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Barbora Kuželová
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Anotace

Studium nitrobuněčné motility v krátkých časových úsećıch je kĺıčové pro hlubš́ı porozuměńı

buněčným proces̊um. Pro dosažeńı tohoto ćıle je nutné stanovit optimálńı sńımkovaćı inter-

val, který zajist́ı maximálńı rychlost źıskáváńı dat při zachováńı vysoké kvality a relevance

sńımk̊u. V rámci výzkumu byly vybrány dvě buněčné linie, K2 a T15, které byly pasážovány

a následně analyzovány. Pro zobrazováńı byl použit hiQPI mikroskop. Sńımky źıskané při

r̊uzných sńımkovaćıch intervalech byly zpracovány metodou AID (Analytical Image Differen-

cing). Na základě analýzy takto zpracovaných sńımk̊u byla sestavena statistika, která umožnila

identifikovat nejvhodněǰśı sńımkovaćı interval pro dané experimentálńı podmı́nky.

Kĺıčová slova

biologie živé buňky, kvantitativńı fázové zobrazeńı, nitrobuněčná motilita, buněčná śıla, sńımkovaćı

rychlost

Annotation

The study of intracellular motility over short time intervals is crucial for a deeper understan-

ding of cellular processes. To achieve this goal, it is necessary to determine the optimal imaging

interval that ensures the maximum data acquisition speed while maintaining high quality and

relevance of the images. For this research, two cell lines, K2 and T15, were selected, passaged,

and subsequently analyzed. Imaging was performed using the hiQPI microscope. Images captu-

red at different imaging intervals were processed using the AID (Analytical Image Differencing)

method. Based on the analysis of these processed images, statistics were compiled to identify

the most suitable imaging interval for the given experimental conditions.
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1.1 Mikroskopie světlého pole . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
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Úvod

Mikroskopie je kĺıčovým nástrojem pro moderńı vědu a technologii. Umožňuje pozorovat struk-

tury a procesy na úrovni, která je pro lidské oko nedostupná, a poskytuje cenné informace, které

jsou nezbytné pro pokrok v medićıně a daľśıch oborech. Detailńı zkoumáńı buněk, tkáńı a mik-

roorganismů, je nezbytné pro včasnou detekci nemoćı, jako jsou rakovina, infekce, autoimunitńı

poruchy nebo genetické vady. Obzvláště pak pozorováńı chováńı živých buněk v reálném čase

je nezbytné při vývoji nových léčiv a jejich testováńı [1]. Sledováńım buněčných reakćı na r̊uzné

léky źıskáváme informace pro optimalizaci léčebných strategíı a zajǐstěńı co největš́ı efektivity

s minimálńımi vedleǰśımi účinky.

Výzkumná skupina Experimentálńı Biofotoniky na CEITECu VUT se dlouhodobě zabývá

reakcemi živých buněk na složeńı jejich živého prostřed́ı s obsahem protinádorových léčiv a stu-

diem jejich motility [2, 3, 4, 5]. V současnoti se zabývaj́ı spolupraćı s Prof. RNDr. Janem

Brábekem, Ph.D. na vývoji migrastatik [6, 7, 8], což jsou inhibitory snižuj́ıćı či př́ımo zastavuj́ıćı

schopnost nádorových buněk proniknout skrz extracelulárńı tkáň a založit sekundárńı nádory -

metastázy. Pojem migrastatik vznikl z myšlenky prof. RNDr. Jana Brábka, Ph.D. a výzkumného

týmu českých vědc̊u [6] z mezinárodńıho centra Biocev, jako pátý piĺı̌r protirakovinné léčby.

Rakovinné onemocněńı se vyznačuje abnormálńı buněčnou proliferaćı a potenciálem š́ı̌rit se

do daľśıch část́ı těla. Převládaj́ıćım znakem je nekontrolovatelný klonálńı r̊ust, proti němuž se

projevila chemoterapie a radioterapie jako účinné řešeńı. Nádory jsou však provázeny lokálńı

invaźı a metastazováńım. Z tohoto d̊uvodu je hlavńı př́ıčinou selháńı léčby vytvořeńı nových

mutaćı, které jsou proti těmto metodám rezistentńı. Léčba by tedy měla být doplněna o inhi-

bitory zastavuj́ıćı schopnost nádorových buněk proniknout skrz extracelulárńı tkáň a založit

sekundárńı nádory. Těmito léčivy by mohly být tzv. migrastatika (z latinského
”
migrare“

a řeckého
”
statikos“). Buněčná invaze je ovlivňována r̊uznými extracelulárńımi podněty a za-

hrnuje mnoho signálńıch drah, které v konečném d̊usledku reguluj́ı kontraktilitu aktomyozinu

a polymerizaci aktinu, což jsou dva základńı mechanismy ř́ıd́ıćı buněčnou motilitu. Vzhledem

k tomu, že signálńı dráhy reguluj́ıćı buněčnou invazi jsou vysoce redundantńı, inhibice kterékoli

z těchto drah může být překonána a povede k rezistenci, která vycháźı z jiného signálńıho

okruhu obcházej́ıćıho inhibovanou dráhu. Migrastatika by se tedy měla zaměřit na základńı

mechanismy (buněčnou kontraktilitu a polymerizaci aktinu), aby účinně inhibovala buněčnou

invazi.
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Společný výzkum využ́ıvá jak základńı metody mikroskopie, tak ty pokročilé, které jsou

schopny kvantifikovat zaznamenaná obrazová data, měřit přesuny buněčné hmoty v prostoru

a čase.

Ćılem této práce je stanovit maximálńı sńımkovaćı rychlost mikroskopu, v rámci které je

ještě možno rozpoznat vnitřńı motilitu rakovinné buňky.
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1 Základńı metody mikroskopie

Běžně se v mikroskopii využ́ıvá viditelného světla, tedy malé části spektra elektromagnetického

zářeńı v rozmeźı přibližně 380 – 760 nm, které je schopno lidské oko zachytit pomoćı tyčinek

a č́ıpk̊u na śıtnici. Pro sńıžeńı fototoxicity se využ́ıvá světlo o vlnové délce 650 nm. Buňka je

z fyzikálńıho pohledu membránami ohraničený vodný roztok, v němž jsou rozpuštěny proteiny,

cukry a lipidy [9]. Právě tyto látky se od vody lǐśı vyšš́ım indexem lomu. Je tak zpravidla

ovlivněna fáze vlny, která buňkou procháźı, přičemž amplituda této vlny je prakticky neo-

vlivněna [10, 11]. Pro výzkum živých buněk bylo vyvinuto mnoho pozorovaćıch metod, z nichž

každá má své výhody a nevýhody a je velmi d̊uležité zvolit správnou metodu pro daný typ

buněk.

1.1 Mikroskopie světlého pole

Metoda světlého pole je základńı a také jedna z nejjednodušš́ıch metod zobrazeńı, viz obrázek

1.1. Tato metoda funguje na principu diaskopického osvětleńı, kdy se pozorovaný objekt nacháźı

mezi zdrojem světla a objektivem [12]. Nejčastěji se jako zdroj osvětleńı využ́ıvá LED dioda,

která vyzařuje polychromatické zářeńı. Pomoćı osvětlovaćı soustavy, která se skládá z kolek-

toru, polńı clony, aperturńı clony kondenzoru a kondenzoru (Köhlerovo osvětleńı), se úzký

svazek světla fokusuje na vzorek, který část jeho intenzity absorbuje v závislosti na optické

hustotě preparátu a t́ım se amplitudově moduluje. Světlo následně procháźı objektivem, který

je umı́stěn bĺızko vzorku. Objektiv vytvář́ı zvětšený obraz vzorku v ohniskové rovině okuláru.

Ten jej společně s čočkou lidského oka promı́tá na śıtnici. Obrovskou výhodou této metody je

jej́ı jednoduchost. Výsledným obrazem je pak kontrastńı objekt na světlém pozad́ı. Tato metoda

neńı ovšem vhodná pro všechny typy buněk. Při této metodě se použ́ıvaj́ı barvené a přirozeně

pigmentované preparáty s vysokým kontrastem (např. rostlinná buňka obsahuj́ıćı chlorofyl).

