¢ocky, V1,V2 — vystupni objektivy, VR — vystupni rovina, D —
detektor. Prevzato z ¢lanku [10].



3.3. ZPRACOVANI INTERFEROGRAMU
3.3. Zpracovani interferogramu

Zaznamenany interferogram je ptimo hologramem a obsahuje informaci o amplitudé a fazi
objektové viny, ktera je dale zpracovana. K této rekonstrukci obrazu je pouzivano fou-
rierovskych metod, diky kterym je z hologramu vypocten obraz amplitudy, intenzity a ne-
navazané faze (obrazek 3.5). JelikoZ nenavazand faze je funkce periodicka, objevuji se
v obraze skoky, které se daji odstranit prictenim nebo odectenim 27n, kde n je celé cislo.
Takto upraveny obraz se oznacuje jako obraz navazané faze. Vice o rekonstrukénim algo-
ritmu a podminkéch je napsano napiiklad v dizertacni praci P. Kolmana [9], v diplomové
praci H. Uhlifové [13] nebo dizertacni praci T. Zikmunda [14].

-7 [rad] T 0 [rad] 3.26

-

—>»

T
.

-
FFT IFFT, |Komplexni
amplituda

v

b) c)

Obréazek 3.5: Zpracovani obrazu: a) hologram, b) spektrum prostorovych frekvenci, c) ob-
raz amplitudy, d) obraz faze, e) obraz navazané faze. Pievzato z prezentace [4].

Fazovy rozdil svételnych svazki prochazejicich referencéni a predmétovou vétvi je pfimo
umérny rozdilu jejich optickych drah:

AD(z,) = By(e,9) = Bi{a,9) = 5 OPD(z,y), (31)

kde A® je fazovy rozdil svételnych svazki, @, faze svételného svazku prochazejiciho
referencni vétvi, ®,, faze svételného svazku prochézejiciho predmétovou vétvi, A je vlnova
délka svétla ze zdroje a OPD je rozdil optickych drah (Optical Path Difference). OPD je
dan indexem lomu a tloustkou vzorku. V idedlnim piipadé je OPD dan pouze rozdilem
indext lomu vzorku n,, a média n,, a je roven:
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OPD(z,y) = nmlh—t(x,y)] + nw(x,y)t(x,y) — nuh
= (N, — nw)t(z,y) = An(z, y)t(z, y), (3.2)

kde n,, index lomu média, n., index lomu vzorku, ¢ tloustka vzorku, h je vyska komirky
a An je rozdil indext lomu.
Po dosazeni vyrazu (3.2) do rovnice (3.1) ziskdme [15]

AD(z,y) — ?An(m,y)t(m,y}. (3.3)

3.4. Spusténi a nastaveni mikroskopu

Mikroskop se spousti velkym spina¢em na hlavnim boxu. VSechna méreni na mikroskopu
jsou Fizena pomoci programu CCHM 2. V tomto programu se zapina lampa, vybiraji se
objektivy (zvétseni: 4x,10x,20x,40 x a 60x)(obrazek 3.6), vybiraji se filtry (maximalni
propustnost na vlnové délce: 515 nm, 547 nm, 580 nm, 620 nm, 650 nm a 676 nm) a nasta-
vuji se dalsi pottebné parametry pred zahajenim sniméani. Informac¢ni panel je zobrazen
na obrazku 3.7. K experimentiim této prace byl vyuzivan mikroskop v transmisnim médu
s objektivem se zvétsenim 10X, numerickou aperturou NA = 0,3, pracovni vzdalenosti
WD = 16 mm a filtrem s maximéalni propustnosti na vlnové délce 650 nm s polosiikou
maxima 10 nm.

Obrazek 3.6: Objektivy na mikroskopu MHM.

Pted zahajenim experimentu je potieba nejdiive najit rovinu vzorku pomoci absolut-
niho ostfeni v predmétové vétvi. Nasledné je zasunuta polni clona, kteréd je v predmétové
vétvi doostiena manualné pomoci velkého sroubu a v referencéni vétvi pomoci vlozenych
sklicek. Sesazeni obrazi polni clony (v pfedmétové a referencéni vétvi) je provedeno po-
moci tlacitek posuvii na hlavnim panelu (Objective Piezo). Polni clona je nésledné ote-
viena. V dalsim kroku je potteba docilit interference. Hledani interferenc¢nich prouzki je
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automatické, staci nastavit interval a krok hledani (Service configuration = Autoadjust).
Sniméni sledujeme v jednotlivych oknech: Hologram, Amplitude, Unwrapper phase, Wrap-
per phase. Dale je nutné jesté nastavit expozici, zisk a primeérovani snimk® na hlavnim
panelu. Poté je nastaven interval sniméni (napi. 60 s, 120 s) a sniméni lze zahajit pomoci

¢erveného tlacitka Rec.

4 Info Panel |
[ Live H Snapshot ]
La Jlame [ ame | ame [ e [ e |
Configuration: TRAMNSMITTED-LIGHT
Objective: 10xf0. 3 dry
Warking Distance: 16 mm
Field of View: 378.88 x 378.88 um
Depth of Field: 8,456 pm
Focus Distance: =
Exposure: 450.00 ms E]

1
Gain: 2.00 dg E]
I
Averaging: 3
ROI: -
[ Dataset ]
|4 Transmitted-ight Iiuminator ]
Intensity: [] 100 % .
Filter: B50/10 nm 1/8 E]

Obrazek 3.7: Informacni panel programu CCHM.
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4. Vliv vnéjsiho prostredi

Bunky jsou jako zivé organismy schopny reagovat na vnéjsi a vnitini podnéty. Tato
schopnost je nazyvana drazdivost. Jednim z projevi zivotaschopnosti bunék je jejich po-
hyb. Pohyb bunék lze rozdélit na Browniv pohyb (kratké pohyby do vSech smérii), pfi
kterém do sebe bunky narazi a obecné se fidi fyzikadlnimi zakony, a na tzv. skdkavy pohyb
(pravidelny pohyb uréitym smérem), jehoz pfesny mechanismus pohybu neni znam [1].
V pripadé, kdy k pohybu dochézi v reakci na chemické gradienty rtiznych latek, je proces
nazyvan chemotaxe bunék.

Jednou z dalsich hlavnich funkei a reakci bunék na své okoli je piijem a vydej latek.
Obecné dochézi k fyzikdlnimu jevu diftize, pti kterém probihé transport ¢astic z mist
vyssi koncentrace do mist s nizsi koncentraci. Zvlastni ptipad diftze je osmoza, pti které
dochézi pouze k jednosmérné difizi pfes polopropustnou membranu buriky.

V této kapitole je nejdiive pojednano o diftzi a difaznim koeficientu, nasledné o che-
motaxi bunék a poté o osmotickych jevech v bunkach. Dale jsou zde predstaveny reserse
¢lankt na tato témata.

4.1. Diftze

Zakladem osmotickych i chemotaktickych déji je fyzikalni jev zvany diftize, popisujici
proces rozptylovani latek v prostoru. Veskeré latky maji tendenci prechazet z prostredi
s vyssi koncentraci do prostiedi s nizsi koncentraci. Diftize je proces, pti kterém dochazi
k lokalni zméné koncentrace castic v latce. Typické pro vSechny latky s pohybujicimi se
casticemi je to, ze pokud prechézeji z prostiedi s vyssi koncentraci do prostiedi s nizsi
koncentraci, rozptyluji se do prostoru tak, aby ve vSech ¢astech prostoru dosahly stejné
koncentrace. K diftzi dochézi v riznych skupenstvich, ve skupenstvi plynném, kapalném
i pevném. Diftze je dilezitym jevem ve velkém mnozstvi chemickych, fyzikalnich i biolo-
gickych procest [16].

Poprvé byla diftize popsana v roce 1855 Adolfem Fickem, ktery navazal na diivéjsi
experimenty Thomase Grahama. Fickovy zavéry vytstily ve dva fyzikalni zakony [17].
Prvni Ficktv zdkon vyjadiuje, jak velké mmnozstvi ¢astic a jak rychle ¢astice difunduji
materidlem. Tento pohyb vyjadiuje tok j:

j=—-DVe, (4.1)

kde ¢ je koncentrace a D je diftzni koeficient vyjadiujici rychlost diftize z mist s vyssi
koncetraci do mist s nizsi koncetraci. Znaménko minus znaci, ze presun latky probiha proti
gradientu koncentrace. Mize nastat i opacny presun, pak se tento jev nazyva obracena
difize.

Druhy Fickiv zéakon je dosazenim prvniho zakona do rovnice kontinuity, ktera ma tvar
V.j = —0c/0t a vyjadiuje zakon zachovani hmoty (¢astic) v daném objemu. Tato parcialni
diferencidlni rovnice je nazyvana diftzni rovnici

V- (DVe) = gi (4.2)
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4.2. CHEMOTAXE

V pripadé, kdy se ¢astice pohybuji v homogennim a izotropnim prostiedi, je diftizni koefi-
cient konstantni (D = konst.) a lze ho vytknout pfed operéator divergence a ziskat rovnici

Oc

DV?c = —
Ve 5%

(4.3)

kde V? predstavuje Laplacetiv operator A.

Difzni koeficient

Diftizni koeficient zavisi na teploté 7', dynamické viskozité kapaliny 7 a poloméru difun-
dujicich c¢astic R podle Stokesovy—Einsteinovy rovnice ve tvaru

kgT

_ B 44
6 (4.4)

kde kg je Boltzmannova konstanta (1,38 x 10723 J - K~1). Dynamicka viskozita 7 je fy-
zikalni veli¢ina, kterd udava pomeér mezi te¢nym napétim a zménou rychlosti v zavislosti
na vzdalenosti mezi sousednimi vrstvami proudici kapaliny [18].

