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Anotace

Studium nitrobunééné motility v kratkych ¢asovych tsecich je klicové pro hlubsi porozumeéni
bunéénym procesum. Pro dosazeni tohoto cile je nutné stanovit optimdlni snimkovaci inter-
val, ktery zajisti maximalni rychlost ziskavani dat pfi zachovani vysoké kvality a relevance
snimkt. V ramci vyzkumu byly vybrany dvé bunécné linie, K2 a T15, které byly pasazovany
a nasledné analyzovany. Pro zobrazovani byl pouzit hiQPI mikroskop. Snimky ziskané pfti
ruznych snimkovacich intervalech byly zpracovany metodou AID (Analytical Image Differen-
cing). Na zdkladé analyzy takto zpracovanych snimku byla sestavena statistika, kterd umoznila

identifikovat nejvhodnéjsi snimkovaci interval pro dané experimentalni podminky:.

Klicova slova

biologie zivé bunky, kvantitativni fazové zobrazeni, nitrobunécna motilita, bunécna sila, snimkovaci

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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Uvod

Mikroskopie je klicovym nastrojem pro moderni védu a technologii. Umoznuje pozorovat struk-
tury a procesy na turovni, ktera je pro lidské oko nedostupna, a poskytuje cenné informace, které
jsou nezbytné pro pokrok v mediciné a dalsich oborech. Detailni zkoumani bunék, tkani a mik-
roorganismu, je nezbytné pro vcasnou detekci nemoci, jako jsou rakovina, infekce, autoimunitni
poruchy nebo genetické vady. Obzvlasté pak pozorovani chovani zivych bunék v realném case
je nezbytné pti vyvoji novych 1é¢iv a jejich testovani [1]. Sledovanim bunéénych reakei na ruzné
léky ziskavame informace pro optimalizaci lécebnych strategii a zajisténi co nejvétsi efektivity
s minimalnimi vedlejsimi ucinky.

Vyzkumna skupina Experimentalni Biofotoniky na CEITECu VUT se dlouhodobé zabyva
reakcemi zivych bunék na slozeni jejich zivého prostiedi s obsahem protinadorovych 1é¢iv a stu-
diem jejich motility [2, 3, 4, 5]. V soucasnoti se zabyvaji spolupraci s Prof. RNDr. Janem
Brabekem, Ph.D. na vyvoji migrastatik [6, 7, 8], coz jsou inhibitory snizujici ¢i piimo zastavujici
schopnost nadorovych bunék proniknout skrz extracelularni tkan a zalozit sekundarni nadory -
metastazy. Pojem migrastatik vznikl z myslenky prof. RNDr. Jana Brabka, Ph.D. a vyzkumného
tymu ceskych védeu [6] z mezindrodniho centra Biocev, jako péty pilif protirakovinné 1é¢by.

Rakovinné onemocnéni se vyznacuje abnormélni bunécnou proliferaci a potencidlem sitit se
do dalsich casti téla. Prevladajicim znakem je nekontrolovatelny klonalni rust, proti némuz se
projevila chemoterapie a radioterapie jako ucinné feseni. Nadory jsou vsak provazeny lokalni
invazi a metastazovanim. Z tohoto duvodu je hlavni pricinou selhani 1ééby vytvoifeni novych
mutaci, které jsou proti témto metodam rezistentni. Lécba by tedy méla byt doplnéna o inhi-
bitory zastavujici schopnost nadorovych bunék proniknout skrz extracelularni tkan a zalozit
sekundarni nadory. Témito lé¢ivy by mohly byt tzv. migrastatika (z latinského ,migrare®
a feckého ,statikos®). Bunééna invaze je ovliviiovana ruznymi extraceluldrnimi podnéty a za-
hrnuje mnoho signalnich drah, které v konecném dusledku reguluji kontraktilitu aktomyozinu
a polymerizaci aktinu, coz jsou dva zdkladni mechanismy tidici bunéénou motilitu. Vzhledem
k tomu, ze signalni drahy regulujici bunécnou invazi jsou vysoce redundantni, inhibice kterékoli
z téchto drah muze byt prekondna a povede k rezistenci, kterda vychazi z jiného signalniho
okruhu obchézejicitho inhibovanou drahu. Migrastatika by se tedy méla zamérit na zakladni
mechanismy (bunécnou kontraktilitu a polymerizaci aktinu), aby t¢inné inhibovala bunécnou

mvazi.



Spolecny vyzkum vyuziva jak zdkladni metody mikroskopie, tak ty pokrocilé, které jsou
schopny kvantifikovat zaznamenanda obrazova data, mérit presuny bunécéné hmoty v prostoru
a case.

Cilem této prace je stanovit maximalni snimkovaci rychlost mikroskopu, v rdmci které je

jesté mozno rozpoznat vnitini motilitu rakovinné bunky.



1 Zakladni metody mikroskopie

Bézneé se v mikroskopii vyuziva viditelného svétla, tedy malé casti spektra elektromagnetického
zateni v rozmezi priblizné 380 — 760 nm, které je schopno lidské oko zachytit pomoci tycinek
a Cipku na sitnici. Pro snizeni fototoxicity se vyuziva svétlo o vlnové délce 650 nm. Burka je
z fyzikalniho pohledu membranami ohraniceny vodny roztok, v némz jsou rozpustény proteiny,
cukry a lipidy [9]. Prave tyto latky se od vody lisi vyssim indexem lomu. Je tak zpravidla
ovlivnéna faze vlny, kterda bunkou prochazi, pricemz amplituda této viny je prakticky neo-
vlivnéna [10, 11]. Pro vyzkum zivych bunék bylo vyvinuto mnoho pozorovacich metod, z nichz
kazdd ma své vyhody a nevyhody a je velmi dilezité zvolit spravnou metodu pro dany typ
bunék.

1.1 Mikroskopie svétlého pole

Metoda svétlého pole je zakladni a také jedna z nejjednodussich metod zobrazeni, viz obrazek
1.1. Tato metoda funguje na principu diaskopického osvétleni, kdy se pozorovany objekt nachézi
mezi zdrojem svétla a objektivem [12]. Nejcastéji se jako zdroj osvétleni vyuzivd LED dioda,
kterd vyzaruje polychromatické zareni. Pomoci osvétlovaci soustavy, kterd se sklada z kolek-
toru, polni clony, aperturni clony kondenzoru a kondenzoru (K&hlerovo osvétleni), se tzky
svazek svétla fokusuje na vzorek, ktery c¢ast jeho intenzity absorbuje v zavislosti na optické
hustoté preparatu a tim se amplitudové moduluje. Svétlo nésledné prochazi objektivem, ktery
je umistén blizko vzorku. Objektiv vytvari zvétseny obraz vzorku v ohniskové roviné okularu.
Ten jej spolecéné s c¢ockou lidského oka promita na sitnici. Obrovskou vyhodou této metody je
jejl jednoduchost. Vyslednym obrazem je pak kontrastni objekt na svétlém pozadi. Tato metoda
neni ovsem vhodnd pro vSechny typy bunék. Pii této metodé se pouzivaji barvené a prirozené
pigmentované preparaty s vysokym kontrastem (napf. rostlinnd burika obsahujici chlorofyl).
Mezi nejcastéji pozorované objekty timto zpusobem se fadi barvené tkané z histologickych

vzorku.
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Obrazek 1.1: Optické usporadani mikroskopu svétlého pole.