Mezi nejčastěji pozorované objekty t́ımto zp̊usobem se řad́ı barvené tkáně z histologických

vzork̊u.

3



pupila oka

okulár

polní clona (měřící rysky)
primární zobrazení

aperturní clona objektivu
ohnisková rovina

objektiv

vzorek

kondenzor

aperturní clona kondenzoru
ohnisková rovina

polní clona
kolektor

zdroj

K
öh

le
ro

vo
 o

sv
ět

le
ní

tu
bu

so
vá

 d
él

ka
tu

bu
so

vá
 d

él
ka

K
öh

le
ro

vo
 o

sv
ět

le
ní

Obrázek 1.1: Optické uspořádáńı mikroskopu světlého pole.

1.2 Mikroskopie temného pole

Při zkoumáńı buněk technikou temného pole se zvýš́ı kontrast transparentńıch buněk bez

nutnosti jejich nabarveńı. Nutnou podmı́nkou je, aby alespoň částečně rozptylovaly světlo,

které jimi procháźı. Zvýšeńı kontrastu doćıĺıme pomoćı vložeńı aperturńı clony. Tato clona je

umı́stěna do zadńı ohniskové roviny kondenzoru a má tvar propustného mezikruž́ı, viz obrázek

1.2. Aperturńı clona odst́ıńı centrálńı část světelného kuželu vycházej́ıćıho ze zdroje a ponechá

jen ty osvětluj́ıćı paprsky, které po pr̊uchodu kondenzorem dopadaj́ı pod velmi šikmým úhlem

na vzorek a mı́j́ı optiku objektivu. Na jednotlivých strukturách vzorku docháźı k rozptylu pa-

prsk̊u, které následně vstouṕı do pupily objektivu a vytvoř́ı obraz na kameře mikroskopu [13].

Při pozorováńı se vzorek jev́ı jako sv́ıt́ıćı na tmavém pozad́ı a je lépe pozorovatelný než při

použit́ı metody světlého pole. Většina paprsk̊u však vzorkem projde bez rozptylu, a proto se

na výsledném obrazu nepod́ıĺı. Nevýhodou této metody je malé množstv́ı informaćı o vnitřńı

struktuře vzorku a ńızká intenzita světla, která vyžaduje zdroj s vysokým výkonem.
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Obrázek 1.2: Optické uspořádáńı mikroskopu temného pole. Převzato a upraveno z [14].

1.3 Zernikeho fázový kontrast

Zernikeho fázový kontrast je mikroskopová metoda, která umožňuje zviditelnit živé, neobarvené

struktury, které by jinak byly špatně viditelné, kv̊uli podobnosti jejich indexu lomu s okolńım

médiem [15, 16]. Tento kontrast vzniká d́ıky interferenci světla, které procháźı vzorkem bez

rozptylu, a světla, které se na vzorku rozptýĺı. Optická konstrukce metody vycháźı z metody

světlého pole, viz obrázek 1.3. Před kondenzorem je umı́stěna clona ve tvaru propustného

mezikruž́ı, která propoušt́ı pouze okrajové paprsky a centrálńı část svazku odst́ıńı. Na vzorku

docháźı k rozptylu části dopadaj́ıćıho světla. Objektiv sb́ırá jak světlo rozptýlené, tak osvětluj́ıćı

nerozptýlené. Do zadńı ohniskové roviny objektivu je vložena fázová destička ve tvaru mezikruž́ı,

která posouvá fázi nerozptýlených paprsk̊u o π/2. Intenzita těchto paprsk̊u je nav́ıc sńıžena

neutrálńım filtrem, aby byla srovnatelná s intenzitou rozptýlených paprsk̊u. T́ım je zaručen

dobrý kontrast interferenčńıho obrazu.

Výhodou této techniky je schopnost zobrazit živé buňky, tkáňové kultury nebo bakterie

bez nutnosti barveńı, což nejen šetř́ı čas, ale zároveň minimalizuje možné narušeńı zdravého

stavu vzorku. Tato vlastnost umožňuje př́ımé sledováńı biologických proces̊u v reálném čase.

Nevýhodou metody je vznik halo efektu, který se objevuje na okraj́ıch buněk v mı́stech výrazných
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fázových skok̊u a komplikuje přesné určeńı hranic. Źıskaný obraz pouze vizualizuje pozoro-

vaný fázový objekt, bohužel bez možnosti měřeńı fázového zpožděńı, které buňka vnáš́ı do

procházej́ıćı vlny. Jedná se tedy pouze o vizualizaci fázových změn, tedy jde o nekvantitativńı

fázový kontrast. Přesto z̊ustává jednou z nejefektivněǰśıch metod pro pozorováńı struktur s in-

dexem lomu podobným okoĺı, které by byly v mikroskopii světlého nebo tmavého pole jinak

zcela neviditelné.

fázová destička

pupila oka

vzorek

objektiv

propustné 
mezikruží
kondenzoru

rozptýlené paprsky

kondenzor

zdroj

přímé
světlo

Obrázek 1.3: Optické uspořádáńı Zernikeho fázového kontrastu. Převzato a upraveno z [17].

1.4 Diferenciálńı inferenčńı kontrast

Diferenciálńı interferenčńı kontrast (DIC) slouž́ı ke zvýšeńı kontrastu při pozorováńı pr̊uhledných

fázových objekt̊u, jako jsou např́ıklad živé buňky. Metoda opět vycháźı z metody světlého

pole. Zdrojem světla je běžné polychromatické světlo, které procháźı polarizátorem, jenž fil-
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truje světlo a polarizuje ho na světelné paprsky s jedńım směrem polarizace. Každý světelný

paprsek je následně rozdělen na dva paprsky pomoćı optické komponenty zvané Wollaston̊uv

hranol. Tyto dva paprsky jsou vzájemně kolmo polarizovány, pohybuj́ı se velice bĺızko u sebe

rovnoběžně týmž směrem a procházej́ı vzorkem [18], viz obrázek 1.4. Tyto paprsky následně

dopadaj́ı na vzorek, kde docháźı k jejich fázovému posunu v závislosti na indexu lomu a tloušt’ce

vzorku. Po pr̊uchodu vzorkem jsou paprsky opět spojeny Wollastonovým hranolem a procházej́ı

analyzátorem, který zajist́ı jejich shodnou polarizaci a umožńı jejich vzájemnou interferenci

a vytvořeńı kontrastu v obrazové rovině. Intenzita interferenćı vzniklého obrazu záviśı př́ımo

úměrně na vzájemném fázovém posuvu paprsk̊u.

Nevýhodou je, že obraz vypadá jako šikmo osv́ıcený, což může komplikovat analýzu buněčných

hranic u softwarové analýzy. Společným hendikepem DIC a Zernikeho fázového kontrastu je

nekvantitativńı obraz pozorovaného vzorku. Výhodou DIC je opět možnost pozorováńı živých,

transparentńıch buněk a umožňuje vizualizace jemných struktur bez nutnosti použit́ı barviv.

analyzátor

Wollastonův hranol 
objektivu

vzorek

zdroj

objektiv

kondenzor

polarizátor

Wollastonův hranol
kondenzoru

Obrázek 1.4: Optické uspořádáńı mikroskopu pro diferenciálńı inferenčńı kontrast. Převzato

a upraveno z [19].
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1.5 Fluorescenčńı mikroskopie

Fluorescenčńı mikroskopie je metoda zvýšeńı kontrastu živých buněk pomoćı fluorescenčńıch

barviv, která jsou biologicky upravena, aby se vázala na specifické buněčné struktury a t́ım

je zvýraznila [20]. Při excitaci molekuly fluorescenčńıho barviva světlem specifických vlnových

délek (excitačńı spektrum) docháźı k absorpci energie, což vede k excitačńımu přechodu jeho

elektron̊u ze základńı hladiny S0 na vyšš́ı energetickou hladinu S1, viz modré šipky na obrázku

1.5b). Zpravidla je energie absorbovaného fotonu vyšš́ı než je rozd́ıl energíı mezi hladinami.