Ax
n:a-A—v (Pa-s), (4.5)

kde Az je vzdalenost vrstev, Av rozdil rychlosti a o tecné napéti.

4.2. Chemotaxe

Chemotaxe (z Feckého chemeia = chemie a taxis = fad, pochod) je pohyb organismu nebo
burniky, ktery probihd v ur¢itém sméru na zékladé chemického podnétu (chemického gra-
dientu). Rozlisuji se dva typy chemotaxe: pozitivni a negativni. Pokud dochazi k pohybu
ve sméru k chemickému podnétu, jedna se o pozitivni chemotaxi a pfislusna chemicka latka
se nazyva atraktant. V opacném pripadé jde o negativni chemotaxi a latka je nazyvana
repelent. Ackoliv chemotaxe je nejcastéji studovanou formou migrace, existuje i nékolik
dalgich forem pohybu na bunééné trovni — chemokinese, haptotaxe a nekrotaxe (obré-
zek 4.1). Chemokinese je smérové ndhodny pohyb, reakce bunék na chemické latky, které
zpusobuji zménu v jejich migra¢nim chovani (zvySeni/sniZeni rychlosti, zmény amplitudy
nebo frekvence pohybu, smér migrace). Haptotaxe je pohyb bunék na zékladé struktury
povrchu ¢ gradientu nerozpustné latky (molekuly chemoatraktantu jsou spojené s povr-
chem). Nekrotaxe je zvlastni typ chemotaxe, kdy jsou molekuly chemoatraktantu uvolnéné
z nekrotickych nebo apoptotickych bunék [19], [20].

4.2.1. Historie vyzkumu chemotaxe

Prvni poznatky o migraci bunék byly zaznamenany jiz v ranych fazich vyvoje mikroskopu.
Avsak prvni studie a popis chemotaxe bakterii vznikly az v letech 1881 (T. W. Engelmann)
a 1884 (W. F. Pfeffer). V roce 1906 probéhly studie pohybu nalevnika (H. S. Jennings).
Dalsi studie chemotaxe vytstily v roce 1908 v objev fagocytézy (I. Metchnikoff) [20].

12
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(a) (b)

Chemotaxe Haptotaxe

(smérovy pohyb) ::> molekuly chemoatraktantu
|:'> chemoatrakiant spojené s povrchem
wtekuté fi \\j’

- -
Chemokmese Nekrotaxe
{nahodny pohyh)
b chemmoatraktant Nekroticke buriky
('::Iﬂl i * o tekuté fizi P —-
= — 1 - - .

Obrazek 4.1: Znazornéni a) chemotaxe a chemokinese b) haptotaxe a nekrotaxe. Prevzato
z [20] a upraveno.

Teprve v 30. letech 20. stol. byl pfijat vyznam chemotaxe v oblasti biologie. Dalsi
pokroky ve vyzkumu chemotaxe nastaly az v letech 1950 az 1970 v obdobi tzv. revoluce
moderni bunééné biologie. Vyznamny zlom v chapani celého procesu chemotaxe predsta-
voval v roce 1973 vyzkum signalnich drah fidicich chemotaxi bakterii E. Coli (J. Adler,
H. C. Berg). Tyto historické milniky jsou zobrazeny na obrazku 4.2 [20].

V roce 2006 ziskal Dr. Dennis Bray evropskou cenu védy Microsoft Award za svou
préaci na téma chemotaxe E. Coli [21]. I tato cena dokazuje, ze chemotaxe bunék je nadéle
velmi zajimava a studovana oblast.
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Obréazek 4.2: Historické milniky ve vyzkumu chemotaxe. Pfevzato z [20].

4.2.2. Vyznam chemotaxe

Témeér kazda burka v lidském téle se v pribéhu svého zivota pohybuje. Migrace embryo-
nalnich bunék pomaha béhem vyvoje definovat umisténi a tvar novych organi. Pohyb
bilych krvinek je rozhodujici pro vytvafeni a¢innych bariér proti sifeni nakazy a hojeni ran
vyzaduje, aby se nové bunky dostaly na misto poskozené tkané. V ptipadé rakoviny miize
blokovani migrace nadorovych bunék zabranit vzniku metastédz. Pohyb bunék je zasadni
proces ve vSech mnohobunécnych organismech a ve vétsiné pripadi je smérovy. A proto je
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chemotaxe bunék cennou soucasti mnoha vyzkumit z oblasti genetiky, biochemie, bunécné
fyziologie a patologie. Ve studiu chemotaxe je kladen diraz na smérovou migraci bakterii,
neutrofilit a modelovych bunék Dictyostelium discoideum [22].

4.2.3. Chemotaxe bunék v mikroskopii

V ¢lanku D. Irimia [22] je zhodnocen soucasny stav techniky a jsou vyvozené sméry pro
aktudlni vyvoj technologii pro studium chemotaxe. Je zde popséana dtilezitost vzniku no-
vych nastroji, které by usnadiiovaly experimenty, béhem kterych by bylo mozné bunécné
mikroprostiedi presné kontrolovat v Case a prostoru. Vétsina bune¢k v téle ma schop-
nost ménit svoje umisténi v pribeéhu fyziologickych nebo patologickych udalosti, jako je
zanét, hojeni ran nebo napiiklad rakovina. Pokud bunéénad migrace smétuje k chemic-
kym latkdm, je proces znamy jako chemotaxe. Ve vyzkumu chemotaxe je kladen diraz
na smérovou migraci bakterii, neutrofild a Dictyostelium discoideum. Dale je v ¢lanku
konkrétné pojednano i o nékolika néastrojich, které se nyni pouzivaji ke studiu chemotaxe
jako je Boydenova, Zigmondova ¢i Dunnova komurka (obréazek 4.3).

a 1960 - Boydenova Kominka

- hormd komora
£ bunéénou suspens

ser buneéine
migrace

5 chemoatraltantem

b 1977 - Ziginondova komiirka
smeér bunéine
migrace
kandlek
i i dli 20
.__Hfmedwn? ek

mezetra

s chemoatraldantem

C 1986 - Dunnova Komka

smer hunécneé
migrace

viutfnd fast 20 pn vnéjE East
““s.chemoatraktantem merera s médiem

Obréazek 4.3: Tradi¢ni nastroje slouzici k pozorovani chemotaxe — Boydenova, Zigmon-
dova a Dunnova komirka. Pfevzato z ¢lanku [22] a upraveno.
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V dalsim ¢élanku [23], ktery vznikl ve spoluprdaci Masarykova onkologického tstavu
a Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné, je pojednano o chemotaxi a cel-
kové o migraci bunék jako o dilezitém faktoru pii zkoumani metastazujicich nadorovych
bunék. Jsou zde popsany jak in vitro, tak i in vivo modelové systémy pro studium migrace,
vcetné pouzivanych Boydenovych a Dunnovych komtrek slouzicich k pozorovani chemo-
taxe. Duiraz je také kladen na videomikroskopii, kterd umoznuje vizualizaci a kvantifikaci
zejména u nadorovych bunék. Pomoci videomikroskopie lze napriklad vyhodnocovat vliv
inhibitor na chemotaxi. Inhibitory jsou povazovany za terapeutika zamezujici metasta-
zovani [24].

V ¢lanku [25] z roku 1991 od D. Zichy a G. A. Dunna byla pfedstavena nova komirka
direct-viewing chemotaxis chamber k pozorovani chemotaxe. Rez touto komtirkou je zob-
razen na obrazku 4.4. Jeji navrh navazal na principy Zigmondovy komtrky. Komtrka
byla urcena predevsim ke studiu chemotaxe fibroplasti s vyuzitim interferometrické mik-
roskopie a hlavnim kritériem bylo vylepsit optické vlastnosti (ve srovnéni se Zigmondovou
komiirkou). Jako zakladni experiment s pouzitim této komtrky je v ¢lanku uvedena che-
motaxe neutrofili. Na obrazku 4.5 je zobrazen vektorovy rozptylovy diagram posunuti
bunék. Kazdy bod v diagramu predstavuje konecnou polohu bunky po urazeni drahy
po 60 minutach pozorovani. Primérné posunuti je oznac¢eno symbolem .

o

whitfnd kotmora P
=

butiley na spodnd

strané kryciho
shlilea

ploici térbina

Obréazek 4.4: Dunnova komurka. Pfevzato z ¢lanku [25] a upraveno.
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Obréazek 4.5: Vektorovy rozptylovy diagram posunuti. Pfevzato a z ¢lanku [25].

V roce 1995 predstavuje D. Zicha a G. A. Dunn v kratkém c¢lanku [26] dalsi experi-
menty — prima pozorovani chemotaxe, ke kterym byla pouzita diive navrzena komtrka
direct-viewing chemotazis chamber. K experimenttim byly pouzity pomalu se pohybujici
rakovinotvorné buiiky T15 (RPSL4T15) a K2 (LW13K2). Na obrazku 4.6(a) je ukazan
kruhovy histogram, ktery zobrazuje preferovany smér pohybu bunék a na obrazku 4.6(b)
jsou ukazany trajektorie bunék T15 zanesené do grafu.