1.2 Mikroskopie temného pole

Pti zkoumani bunék technikou temného pole se zvysi kontrast transparentnich bunék bez
nutnosti jejich nabarveni. Nutnou podminkou je, aby alespon ¢astecné rozptylovaly svétlo,
které jimi prochéazi. Zvyseni kontrastu docilime pomoci vlozeni aperturni clony. Tato clona je
umisténa do zadni ohniskové roviny kondenzoru a ma tvar propustného mezikruzi, viz obrazek
1.2. Aperturni clona odstini centralni cast svételného kuzelu vychazejiciho ze zdroje a ponecha
jen ty osvétlujici paprsky, které po pruchodu kondenzorem dopadaji pod velmi sikmym thlem
na vzorek a miji optiku objektivu. Na jednotlivych strukturach vzorku dochazi k rozptylu pa-
prsku, které nasledné vstoupi do pupily objektivu a vytvori obraz na kamefe mikroskopu [13].

Pti pozorovani se vzorek jevi jako svitici na tmavém pozadi a je 1épe pozorovatelny nez pti
pouziti metody svétlého pole. Vétsina paprsku vsak vzorkem projde bez rozptylu, a proto se
na vysledném obrazu nepodili. Nevyhodou této metody je malé mnozstvi informaci o vnitini

struktute vzorku a nizka intenzita svétla, kterd vyzaduje zdroj s vysokym vykonem.



Rozptylené paprsky

<4 (Objektiv
Nerozptylené paprsky

Vzorek

Kondenzor —p

Osveétlujici paprsky

Aperturni clona

Zdroj

Obrazek 1.2: Optické usporaddani mikroskopu temného pole. Prevzato a upraveno z [14].

1.3 Zernikeho fazovy kontrast

Zernikeho fazovy kontrast je mikroskopova metoda, ktera umoznuje zviditelnit zivé, neobarvené
struktury, které by jinak byly $patné viditelné, kvuli podobnosti jejich indexu lomu s okolnim
médiem [15, 16]. Tento kontrast vznikd diky interferenci svétla, které prochazi vzorkem bez
rozptylu, a svétla, které se na vzorku rozptyli. Optickd konstrukce metody vychéazi z metody
svetlého pole, viz obréazek 1.3. Pied kondenzorem je umisténa clona ve tvaru propustného
mezikruzi, kterd propousti pouze okrajové paprsky a centralni ¢ast svazku odstini. Na vzorku
dochazi k rozptylu ¢asti dopadajiciho svétla. Objektiv sbira jak svétlo rozptylené, tak osvétlujici
nerozptylené. Do zadni ohniskové roviny objektivu je vlozena fazova desticka ve tvaru mezikruzi,
kterda posouva fazi nerozptylenych paprsku o m/2. Intenzita téchto paprsku je navic snizena
neutralnim filtrem, aby byla srovnatelnd s intenzitou rozptylenych paprskiu. Tim je zarucen
dobry kontrast interferen¢niho obrazu.

Vyhodou této techniky je schopnost zobrazit zivé bunky, tkdnové kultury nebo bakterie
bez nutnosti barveni, coz nejen Setii Cas, ale zaroven minimalizuje mozné naruseni zdravého
stavu vzorku. Tato vlastnost umoznuje primé sledovani biologickych procesu v redlném case.

Nevyhodou metody je vznik halo efektu, ktery se objevuje na okrajich bunék v mistech vyraznych



fazovych skoku a komplikuje presné urceni hranic. Ziskany obraz pouze vizualizuje pozoro-
vany fazovy objekt, bohuzel bez moznosti métfeni fazového zpozdéni, které bunka vnasi do
prochazejici viny. Jedna se tedy pouze o vizualizaci fazovych zmén, tedy jde o nekvantitativni
fazovy kontrast. Presto zustava jednou z nejefektivnéjsich metod pro pozorovani struktur s in-
dexem lomu podobnym okoli, které by byly v mikroskopii svétlého nebo tmavého pole jinak

zcela neviditelné.
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Obrazek 1.3: Optické usporadéni Zernikeho fazového kontrastu. Pievzato a upraveno z [17].

1.4 Diferencialni inferen¢éni kontrast

Diferenciéln{ interferenéni kontrast (DIC) slouzi ke zvyseni kontrastu pi pozorovani pruhlednych
fazovych objektu, jako jsou naptiklad zivé bunky. Metoda opét vychazi z metody svétlého

pole. Zdrojem svétla je bézné polychromatické svétlo, které prochazi polarizatorem, jenz fil-



truje svétlo a polarizuje ho na svételné paprsky s jednim smérem polarizace. Kazdy svételny
paprsek je nasledné rozdélen na dva paprsky pomoci optické komponenty zvané Wollastonuv
hranol. Tyto dva paprsky jsou vzajemné kolmo polarizovany, pohybuji se velice blizko u sebe
rovnobézné tymz smérem a prochézeji vzorkem [18], viz obrazek 1.4. Tyto paprsky nasledné
dopadaji na vzorek, kde dochazi k jejich fazovému posunu v zavislosti na indexu lomu a tloustce
vzorku. Po pruchodu vzorkem jsou paprsky opét spojeny Wollastonovym hranolem a prochazeji
analyzatorem, ktery zajisti jejich shodnou polarizaci a umozni jejich vzdjemnou interferenci
a vytvoreni kontrastu v obrazové roviné. Intenzita interferenci vzniklého obrazu zavisi ptimo
umeérné na vzajemném fazovém posuvu paprsku.
Nevyhodou je, Ze obraz vypada jako sikmo osviceny, coz muze komplikovat analyzu bunéénych

hranic u softwarové analyzy. Spoleénym hendikepem DIC a Zernikeho fazového kontrastu je
nekvantitativni obraz pozorovaného vzorku. Vyhodou DIC je opét moznost pozorovani zivych,

transparentnich bunék a umoznuje vizualizace jemnych struktur bez nutnosti pouziti barviv.
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Obréazek 1.4: Optické usporadani mikroskopu pro diferencidlni inferencni kontrast. Prevzato

a upraveno z [19].