Přebytek energie je převeden na jeden z vibračńıch stav̊u molekuly (tenké černé hladiny). Poté

docháźı k vybračńı relaxaci (žlutá šipka), kdy se molekula fluorescenčńıho barviva zbavuje

části źıskané energie (ztráta energie ve formě tepla). Následně elektrony klesnou zpět z hla-

diny S1 do základńı energetické hladiny S0 a emituje se větš́ı část energie ve formě světla, což je

fluorescence. Tento proces je rychlý (poločas emise je méně než 10−8 s) a je charakterizován Sto-

kesovým posunem, kde emisńı spektrum světla má deľśı vlnové délky než excitačńı spektrum

světla. Aparatura mikroskopu zahrnuje zpravidla epifluorescenčńı osvětleńı, které umožňuje,

aby objektiv nejen osvětloval vzorek excitačńım zářeńım, ale zároveň sloužil ke sběru fluo-

rescenčńıho emisńıho zářeńı, viz obrázek 1.5a). Tento systém je vybaven fluorescenčńı kostkou,

která obsahuje několik kĺıčových optických komponent̊u: excitačńı filtr, který vyb́ırá světlo

požadované vlnové délky pro excitaci fluorescenčńıho barviva, dichroické zrcátko, které odráž́ı

excitačńı světlo a propoušt́ı světlo emisńı, a emisńı filtr, jenž zajǐst’uje, že na detektor nebo

do okuláru dopadá pouze fluorescenčńı zářeńı s požadovanou vlnovou délkou.

objektiv

zdroj

vzorek

excitační 
filtr

dichroické
zrcadlo

emisní
filtr

hranol

do okuláru
do kamery

fluorescenční 
kostka

energetické hladiny S0 a S1
absorbse (10-15 s)
fluorescence (10-10 - 10-7 s)
vibrační relaxace (10-12 - 10-10 s)

S0

a) b)

S0

S1

Obrázek 1.5: a) Epifluorescenčńı mikroskop. Převzato a upraveno z [21]. b) Jablonského dia-

gram. Převzato a upraveno z [22].

Výhodou metody je zvýšená citlivost detekce. Moderńı fluorescenčńı mikroskopy kombino-

vané s pokročilými zobrazovaćımi technikami umožňuj́ı sledovat i jednotlivé obarvené molekuly
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buňky, což je zásadńı pro pochopeńı biochemických proces̊u. Nevýhodou je nutnost vlastńıho

barveńı buněk, které je může negativně ovlivnit, a nutnost použit́ı r̊uzných fluorescenčńıch

kostek pro r̊uzná barviva.
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2 Kvantitativńı fázová mikroskopie

2.1 Kvantitativńı fázový kontrast pro biologii živé buňky

Kvantitativńı fázová mikroskopie (QPM - Quantitative Phase Microscopy) je soubor mikrosko-

pových technik pro neinvazivńı zobrazováńı živých buněk a tkáńı. Tyto metody nevyžaduj́ı pro

zobrazováńı metod imunochemie a umožňuj́ı monitorováńı buněk v reálném čase s minimálńı

fototoxicitou. Dokáž́ı také eliminovat nežádoućı artefakty, jako je např́ıklad halo efekt, známý

z již zmı́něného Zernikeho fázového kontrastu. Dı́ky své vysoké citlivosti jsou tyto metody

schopny detekovat i velmi malé změny ve fázi světelné vlny, která prošla vzorkem. Výsledný

zaznamenaný obraz je tedy fázový a kvantitativńı. Označuje se anglickou zkratkou QPI (Quan-

titative Phase Image). Tyto kvantitativně měřené fázové změny jsou pro biologii živé buňky

velmi d̊uležité, nebot’ je lze velice jednoduše přepoč́ıtat na hmotu buňky m(i, j):

m(i, j) =
ϕ(i, j)S

αk
, (2.1)

kde ϕ(i, j) je naměřené fázové zpožděńı, i, j jsou souřadnice pixelu QPI, S je plocha pixelu

kamery, k je vlnové č́ıslo použitého zářeńı a α je biologická konstanta, která umožňuje přepočet

fáze na hmotu buňky. Ta byla pro živočǐsné buňky stanovena experimentálně [10, 11]. Rozložeńı

hmotnosti buněk lze kvantifikovat v jednotkách pg/µm2. Samotné buňky maj́ı r̊uzné tvary

a velikosti v řádu deśıtek mikrometr̊u. Zvýšeńı celkové suché hmoty buňky může být považováno

za měř́ıtko jej́ıho r̊ustu [4]. Na rozd́ıl od běžného fázového kontrastu je QPI schopno poskytovat

kvantitativńı informace o rozložeńı hmoty v buňce a jeho změnách v čase. Za t́ımto účelem

je v současnosti vyv́ıjen specializovaný software na zpracováńı QPI sńımk̊u s názvem AID

(Analytical Image Differentiating) [23, 24].

QPI se ukázala jako nepostradatelná metoda v biologickém výzkumu, poskytuj́ıćı vysoce

kontrastńı a neinvazivńı zobrazeńı živých buněk a jejich tkáńı bez nutnosti barveńı a umožňuj́ıćı

zkoumáńı intracelulárńıho prostřed́ı a dynamiky buňky. Metoda je vhodná pro screening buněk

a tkáńı, in vitro studium buněčné migrace, sledováńı rakovinných buněk, testováńı lék̊u, či iden-

tifikaci patologických změn, jako je apoptóza nebo nekróza. Dále umožňuje sledováńı distribuce

suché hmoty v buňkách a chováńı buněk v 3D kolagenovém matrixu.
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2.2 Holografické mikroskopy

Holografické mikroskopy jsou v současnosti moderńımi př́ıstroji pro záznam kvantitativńıho

fázového kontrastu pozorovaného vzorku. Princip optické off-axis holografie je založen na tom,

že koherentńı světelný zdroj (laser) vyzařuje světelnou vlnu, která se rozděĺı na děliči svazk̊u

do dvou optických větv́ı mikroskopu. Tedy do předmětové a referenčńı větve, viz obrázek 2.6.

Světelná objektová vlna o, která dopadá na pozorovaný vzorek, j́ım procháźı. Fáze vlny je

ovlivněna, zat́ımco změny v amplitudě jsou minimálńı. Tato vlna následně interferuje s refe-

renčńı vlnou r, tedy vlnou procházej́ıćı referenčńı větv́ı mikroskopu. Ta neńı nijak ovlivněna.

Interference i je zaznamenána na čip digitálńı kamery. Jelikož se jedná o interferenci dvou šikmo

dopadaj́ıćıch vln, je interferogram př́ımo hologramem, plným záznamem obou vln a je popsán

vztahem:

i = |o+ r|2 = or∗ + o∗r + |o|2 + |r|2 . (2.2)

Aby bylo možné z hologramu źıskat QPI sńımek, je nutno provést digitálńı rekonstrukci objek-

tové vlny o pomoćı rychlé Fourierovy transformace (FFT) [25]. T́ım źıskáme spektrum prosto-

rových frekvenćı, viz obrázek 2.7b). Ve spektru jsou tři d́ılč́ı spektra. Středové spektrum, které

odpov́ıdá člen̊um |o|2 + |r|2 z rovnice 2.2, a dvě bočńı spektra or∗ a o∗r, která odpov́ıdaj́ı de-

formaćım interferenčńı struktury, zaznamenané kamerou. Při zpracováńı je vybráno spektrum

or∗ a zpětnou Fourierovou transformaćı je z něj spočtena komplexńı amplituda objektové vlny

o wD(i, j). Z ńı je spočtena rekonstruovaná amplituda |wD(i, j)| a surová fáze objektové vlny

Arg [wD(i, j)]. Sńımek surové fáze je navázán, aby byly odstraněny skoky fáze z −π na +π

(hranice černé a b́ılé z obrázku 2.7c)). Následně je numericky vyrovnáno fázové pozad́ı sńımku.