(a) (b)

=100 %100 200 300 400

100} 1’:“ ﬂ v [um]

Obrazek 4.6: (a) Kruhovy histogram zobrazujici smér pohyb pohybu bunék T15, (b)
trajektorie bunék T15. Prevzato z ¢lanku [20].
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4.3. Osmotické jevy v bunkach

Osmotické jevy v bunkéch jsou zalozeny na polopropustnosti membran. P¥i osméze do-
chazi k vyrovnani koncentraci dvou roztokii pres polopropustnou membranu. Rozdily
v koncentracich se vyrovnavaji pouze presunem vody smérem do mista s vyssi koncent-
raci, coz vede k vyrovnani koncentraci na obou stranach membrany. Tok vody pfes bunéc-
nou membranu zpusobuje bobtnani nebo smrsténi buriky. Roztok, ktery obklopuje bunku,
muze byt vici ni:

e izotonicky,

e hypotonicky,

e hypertonicky.

V izotonickém prostiedi (tzv. izotonie), kdy je koncentrace vné a uvnitf butiky stejna,
nedochazi k pohybu vody do prostfedi ani dovniti buriky, a tim nejsou narusovany jeji
zivotni pochody. V hypotonickém prostiedi (tzv. hypotonie) je koncentrace vné buiiky
nizsi nez uvnitt a voda pronikd pres polopropustnou membranu dovniti buiky. Buinka
zvétsuje objem a miize dojit az k prasknuti plazmatické membrany. Tento jev je nazyvan
plazmoptyza. V piipadé hypertonického prostiedi (tzv. hypertonie) je koncentrace vné
bunky vyssi nez uvnitf a dochazi k opacnému jevu — voda prochéazi pres membranu
z buiiky ven. Buiika se smrstuje a mize dojit az k zéniku buiiky. U Zivoc¢isnych bunék se
smrsténi celé bunky véetné membrany rika plazmoryza. U rostlinnych bunék je tento jev
nazyvan plazmolyza. V pripadé, kdy je builka zavCas prenesena zpét do hypotonického
roztoku, je schopna se vratit do ptivodniho stavu. Tento jev se nazyva deplazmolyza.
Osmotické jevy v buiice (izotonie, hypertonie a hypotonie) jsou znézornény na obrazku
4.7.

o e]
] o o ©
@ o]
[ ]
@ &
Ho ®( @\
H,O [ o] \
° °* \eo |
O
=} @ ¢ i o a
L ]
. ®
Izotonie Hypotonie Hypertonie

Obréazek 4.7: Osmotické jevy v buiice (izotonie, hypotonie, hypertonie). Pfevzato z [27]
a upraveno.

Diftize vody pres polopropustnou membranu vytvaii tlak, ktery se nazyva osmoticky
tlak. Diky osmotickému tlaku nedochézi k samovolnému pronikani molekul rozpoustédla
do koncentrovanéjsiho roztoku. Osmoticky tlak je zavisly na teploté a koncentraci roztoku,
je oznacovan pismenem 7 a lze ho vypocitat pomoci vzorce:

m = AcRT = (¢, — ca) RT, (4.6)

kde Ac je rozdil koncentraci roztoku, ¢, a ¢, jsou koncentrace roztoki na kazdé ze stran
membrény, R je molarni plynova konstanta a T je absolutni teplota [23].
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4.3.1. Vyznam osmozy

Role osmozy je dvoji — jednak pomaha udrzovat stabilni vnitini prostredi v zivém or-
ganismu tim, ze drzi tlak intercelularnich a intraceluldrnich tekutin v rovnovaze, a také
umoznuje vstfebavani zivin a vyhosténi odpadi z riznych télesnych organtt na bunécné
urovni. Bez osmozy by nebylo mozné, aby nase téla vyloucila toxické odpady a udrzela
krevni obéh bez necistot. Také pouze diky osmédze je mozné, ze kotfeny rostlin jsou schopny
absorbovat vlhkost z ptidy a prepravovat vodu smérem vzhiru k listiim, kde je vyziva
vytvofena prostfednictvim fotosyntézy [27].

4.3.2. Osmoéza bunék v mikroskopii

Podle D. Bosse [29] vodni tok pfes bunéénou membranu zpusobuje bobtnani nebo smrsténi
bunky, resp. zmény v koncentracich intracelularnich komponent, zejména proteini, coz
vede ke zméné indexu lomu bunky. Zpozdéni faze zptisobené buiikou je dano:

2
Q= ;d(nb — ) X dAn = OPD, (4.7)

kde A je vlnova délka zdroje, d tloustka buiky, n;, index lomu buiky, n, index lomu
média a OPD je rozdil optickych drah. V pribéhu toku vody pfes bunéénou membranu se
zvySuje pouze jeden parametr (napt. d), ktery je doprovazen snizenim druhého parametru
(napf. n) a opacné (viz obrazek 4.8). Ze zmény faze lze také vypocitat dalsi parametry
burky, jako je naptiklad objem bunky ¢i ekvivalent suché hmoty bunky. V tomto ¢lanku
bylo k experimentim (méfeni propustnosti bunééné membrany, zmény objemu a indexu
lomu buriky béhem osmotického déje etc.) vyuzivano tzv. dual-wavelength DHM. Jednéa
se 0 2 interferometry Machova—Zehnderova typu vyuzivajici 2 zdroji svétla, a to He—Ne
laser (A\; = 543 nm) a laserovou diodu (Ay = 682 nm). DHM je zobrazen na obrazku 4.9.
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Obrazek 4.8: Bunécény objem a index lomu béhem hypotonického osmotického déje. Pre-
vzato z ¢lanku [29].

Podle D. Bosse také volba média a jeho modifikace mtze vyrazné ovlivnit index lomu,
a tim i OPD, fazovy signal, resp. hodnoty suché hmoty. V tomto ¢lanku je popisovan
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Obrazek 4.9: Optické schéma dual-wavelenght DHM. Ptevzato z ¢lanku [29)].

hypotonicky déj, ktery byl jednou pozorovan s bunkami HEK293 v médiu se zelenym
barvivem FCF a podruhé s médiem bez barviva. V pripadé, kdy analyza probihala na celé
plose buiiky, byl skok v hodnotdch OPD naméten pouze v pfipadé pouziti barviva (obrazek
4.10(a)). Dale byl vypocet provadén v oblasti okolo jadra, skok v hodnotach byl poté
naméten i bez pouziti barviva (obrazek 4.10(b)).
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Obrazek 4.10: Signal OPD béhem hypotonického osmotického déje v pfitomnosti a nepii-
tomnosti zeleného FCF barviva v roztoku. Vypocet hodnot OPD probihal v oblasti (a)
celé buriky, (b) okolo jadra. Prevzato z ¢lanku [29].
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4.3. OSMOTICKE JEVY V BUNKACH

V ¢lancich [30] a [31] od S. Witta zkombinovali vyhody (kratka koherencni délka a mi-
moosové usporadani) technik Optical Coherence Tomography [32] a Digital Holographic
Microscopy [33]. Vytvotili tak jeden DHM systém (Short-Coherence Off-Axis Hologra-
phic Microscopy), ktery umoziiuje kvantitativni fazové zobrazeni s vysokym rozliSenim
(obrazek 4.11). Tato technika umoziuje zaznamenédvat zpozdéni faze zpiisobené pricho-
dem bunkou v pribéhu osmotického déje. Tim jsou zaznamenany i dynamické zmény,
naptiklad zmény plochy ¢i objemu bunky. V hypoosmotickém déji je pokles indexu lomu
vetsi nez geometricky nartust vysky, coz zpusobuje ubytek fazového signalu. Zmeéna plo-
chy bunky HEK293, indexu lomu a faze v pribéhu hypoosmotického déje je zobrazena
na obrazku 4.12.

TI:SAPPHIRE
LASER + PCF

DISPERSION
MATCHING

GRATING BB

\
SAM PLE#
—-

Obrazek 4.11: Optické schéma Short—Coherence Off-Axis Holographic Microscopy. Pie-
vzato z ¢lanku [30].

V ¢lanku [34] od Y. Parka ve spolupréci s G. Popescuem je popisovan hypertonicky,
izotonicky i hypotonicky osmoticky déj v cervenych krvinkach. V hypotonickém déji bu-
niky bobtnaji, zatimco v hypertonickém dé&ji se buiiky smrstuji. Pro méfeni bylo pouzi-
vano techniky Diffraction Phase Microscopy. Jedna se o techniku, kterd vyuziva Machiiv—
Zehnderuv interferometr spojeny s nékolika atributy souc¢asnych QPI (Quantitative Phase
Imaging) metod. Umoziuje zobrazit bunééné struktury a bunécénou dynamiku (tloustka
buriky, suchd hmota buriky etc.). Tloustkové profily ¢ervenych krvinek v pritbéhu hypoto-
nického, izotonického a hypertonického osmotického déje jsou zobrazeny na obrazku 4.13.
Hodnoty bunééné tloustky jsou ziskdny ze zmén v bunécéné dréze:

2 27
h(l’,y,t) - 7(5% : @(’Ia:%t) = T(Rb - np) ' (,D(I,y,t), (48)

kde A je vlnova délka zdroje, ¢(z,y,t) je faze, n, index lomu buiky, n, index lomu
prostredi.
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Obrazek 4.12: Zména plochy, indexu lomu a faze v bunce HEK293 v pritbéhu hypoosmo-
tického déje. Pfevzato z ¢lanku [30].

Hypertonic
600 mOsm/kg

Hypotonic Isotonic
100 mOsm/kg 300 mOsm/kg

Obrazek 4.13: Tloustkové profily ¢ervenych krvinek v prubéhu hypotonického, izotonic-
kého a hypertonického osmotického déje. Prevzato z ¢lanku [34].