1.5 Fluorescenéni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je metoda zvyseni kontrastu zivych bunék pomoci fluorescenénich
barviv, ktera jsou biologicky upravena, aby se vazala na specifické bunécné struktury a tim
je zvyraznila [20]. Pfi excitaci molekuly fluorescenéniho barviva svétlem specifickych vinovych
délek (excitacni spektrum) dochdzi k absorpci energie, coz vede k excitacnimu piechodu jeho
elektronu ze zakladni hladiny Sy na vyssi energetickou hladinu Sy, viz modré Sipky na obrazku
1.5b). Zpravidla je energie absorbovaného fotonu vyssi nez je rozdil energii mezi hladinami.
Prebytek energie je preveden na jeden z vibra¢nich stavi molekuly (tenké cerné hladiny). Poté
dochézi k vybraéni relaxaci (zlutd Sipka), kdy se molekula fluorescenéniho barviva zbavuje
casti ziskané energie (ztrata energie ve formé tepla). Nésledné elektrony klesnou zpét z hla-
diny S; do zédkladni energetické hladiny Sy a emituje se vétsi cast energie ve formé svétla, coz je
fluorescence. Tento proces je rychly (polocas emise je méné nez 107° s) a je charakterizovan Sto-
kesovym posunem, kde emisni spektrum svétla ma delsi vinové délky nez excitacni spektrum
svétla. Aparatura mikroskopu zahrnuje zpravidla epifluorescencni osvétleni, které umoznuje,
aby objektiv nejen osvétloval vzorek excitacnim zarenim, ale zaroven slouzil ke sbéru fluo-
rescencniho emisniho zafeni, viz obrazek 1.5a). Tento systém je vybaven fluorescenc¢ni kostkou,
ktera obsahuje nékolik klicovych optickych komponentu: excitacni filtr, ktery vybira svétlo
pozadované vlnové délky pro excitaci fluorescenéniho barviva, dichroické zrcatko, které odrazi
excitaéni svétlo a propousti svétlo emisni, a emisni filtr, jenz zajistuje, Ze na detektor nebo

do okularu dopadd pouze fluorescencni zareni s pozadovanou vlnovou délkou.
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Obrazek 1.5: a) Epifluorescenéni mikroskop. Prevzato a upraveno z [21]. b) Jablonského dia-

gram. Prevzato a upraveno z [22].

Vyhodou metody je zvysSend citlivost detekce. Moderni fluorescencni mikroskopy kombino-

vané s pokrocilymi zobrazovacimi technikami umoznuji sledovat i jednotlivé obarvené molekuly



bunky, coz je zasadni pro pochopeni biochemickych procesu. Nevyhodou je nutnost vlastniho
barveni bunék, které je muze negativné ovlivnit, a nutnost pouziti ruznych fluorescenénich

kostek pro ruzna barviva.






2 Kvantitativni fazova mikroskopie

~ o

2.1 Kvantitativni fazovy kontrast pro biologii zivé bunky

Kvantitativni fazova mikroskopie (QPM - Quantitative Phase Microscopy) je soubor mikrosko-
povych technik pro neinvazivni zobrazovani zivych bunék a tkani. Tyto metody nevyzaduji pro
zobrazovani metod imunochemie a umoznuji monitorovani bunék v realném c¢ase s minimalni
fototoxicitou. Dokazi také eliminovat nezadouci artefakty, jako je naptiklad halo efekt, zndmy
z jiz. zminéného Zernikeho fazového kontrastu. Diky své vysoké citlivosti jsou tyto metody
schopny detekovat i velmi malé zmény ve fazi svételné viny, ktera prosla vzorkem. Vysledny
zaznamenany obraz je tedy fazovy a kvantitativni. Oznacuje se anglickou zkratkou QPI (Quan-
titative Phase Image). Tyto kvantitativné méfené fazové zmény jsou pro biologii zivé bunky
velmi dulezité, nebot je Ize velice jednoduse prepocitat na hmotu buiky m(i, j):

¢(1,5)S

il (2.1)

m(Z,j) =

kde ¢(i,j) je naméfené fazové zpozdéni, i,j jsou souradnice pixelu QPI, S je plocha pixelu
kamery, k je vlnové ¢islo pouzitého zareni a « je biologicka konstanta, kterd umoznuje prepocet
faze na hmotu bunky. Ta byla pro zivocisné buniky stanovena experimentalné [10, 11]. Rozlozeni
hmotnosti bunék lze kvantifikovat v jednotkdch pg/pm?. Samotné buitky maji ruzné tvary
a velikosti v fadu desitek mikrometru. Zvyseni celkové suché hmoty bunky muze byt povazovéano
za méfitko jejiho rustu [4]. Na rozdil od bézného fazového kontrastu je QPI schopno poskytovat
kvantitativni informace o rozlozeni hmoty v buice a jeho zménach v case. Za timto tcelem
je v soucasnosti vyvijen specializovany software na zpracovani QPI snimku s ndzvem AID
(Analytical Image Differentiating) [23, 24].

QPI se ukéazala jako nepostradatelnd metoda v biologickém vyzkumu, poskytujici vysoce
kontrastni a neinvazivni zobrazeni zivych bunék a jejich tkani bez nutnosti barveni a umoznujici
zkoumani intracelularniho prostredi a dynamiky buiky. Metoda je vhodnéa pro screening bunék
a tkani, in vitro studium bunééné migrace, sledovani rakovinnych bunék, testovani 1éki, ¢i iden-
tifikaci patologickych zmén, jako je apoptéza nebo nekréza. Dale umoznuje sledovani distribuce

suché hmoty v bunkach a chovani bunék v 3D kolagenovém matrixu.
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2.2 Holografické mikroskopy

Holografické mikroskopy jsou v soucasnosti modernimi pristroji pro zéznam kvantitativniho
fazového kontrastu pozorovaného vzorku. Princip optické off-axis holografie je zalozen na tom,
ze koherentni svételny zdroj (laser) vyzatuje svételnou vinu, kterd se rozdéli na déli¢i svazku
do dvou optickych vétvi mikroskopu. Tedy do predmétové a referencni vétve, viz obrazek 2.6.
Svételna objektova vina o, ktera dopada na pozorovany vzorek, jim prochazi. Féze viny je
ovlivnéna, zatimco zmény v amplitudé jsou minimalni. Tato vlna nésledné interferuje s refe-
ren¢ni vinou r, tedy vlnou prochazejici referencéni vétvi mikroskopu. Ta neni nijak ovlivnéna.
Interference i je zaznamenana na ¢ip digitalni kamery. Jelikoz se jedna o interferenci dvou sikmo
dopadajicich vIn, je interferogram piimo hologramem, plnym zdznamem obou vin a je popsan
vztahem:

i=lo+r]*=or* +o'r+ o> + |r[*. (2.2)

Aby bylo mozné z hologramu ziskat QPI snimek, je nutno provést digitalni rekonstrukci objek-
tové vlny o pomoci rychlé Fourierovy transformace (FFT) [25]. Tim ziskdme spektrum prosto-
rovych frekvenci, viz obrazek 2.7b). Ve spektru jsou tii diléi spektra. Stredové spektrum, které
odpovidé ¢lentim |o|® + |r|* z rovnice 2.2, a dvé boéni spektra or* a o*r, kterd odpovidaji de-
formacim interferencéni struktury, zaznamenané kamerou. Pii zpracovani je vybrano spektrum
or* a zpétnou Fourierovou transformaci je z néj spoc¢tena komplexni amplituda objektové viny
o wp(i,7). Z ni je spoctena rekonstruovand amplituda |wp(i, j)| a surové faze objektové viny
Arg[wp(i, j)]. Snimek surové faze je navézan, aby byly odstranény skoky faze z —m na +m
(hranice ¢erné a bilé z obrazku 2.7¢)). Néasledné je numericky vyrovnéno fazové pozadi snimku.