Výsledkem je QPI sńımek živé buňky, viz 2.7e).
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Obrázek 2.6: Optické uspořádáńı holografického mikroskopu.
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Obrázek 2.7: Zpracováńı digitálńıho hologramu. a) Zaznamenaný hologram, b) spektrum pro-

storových frekvenćı, c) surový fázový obraz, d) rekonstruovaná amplituda objektové vlny, e)

QPI sńımek.

2.3 hiQPI (Holographic Incoherent-light-source Quanti-

tative Phase Imaging)

Optický systém je založen na holografické mikroskopii, která kombinuje off-axis holografii,

plošný polychromatický zdroj s ńızkou časovou a prostorovou koherenćı a achromatický inter-

ferometr s difrakčńı mř́ıžkou [26, 27], což umožňuje dosáhnout vysoké přesnosti měřeńı hmoty

buňky a to až 4,6 femtogramů/ µm2 [28]. Tento systém se skládá z osvětlovaćı a zobrazovaćı sou-

stavy, na výstupu je opatřen digitálńı kamerou, viz obrázek 2.8. Je složen ze dvou totožných mi-

kroskop̊u, které tvoř́ı vzájemně oddělené větve interferometru Machova-Zehnderova typu. Oba

mikroskopy maj́ı společný osvětlovač a společný detektor. Každá větev je zajǐstěna kondenzo-

rem K, objektivem O a tubusovou čočkou TČ, přičemž v referenčńı větvi je umı́stěna difrakčńı

mř́ıžka DM, která umožňuje difrakci světla a vytvářeńı achromatické interferenčńı struktury.

Vzorek VZ a referenčńı objekt RO jsou osvětleny Köhlerovým osvětleńım, přičemž zdroj světla

Zd je kolektorem Kol zobrazován do zadńıch ohniskových rovin kondenzor̊u K. Následně jsou

vzorek VZ a referenčńı objekt RO zobrazovány objektivy O a tubusovými čočkami TČ do rovin

meziobraz̊u MO, tedy do roviny difrakčńı mř́ıžky DM a zrcadla Z2. Z těchto rovin jsou obrazy
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Obrázek 2.8: Optické schéma hiQPI mikroskopu. Zd - zdroj světla, AC - aperturńı clona, IF

- interferenčńı filtr, Kol - kolektor, Z - zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek, RO - referenčńı

objekt, MO - roviny meziobraz̊u, O - objektivy, TČ - tubusové čočky, DM - difrakčńı mř́ıžka,

D1 - dělič svazk̊u, VO - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, De - CCD kamera (detektor).

vzorku a referenčńıho objektu zobrazeny pomoćı výstupńıch objektiv̊u VO do výstupńı roviny,

kde je umı́stěn digitálńı detektor De a analyzován pomoćı softwaru. Dı́ky precizńımu nastaveńı

optických prvk̊u je zajǐstěno vyladěńı shodných optických délek obou větv́ı interferometru a je

eliminován př́ıčný posuv interferuj́ıćıch vln na detektoru [29]. T́ım jsou zaručeny podmı́nky in-

terference světla i pro plošný polychromatický zdroj s ńızkou koherenćı světla, např́ıklad LED

diodové pole.

Má-li být mikroskop achromatický, muśı být doćıleno toho, aby svazky r̊uzných vlnových

délek λ vytvářely interferenčńı proužky o jedné nosné frekvenci f . To je zajǐstěno pomoćı

difrakčńı mř́ıžky DM, která je umı́stěna v referenčńı větvi mikroskopu. Nosná frekvence f

hologramu ve výstupńı rovině je stejná vzhledem k frekvenci vryp̊u fDM difrakčńı mř́ıžky DM,

protože hologram vzniká interferenćı prvńıho a nultého difrakčńıho řádu mř́ıžky [26, 27], jak je

znázorněno v rovnici:

f = sinθλ = fDM, (2.3)

kde θ je úhel, o který difrakčńı mř́ıžka DM odklońı paprsek. Nosná frekvence hologramu f je

tedy stejná pro všechny vlnové délky λ1 a t́ım se stává mikroskop achromatickým.

Nevýhodou této metody jsou vysoké nároky na přesnost seř́ızeńı optických komponent,

1Za předpokladu, že zvětšeńı výstupńıch objektiv̊u je rovno jedné.
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zejména při použit́ı nekoherentńıho osvětleńı. Pro dosažeńı optimálńıch výsledk̊u je nutné

pečlivé seř́ızeńı optických cest pomoćı piezomotor̊u, což může být časově náročné a vyžaduje

pokročilé znalosti a zkušenosti. Avšak pro běžné použit́ı mikroskopu byly vyvinuty automa-

tizované seřizovaćı metody [29]. Ty slouž́ı jak k nastaveńı kontrastńı interference při začátku

měřeńı, tak pro jeho udržováńı během experimentu.

Metoda hiQPI nab́ıźı široké možnosti pro zobrazováńı a analýzu vzork̊u v r̊uzných oblastech,

včetně biologie, kde je možné pozorovat živé buňky a sledovat jejich dynamiku bez nutnosti

použit́ı fluorescenčńıch barviv. Také umožňuje detekci buněčných membrán a vnitřńıch změn

buněk d́ıky kombinaci dodatečných zobrazovaćıch technik, jako fluorescence, DIC a zobrazováńı

světelným polem. Proto byla metoda hiQPI a s ńı vyv́ıjená metoda AID vybrána jako základ

mé práce.
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3 Ćıle a motivace práce

V mikroskopii se buňky sńımkuj́ı v daných časových intervalech. Ty zálež́ı na několika pa-

rametrech. Jsou to možnosti hardwaru, jako je přenosová rychlost kamery, rychlost pohybu

mikroskopového stolku apod. Daľśım d̊uležitým parametrem je i návrh vlastńıho experimentu -

kolik zorných poĺı se sńımá, na kolika vzorćıch apod. Pokud je při sńımkováńı nastavena ńızká

rychlost sńımkováńı (počet sńımk̊u za sekundu), objev́ı se pak kupř́ıkladu dlouhé přeskoky

buněk mezi jednotlivými sńımky sńımané sekvence. Buňky se na sńımku stejného zorného pole

často objevuj́ı a zase miźı, což může být zp̊usobeno např́ıklad jejich přisunut́ım do záběru ka-

mery nebo naopak jejich odsunut́ım z něj. Je-li na druhou stranu sńımkovaćı rychlost vysoká,

může doj́ıt k tomu, že měřený pohyb buňky neńı mezi jednotlivými sńımky znatelný a také

roste množstv́ı dat, které je při experimentu nutno ukládat.

Metoda hiQPI je kĺıčová pro výzkum a analýzu buněk v r̊uzných oblastech biologie. Jako

celosvětově jediná dovoluje velice přesná měřeńı rozložeńı hmoty buňky. V kombinaci s metodou

AID umožńı zjistit a kvantitativně analyzovat přesuny hmoty v buňce. Ćılem mé práce je

prozkoumat a ověřit nejkratš́ı smysluplný interval sńımáńı jednoho zorného pole, který je kratš́ı

než 10 sekund, a který dovolý popis rozložeńı a časové chováńı intacelulárńı hmoty (cytoplazmy)

buňky. Pro tyto potřeby bude analyzována velikost přesunu buněčné hmoty, śıla, kterou při tom

buňky generuj́ı a v neposledńı řadě morfologie buňky.

Abych dosáhla ćıle mé práce, je nutné provést tyto kroky:

� vybrat vhodné buněčné linie,

� stanovit metodiku pěstováńı buněk a př́ıpravy vzorku,

� nasńımat data pomoćı metody hiQPI,

� zpracováńı dat metodou AID,

� vyhodnotit chováńı buněk a stanovit vhodnou rychlost sńımkováńı.
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4 Výběr buněčné linie a př́ıprava

buněčných vzork̊u

Při práci s živými buňkami je nutno chronologicky proj́ıt daným postupem, aby byly zaručeny

jejich časově neměnné vlastnosti. Prvně se vycháźı z buněčné kultury, která vzniká odebráńım

buněk zv́ı̌rete nebo rostliny a jejich následného r̊ustu v př́ıznivém umělém prostřed́ı. Při tomto

procesu jsou vyb́ırány buňky stejného typu, např́ıklad epitelové buňky dárcovské tkáně. Vzniká

tak primárńı kultura, která obsahuje buňky izolované z tkáně, ve které buňky proliferuj́ı

za vhodných podmı́nek, dokud neobsad́ı celý dostupný substrát (tj. dokud nedosáhnou konflu-

ence). Po dosažeńı konfluence je nutné buňky subkultivovat (tj. pasážovat) jejich přeneseńım

do nového nádoby s novým r̊ustovým médiem, aby měly v́ıce mı́sta a živin pro pokračováńı

r̊ustu. Vlastńı pěstovatelná buněčná linie vzniká po prvńı subkultivaci z primárńı kultury.