Shrnuti

Z c¢lankt vyplyva, ze autori se shoduji na obecné teorii osmoézy. Ve vsech c¢lancich je
popsan rozdil mezi hypertonickym, hypotonickym a izotonickym déjem. Kazdy z nich
ovSem pro svij experiment vybral jinou techniku pozorovani (DHM, DPM) a jiné vzorky
(buntky HEK293, ¢ervené krvinky). Nicméné urcité 1ze potvrdit, ze pfi osmotickych déjich
zalezi na okolnim prostredi, volbé média a pritomnosti barviva. Dale zalezi na prahovani
vybraného okoli bunék a na vybrané hloubce ostrosti (fokusu).
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5. Experimentalni cast

V naésledujici kapitole je v prvni sekci popséna pfiprava experimentu (sekce 5.1), kde
je nejdfive pojednéano o kultivaci bunék (¢ast 5.1.1) a nasledné o pozorovacich komirkach
(¢ast 5.1.2), vCetné jejich piipravy k experimentim. V dalsich sekcich jsou popsany sa-
motné experimenty — chemotaxe (sekce 5.2) a osméza bunék (sekce 5.3). V téchto sekcich
je také popsano zpracovani a vyhodnoceni naméfenych dat a nakonec jsou pfedstaveny
vysledky jednotlivych méteni. V pfipadé chemotaxe bunek bylo cilem pozorovat pohyb
bunék smérem k chemoatraktantu. Celkem byla provedena tfi dlouhodoba méfeni. V pti-
padé osmézy bylo cilem pozorovat hypotonicky déj a celkem bylo provedeno pét méteni.
Jako vzorky byly pouzity bunky K2. VSechna méreni probihala na multimodalnim ho-
lografickém mikroskopu MHM. Tento mikroskop umoznuje diky termoregula¢nimu boxu
udrzovat teplotu okolo 37 °C, ktera je idealni pro bunky.

5.1. Priprava experimenti

5.1.1. Kultivace bunék

Jako vzorky ke vSem experimenttim byly pouzity butiky K2 (obrazek 5.1). Jedna se o né-
dorové nemetastazujici embryonalni fibroplasty inbredniho potkana Louis Lewis. Jejich
plné oznaceni je LW13K2 [35]. Kultivace téchto bunék probihala piimo v laboratofi Ex-
perimentélni biofotoniky na UFI FSI VUT v Brné.

Obrazek 5.1: Bunky K2 zobrazené v mikroskopu s fazovym kontrastem. Zvétseni 10x.

Bunky K2 byly péstovany v kultiva¢nim médiu uchycené na povrch kultivacni lah-
vicky v inkubétoru Sanyo MCO-18AIC pii idedlni teploté pro jejich rist 37 °C s 3,5%
koncentraci CO,. Ke kultivaci bunék bylo pouzito médium M1H, které bylo obohaceno
o fetalni teleci sérum (FTS), které slouzi jako ziviny pro buiiky. Celkové slozeni média
M1H je mozné nalézt napiiklad v diplomové praci H. Uhlifové [13]. V momenté, kdy
bunky vytvorily konfluentni porost, bylo potfeba je oddélit od povrchu — provést tzv.
trypsinizaci. Popis tohoto procesu je detailné popsan v bakalarské praci J. Bartonicka
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5. EXPERIMENTALNI CAST

[36]. Po provedeni trypsinizace byly butiky prepocitany v Biirkerové komirce (obrazek
5.2) v mikroskopu s fazovym kontrastem [37]. Pro experimenty se obvykle pouziva okolo
15 000 bunék. Veskera manipulace s bunkami probihala ve flow-boxu MSC Advantage,
ve kterém bylo diky proudéni vzduchu zabranéno vzniku pfipadné kontaminace [15].

Obrazek 5.2: Biirkerova komurka.

5.1.2. Pozorovaci komurky

K pozorovani chemotaxe bunék i osmotickych jevil v bunce byly vybrany komiirky p—Slide
Chemotaxis 2D a p—Slide I Luer od firmy Ibidi. Oba typy komtrek umozinuji pozorovat
pohyb bunék a jejich celkovou dynamiku v multimodalnim holografickém mikroskopu.

p—Slide Chemotaxis 2D

Obrazek 5.3: Komirka p—Slide Chemotaxis 2D [38].

Jeden p—slide obsahuje t¥i komiirky (obrazek 5.3), které umoziuji souc¢asné pozorovani
az ti1 experimentt chemotaxe. Kazda komtrka (obrazek 5.4(a)) se skladéa ze sedmi ¢asti:
1 — pozorovaci ¢ast (2000 x 1000 pm?); 2,3 — rezervoar (objem 40 pl); 4,5 — otvor slouzici
k naplnéni tunylku; 6,7 — otvor slouzici k naplnéni rezervoaru. p—Slide obsahuje také
nékolik kloboucki a zatek (8,9) potfebnych k uzavieni otvort (obrazek 5.4(b)).

Princip plnéni

Princip plnéni jednotlivych ¢asti komiirky je zndzornén na néasledujicich snimcich (obrézek
5.5). V piipadé plnéni pozorovaci ¢asti jsou zatkami uzavieny otvory 6 a 7. Pfi plnéni
rezervoaru 3 (resp. 2) jsou uzavieny otvory 4 a 6 (resp. 5 a 7).
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5.1. PRIPRAVA EXPERIMENTU

Obréazek 5.4: (a) Komirka a jeji jednotlivé ¢asti: 1 — pozorovaci ¢ast; 2,3 — rezervoar; 4,5
— otvor slouzici k naplnéni pozorovaci ¢asti; 6,7 — otvor slouzici k naplnéni rezervoaru,
(b) 8 — zatka a 9 — kloboucek.

Obréazek 5.5: Znazornéni plnéni jednotlivych ¢asti komurky [35].

p—Slide I Luer

Obrazek 5.6: Komtrka p—Slide I Luer. Prevzato z [38].

Komiirka p—Slide I Luer (obrazek 5.6) se sklada ze tii ¢asti: 1 — rezervoar o délce
50 mm a objemu 200 pl; 2,3 — plnici otvory (obrazek 5.7(a)) a 4,5 — kloboucky, slouzici
k uzavieni otvort (obrazek 5.7(b)).
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Obréazek 5.7: (a) Komtirka a jeji jednotlivé ¢asti: 1 — rezervoar; 2,3 — plnici otvory, (b)
4,5 — kloboucky.

Princip plnéni

Princip plnéni je zndzornén na obrazku 5.8. Jednim z otvora (¢ast komtirky 2 nebo 3)
probiha jak vkladani bunééné suspenze s médiem M1H, tak pozdéji doplnéni fetalniho
teleciho séra FTS.

Obréazek 5.8: Znazornéni plnéni komirky [38].

5.2. Chemotaxe bunék

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat a zaznamenavat pohyb bunék smérem k chemo-
atraktantu, tedy chemotaxi bunék). Pro pozorovani chemotaxe byly pouzity komirky

p-Slide Chemotaxis 2D (viz ¢ast 5.1.2), do kterych byly nasazeny buriky v médiu M1H.
Jako chemoatraktant bylo ve vSech métenich pouzito fetalni teleci sérum FTS, které bylo
vlozeno do jednoho z otvorii komtrky. Toto sérum obsahuje mimo jiné i ziviny pro bunky
a v idealnim piipadé by se mély bunky pohybovat pravé smérem za zivinami. Celkem
byla provedena tfi dlouhodoba métfeni. Prvni sniméani trvalo 16 hodin, druhé 18 a tteti
12 hodin. U prvnich dvou byl interval snimani nastaven na 120 s a u tfetiho na 64 s.
U vSech meéteni byl zaznamenavan pohyb buné€k a tzv. trasovani bylo provedeno v pro-
gramu ImageJ. Ze ziskanych hodnot byla dale vyhodnocena celkova draha buiky, Eukli-
dova vzdalenost, celkova rychlost pohybu a smérovost pohybu bunék. Ve vSech méfenich
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5.2. CHEMOTAXE BUNEK

byl pouzit objektiv se zvétSsenim 10x a numerickou aperturou NA = 0,3. Déle byl pouzit
filtr s maximalni propustnosti na vlnové délce A =650 nm (tabulka 5.1).

Tabulka 5.1: Tabulka parametrii pfi pozorovani chemotaxe.

g zvétSeni 10X
Objektiv numerickd apertura NA= 0,3
. max. propustnost na A = 650 nm
Filtr s :
polosifka maxima 10 nm
5.2.1. Analyza dat — trasovani bunék

Trasovani (sledovani) bunék je zptsob, jak jejich pohyb zaznamenavat a kvalifikovat.
Trasovani lze provadét ruéné pomoci Tracking pluginu v programu ImageJ nebo pomoci
specidlniho softwaru, jakym je napiiklad WimTaxis [39]. Dalsi moznosti je odprahovani

Vv

Imagel.