Vysledkem je QPI snimek zivé bunky, viz 2.7e).

zrcatko - .
déli¢ svazku
CCD
5 5
+ +
)05) )g
= NS objektiv
g >
) 5
= =
o ’g
qg 5 vzorek
= N
e kondenzor
laser / ./
déli¢ svazka zrcatko

Obrazek 2.6: Optické usporadani holografického mikroskopu.
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v

[wp (i, /)|
b) c)
Obrézek 2.7: Zpracovani digitalntho hologramu. a) Zaznamenany hologram, b) spektrum pro-

storovych frekvenci, ¢) surovy fazovy obraz, d) rekonstruovana amplituda objektové viny, e)
QPI snimek.

2.3 hiQPI (Holographic Incoherent-light-source Quanti-
tative Phase Imaging)

Opticky systém je zalozen na holografické mikroskopii, ktera kombinuje off-axis holografii,
plosny polychromaticky zdroj s nizkou ¢asovou a prostorovou koherenci a achromaticky inter-
ferometr s difrakéni miizkou [26, 27], coz umoznuje doséhnout vysoké presnosti méfeni hmoty
buniky a to az 4,6 femtogramti/ pm? [28]. Tento systém se skldd4 z osvétlovaci a zobrazovaci sou-
stavy, na vystupu je opatien digitalni kamerou, viz obrézek 2.8. Je slozen ze dvou totoznych mi-
kroskopt, které tvoti vzajemné oddélené vétve interferometru Machova-Zehnderova typu. Oba
mikroskopy maji spoleény osvétlovac a spoleény detektor. Kazda vétev je zajisténa kondenzo-
rem K, objektivem O a tubusovou ¢ockou TC, piicemz v referenéni vétvi je umisténa difrakéni
miizka DM, kterd umoznuje difrakci svétla a vytvareni achromatické interferencni struktury.
Vzorek VZ a referencni objekt RO jsou osvétleny Kohlerovym osvétlenim, pricemz zdroj svétla
Zd je kolektorem Kol zobrazovan do zadnich ohniskovych rovin kondenzoru K. Nasledné jsou
vzorek VZ a referenéni objekt RO zobrazovany objektivy O a tubusovymi ¢ockami TC do rovin

meziobrazu MO, tedy do roviny difrakéni mrizky DM a zrcadla Zs. Z téchto rovin jsou obrazy
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Obrazek 2.8: Optické schéma hiQPI mikroskopu. Zd - zdroj svétla, AC - aperturni clona, IF
- interferencni filtr, Kol - kolektor, Z - zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek, RO - referenc¢ni
objekt, MO - roviny meziobrazii, O - objektivy, TC - tubusové cocky, DM - difrakéni miizka,
D; - déli¢ svazku, VO - vystupni objektivy, VR - vystupni rovina, De - CCD kamera (detektor).

vzorku a referencéniho objektu zobrazeny pomoci vystupnich objektivii VO do vystupni roviny,
kde je umistén digitalni detektor De a analyzovan pomoci softwaru. Diky preciznimu nastaveni
optickych prvku je zajisténo vyladéni shodnych optickych délek obou vétvi interferometru a je
eliminovan pfiény posuv interferujicich vin na detektoru [29]. Tim jsou zaruceny podminky in-
terference svétla i pro plosny polychromaticky zdroj s nizkou koherenci svétla, naptiklad LED
diodové pole.

Ma-li byt mikroskop achromaticky, musi byt docileno toho, aby svazky ruznych vinovych
délek M\ vytvarely interferenéni prouzky o jedné nosné frekvenci f. To je zajisténo pomoci
difrakéni mrizky DM, ktera je umisténa v referenéni vétvi mikroskopu. Nosna frekvence f
hologramu ve vystupni roviné je stejnd vzhledem k frekvenci vrypu fpy difrakéni mrizky DM,
protoze hologram vzniké interferenci prvniho a nultého difrakéntho fadu miizky [26, 27], jak je

ZNAzZOornéno v rovnici:
f = sinf\ = fDMa (23)

kde 6 je thel, o ktery difrakéni mtizka DM odkloni paprsek. Nosna frekvence hologramu f je
tedy stejné pro vsechny vlnové délky A! a tim se stdva mikroskop achromatickym.

Nevyhodou této metody jsou vysoké naroky na piresnost sefizeni optickych komponent,

1Za predpokladu, ze zvétseni vystupnich objektivii je rovno jedné.
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zejména pri pouziti nekoherentniho osvétleni. Pro dosazeni optimalnich vysledku je nutné
peclivé setizeni optickych cest pomoci piezomotoru, coz muze byt casové narocné a vyzaduje
pokrocilé znalosti a zkusSenosti. AvSsak pro bézné pouziti mikroskopu byly vyvinuty automa-
tizované sefizovaci metody [29]. Ty slouzi jak k nastaveni kontrastni interference pii zacatku
meéfeni, tak pro jeho udrzovani béhem experimentu.

Metoda hiQPI nabizi Siroké moznosti pro zobrazovani a analyzu vzorku v ruznych oblastech,
vcetné biologie, kde je mozné pozorovat zivé bunky a sledovat jejich dynamiku bez nutnosti
pouziti fluorescencnich barviv. Také umoznuje detekci bunéénych membran a vnitinich zmén
bunék diky kombinaci dodatecnych zobrazovacich technik, jako fluorescence, DIC a zobrazovani
svételnym polem. Proto byla metoda hiQPI a s ni vyvijend metoda AID vybrana jako zaklad

mé prace.
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3 Cile a motivace prace

V mikroskopii se builkky snimkuji v danych ¢asovych intervalech. Ty zédlezi na nékolika pa-
rametrech. Jsou to moznosti hardwaru, jako je prenosova rychlost kamery, rychlost pohybu
mikroskopového stolku apod. Dalsim dulezitym parametrem je i navrh vlastniho experimentu -
kolik zornych poli se snim4, na kolika vzorcich apod. Pokud je pti snimkovani nastavena nizka
rychlost snimkovéni (pocet snimku za sekundu), objevi se pak kupiikladu dlouhé preskoky
bunék mezi jednotlivymi snimky snimané sekvence. Bunky se na snimku stejného zorného pole
¢asto objevuji a zase mizi, coz muze byt zpusobeno napiiklad jejich prisunutim do zabéru ka-
mery nebo naopak jejich odsunutim z néj. Je-li na druhou stranu snimkovaci rychlost vysoka,
muze dojit k tomu, ze méfeny pohyb bunky neni mezi jednotlivymi snimky znatelny a také
roste mnozstvi dat, které je pri experimentu nutno ukladat.

Metoda hiQPI je klicova pro vyzkum a analyzu bunék v ruznych oblastech biologie. Jako
celosvétove jedina dovoluje velice presnd méreni rozlozeni hmoty buiky. V kombinaci s metodou
AID umozni zjistit a kvantitativné analyzovat presuny hmoty v bunce. Cilem mé préce je
prozkoumat a ovérit nejkratsi smysluplny interval snimani jednoho zorného pole, ktery je kratsi
nez 10 sekund, a ktery dovoly popis rozlozeni a casové chovani intacelularni hmoty (cytoplazmy)
bunky. Pro tyto potieby bude analyzovana velikost presunu bunééné hmoty, sila, kterou pii tom
bunky generuji a v neposledni fadé morfologie bunky.