Převažuj́ı buňky s nejvyšš́ı r̊ustovou kapacitou, což vede k určitému stupni genotypické a fe-

notypické uniformity v populaci. Buněčné linie maj́ı omezenou životnost (tj. jsou konečné)

a procesem pasážováńı mohou degenerovat. Pro dlouhodobé pěstováńı buněčných liníı, jsou

buňky z prvotńıch pasáž́ı mraženy a dlouhodobě skladovány jako zálohy. K vlastńımu pěstováńı

buněčných liníı, je třeba udržovat jejich ř́ızené prostřed́ı (správná teplota a koncentrace CO2)

a t́ım regulovat pH a osmotický tlak v kultuře. Dále muśı mı́t dostatek kultivačńıho média,

které poskytuje nezbytné živiny, antibiotika, r̊ustové faktory a hormony pro r̊ust buněk.

Kontaminace buněčných kontrastńıch populaćı je jedńım z nejčastěǰśıch problémů při od-

povědné interpretaci výsledk̊u jakéhokoli testováńı. Vyskytuje se jak při př́ıpravě buněčných

kultur, tak i při manipulaci s nimi. Zp̊usoby jakými lze buněčné kultury kontaminovat lze

rozdělit do dvou skupin: chemicky (např. nečistoty v médíıch, sérech a vodě, endotoxiny,

změkčovadla a detergenty) a biologicky (např. bakterie, pĺısně, kvasinky, viry, mykoplazmy

a kř́ıžové kontaminace jinými buněčnými liniemi). I když je nemožné kontaminaci zcela eli-

minovat, je možné omezit jej́ı výskyt a závažnost dodržováńım základńıch pravidel při práci

ve sterilńım prostřed́ı. Př́ıpadně i deklarovat jako odhalený problém.

Při experimentech jsem využila dvě buněčné linie K2 a T15 [30]. Tyto buněčné linie byly

vybrány nejen kv̊uli rozd́ılnosti jejich p̊uvodu a typu nádoru, ale také kv̊uli rozd́ılnému chováńı

a biologickým vlastnostem, jako jsou motilita (pohyb buněk), rychlost migrace a daľśı aspekty

buněčné dynamiky. Tyto rozd́ıly jsou d̊uležité při výběru vhodné linie pro konkrétńı experimenty
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a výzkumné aplikace. Tyto linie maj́ı zásadńı význam pro vývoj nových terapeutických strategíı,

a to jak v oblasti onkologie, tak v imunologických aplikaćıch.

Buněčná linie K2 byla p̊uvodně izolována z plicńı metastázy podkožńıho nádoru, který vznikl

po podkožńı aplikaci spontánně in vitro transformovaných LW-13 embryonálńıch fibroblast̊u

potkana inbredńıho kmene Lewis. Dı́ky jejich spontánńı nádorové transformaci in vitro je možné

tyto buňky zpětně transplantovat a využ́ıt je k testováńı migrace in vitro i metastazováńı

in vivo.

T15 klonálńı linie byla odvozena z K2 kolonie, která byla in vitro selektována na základě

rozptylu klonálńı kolonie (colony scattering). Srovnávaćı molekulárńı analýza p̊uvodńıch ne-

metastazuj́ıćıch K2 buněk a metastazuj́ıćıch T15 buněk odhalila molekulu 4.1B-C [30] jako

supresor metastazováńı.

Obě tyto kontrastńı buněčné populace slouž́ı k primárńımu a orientačńımu posouzeńı po-

tenciálu testovaných léčiv.

4.1 Př́ıprava buněčných kultur

Buněčné linie byly kultivovány v kultivačńıch lahvičkách v médiu MEM (Minimum Essential

Medium) obsahuj́ıćım 2 mM L-glutaminu, 1 mM pyruvátu sodného, 0, 1 mM neesenciálńı ami-

nokyseliny, 10% FBS (fetálńı bovinńı sérum) a getamicin 10 µg/ml (antibiotikum). Médium

bylo skladováno v ledničce o teplotě – 4°C. Prostřed́ı kultivace zajǐst’oval sterilńı inkubátor se

stálou teplotou 37°C a úrovńı CO2 5%. V závislosti na rychlosti r̊ustu a poměru přidaného

média a buněk do nové buněčné linie byly buňky 2-3x týdně sterilně pasážovány v laminárńım

boxu. Po odsát́ı starého média byly buňky promyty 3 ml roztoku PBS (fyziologický roztok),

který byl i se zbytkem média opět odsán. Následně byly buňky uvolněny z povrchu kultivačńı

lahve přidáńım 1 ml 0,25% trypsinu a inkubaćı po dobu 5 minut v inkubátoru. Po uvolněńı

a d̊ukladném propláchnut́ı dna kultivačńı lahve pomoćı 5 ml média byly buňky uvolněné do

trypsinu a média přeneseny do zkumavky.

Pro určeńı správného poměru buněk a média v nové buněčné linii i vzorku, který byl následně

sńımkován je nutné stanovit přesný počet buněk ve vzorku. Pro určeńı koncentrace buněk byla

využita Bürkerova komůrka, viz obrázek 4.9a), ve spojeńı se světelnou mikroskopíı. Využita

byla technika Zernikeho fázového kontrastu, která je d̊uležitá pro zvýšeńı kontrastu obrazu

poč́ıtaných buněk, protože při klasickém zobrazeńı ve světlém poli nejsou buňky kontrastńı.
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a) b)

Obrázek 4.9: Bürkerova komůrka. a) Náhled na komůrku, b) poč́ıtaćı poĺıčko.

Poč́ıtaćı komůrka je tvořena podložńım sklem s několika poč́ıtaćımi poĺıčky s přesně danou

plochou a hloubkou, které jsou ohraničeny vyrytými śıtěmi. Při poč́ıtáńı buněk bylo vloženo

15 µl buněčné suspenze mezi kryćı skĺıčko a podložńı sklo. Takto připravená poč́ıtaćı komůrka

byla vložena do zorného pole světelného mikroskopu a po zaostřeńı se přistoupilo k samotnému

poč́ıtáńı buněk. Při poč́ıtáńı buněk pomoćı poč́ıtaćıch komůrek se započ́ıtávaj́ı pouze ty, které se

nacházej́ı uvnitř čtverce a buňky, které se z vnitřńı nebo vněǰśı strany dotýkaj́ı dvou stanovených

stran. T́ım se zabráńı dvoj́ımu poč́ıtáńı buněk, viz obrázek 4.9b).

Pro stanoveńı koncentrace buněk v 1 µl suspenze se použ́ıvá výpočet:

x = 10000
a

n
, (4.1)

kde x je koncentrace buněk v suspenzi, a je stanovený počet buněk a n je počet opakováńı

(počet spoč́ıtaných čtverc̊u).