ImageJ

ImageJ (obréazek 5.9) je volné dostupny program vyvinuty spolecnosti National Institutes
of Health urceny pro zpracovani a analyzu obrazu. Dokaze pracovat s mnoha obrazovymi
formaty — naptiklad TIFF, GIF, JPEG, BMP, a RAW. Tento program umoziiuje poci-
tat plosné statistiky v definovaném vybéru. Umoznuje métit vzdalenosti a tthly a dokéze
vytvorit histogramy. Podporuje standardni funkce zpracovani obrazu, jako jsou logické
a aritmetické operace mezi obrazy, manipulace s kontrastem, konvoluce, ostfeni, vyhlazo-
vani, detekce hran a dalsi. Program podporuje také zobrazeni vétsiho poctu oken soucasné.
ImageJ umi provadét geometrické transformace obrazu, jako jsou zmény méritka, rotace
nebo pieklopeni. Vice je k nalezeni v [10].

d Image) - O

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojolz|o|A 4|+ Al o] 2] |m/sg]a]] | |»

Obrazek 5.9: Panel néastroji programu ImagelJ.

Odprahovani bunky a ziskani souradnice jejiho tézisté

V prvnim kroku byla buiika odprahovéna od okoli (Image = Adjust = Threshold). P¥i-
klad odprahovanych bunék je zobrazen na obrazku 5.10(a). Déle bylo v Analyze = Set
lyze = Analyze particles). Do samostatného okna lze vykreslit hranice butiky (obrazek
5.10(b)) a soufadnice t&zisté zobrazit v okné Results (obrazek 5.10(c)). Stejné se pracuje
i se sekvenci snimkt. Ziskané vysledky byly exportovany a déale zpracovavany.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

()
Drawing of tff - oIEN|
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Obrazek 5.10: (a) Odprahované buiiky od svého okoli, (b) vykreslené hranice bunék, (c)
tabulka zaznamenanych soutadnic tézisté bunky.

Manual tracking plugin

Po spusténi Manual tracking pluginu (Plugins = Manual Tracking) je zobrazeno okno
Tracking (viz obrazek 5.11), ve kterém lze spustit trasovani stisknutim Add track. Ukonceni
trasovani lze zastavit funkci End track. Je mozné také vymazat posledni bod (Delete last
point), celou dréhu buitiky (Delete track n°) nebo vSechny zaznamenané drahy (Delete all
tracks). V momenté zahdjeni trasovani lze jiz manualné oznacovat butiku a zaznamena-
vat soutadnice z, y jeji drahy. Soufadnice jsou zaznamenavény do tabulky (obrézek 5.12),
stejné jako vzdalenost mezi dvéma po sobé jdoucimi obrazy a rychlost pohybu. Vysledky
lze exportovat a dale zpracovavat a drahu lze vykreslit.

d Tracking = =
Tracking :
Add track Delete last point | End track
Delete track n*® j Delete all tracks
[~ Show path ?
Centring Correction:
Centring option : ||_0ca| maximum |
[ Use centring correction ?
Directionality :
Add reference | Deleta reference Mo reference set
[~ Show reference ? ™ Use directionality ?
Drawing :
Dots Progressive Lines Dots & Lines
Overlay Dots Overlay Lines Overlay Dots & Lines
[~ Show text ?
Load Previous Track File '_ Show parameters 7 Retrieve Z Coordinates

Obrazek 5.11: Oteviené okno trasovani.
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5.2. CHEMOTAXE BUNEK

|Trackn® |slice n® [ v Distance |velocity
1 1000 1000 90000 76000 -1000  -1.000
2 1000 2000 90000 76000 0000 0000
3 1000 3000 94000 78000 0577 0288
4 1000 4000 95000 79000 0182  0.091
5 1000 5000 92000 80000 0408 0204
6 1000 6000 88000 81000 0532 0266
7 1000 7000 83000 88000 1110 0555
8 1000 8000 79000 92000 0730 0385
9 1000 9000 73000 96000 0930 0485
10 1000 10000 75000 98000 0365  0.182

Obrazek 5.12: Ukéazka tabulky namérenych dat.

Zobrazeni dat
Vysledky trasovani je mozné zobrazit n€kolika moznymi zptisoby.

e Simple: data jsou vykreslena na ¢erném pozadi.

e Overlay: data jsou vykreslena na ptivodnim snimku.

e Dots: tecka je zakreslena podle aktualni pozice objektu a zaznamenanych soutadnic
x, Y.

e Lines: cela trajektorie je zakreslend podle zaznamenanych souradnic x, y.

e DotsLines: zakreslen je cela trajektorie a tecka podle aktualni pozice objektu a za-
znamenanych soutradnic x, y.

[lustrace zobrazeni je uvedena na obrazku 5.13. Pro kazdou stopu lze pouzit jinou
barvu. Velikost tecek, $itku Car a velikost pisma lze nastavit v parametrech. Vice informaci
je k nalezeni v [41].

Dots Lines Dots & Lines

Simple

Overlav

Obrazek 5.13: Zobrazeni vysledku trasovani. Prevzato z [11].
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Vyhodnoceni dat

5. EXPERIMENTALNI CAST

Ze ziskanych dat 1ze vyhodnotit celkovou urazenou vzdalenost, vzdalenost za urcity cas,
tzv. Euklidovu vzdalenost (pfimé vzdélenost mezi poc¢ateénim a koneénym bodem), rych-
lost, smérovost atd. Na obrazku 5.14 je znazornéna celkova a Euklidova vzdalenost.

y
~
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7 — d cell path = distance

— — d guig length of straight line between
cell start and end point (Euclidean distance)

Obrazek 5.14: Znazornéni celkové urazené vzdalenosti a Euklidovy vzdalenosti. Upraveno

a pfevzato z [12].

e Celkova urazena vzdalenost: celkova vzdalenost mezi poc¢ate¢nim a kone¢nym bodem

d= i V@i =z + (i — yim)2 (5.1)

e Euklidova vzdalenost: piima vzdélenost mezi poc¢ateénim (xp, ymi) a koneénym

bodem (:L'end ) yend)

dEuciid = \/(l’end — Tini)? 4+ (Yend — Yini)?- (5.2)

e Rychlost: pomér celkové vzdélenosti a celkového casu

V= —. (53)

e Smérovost: pomér Euklidovy a celkové vzdalenosti

dEuclid
S = . 5.4
: (54)
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5.2. CHEMOTAXE BUNEK

5.2.2. I. méreni

V prvnim méfeni se jednalo o dlouhodobé snimani s intervalem 120 sekund a prameérova-
nim 5 snimkt za sekundu. Sniméni bylo zahéajeno nékolik hodin po piidani FTS (fetalni
teleci sérum) jako chemoatraktantu. Celkem bylo ziskdno 480 snimki. Dilezité parametry
tohoto méfeni jsou uvedeny v tabulce 5.2.

Tabulka 5.2: Tabulka parametri pii pozorovani v prvnim méfeni.

Primérovani 5 snimkt za sekundu
Interval sniméani 120 s
Celkova doba snimani 16 hodin
Pocet snimku 480

Vyhodnoceni
Pro vyhodnoceni byly vybrany c¢tyti bunky, u kterych byl zaznamenavan pohyb, resp.

Déle jsou drahy bunék zakresleny pfimo na snimku faze, viz obrazek 5.16. Ze ziskanych
dat byla déale vyhodnocena celkova draha bunky, Euklidova vzdéalenost, celkova rychlost
pohybu a smérovost pohybu bunék. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.3. Sniméani bylo
zahdjeno az nékolik hodin po pfidani chemoatraktantu FTS, a proto se v pribéhu sni-
méani chemoatraktant nachézel jiz v celé komiirce. Builky se pohybovaly do vSech smérti,
nicméné se nejednalo o chemotaxi, ale o klasicky pohyb bunék.

y /[ um
200

130

-200 -150 -100 -50

=100

Obrazek 5.15: Drahy bunék v prvnim méfeni.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Obrazek 5.16: Drahy bunék zakreslené ve snimku faze v prvnim méfeni.

Tabulka 5.3: Tabulka vyhodnocenych dat v prvnim méfeni.

Bunka n°l n°2 n°3 n°4
Celkova vzdalenost d [pm] 1015,68 613,77 688,64 940,31
Euklidova vzdélenost dgyeiq [pm] 154,32 91,24 227,17 130,70
Rychlost v [pm/s] 4,232-1072 | 2,557-1072 | 2,869-1072 | 3,918-10~2
Smeérovost S 0,15 0,15 0,33 0,14

5.2.3. II. méreni

Ve druhém méreni se také jednalo se o dlouhodobé sniméani s intervalem 120 sekund
a prumeérovanim 3 snimky za sekundu. Celkem bylo ziskano 550 snimki. Dilezité para-
metry tohoto méfeni jsou uvedeny v tabulce 5.4. Snimani bylo zahajeno ihned po pfidani
chemoatraktantu FTS.

Tabulka 5.4: Tabulka parametrt pii pozorovani v druhém méteni.

Primeérovani 3 snimky za sekundu
Interval snimaéani 120 s
Celkova doba snimani 18 hodin
Pocet snimku 550
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Obrazek 5.17: Drahy bunék v druhém méteni.
Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni byly opét vybrany ¢tyti burky, u kterych byl zaznamenavan pohyb, resp.
jsou drahy bunék zobrazeny na obrazku 5.18. Ze ziskanych dat byla déle vyhodnocena
celkova draha bunky, Euklidova vzdalenost, celkova rychlost pohybu a smérovost pohybu
bunék. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.5. Sniméani bylo zahajeno ihned po ptidani
chemoatraktantu F'T'S, presto nebyla pozorovana chemotaxe. Bunky se zacaly pohybovat
az nekolik hodin po zahajeni sniméni, kdy se FTS uz opét nachéazelo v celé komtirce.
Mikroskop v tomto méfeni nebylo mozné zcela naladit (svétly roh ve snimku faze), jelikoz
jeden z déli¢tu svazkl neodpovidal pozadovanym parametrim a nevydrzel teplotu 37 °C.