Abych doséahla cile mé prace, je nutné provést tyto kroky:

e vybrat vhodné bunécné linie,

e stanovit metodiku péstovani bunék a pripravy vzorku,
e nasnimat data pomoci metody hiQPI,

e zpracovani dat metodou AID,

e vyhodnotit chovani bunék a stanovit vhodnou rychlost snimkovani.
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4 Vybér bunécné linie a priprava

bunécénych vzorku

Pfi praci s zivymi bunkami je nutno chronologicky projit danym postupem, aby byly zaruceny
jejich ¢asové neménné vlastnosti. Prvné se vychazi z bunééné kultury, kterd vznika odebranim
bunék zvitete nebo rostliny a jejich nasledného rustu v priznivém umélém prostiedi. Pii tomto
procesu jsou vybirany bunky stejného typu, napriklad epitelové bunky darcovské tkané. Vznika
tak primarni kultura, kterda obsahuje bunky izolované z tkané, ve které bunky proliferuji
za vhodnych podminek, dokud neobsadi cely dostupny substrat (tj. dokud nedosdhnou konflu-
ence). Po dosazeni konfluence je nutné bunky subkultivovat (tj. pasdzovat) jejich pfenesenim
do nového nadoby s novym rustovym médiem, aby mély vice mista a zivin pro pokracovani
rustu. Vlastni péstovatelnd bunécnd linie vznikd po prvni subkultivaci z primarni kultury.
Prevazuji bunky s nejvyssi rustovou kapacitou, coz vede k urcitému stupni genotypické a fe-
notypické uniformity v populaci. Bunééné linie maji omezenou zivotnost (tj. jsou konecné)
a procesem pasazovani mohou degenerovat. Pro dlouhodobé péstovani bunécnych linii, jsou
bunky z prvotnich pasazi mrazeny a dlouhodobé skladovany jako zalohy. K vlastnimu péstovani
bunéénych linii, je tieba udrzovat jejich fizené prostiedi (spravna teplota a koncentrace CO,)
a tim regulovat pH a osmoticky tlak v kultufe. Dale musi mit dostatek kultivaéniho média,
které poskytuje nezbytné ziviny, antibiotika, rustové faktory a hormony pro rust buneék.

Kontaminace bunécnych kontrastnich populaci je jednim z nejcastéjsich problému pii od-
povédné interpretaci vysledku jakéhokoli testovani. Vyskytuje se jak pti pripravé bunécnych
kultur, tak i pfi manipulaci s nimi. Zpusoby jakymi lze bunééné kultury kontaminovat lze
rozdélit do dvou skupin: chemicky (napf. necistoty v médiich, sérech a vodé, endotoxiny,
zmékcovadla a detergenty) a biologicky (napt. bakterie, plisné, kvasinky, viry, mykoplazmy
a kfizové kontaminace jinymi bunéénymi liniemi). I kdyz je nemozné kontaminaci zcela eli-
minovat, je mozné omezit jeji vyskyt a zavaznost dodrzovanim zakladnich pravidel pii praci
ve sterilnim prostiedi. Pripadné i deklarovat jako odhaleny problém.

Pii experimentech jsem vyuzila dvé bunééné linie K2 a T15 [30]. Tyto bunécné linie byly
vybrany nejen kvuli rozdilnosti jejich puvodu a typu nadoru, ale také kvuli rozdilnému chovani
a biologickym vlastnostem, jako jsou motilita (pohyb bunék), rychlost migrace a dalsi aspekty

bunécné dynamiky. Tyto rozdily jsou dulezité pii vybéru vhodné linie pro konkrétni experimenty
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a vyzkumné aplikace. Tyto linie maji zdsadni vyznam pro vyvoj novych terapeutickych strategii,
a to jak v oblasti onkologie, tak v imunologickych aplikacich.

Bunécna linie K2 byla puvodné izolovana z plicni metastazy podkozniho nadoru, ktery vznikl
po podkozni aplikaci spontanné in wvitro transformovanych LW-13 embryonélnich fibroblastu
potkana inbredniho kmene Lewis. Diky jejich spontanni nadorové transformaci in vitro je mozné
tyto bunky zpétné transplantovat a vyuzit je k testovani migrace in vitro i metastazovani
m VIo.

T15 klonalni linie byla odvozena z K2 kolonie, ktera byla in vitro selektovana na zdkladée
rozptylu klondlni kolonie (colony scattering). Srovnavaci molekuldrni analyza puvodnich ne-
metastazujicich K2 bunék a metastazujicich T15 bunék odhalila molekulu 4.1B-C [30] jako
supresor metastazovani.

Obé tyto kontrastni bunécné populace slouzi k primarnimu a orientacnimu posouzeni po-

tencialu testovanych léciv.

4.1 Priprava bunécénych kultur

Bunééné linie byly kultivovéany v kultivacnich lahvickach v médiu MEM (Minimum Essential
Medium) obsahujicim 2 mM L-glutaminu, 1 mM pyruvétu sodného, 0,1 mM neesencidlni ami-
nokyseliny, 10% FBS (fetdlni bovinni sérum) a getamicin 10 pg/ml (antibiotikum). Médium
bylo skladovédno v lednicce o teploté — 4°C. Prostiedi kultivace zajistoval sterilni inkubétor se
stalou teplotou 37°C a urovni COy 5%. V zavislosti na rychlosti rustu a poméru ptridaného
média a bunék do nové bunécné linie byly bunky 2-3x tydné sterilné pasdzovany v lamindrnim
boxu. Po odsati starého média byly bunky promyty 3 ml roztoku PBS (fyziologicky roztok),
ktery byl i se zbytkem média opét odsédn. Nasledné byly bunky uvolnény z povrchu kultivacni
lahve piidénim 1 ml 0,25% trypsinu a inkubaci po dobu 5 minut v inkubatoru. Po uvolnéni
a diukladném proplachnuti dna kultivac¢ni lahve pomoci 5 ml média byly bunky uvolnéné do
trypsinu a média pfeneseny do zkumavky.

Pro uréeni spravného pomeéru bunék a média v nové bunééné linii i vzorku, ktery byl nasledné
snimkovan je nutné stanovit presny pocet bunék ve vzorku. Pro urceni koncentrace bunék byla
vyuzita Biirkerova komurka, viz obrézek 4.9a), ve spojeni se svételnou mikroskopii. Vyuzita
byla technika Zernikeho fazového kontrastu, ktera je dulezita pro zvyseni kontrastu obrazu

pocitanych bunék, protoze pti klasickém zobrazeni ve svétlém poli nejsou bunky kontrastni.
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Obrazek 4.9: Biirkerova komurka. a) Nahled na komurku, b) pocitaci policko.

Pocitaci komurka je tvorena podloznim sklem s nékolika pocitacimi policky s presné danou
plochou a hloubkou, které jsou ohraniceny vyrytymi sitémi. Pfi pocitani bunék bylo vlozeno
15 pl bunécné suspenze mezi kryci sklicko a podlozni sklo. Takto ptipravena pocitaci komurka
byla vlozena do zorného pole svételného mikroskopu a po zaostieni se ptistoupilo k samotnému
pocitani bunék. Pti poc¢itani bunék pomoci pocitacich komurek se zapocitavaji pouze ty, které se
nachézeji uvniti ¢tverce a bunky, které se z vnitini nebo vnéjsi strany dotykaji dvou stanovenych
stran. Tim se zabrani dvojimu poc¢itani bunék, viz obrazek 4.9b).