Podle vypoč́ıtané koncentrace buněk v suspenzi je následně vypoč́ıtán objem buněčné suspenze

tak, aby obsahovala požadovaný počet buněk. Do nové pasáže buněčné linie tak bylo nasazováno

několik ml buněčné suspenze o koncentraci 12500 buněk. Kritickým ukazatelem je počet buněk

na mm2 kultivačńı plochy.
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5 Měřeńı a zpracováńı dat

Pro měřeńı byly použity mikroskopové nosiče µ-Slide Lauer společnosti Ibidi [31], které se

použ́ıvaj́ı v buněčné biologii a mikrobiologii pro kultivaci buněk a analýzu jejich chováńı pod

mikroskopem, viz obrázek 5.10. Při použit́ı těchto skĺıček se buňky často pozoruj́ı pod fluo-

rescenčńım mikroskopem nebo jinými pokročilými mikroskopovými technikami, které umožňuj́ı

vizualizaci buněk v reálném čase. Měřeńı r̊uzných parametr̊u buněk je tak možné provést pomoćı

těchto nosič̊u. Jsou tedy vhodné i pro studium buněčné motility. Optická kvalita polymerového

kryćıho dna nosiče je srovnatelná se sklem a je ideálńı pro buněčnou kultivaci pod pr̊utokem

a pro mikroskopii s vysokým rozlǐseńım. Do vzorku byla nasazována buněčné suspenze o kon-

centraci 25000 buněk. Tento objem byl přenesen do mikroskopového nosiče Ibidi µ-Slide a byl

přidán takový objem média, aby celkový objem vzorku činil 200 µl a aby byla zaplavena celá

pozorovatelná plocha nosiče a zamezilo se vzniku vzduchových bublin ve dráze optického svazku

pozorovaćıho mikroskopu. Pro zabráněńı vyschnut́ı vzorku během inkubace bylo do čepiček po

obou stranách nosiče vloženo 60 µl média. Následně byl nosič vložen do inkubátoru na 24

hodin. Během experiment̊u bylo využito nakloněńı mikroskopického nosiče po dobu kultivace

v inkubátoru. Nosič byl pod malým úhlem vložen do inkubátoru č́ımž bylo doćıleno menš́ı kon-

centrace buněk na jedné straně nosiče. Pro úpravu koncentrace buněk byl v pr̊uběhu pasážováńı

měněn poměr média a buněk v suspenzi přidáńım větš́ıho množstv́ı média a menš́ı koncent-

race buněk. Menš́ı koncentrace buněk ulehčila hledáńı vhodné buňky pro měřeńı a pozorováńı,

protože pro nejpřesněǰśı výsledky je potřeba naj́ıt buňku, v jej́ımž okoĺı zorného pole mikroskopu

nejsou žádné daľśı buňky.
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Obrázek 5.10: Mikroskopový nosič Ibidi µ-Slide Lauer. Převzato a upraveno z [31].

Po 24 hodinách byl nosič vložen do mikroskopu Q-Phase [32], což je inovativńı typ mikro-

skopu využ́ıvaj́ıćı metodu hiQPI pro kvantitativńı fázové zobrazováńı. Tento mikroskop vyráb́ı

společnost Telight Brno, s.r.o.

Následovalo sńımkováńı o r̊uzných časových intervalech ve stejném časovém úseku. Všechna

měřeńı prob́ıhala po dobu 10 minut pro doćıleńı co nejpřesněǰśıch měřeńı. Zvolené intervaly

sńımkováńı byly 10 s, 5 s, 3 s, 2 s, 1 s, 0,50 s a 0,20 s. Reálně však byl nejkratš́ı interval

0,26 s a nebo 0,28 s, vzhledem k technickým možnostem mikroskopu a jeho obslužného soft-

waru. Pozorováńı buněk sńımkovaných ve v́ıce časových intervalech umožnilo porovnat přesnost

měřeńı motility buněk a vyhodnotit tak nejvhodněǰśı časovou frekvenci pro tato měřeńı. Měřeńı

prob́ıhala s oběma buněčnými liniemi K2 a T15. Celkově proběhla 4 měřeńı buněčné linie K2

a 2 měřeńı buněčné linie T15. Naměřeno bylo 6 buněk z každé linie a vyhodnoceńı dat proběhlo

na nejv́ıce vhodném měřeńı z obou buněčných liníı, kdy buňka byla přisedlá na podložńım

skĺıčku a nevykazovala známky př́ıpravy na mitózu. Vhodnost sńımk̊u pro zpracováváńı byla

určována také podle faktor̊u jako motilita buňky po dobu měřeńı nebo kvalita naladěńı mikro-

skopu po dobu měřeńı. Při nastaveńı samotného experimentu byl zvolen objektiv značky NI-

KON se zvětšeńım 40x a numerickou aperturou 0,95, protože dovoluje nejvyšš́ı možné rozlǐseńı

mikroskopu vzhledem k jeho vysoké numerické apertuře. Objektivy s menš́ım zvětšeńım by

neměly dostatečné rozlǐseńı pro zaznamenáńı vnitřńı motility buněk. Zdroj světla byl nastaven

na vlnovou délku 660 nm s pološ́ı̌rkou spektra cca 10 nm a délku expozice nastavoval software

mikroskopu SophiQ dle aktuálńıho naladěńı. Těsně před spuštěńım měřeńı bylo vzorkem po-

sunuto tak, aby v zorném poli mikroskopu bylo pouze zorné pole bez buněk. Tento sńımek byl
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v programu SophiQ použit pro odečteńı pozad́ı pod sńımanými buňkami. T́ımto krokem bylo

doćıleno přesněǰśıch výsledk̊u a zjednodušeńı následných krok̊u při zpracováváńı poř́ızených

sńımk̊u.

Následně prob́ıhalo zpracováváńı všech sńımk̊u pomoćı skript̊u, napsaných v jazyce Python.

V prvńım kroku zpracováváńı byly sńımky oř́ıznuty tak, aby okolo buněk byla co nejmenš́ı

plocha pozad́ı. Tento krok byl zásadńı pro daľśı kroky zpracováńı. Velikost sńımk̊u výrazně

ovlivňuje celkovou dobu daľśıho zpracováńı a využit́ı paměti poč́ıtače. Sńımky byly i barevně

škálovány a spojeny do animovaného gifu, aby byla zvýšena viditelnost buněk a jejich pohybu.

V druhém kroku byly buňky prahovány. Pozad́ı okolo buněk je v tomto kroku odstraněno

a nahrazeno nulovými hodnotami, viz obrázek 5.11. Prahovaćı maska pozad́ı byla nastavena

tak, aby neořezávala vlastńı buňku. To umožńı posledńımu kroku zpracováńı poč́ıtat pouze

s vlastńımi daty buňky a ne i se šumem p̊uvodńıho pozad́ı sńımku. Bylo-li na sńımku v́ıce buněk,

byly separovány do vlastńıch sńımk̊u. T́ım byla zajǐstěna maximálńı přesnost při zpracováváńı

ve třet́ım kroku.

hiQPI snímek maska pozadí prahovaný hiQPI snímek

snímek prvé buňky snímek druhé buňky
3,5

a) 20 �m b) c)

3,0

2,5

2,0

1,5

0,5

1,0

0

�(r
ad

)

d) e)

Obrázek 5.11: Druhý krok zpracováńı. a) hiQPI sńımek dvou buněk T15 poř́ızený mikroskopem,

b) prahovaćı maska pozad́ı, c) buňky T15 s nulovým pozad́ım, d) a e) buňky separované do

dvou hiQPI sńımk̊u.

V třet́ım kroku byly spočteny veličiny popisuj́ıćı chováńı buněk. K tomu bylo využito metody

AID (Analytical Image Differencing) [23, 24], která je v současnosti v recenzńım ř́ızeńı pro
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publikaci. Tato metoda odeč́ıtá po sobě jdoućı QPI sńımky2 a měř́ı rozd́ıly hodnot v jednotlivých

pixelech sńımku. Jej́ım grafickým výstupem jsou zeleno-červeně barvené AID sńımky, kde zelená

barva reprezentuje př́ır̊ustek hmoty a červená úbytek hmoty, viz obrázek 5.12. Kromě toho

dovoluje stanovit, kolik buněčné hmoty m se v daném okamžiku pohybuje, v jakém směrovém

vektoru l. Tato metoda je v současnosti rozv́ıjena pro měřeńı buněčné śıly CF . Je-li známo

množstv́ı přesunuté hmoty m a př́ıslušný časový interval ∆t, pak je možno stanovit vnitřńı

hybnost buňky. Z rozd́ılu dvou naměřených hybnost́ı, d́ıky druhému Newtonovu zákonu, je

možné stanovit śılu CF , kterou buňka vytvář́ı. Tato metoda bude v dohledné době publikována

ve vysoko impaktovaném časopise (prvý kvantil oboru).