Tabulka 5.5: Tabulka vyhodnocenych dat v druhém meéfeni.

Bunka n°l n°2 n°3 n°4
Celkova vzdalenost d [pm] 515,33 637,72 340,82 737,97
Euklidova vzdélenost dgyeiq [pm] 143,95 127,28 93,74 155,24
Rychlost v [pm/s] 2,147-1072 | 2,657-1072 | 1,420-1072 | 3,074-1072
Smeérovost S 0,28 0,20 0,28 0,21
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5. EXPERIMENTALNI CAST

Obrazek 5.18: Drahy bunék zakreslené ve snimku faze v druhém méreni.

5.2.4. III. méreni

Ve tiretim méteni se jednalo se o dlouhodobé snimani s intervalem 64 sekund a primeéro-
vanim 3 snimky za sekundu. Sniméani bylo zahajeno ihned po pridani chemoatraktantu.
Celkem bylo ziskdno 1300 snimkii, ale zpracovan byl jen kazdy druhy. Dlezité parametry
tohoto méreni jsou uvedeny v tabulce 5.6.

Tabulka 5.6: Tabulka parametri pii pozorovani ve tfetim méfeni.

Primeérovani 3 snimky za sekundu
Interval sniméani 64 s
Celkova doba snimani 12 hodin
Pocet snimki 1300

Pocet zpracovanych snimki 650

Vyhodnoceni
Pro vyhodnoceni byly opét vybrany ¢tyti bunky, u kterych byl zaznamenavan pohyb, resp.

jsou drahy bunék zobrazeny na obrazku 5.20. Hodnoty celkové drahy bunky, Euklidovy
vzdalenosti, celkové rychlosti pohybu a smérovosti pohybu bunék jsou uvedeny v tabulce
5.7. Ve tfetim méfeni bylo zahajeno sniméani ihned po pfidani chemoatraktantu FTS a bu-
nky se také hned zacaly pohybovat. Ale ani v tomto pripadé nebyla chemotaxe potvrzena,
protoze bunky se pohybovaly do vSech smér.
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Obréazek 5.19: Drahy bunék ve tietim méreni.

Obrazek 5.20: Drahy bunék zakreslené ve snimku faze ve tfetim méreni.
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Tabulka 5.7: Tabulka vyhodnocenych dat ve tfetim méfeni.

5. EXPERIMENTALNI CAST

Burika n°l n°2 n°3 n°4
Celkova vzdalenost d [pm] 1884,15 997,39 1063,48 1524,44
Euklidova vzdélenost dguciq [nm)] 216,36 234,83 318,21 18,36
Rychlost v [m/s] 4,199-10 2 | 2.223-10 2 | 2,370-10 2 | 3,397-10 2
Smérovost S 0,11 0,24 0,30 0,10

5.2.5. Shrnuti

Celkem byla provedena tfi méfeni, ve kterych byl zaznamenavan pohyb bunék v komtir-
kach p—Slide Chemotaxis 2D. V prvnich dvou priipadech se bunky zacaly pohybovat az
nékolik hodin poté, co bylo ptfidano fetalni teleci sérum. A proto v dobé, kdy byl pohyb
zaznamenan, se chemoatraktant nachézel v prostoru celé komirky a chemotaxe nebyla
ocekavana. Ve tretim meéteni se buniky zacaly pohybovat ihned po pfidani chemoatrak-
tantu, kdy bylo také zahajeno snimani. Ale ani v tomto pfipadé se nepodarilo prokazat
chemotaxi bunék, jelikoz bunky se pohybovaly do vsech sméri. Ve vsech tfech métenich
byl sice sledovan pohyb bunék, ale nejednalo se o chemotaxi. Ani v jednom pripadé se
nepotvrdil pohyb v jednom sméru.

Jednotlivé trajektorie bunék byly vytvofeny z bodt, resp. vektora (z; —x; 1,y —Yi_1)-
Nasledné byl urcen thel vektoru od 0° do 360° (bez nulovych vektori) a tyto uhly byly
roztiidéné do kategorii po 30°. Tim vznikly ¢etnosti zastoupeni jednotlivych sméri pohybu
bunék, které jsou zaznafeny v kruhovych histogramech (obrazek 5.21). Rychlost pohybu
bunék se pohybovala mezi hodnotami 1,420-1072 a 4,232-1072 pm/s. Nejkrat$i urazend
celkova vzdalenost byla 340,82 pm a nejdelsi 1884,15 pm.

(a) (b) ()

Obrazek 5.21: Kruhovy histogram zobrazujici sméry pohybu vSech ¢tyt bunék z (a) I.
méteni, (b) II. méfeni a (c) III. méfeni.
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5.3. OSMOTICKE JEVY V BUNKACH
5.3. Osmotické jevy v bunkach

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat a zaznamenévat osmotické jevy v buiikach. Pro
pozorovani byly pouzity komiirky p—Slide I Luer, do kterych byly nasazeny bunky v médiu
(viz ¢ast 5.1.2). Komtirka byla napojend na pumpu, ktera zajistovala kontrolovany pritok
kapaliny. Zapojeni je zobrazené na obrazcich 5.22(a) a 5.22(b). V prvnich ¢tyfech méfeni
komiirkou protékalo nejdiive médium M1H, poté médium v uréitém pomeéru ziedéné s vo-
dou (9:1, 7:3, 3:7 a 1:9). Prutok této kapaliny zpusobil bobtnani bunék ve snaze o vy-
rovnani koncentrace pfes polopropustnou membranu bunék (hypotonicky déj). V patém
méfeni komtiirkou protékal nejdiive roztok tvoren z médii F10 a H-MEMd 10x v poméru
3:7, kdy doslo ke smrsténi bunék (hypertonicky déj). Poté ptes komirku protékalo pouze
médium F10, doslo ke zpétné reakci a buiiky se vratily do ptivodniho stavu (hypotonicky
déj).

Obréazek 5.22: (a) Fotografie pumpy a zapojeni komtrky p—Slide I Luer, (b) celkovy pohled
na zapojeni komtrky k pumpé.

Celkem bylo provedeno pét méteni. Kazdé ze snimani trvalo okolo 10 minut, interval
sniméni byl nastaven vzdy na 2 sekundy. Ve vSech méfenich bylo vybrano nékolik bunék,
jejichz faze byla zaznamenavana. K experimenttim byl pouzit objektiv se zvétSenim 10 x
a numerickou aperturou NA= 0,3. Déle byl pouzit filtr s maximalni propustnosti na vinové
délce A = 650 nm (viz tabulka 5.8).

Tabulka 5.8: Tabulka parametri pfi pozorovani osmozy.

zvetseni 10X
okt _Z
Objektiv numerickd apertura NA= 0,3
. max. propustnost na A = 650 nm
Filtr e :
polositka maxima 10 nm
Primérovani 3 snimky za sekundu
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5.3.1. Analyza dat — prepocet faze na suchou hmotu

Stejné jako v pripadé chemotaxe byly snimky navazané faze v téchto experimentech ote-
vieny a zpracovany v programu ImageJ. Opét byly bunky nejdiive odprahovany od po-
zadi (Image = Adjust = Threshold). Prahovaci hodnoty se pohybovaly okolo hodnoty
0,08 rad. V dalsim kroku byla oznacena oblast, ve které probihala analyza (Freehand
selections). Vystupem tohoto experimentu byla zvolena pouze suma celkové faze buiiky
(Integrated Density), jejiz hodnoty byly zobrazeny v okné Results. Hodnoty celkové faze
byly dale vyhodnocovany a prepocitany na hodnoty ekvivalentu suché hmoty.

Prepocet faze na hodnoty suché hmoty [15]

Podle G. Popescua [13] 1ze pomoci zpozdéni faze svételného svazku uréit hodnoty suché
hmoty:
A
= —(AD)A 9.9
m= o (AD)A (5.5

kde m predstavuje suchou hmotu buiiky v pg, A plochu buitky v pm?, A vlnovou délku
zdroje v pm, « specificky refrakéni prirtistek v pm? - pg™ a (A®) primérny fazovy rozdil
v radidnech.

Vyhodnoceni dat

Pomoci programu ImageJ byly ziskdny hodnoty celkové zmény faze AP. Jedna se o soucet
hodnot v jednotlivych pixelech (p je pocet pixelii buiiky), které byly oznaceny jako burka:

Pii pouziti objektivii se zvétsenim 10x odpovidéd 1 pixel plose A, = 0,4 pm?, a proto
bylo potifeba hodnoty ziskané pomoci programu ImagelJ vynasobit ¢islem 0,4. Plocha
bunky A je rovna:

A =pA,. (5.7)

Po dosazeni predchozich vztaht (5.6) a (5.7) byly ziskané hodnoty celkové zmeény faze
na plochu prepocteny na hodnoty ekvivalentu suché hmoty M podle jiz uvedeného vzorce
od G. Popescua (5.5):

A AD A

:27Ta P
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5.3.2. 1. méreni

V prvnim meéfeni se jednalo o snimani s intervalem 2 sekundy a primérovanim 3 snimky
za sekundu. Celkem bylo béhem 14 minut ziskano pfes 400 snimkti. Pomér média a vody
byl 9:1. Hypotonicky roztok zacal protékat pres komirku po paté minuté. Dilezité para-
metry tohoto méreni jsou uvedeny v tabulce 5.9.

Tabulka 5.9: Tabulka parametri pii pozorovani osmoézy v prvnim meéreni.