Pro stanoveni koncentrace bunék v 1 nl suspenze se pouziva vypocet:
a
x = 10000—, (4.1)
n

kde x je koncentrace bunék v suspenzi, a je stanoveny pocet bunék a n je pocet opakovani
(pocet spocitanych ¢tvercu).

Podle vypocitané koncentrace bunék v suspenzi je nasledné vypocitan objem bunécné suspenze
tak, aby obsahovala pozadovany pocet bunék. Do nové pasdze bunécné linie tak bylo nasazovano
nékolik ml bunééné suspenze o koncentraci 12500 bunék. Kritickym ukazatelem je pocet bunék

na mm? kultivaéni plochy.
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5 Méreni a zpracovani dat

Pro méteni byly pouzity mikroskopové nosice p-Slide Lauer spolecnosti Ibidi [31], které se
pouzivaji v bunécné biologii a mikrobiologii pro kultivaci bunék a analyzu jejich chovani pod
mikroskopem, viz obrazek 5.10. Pii pouziti téchto sklicek se bunky c¢asto pozoruji pod fluo-
rescencnim mikroskopem nebo jinymi pokrocilymi mikroskopovymi technikami, které umoznuji
vizualizaci bunék v realném ¢ase. Méteni ruznych parametru bunék je tak mozné provést pomoci
téchto nosicu. Jsou tedy vhodné i pro studium bunééné motility. Opticka kvalita polymerového
kryciho dna nosice je srovnatelnd se sklem a je idedlni pro bunéénou kultivaci pod prutokem
a pro mikroskopii s vysokym rozliSenim. Do vzorku byla nasazovana bunééné suspenze o kon-
centraci 25000 bunék. Tento objem byl prenesen do mikroskopového nosice Ibidi p-Slide a byl
pridéan takovy objem média, aby celkovy objem vzorku ¢inil 200 pl a aby byla zaplavena cela
pozorovatelna plocha nosice a zamezilo se vzniku vzduchovych bublin ve draze optického svazku
pozorovaciho mikroskopu. Pro zabranéni vyschnuti vzorku béhem inkubace bylo do ¢epicek po
obou stranach nosice vlozeno 60 pl média. Nésledné byl nosi¢ vlozen do inkubdtoru na 24
hodin. Béhem experimentu bylo vyuzito naklonéni mikroskopického nosi¢e po dobu kultivace
v inkubatoru. Nosi¢ byl pod malym tihlem vlozen do inkubatoru ¢imz bylo docileno mensi kon-
centrace bunék na jedné strané nosice. Pro tpravu koncentrace bunék byl v priubéhu pasazovani
ménén pomeér média a bunék v suspenzi pridanim vétsiho mnozstvi média a mensi koncent-
race bunék. Mensi koncentrace bunék ulehéila hledani vhodné bunky pro méfeni a pozorovani,
protoze pro nejptresnéjsi vysledky je potieba najit buiku, v jejimz okoli zorného pole mikroskopu

nejsou zadné dalsi bunky:.
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Obrazek 5.10: Mikroskopovy nosi¢ Ibidi p-Slide Lauer. Prevzato a upraveno z [31].

Po 24 hodinach byl nosi¢ vlozen do mikroskopu Q-Phase [32], coz je inovativni typ mikro-
skopu vyuzivajici metodu hiQPI pro kvantitativni fazové zobrazovani. Tento mikroskop vyrabi
spole¢nost Telight Brno, s.r.o.

Nésledovalo snimkovani o riuznych ¢asovych intervalech ve stejném casovém tseku. Vsechna
méreni probihala po dobu 10 minut pro docileni co nejptesnéjsich méteni. Zvolené intervaly
snimkovani byly 10 s, 5s, 35, 25, 15, 0,50 s a 0,20 s. Redlné vSsak byl nejkratsi interval
0,26 s a nebo 0,28 s, vzhledem k technickym moznostem mikroskopu a jeho obsluzného soft-
waru. Pozorovani bunék snimkovanych ve vice ¢asovych intervalech umoznilo porovnat presnost
probihala s obéma bunéénymi liniemi K2 a T15. Celkové probéhla 4 méteni bunécné linie K2
a 2 métreni bunécné linie T15. Naméteno bylo 6 bunék z kazdé linie a vyhodnoceni dat probéhlo
na nejvice vhodném méreni z obou bunéénych linii, kdy bunka byla pfisedla na podloznim
sklicku a nevykazovala znamky piipravy na mitézu. Vhodnost snimku pro zpracovavani byla
urcovana také podle faktoru jako motilita bunky po dobu méreni nebo kvalita naladéni mikro-
skopu po dobu méfeni. Pti nastaveni samotného experimentu byl zvolen objektiv znacky NI-
KON se zvétsenim 40x a numerickou aperturou 0,95, protoze dovoluje nejvyssi mozné rozliseni
mikroskopu vzhledem k jeho vysoké numerické apertute. Objektivy s mensim zvétsenim by
nemély dostatecné rozliseni pro zaznamendni vnitini motility bunék. Zdroj svétla byl nastaven
na vlnovou délku 660 nm s polositkou spektra cca 10 nm a délku expozice nastavoval software
mikroskopu SophiQ dle aktualniho naladéni. Tésné pred spusténim méreni bylo vzorkem po-

sunuto tak, aby v zorném poli mikroskopu bylo pouze zorné pole bez bunék. Tento snimek byl
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v programu SophiQ pouzit pro odecteni pozadi pod snimanymi bunkami. Timto krokem bylo
docileno ptesnéjsich vysledku a zjednoduseni naslednych kroku pfi zpracovavani potizenych
snimku.

Nasledné probihalo zpracovavani vSech snimku pomoci skriptu, napsanych v jazyce Python.
V prvnim kroku zpracovavani byly snimky ofiznuty tak, aby okolo bunék byla co nejmensi
plocha pozadi. Tento krok byl zdsadni pro dalsi kroky zpracovani. Velikost snimku vyrazné
ovliviiuje celkovou dobu dalstho zpracovani a vyuziti paméti pocitace. Snimky byly i barevné
skdlovany a spojeny do animovaného gifu, aby byla zvysSena viditelnost bunék a jejich pohybu.

V druhém kroku byly bunky prahovany. Pozadi okolo bunék je v tomto kroku odstranéno
a nahrazeno nulovymi hodnotami, viz obrazek 5.11. Prahovaci maska pozadi byla nastavena
tak, aby neofezavala vlastni bunku. To umozni poslednimu kroku zpracovani pocitat pouze
s vlastnimi daty bunky a ne i se Sumem puvodniho pozadi snimku. Bylo-li na snimku vice bunék,
byly separovany do vlastnich snimku. Tim byla zajisténa maximalni presnost pii zpracovavani

ve tretim kroku.

hiQPI snimek maska pozadi prahovany hiQPI snimek

snimek prvé bunky snimek druhé bunky

Obrézek 5.11: Druhy krok zpracovani. a) hiQPI snimek dvou bunék T'15 potizeny mikroskopem,
b) prahovaci maska pozadi, c) bunky T15 s nulovym pozadim, d) a e) bunky separované do
dvou hiQPT snimkd.