20 �m

AID0→1 AID1→2

a)

1l 2l

b)

t0→1 t1→2

Obrázek 5.12: Př́ıklad třet́ıho kroku zpracováńı. Dva následuj́ıćı AID sńımky spočtené ze tř́ı

hiQPI sńımk̊u. a) AID sńımek poč́ıtaný ze sńımk̊u s indexy 1 a 0, b) AID sńımek poč́ıtaný ze

sńımk̊u s indexy 2 a 1. Modře je vyznačen kladný směr osy x a počátek souřadného systému,

umı́stěný do váženého těžǐstě plochy úbytku hmoty (červená plocha). B́ıle ja zakreslen vektor

l, který mı́̌ŕı do váženého těžǐstě plochy př́ıbytku hmoty (zelená plocha).

2Lze použ́ıt hiQPI sńımky z Q-phase mikroskopu i jiné QPI sńımky z jiných holografických mikroskop̊u.
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6 Diskuze

Pro podrobnou analýzu byly vybrána jedna buňka z každé linie. Výběr byl založen na tom, aby

buňky byly v podobném stavu po celou dobu měřeńı s r̊uznými časovými intervaly. To jest bez

výrazného vněǰśıho pohybu, pouze s aktivitou přesunu hmoty na svém kraji. Právě takovéto

buňky je možné porovnat z pohledu vnitřńı motility. Zbylá naměřená data, vzhledem k velmi

vysoké časové náročnosti, budou zpracovávána v budoucnu.

U obou buněk byly naměřeny téměř podobné výsledky. Pro stanoveńı závěr̊u je nutné po-

rovnávat jak č́ıselně naměřená data, tak i data obrazová. Č́ıselná data pro buňku T15 jsou

uvedena v tabulce 6.1 a reprezentována v grafu na obrázku 6.13. Obrazová data jednotlivých

AID séríı jsou uvedena na obrázku 6.14. Č́ıselná data pro buňku K2 jsou uvedena v tabulce 6.2

a reprezentována v grafu na obrázku 6.15. Obrazová data jednotlivých AID séríı jsou uvedena

na obrázku 6.16.

Z graf̊u na obrázku 6.13 a z dat v tabulce 6.1 je patrné, že hodnota hmoty buňky m, která

je během poř́ızeńı AID sńımku v pohybu, klesá se snižuj́ıćım se sńımkovaćım intervalem. To

je předem očekávaný a předpokládaný výsledek, který potvrzuje, že měřeńı při jednotlivých

časových intervalech odpov́ıdá realitě. Velikost směrového vektoru |l| přemı́stěńı hmoty také

klesá se snižuj́ıćım se sńımkovaćım intervalem. Úhel tohoto vektoru koĺısá pr̊uměrnými hod-

notami (i mediány) okolo př́ımky, přičemž př́ıslušné směrodatné odchylky jsou o řád vyšš́ı. To

vypov́ıdá o chaotickém pohybu buňky. Velikost buněčné śıly |CF | je s klesaj́ıćım intervalem

rostoućı. Tento trend odpov́ıdá dř́ıvěji provedeným měřeńım se simulovanou změnou sńımkovaćı

frekvence. Tato měřeńı již dř́ıve provedli MUDr. Pavel Veselý, CSc. a Ing. Zbyněk Dostál, Ph.D.

Společně je budeme publikovat, včetně mých závěr̊u a dat. Směr vektoru buněčné śıly ∡CF je

opět chaotický bez výrazného směru, podobně jako u směru vektoru ∡l. Z naměřených séríı AID

sńımk̊u (viz obrázek 6.14) bylo možné určit nejpřesněǰśı a zároveň nejpřehledněǰśı sńımkovaćı in-

terval, ve kterém je viditelná vnitřńı motilita buňky a neobjevuje se šum. Všechny AID sńımky

se sńımkovaćım intervalem 0,5 s a 0,28 s jsou si velmi podobné. Čitelnost vnitřńı motility buněk

na těchto sńımćıch je velmi špatná a na sńımćıch převažuje sṕı̌se šum. Nelze tak pozorovat jemné

pohyby uvnitř buňky. Pozorovatelné jsou pouze pohyby na hranićıch buňky (zvýrazněno žlutou

šipkou). U AID sńımk̊u se sńımkovaćımi intervaly 10 s, 5 s, 3 s a 2 s je viditelná vnitřńı motilita

buňky, ale zároveň nejsou měřeńı tak přesná kv̊uli nižš́ım sńımkovaćım interval̊um. Proto jsem

dospěla k závěru, že nejpřesněǰśı sńımkovaćı interval pro pozorováńı vnitřńı motility buňky
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je interval 1 s, což potrvrzuje dř́ıvěǰśı doměnku MUDr. Pavla Veselého. Tento interval stále

umožňuje pozorovat vnitřńı motilitu buňky a zároveň je nejmenš́ım sńımkovaćım intervalem,

při kterém se neobjevil šum.

Tento závěr potvrzuje i měřeńı druhé buňky, tedy buňky K2. Z graf̊u na obrázku 6.15

a z tabulky 6.2 lze opět pozorovat, že hodnota hmoty buňky m, která je během poř́ızeńı AID

sńımku v pohybu, klesá se snižuj́ıćım se sńımkovaćım intervalem. Tento předem očekávaný

a předpokládaný výsledek opět potvrzuje, že měřeńı při jednotlivých časových intervalech od-

pov́ıdá realitě. Velikost směrového vektoru |l| přemı́stěńı hmoty opět klesá se snižuj́ıćım se

sńımkovaćım intervalem. Úhel tohoto vektoru ∡l koĺısá pr̊uměrnými hodnotami (i mediány)

okolo př́ımky a př́ıslušné směrodatné odchylky jsou také o řád větš́ı. To vypov́ıdá opět cha-

otickém pohybu buňky, tak jako v prvém př́ıpadě. Velikost buněčné śıly |CF | je s klesaj́ıćım

intervalem opět rostoućı, ale dosahuje v porovnáńı s buňkou T15 skoro o řád vyšš́ıch hodnot.

Buňka T15 generovala velikost buněčné śıly 1,89 aN (medián série 0,28 s), buňka K2 genero-

vala velikost buněčné śıly 6,48 aN (medián série 0,26 s). Z naměřených séríı AID sńımk̊u (viz

obrázek 6.16) bylo opět možné určit nejpřesněǰśı a zároveň nejpřehledněǰśı sńımkovaćı interval,

ve kterém je viditelná vnitřńı motilita buňky a neobjevuje se šum. Všechny AID sńımky se

sńımkovaćım intervalem 0,5 s a 0,26 s jsou si velmi podobné. Čitelnost vnitřńı motility buněk

na těchto sńımćıch je opět velmi špatná a na sńımćıch převažuje šum. Nelze pozorovat přesné

pohyby uvnitř buňky. Pozorovatelné jsou pouze pohyby na hranićıch buňky (zvýrazněno žlutou

šipkou). U AID sńımk̊u se sńımkovaćımi intervaly 10 s, 5 s, 3 s a 2 s je opět dobře viditelná

vnitřńı motilita buňky. Proto jsem opět vyhodnotila, že nejpřesněǰśı sńımkovaćı interval pro

pozorováńı vnitřńı motility buňky je interval 1 s.