Interval snimani 2s
Celkova doba sniméani || 14 minut
Pocet snimkii 416
Pomér média a vody 9:1
Cas zahajeni priitoku 5 minuta
hypotonického roztoku ||

Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni prvniho métfeni byla vybrana pouze jedna buika, protoze s pomérem
média M1H a vody 9:1 nebyl ocekavan hypotonicky déj. Tento predpoklad byl naplnén.
Na obrazku 5.23 je zobrazena vybrana bunka. Na dalsim obrazku 5.24 je zobrazen graf
— hodnoty suché hmoty v zavislosti na case.

Obrazek 5.23: Vybrané bunky z prvniho méfeni osmozy.
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Obrazek 5.24: Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase v prvnim méfeni osmozy.

5.3.3. II. méreni

Druhé méfeni trvalo 10 minut a bylo ziskano pies 300 snimkt. Interval snimani byl nasta-
ven na 2 sekundy s primeérovanim 3 snimky za sekundu. Pomér média M1H a vody byl
7:3. Hypotonicky roztok zacal protékat pres komurku ptiblizné v paté minuté. Parametry
tohoto méfeni jsou uvedeny v tabulce 5.10.

Tabulka 5.10: Tabulka dtlezitych parametri pii pozorovani osmoézy v druhém méfeni.

Interval sniméani 2s
Celkova doba sniméani || 10 minut
Pocet snimki 308
Pomér média a vody 7:3
Cas zah4ajeni priitoku 5 minuta
hypotonického roztoku |

Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni druhého méreni byly vybrany ¢étyii bunky. Hypotonicky roztok byl
tvoren médiem M1H s vodou v poméru 7:3. Ani v tomto pfipadé nebyl zpozorovan skok
v hodnotéach suché hmoty — hypotonicky déj nenastal. Na obrazku 5.25 jsou zobrazeny
vybrané bunky. Na dalsim obrazku 5.26 je zobrazen graf — hodnoty suché hmoty v za-
vislosti na case.
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5.3. OSMOTICKE JEVY V BUNKACH

Obréazek 5.25: Vybrané butiky z druhého méfeni osmozy.
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_ meédiun M1H : voda(7:3)
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Obrazek 5.26: Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase v druhém méfeni osmozy.

5.3.4. III. méreni

Tteti méreni s pomérem média a vody 3:7 probéhlo celkem dvakrat. Poprvé trvalo 6 minut
a ziskdno bylo 187 snimku (IIT A), podruhé 8 minut a ziskdno bylo 240 snimku (III B).
Interval snimani byl v obou pfipadech nastaven na 2 sekundy s primérovanim 3 snimky
za sekundu. Hypotonicky roztok zacal protékat pies komtrku v prvnim ptripadé po ¢tvrté
minuté a v druhém hned ze zacatku méteni, a to pred prvni minutou. Tyto parametry
jsou uvedeny v tabulce 5.11.
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Tabulka 5.11: Tabulka dtlezitych parametri pii pozorovani osmézy ve tietim meéreni.

Interval sniméani 2s
Pomér média a vody 3:7
Celkova doba sniméani III A 6 minut
Pocet snimku IIT A 187

Cas zahajeni pritoku

hypotonického roztoku IIT A 4. minuta
Celkova doba sniméani 111 B 8 minut
Pocet snimku 111 B 240
Cas zah4jeni priitoku .

1. minuta

hypotonického roztoku III B

Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni tfetiho méreni byly vybrany ¢tyti resp. pét bunék. Hypotonicky roztok
byl tvofen médiem M1H s vodou v poméru 3:7. V prvnim pokusu doslo k hypotonickému
déji pouze u dvou bunék, proto byl tento experiment zopakovan. U druhého pokusu doslo
ke skoku v hodnotéch suché hmoty u vSech péti bunék. Na obrazcich 5.27(a) a 5.27(b)
jsou zobrazeny vybrané bunky. Na dalsich obrazcich 5.28 a 5.29 jsou zobrazeny grafy —
hodnoty suché hmoty v zavislosti na case.

() (b)

Obrazek 5.27: (a), (b) Vybrané buiiky ze tifetiho méfeni osmézy.
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Obrazek 5.28: Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase ve tfetim méreni osmozy.
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Obrazek 5.29: Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase ve tfetim méfeni osmozy.
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5.3.5. IV. méreni

Ctvrté méfeni trvalo 9 minut a bylo ziskdno 270 snimkfi. Interval snimani byl nastaven
na 2 sekundy s primérovanim 3 snimky za sekundu. Pomér média M1H a vody byl
1:9. Hypotonicky roztok zacal protékat pfes komurku priblizné v sedmé minuté. Dilezité
parametry tohoto méteni jsou uvedeny v tabulce 5.12.

Tabulka 5.12: Tabulka dtlezitych parametri pii pozorovani osmoézy ve ¢tvrtém méfeni.

Interval sniméani 2s
Celkova doba sniméani 9 minut
Pocet snimkt 270
Pomér média a vody 1:9
Cas zahajeni priitoku 7 minuta
hypotonického roztoku ||

Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni ¢tvrtého méfeni byly vybrany c¢tyfi bunky. Hypotonicky roztok byl
tvofen médiem M1H s vodou v poméru 1:9. Hypotonicky déj, resp. skok v hodnotéach
suché hmoty nastal ihned po zahajeni pritoku hypotonického roztoku. Na obrazku 5.30
jsou zobrazeny vybrané buiiky. Na obrazku 5.31 je zobrazen graf pro bunku ¢. 1, kterd ma
vy$si hodnoty suché hmoty, a proto jsou jeji hodnoty zaneseny do grafu zvlast. Na dals$im
obrazku 5.32 je zobrazen graf pro dalsi ¢tyfi bunky.

Obréazek 5.30: Vybrané buriky z ¢tvrtého méfeni osmdzy.
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Obréazek 5.31: Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase ve ¢tvrtém méfeni osmozy pro
burku €. 1.
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Obréazek 5.32: Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase ve ¢tvrtém méfeni osmozy pro
bunky ¢.2, 3, 4 a 5.
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5.3.6. V. méreni

Paté méreni trvalo priblizné 13 minut a ziskano bylo pfes 400 snimki. Jako médium
byl pouzity roztok slozeny z média F10 a H-MEMd (10x nafedéné s tkatovou vodou)
v poméru 3:7. Nejdiive komtrkou s bunikami protékal zminény roztok, poté jen samotné
médium F10. V tomto méfeni bylo cilem pozorovat hypotonicky déj s pouzitim rizné
prahovaci hodnoty, resp. rizného vybéru oblasti v butice pro analyzu. Interval snimani
byl nastaven na 2 sekundy s primérovanim 3 snimky za sekundu. Hypotonicky roztok
zacal protékat pres komtirku priblizné v devaté minuté. Dilezité parametry tohoto métreni
jsou uvedeny v tabulce 5.13.

Tabulka 5.13: Tabulka dutlezitych parametri pii pozorovani osmozy v patém méfeni.

Interval sniméani 2s
Celkova doba snimani 13 minut
Pocdet snimki 400

Pomér média F10 a H-MEMd 3:7
Cas zah4jeni priitoku
hypotonického roztoku

9. minuta

Obréazek 5.33: Vybrané buiika z patého méfeni osmozy.

Vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni patého méfeni byla vybrana jedna buiika (obrazek 5.33). Roztok byl
tvofen médiem F10 a spolecné s médiem H-MEMd v poméru 7:3. Roztok zpiisobil, Ze se
bunky nejdiive smrstily (hypertonicky déj), nicméné po devaté minuté, kdy pies komurku
zacalo protékat opét jen médium F10, se buriky vrétily do ptvodniho stavu (hypotonicky
déj). Zaznamenéana byla pouze druh4 ¢ast, kdy doslo k nartistu v hodnotéch suché hmoty.
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Nejdiive probéhla analyza pfes celou plochu bunky, poté pouze v okoli jadra. V prvnim
pripadé byla pouzita prahovaci konstanta 0,06 rad a skok v hodnotéch suché hmoty byl
nepatrny. Az v druhém pripadé, kdy vypocet probihal v okoli jadra a prahovaci hodnota
byla nastavena na 0,40 rad, byl skok vyraznéjsi. Vyhodnocena data byla zanesena do grafu,
viz obrazek 5.34.
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Obrazek 5.34: Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase v patém méfeni osmozy.