V tietim kroku byly spoc¢teny veli¢iny popisujici chovani bunék. K tomu bylo vyuzito metody

AID (Analytical Image Differencing) [23, 24], kterd je v soucasnosti v recenznim fizeni pro
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publikaci. Tato metoda odecité po sobé jdouci QPI snimky? a méif rozdily hodnot v jednotlivych
pixelech snimku. Jejim grafickym vystupem jsou zeleno-cervené barvené AID snimky, kde zelena
barva reprezentuje prirustek hmoty a cervena ubytek hmoty, viz obrazek 5.12. Kromé toho
dovoluje stanovit, kolik bunééné hmoty m se v daném okamziku pohybuje, v jakém smérovém
vektoru . Tato metoda je v soucasnosti rozvijena pro méreni bunécné sily CF'. Je-li znamo
mnozstvi presunuté hmoty m a prislusny casovy interval At, pak je mozno stanovit vnitini
hybnost bunky. Z rozdilu dvou namérenych hybnosti, diky druhému Newtonovu zakonu, je
mozné stanovit silu CF', kterou bunka vytvaii. Tato metoda bude v dohledné dobé publikovana

ve vysoko impaktovaném ¢asopise (prvy kvantil oboru).

AIDy_,; AID;_,,

Obréazek 5.12: Priklad tfetiho kroku zpracovani. Dva nésledujici AID snimky spoctené ze tii
hiQPI snimku. a) AID snimek pocitany ze snimku s indexy 1 a 0, b) AID snimek pocitany ze

snimku s indexy 2 a 1. Modrfe je vyznacen kladny smér osy = a pocatek souradného systému,

2Lze pouzit hiQPI snimky z Q-phase mikroskopu i jiné QPI snimky z jinych holografickych mikroskopti.
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6 Diskuze

Pro podrobnou analyzu byly vybrana jedna bunka z kazdé linie. Vybér byl zalozen na tom, aby
bunky byly v podobném stavu po celou dobu méfeni s ruznymi casovymi intervaly. To jest bez
vyrazného vnéjstho pohybu, pouze s aktivitou presunu hmoty na svém kraji. Prave takovéto
bunky je mozné porovnat z pohledu vnitini motility. Zbylda namétena data, vzhledem k velmi
vysoké casové naroc¢nosti, budou zpracovavana v budoucnu.

U obou bunék byly naméreny témér podobné vysledky. Pro stanoveni zavéru je nutné po-
rovnavat jak ¢iselné nameérend data, tak i data obrazovd. Ciselnd data pro buiku T15 jsou
uvedena v tabulce 6.1 a reprezentovana v grafu na obrézku 6.13. Obrazova data jednotlivych
AID sérif jsou uvedena na obrazku 6.14. Ciselnd data pro buiiku K2 jsou uvedena v tabulce 6.2
a reprezentovana v grafu na obrazku 6.15. Obrazova data jednotlivych AID sérif jsou uvedena
na obrazku 6.16.

7 grafu na obrazku 6.13 a z dat v tabulce 6.1 je patrné, ze hodnota hmoty bunky m, kterd
je béhem porizeni AID snimku v pohybu, klesa se snizujicim se snimkovacim intervalem. To
je predem ocekavany a predpokladany vysledek, ktery potvrzuje, ze méreni pii jednotlivych
casovych intervalech odpovidd realité. Velikost smérového vektoru |I| pfemisténi hmoty také
klesd se snizujicim se snimkovacim intervalem. Uhel tohoto vektoru kolisa prumérnymi hod-
notami (i medidny) okolo piimky, pficemz piislusné smérodatné odchylky jsou o fad vyssi. To
vypovida o chaotickém pohybu burky. Velikost bunééné sily |CF| je s klesajicim intervalem
frekvence. Tato méteni jiz diive provedli MUDr. Pavel Vesely, CSc. a Ing. Zbynék Dostal, Ph.D.
Spole¢né je budeme publikovat, véetné mych zavérta a dat. Smér vektoru bunécné sily LCF je
opét chaoticky bez vyrazného sméru, podobné jako u sméru vektoru £1. Z namérenych sérii AID
snimku (viz obrazek 6.14) bylo mozné uréit nejpresnéjsi a zaroven nejpirehlednéjsi snimkovaci in-
terval, ve kterém je viditelna vnitini motilita buiiky a neobjevuje se sum. Vsechny AID snimky
se snimkovacim intervalem 0,5 s a 0,28 s jsou si velmi podobné. Citelnost vnitini motility bunék
na téchto snimcich je velmi Spatna a na snimcich prevazuje spise Sum. Nelze tak pozorovat jemné
pohyby uvniti buiiky. Pozorovatelné jsou pouze pohyby na hranicich burky (zvyraznéno zlutou
sipkou). U AID snimku se snimkovacimi intervaly 10 s, 55, 3 s a 2 s je viditelnd vnitini motilita
bunky, ale zaroven nejsou méreni tak presna kvuli nizsim snimkovacim intervalum. Proto jsem

dospéla k zavéru, ze nejpresnéjsi snimkovaci interval pro pozorovani vnitini motility bunky
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umoznuje pozorovat vnitini motilitu bunky a zaroven je nejmensim snimkovacim intervalem,
pri kterém se neobjevil Sum.

Tento zavér potvrzuje i méfeni druhé bunky, tedy bunky K2. Z grafu na obrazku 6.15
a z tabulky 6.2 lze opét pozorovat, ze hodnota hmoty burnky m, kterd je béehem potizeni AID
snimku v pohybu, klesd se snizujicim se snimkovacim intervalem. Tento predem ocekavany
a predpokladany vysledek opét potvrzuje, ze méteni pii jednotlivych ¢asovych intervalech od-
povidé realité. Velikost smérového vektoru || premisténi hmoty opét klesd se snizujicim se
snimkovacim intervalem. Uhel tohoto vektoru £1 kolisa prumérnymi hodnotami (i medidny)
okolo primky a piislusné smérodatné odchylky jsou také o rad veétsi. To vypovida opét cha-
otickém pohybu buriky, tak jako v prvém piipadé. Velikost bunééné sily |CF| je s klesajicim
intervalem opét rostouci, ale dosahuje v porovnani s buinkou T15 skoro o tad vyssich hodnot.
Burika T15 generovala velikost bunééné sily 1,89 aN (medidn série 0,28 s), bunka K2 genero-
vala velikost bunécné sily 6,48 aN (medidn série 0,26 s). Z naméfenych sérii AID snimku (viz
obrézek 6.16) bylo opét mozné urcit nejpresnéjsi a zaroven nejprehlednéjsi snimkovaci interval,
ve kterém je viditelnd vnitini motilita bunky a neobjevuje se sum. Vsechny AID snimky se
snimkovacim intervalem 0,5 s a 0,26 s jsou si velmi podobné. Citelnost vnitini motility bunék
na téchto snimcich je opét velmi Spatnd a na snimcich prevazuje Sum. Nelze pozorovat presné
pohyby uvniti bunky. Pozorovatelné jsou pouze pohyby na hranicich burky (zvyraznéno zlutou
sipkou). U AID snimku se snimkovacimi intervaly 10 s, 5 s, 3 s a 2 s je opét dobte viditelna
vnitini motilita bunky. Proto jsem opét vyhodnotila, ze nejpresnéjsi snimkovaci interval pro
pozorovani vnitini motility buinky je interval 1 s.