S ohledem na podobnost obou výsledk̊u jsem dospěla k závěru, že ačkoliv jde o buněčné

rakovinné linie r̊uzného p̊uvodu, při velmi rychlém sńımkováńı se buňky z fyzikálńıho hlediska

chovaj́ı velice podobně a jsou pro metodu AID nerozlǐsitelné. Pokud tedy pohĺıž́ıme na buňku

jako na celek, je hraničńım intervalem sńımkováńı 1 s.
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Obrázek 6.13: Grafy statistických výsledk̊u měřeńı pro buňku T15. a) Přesouvaná hmota m

buňky, b) velikost vektoru pohybu |l| hmoty buňky, c) směr vektoru pohybu ∡l hmoty buňky,

d) velikost buněčné śıly |CF | buňky, e) směr śıly buňky ∡CF . U graf̊u a) až c) a e) čtverec

označuje aritmetický pr̊uměr, úsečkami jsou vyznačeny směrodatné odchylky a červená linka

vyznačuje medián.
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Obrázek 6.14: Série AID sńımk̊u buňky T15 pro r̊uzné sńımkovaćı intervaly. a) 10 s b) 5 s, c)

3 s, d) 2 s, e) 1 s, f) 0,5 s, g) 0,28 s. Žlutou šipkou jsou vyznačeny výrazné pohyby na hranici

buňky. Ve výřezech je zvětšena vnitřńı motilita buňky.
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Tabulka 6.1: Tabulka statistických výsledk̊u měřeńı pro buňku T15.

sńımkovaćı interval stat. veličina m (pg) |l| ( µm) ∡l (°) |CF | (aN) ∡CF (°)

pr̊uměr 1,61 2,18 −4,43 0,03 204,98

10 s sm. odchylka 0,17 1,40 77,08 0,01 111,77

medián 1,58 1,94 −14,08 0,03 184,82

pr̊uměr 1,23 2,23 −27,02 0,07 190,21

5 s sm. odchylka 0,07 1,07 62,31 0,04 105,57

medián 1,23 2,17 −28,33 0,06 182,15

pr̊uměr 0,96 1,85 21,53 0,14 179,38

3 s sm. odchylka 0,08 0,93 112,91 0,10 105,97

medián 0,94 1,75 −6,07 0,13 182,77

pr̊uměr 0,89 1,23 6,04 0,29 184,21

2 s sm. odchylka 0,07 0,75 108,42 0,17 108,16

medián 0,88 1,08 15,54 0,27 182,68

pr̊uměr 0,78 0,88 7,18 0,82 182,71

1 s sm. odchylka 0,02 0,50 132,02 0,49 110,54

medián 0,78 0,82 10,09 0,72 179,76

pr̊uměr 0,53 0,92 19,85 1,57 173,65

0,5 s sm. odchylka 0,07 0,56 141,01 0,96 106,92

medián 0,53 0,83 80,08 1,38 181,56

pr̊uměr 0,32 0,39 32,28 2,51 154,11

0,28 s sm. odchylka 0,01 0,26 93,42 1,83 102,88

medián 0,31 0,44 29,43 1,89 127,59
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Obrázek 6.15: Grafy statistických výsledk̊u měřeńı pro buňku K2. a) Přesouvaná hmota m

buňky, b) velikost vektoru pohybu |l| hmoty buňky, c) směr vektoru pohybu ∡l hmoty buňky,

d) velikost buněčné śıly |CF | buňky, e) směr śıly buňky ∡CF . U graf̊u a) až c) a e) čtverec

označuje aritmetický pr̊uměr, úsečkami jsou vyznačeny směrodatné odchylky a červená linka

vyznačuje medián.
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Obrázek 6.16: Série AID sńımk̊u buňky K2 pro r̊uzné sńımkovaćı intervaly. a) 10 s b) 5 s, c) 3

s, d) 2 s, e) 1 s, f) 0,5 s, g) 0,26 s. Žlutou šipkou jsou vyznačeny výrazné pohyby na hranici

buňky. Ve výřezech je zvětšena vnitřńı motilita buňky.
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Tabulka 6.2: Tabulka statistických výsledk̊u měřeńı pro buňku K2.

sńımkovaćı interval stat. veličina m (pg) |l| ( µm) ∡l (°) |CF | (aN) ∡CF (°)

pr̊uměr 1,38 3,23 −42,46 0,04 160,46

10 s sm. odchylka 0,12 1,58 100,40 0,02 100,89

medián 1,36 3,18 −40,38 0,04 159,32

pr̊uměr 1,18 1,95 −6,20 0,09 172,69

5 s sm. odchylka 0,07 1,16 100,38 0,05 98,94

medián 1,18 1,73 −14,29 0,08 185,40

pr̊uměr 0,95 1,69 −12,84 0,17 173,95

3 s sm. odchylka 0,03 1,05 98,26 0,10 101,99

medián 0,94 1,48 12,89 0,15 199,95

pr̊uměr 0,92 1,70 −42,97 0,34 176,26

2 s sm. odchylka 0,04 0,84 69,06 0,22 102,13

medián 0,92 1,59 −52,40 0,30 183,64

pr̊uměr 0,86 1,09 13,42 1,35 178,00

1 s sm. odchylka 0,02 0,63 107,05 0,77 103,79

medián 0,85 1,03 33,95 1,28 185,40

pr̊uměr 0,84 0,79 −4,34 3,87 166,99

0,5 s sm. odchylka 0,03 0,51 100,44 2,35 102,90

medián 0,85 0,69 16,01 3,27 185,25

pr̊uměr 0,52 0,82 −17,55 8,25 175,00

0,26 s sm. odchylka 0,09 0,61 100,78 6,79 102,14

medián 0,45 0,67 −11,10 6,48 188,82
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Závěr

V rámci své práce jsem se naučila spoustu nových znalost́ı a źıskala nové dovednosti. Seznámila

jsem se s technikami mikroskopie, naučila jsem se pěstovat živé buňky, měřit je pomoćı Q-

Phase mikroskopu a zpracovávat źıskaná data. Výsledky mé práce maj́ı potenciál pro urychleńı

biologického výzkumu chováńı nádorových buněk. Dı́ky určeńı nejvhodněǰśıho sńımkovaćıho in-

tervalu se zefektivńı proces měřeńı buněk a t́ım lze urychlit i celý výzkum. Rychlost výzkumu je

d̊uležitá např́ıklad při zkoumáńı nádorových onemocněńı. Při těchto výzkumech je potřeba po-

zorovat motilitu buněk a děńı v nich a to umožňuje sńımkovaćı interval 1 s. Naměřená data pro

tuto práci budou publikována ve vysoko impaktovaném časopise prvého kvantilu oboru (např.

Computer Methods and Programs in Biomedicine) ve složeńı autor̊u MUDr. Pavel Veselý, CSc.,

Barbora Kuželová, Richard Veselý a Ing. Zbyněk Dostál, Ph.D. Źıskané výsledky představuj́ı

kĺıčové potvrzeńı p̊uvodńıho pracovńıho posouzeńı rozhoduj́ıćı délky sńımaćıho intervalu 1 s,

přičemž při intervalu 0,5 s již docháźı k výraznému projevu šumu. T́ımto je umožněna detekce

této hranice, která poskytuje možnost charakterizovat buňky a jejich reakce. Na tento opěrný

bod naváže disertačńı práce Mgr. Anastázie Ř́ıhové, která je zaměřená na rychlé pohyby fokálńı

adheze, jež byly patrné i při měřeńıch se sńımaćım intervalem kratš́ım než 1 s. Práce se bude

věnovat vztahu těchto pohyb̊u k motilitě cytoplazmy a aktivitě rychlého intracelulárńıho po-

hybu (fast intracellular movement). To vše bude prezentováno prostřednictv́ım metody AID

a metod jako refexńı interferenčńı mikroskopie, fuorescenčńı mikroskopie a optická rozptylová

mikroskopie, které budou integrované v jednom př́ıstroji, jako ukázka možnost́ı neinvazivńı

korelačńı mikroskopie bez nutnosti barveńı buněk.
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9. STAEHELIN, L. Andrew; CHOW, Christopher; LASKEY, Ronald A.; COOPER, John

A.; BERNFIELD, Merton R.; STEIN, Wilfred D.; CUFFE, Michael; LODISH, Harvey F.;

SLACK, Jonathan M.W.; ALBERTS, Bruce M. Cell. Encyclopedia Britannica [online].

December 2024 [cit. 2024-12-18].

10. DAVIDES, H. G.; WILKINS, M. H. F. Interference Microscopy and Mass Determination.

Nature Publishing Group [online]. March 1952, vol. 169, no. 4300, s. 541–541 [cit. 2022-

12-30]. issn 1476-4687. Dostupné z doi: 10.1038/169541a0.
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a upraveno z [19]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
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separované do dvou hiQPI sńımk̊u. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
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