5.3.7. Shrnuti

Celkem bylo provedeno pét méfeni, ve kterych byl sledovan hypotonicky déj. Byla za-
znamenavana faze, ktera byla pfepoctena na hodnoty suché hmoty. Hypotonicky déj byl
pozorovan v komurce p—Slide I Luer, ktera byla napojena na pumpu. Tato pumpa umozno-
vala kontrolovat pritok hypotonického roztoku. Ve ¢tyfech mérenich se jednalo o médium
MI1H v rizném poméru s vodou — 9:1, 7:3, 3:7 a 1:9. V prvnich dvou ptipadech hypoto-
nicky déj nebyl sledovan, nicméné tato reakce byla oc¢ekavana, protoze rozdil koncentraci
uvniti a vné bunky byl maly. V dalsich méfenich jiz skok v hodnotach suché hmoty nastal
v reakci na pritok hypotonického roztoku. V tabulce 5.14 jsou shrnuty vysledky téchto
méteni. M, resp. M, zde predstavuji primérné hodnoty suché hmoty buiiky pied a po za-
hajeni pritoku hypotonického roztoku. Na obrazku 5.35 je zachycen rist suché hmoty ze
¢tvrtého experimentu. V patém méreni bylo pouzito médium F10 a médium H-MEMd 10 x
v poméru 3:7. Nejdiive komirkou protékal zminény roztok, ktery zpiisobil smrsténi bunék
(hypertonicky dé&j). Od 9. minuty pfes komtrku protékalo pouze médium F10, a proto se
bunky vratily do ptivodniho stavu (hypotonicky dé&j). Data byla vyhodnocovana pouze
z druhé ¢asti méteni. V pripadé, kdy byla data vyhodnocovana z celé plochy bunky, skok
v hodnotach suché hmoty témétr nenastal. Vyraznéjsi skok byl pouze v pripadé analyzy
v okoli jadra bunky. Celkové jednotliva méfeni splnila ocekavani a biologické predpoklady.
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5. EXPERIMENTALNI CAST
Tabulka 5.14: Tabulka shrnujici vysledky méfeni hypotonického déje, resp. hodnot suché

hmoty. M, a M, predstavuji primérné hodnoty suché hmoty buiiky pfed a po zahéjeni
prutoku hypotonického roztoku.

Pomér média a vody || butika | My [pg] | Ms [pg]
9:1 1 605,0 601,4
1 794,0 794,0

7.3 2 732,8 721,5
3| 3688 | 3661

i | 31490 | 3073

1 | 5167 | 5572

. 3 | 3496 | 3566
' 3 369,2 364,6
4 435,2 464,8

1 340,1 o77,3

2 404,5 553,3

3:7 3 309,6 5422
1 | 2805 | 4439

5 421.8 596,4

1| 7165 | 7987

5 | 2792 | 3182

1:9 3 363,4 398,7
4 363,8 395,9

) 377,3 399,2

pired zahajenim pii zahajeni
pritoku pritoku

Obrazek 5.35: Rist suché hmoty bunék zachyceny v poslednim experimentu.
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6. Zavér

Diplomovéa prace s ndzvem Pozorovani vlivu vnéjsiho prostredi na Zive bunky hologra-
fickym mikroskopem je rozdélena do tii ¢asti. Prvni dvé c¢asti jsou teoretické, ta tfeti se
zaméfuje na experimenty. V prvni ¢asti (kapitola 3) je nejdfive popsan vyvoj holografické
mikroskopie na UFI FSI VUT v Brné, véetné schémat navrzenjch mikroskopti. Déle je
predstaven novy multimodalni holograficky mikroskop, ktery byl umistén v laboratoti Ex-
perimentalni biofotoniky v roce 2013. Tento mikroskop byl také pouzit k experimentim
diplomové préce. Disponuje celkem tFemi médy (reflexni, transmisni a fluorescencni). Jeho
schéma je zobrazeno na obrazku 3.4 a popsano v sekci 3.2. V této sekci je také popsano
spusténi a nastaveni mikroskopu pfed pozorovanim a nasledné i zpracovani ziskaného
interferogramu.

V dalsi ¢asti (kapitola 4) je pojednano o vlivu vnéjsiho prostiedi na bunky. V sekcich
4.2 a 4.3 je predstavena chemotaxe a osmdza bunék jako jeden z projevi jejich zivota.
Césti 4.2.3 a 4.3.2 obsahuji reserse na téma chemotaxe a osmotické jevy v mikroskopii.
V ramci reserse chemotaxe jsou predstaveny komiirky pouzivané pro pozorovani chemo-
taxe. V pripadé reSerse osmozy jsou predstaveny rtizné techniky pouzité k pozorovani
a také rizné zpusoby zpracovani vysledki.

Druh4 polovina diplomové préce je vénovana experimentalni ¢asti (kapitola 5). Je zde
nejdiive pojednano o kultivaci bunék K2 (¢ast 5.1.1), které byly pouzity k experimenttim.
Déle jsou predstaveny pouzivané komtrky p—Slide Chemotaxis 2D a y—Slide I Luer od
firmy Ibidi, véetné jejich pfipravy k pozorovani (¢ast 5.1.2). V dalsich sekcich jsou predsta-
veny experimenty této prace — chemotaxe bunék (sekce 5.2) a osméza bunék (sekce 5.3).
V téchto castech je popsano jak zpracovani vysledki, tak i vyhodnoceni dat a nasledné
vysledky jednotlivych méfeni.

Sekce 5.2 je vénovana experimentiim chemotaxe bunék. Celkem byla provedena tii
meéreni, ve kterych bylo cilem pozorovat pohyb bunék K2 na zékladé chemického pod-
nétu. Jako chemoatraktant bylo pouzito fetalni teleci sérum. V prvnich dvou piipadech
se bunky zacaly pohybovat az nékolik hodin poté, co bylo pridano fetalni teleci sérum.
V dobé, kdy byl pohyb zaznamenavan, se chemoatraktant nachazel v prostoru celé ko-
murky a chemotaxe nebyla ocekavana. Ve tfetim meéteni se bunky zacaly pohybovat ihned
po pridani chemoatraktantu, kdy bylo také zahajeno sniméni. Ale ani v tomto pfipadé
se nepodarilo prokazat chemotaxi bunék, bunky se pohybovaly do vSech smért. Ve vsech
tfech métenich byl zaznamenan pohyb bunék, bohuzel ani v jednom méfeni se vsak nejed-
nalo o smérovou migraci — chemotaxi, nybrz pouze o klasicky pohyb bunék. Ani v jednom
piipadé se nepotvrdil preferovany smér pohybu (viz obrazek 5.21). Pohyby bunék byly
zaznamenany do grafii a jsou zobrazeny na obrazcich 5.15, 5.17 a 5.19.

V dalsi sekci (5.3) jsou predstaveny experimenty, ve kterych bylo cilem sledovat a za-
znamenavat osmotické jevy v bunikdch K2. Bylo provedeno dohromady pét méteni. V prv-
nich ¢tyfech méfenich bylo pouzito médium M1H v uréitém poméru ziedéné s vodou (9:1,
7:3, 3:7 a 1:9). V patém méfeni bylo pouzito médium F10 s médiem H-MEMd 10X v po-
meéru 3:7. Ve vSech pripadech protékalo médium pomoci pumpy pfes komtrku s bunkami
K2. Pritokem média M1H bylo zptisobeno bobtnani bunék ve snaze o vyrovnani koncent-
race pres polopropustnou membranu bunék. V pripadé, kdy bylo médium M1H v poméru
s vodou 9:1 a 7:3, nebyl skok v hodnotach suché hmoty zpozorovan. Nicméné tato reakce
byla ocekavana, protoze rozdil koncentrace vné a uvniti buitkky nebyl vyrazny. V dalsich
dvou meétenich, kdy byl pomér média s vodou 3:7 a 1:9, skok v hodnotach suché hmoty
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6. ZAVER

nastal. Hodnoty suché hmoty v zavislosti na ¢ase béhem osmotického déje jsou zobrazeny
v grafech na obrazcich 5.24, 5.26, 5.28, 5.29, 5.31 a 5.32. V piipadé pouziti média F10
bylo zptisobeno nejdiive smrsténi bunék — komtrkou protékalo médium F10 spolecné
s médiem H-MEMd 10x (hypertonicky déj). Nasledné probéhl i opaény proces zpiisobeny
pritokem samotného média F10, kdy se buriky vrétily do ptvodniho stavu (hypotonicky
déj). Na této druhé ¢asti méfeni byla ukézana dilezitost vybéru oblasti (resp. hodnota
prahovani), ve které probihalo vyhodnoceni dat. V pfipadé, kdy analyza probihala v ob-
lasti celé butiky a hodnota prahovani byla nastavena na 0,06 rad nebyl zpozorovan vyrazny
skok v hodnotach suché hmoty. Poté, co byla hodnota prahovani nastavena na 0,40 rad
a analyza probéhla pouze v okoli jadra bunky, byl skok v hodnotach suché hmoty da-
leko vyrazn€jsi. Obé zavislosti jsou zobrazeny v grafu na obrazku 5.34. Jednotlivd méreni
splnila oc¢ekavani a potvrdila biologické predpoklady.

Pfedem dané cile (nédvrh vhodnych experimentt s ohledem na vyuziti vyhod holo-
grafické mikroskopie, provedeni a optimalizace navrzenych experimenti za pouziti mul-
timodalniho holografického mikroskopu, zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat) diplo-
mové prace byly splnény. Byly navrzeny a provedeny odpovidajici experimenty chemotaxe
a osmozy buné€k. Ziskana data byla dale zpracovana a vyhodnocena. V pfipadé chemo-
taxe bunék byla zvladnuta problematika trasovani bunék, ke které slouzil program ImageJ.
U osmotickych jevi bylo navazano na bakalarskou praci s nazvem Meéreni rozloZeni ekviva-
lentu such€ hmoty buriky kvantitativnim fazovym kontrastem koherenci rizeného hologra-
fického mikroskopu. Pro vypocty byl opét pouzit pfepocet faze na hodnoty suché hmoty
podle G. Popescua [15].

V ramci diplomové prace byly ukazany aplikace, které vyuzivaji vyhod multimodalniho
holografického mikroskopu. Mezi nejvétsi vyhody pouziti MHM v téchto aplikacich patti
skutec¢nost, ze hologram nese kvantitativni informaci o fazi, ktera je pfimo umérna suché
hmoté bunky. Experimenty potvrdily, Ze multimodalni holograficky mikroskop je vhodnym
nastrojem pro neinvazivni pozorovani zivych bunék.
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