S ohledem na podobnost obou vysledku jsem dospéla k zavéru, ze ackoliv jde o bunécné
rakovinné linie ruzného puvodu, pri velmi rychlém snimkovani se bunky z fyzikalniho hlediska
chovaji velice podobné a jsou pro metodu AID nerozlisitelné. Pokud tedy pohlizime na bunku

jako na celek, je hranicnim intervalem snimkovani 1 s.
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Obrazek 6.13: Grafy statistickych vysledki méfeni pro bunku T15. a) Presouvand hmota m
bunky, b) velikost vektoru pohybu |I| hmoty buriky, ¢) smér vektoru pohybu £ hmoty bunky,
d) velikost bunécné sily |CF| buiky, e) smér sily bunky <CF. U grafu a) az c) a e) ¢tverec
oznacuje aritmeticky prumeér, useckami jsou vyznaceny smérodatné odchylky a ¢ervena linka

vyznacuje median.
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20 um

Obrazek 6.14: Série AID snimku bunky T15 pro riuzné snimkovaci intervaly. a) 10 s b) 5 s, ¢)
3s5,d)2s,¢e)1s,f)0,5s, g) 0,28 s. Zlutou sipkou jsou vyznaceny vyrazné pohyby na hranici

bunky. Ve vyfezech je zvétsena vnitini motilita bunky.
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Tabulka 6.1: Tabulka statistickych vysledki méfeni pro bunku T15.

snimkovaci interval | stat. veli¢ina | m (pg) | |l| (ym) | £ (°) | |CF| (aN) | LCF (°)
prumeér 1,61 2,18 —4.43 0,03 204,98

10 s sm. odchylka | 0,17 1,40 77,08 0,01 111,77
median 1,58 1,94 —14,08 0,03 184,82

prumeér 1,23 2,23 —27,02 0,07 190,21

5s sm. odchylka | 0,07 1,07 62,31 0,04 105,57
median 1,23 2,17 —28,33 0,06 182,15

prumeér 0,96 1,85 21,53 0,14 179,38

3s sm. odchylka | 0,08 0,93 112,91 0,10 105,97
median 0,94 1,75 —6,07 0,13 182,77

primér 0,89 1,23 6,04 0,29 184,21

28 sm. odchylka | 0,07 0,75 108,42 0,17 108,16
median 0,88 1,08 15,54 0,27 182,68

prumeér 0,78 0,88 7,18 0,82 182,71

1s sm. odchylka | 0,02 0,50 | 132,02 0,49 110,54
median 0,78 0,82 10,09 0,72 179,76

prumeér 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
median 0,53 0,83 80,08 1,38 181,56

primér 0,32 0,30 | 32,28 2,51 154,11

0,28 s sm. odchylka | 0,01 0,26 93,42 1,83 102,88
median 0,31 0,44 29,43 1,89 127,59
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vyznacuje median.
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Obrazek 6.16: Série AID snimku bunky K2 pro ruzné snimkovaci intervaly. a) 10 s b) 5's, ¢) 3

s,d) 2s,e) 1s,f)0,5s,g) 0,26 s. Zlutou sipkou jsou vyznaceny vyrazné pohyby na hranici

bunky. Ve vyfezech je zvétsena vnitini motilita buiky.
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Tabulka 6.2: Tabulka statistickych vysledki méfeni pro bunku K2.

snimkovaci interval | stat. veli¢ina | m (pg) | |l| (ym) | £ (°) | |CF| (aN) | LCF (°)
prumeér 1,38 3,23 —42,46 0,04 160,46

10 s sm. odchylka | 0,12 1,58 100,40 0,02 100,89
median 1,36 3,18 —40,38 0,04 159,32

prumeér 1,18 1,95 —6,20 0,09 172,69

5s sm. odchylka | 0,07 1,16 100,38 0,05 98,94
median 1,18 1,73 —14,29 0,08 185,40

prumeér 0,95 1,69 —12,84 0,17 173,95

3s sm. odchylka | 0,03 1,05 98,26 0,10 101,99
median 0,94 1,48 12,89 0,15 199,95

prumeér 0,92 1,70 —42,97 0,34 176,26

28 sm. odchylka | 0,04 0,84 69,06 0,22 102,13
median 0,92 1,59 —52,40 0,30 183,64

prumeér 0,86 1,09 13,42 1,35 178,00

1s sm. odchylka | 0,02 0,63 107,05 0,77 103,79
median 0,85 1,03 33,95 1,28 185,40

prumeér 0,84 0,79 —4,34 3,87 166,99

0,5s sm. odchylka | 0,03 0,51 100,44 2,35 102,90
median 0,85 0,69 16,01 3,27 185,25

prumeér 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
median 0,45 0,67 —11,10 6,48 188,82
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Z.aver

V ramci své prace jsem se naucila spoustu novych znalosti a ziskala nové dovednosti. Seznamila
jsem se s technikami mikroskopie, naucila jsem se péstovat zivé bunky, mérit je pomoci Q-
Phase mikroskopu a zpracovavat ziskana data. Vysledky mé prace maji potencial pro urychleni
biologického vyzkumu chovani nddorovych bunék. Diky urc¢eni nejvhodnéjsiho snimkovaciho in-
tervalu se zefektivni proces méfeni bunék a tim lze urychlit i cely vyzkum. Rychlost vyzkumu je
dulezita napriklad pri zkouméni nadorovych onemocnéni. Pfi téchto vyzkumech je potieba po-
zorovat motilitu bunék a déni v nich a to umoznuje snimkovaci interval 1 s. Namérend data pro
tuto préci budou publikovana ve vysoko impaktovaném casopise prvého kvantilu oboru (napf.
Computer Methods and Programs in Biomedicine) ve slozeni autora MUDr. Pavel Vesely, CSc.,
Barbora Kuzelova, Richard Vesely a Ing. Zbynék Dostal, Ph.D. Ziskané vysledky ptfedstavuji
klicové potvrzeni puvodniho pracovniho posouzeni rozhodujici délky snimaciho intervalu 1 s,
pricemz pii intervalu 0,5 s jiz dochazi k vyraznému projevu Sumu. Timto je umoznéna detekce
této hranice, kterd poskytuje moznost charakterizovat bunky a jejich reakce. Na tento opérny
bod navéze disertaéni prace Mgr. Anastézie Rihové, kterd je zaméfend na rychlé pohyby fokéln{
adheze, jez byly patrné i pti méfenich se snimacim intervalem kratsim nez 1 s. Préce se bude
vénovat vztahu téchto pohybu k motilité cytoplazmy a aktivité rychlého intracelularniho po-
hybu (fast intracellular movement). To v8e bude prezentovano prostiednictvim metody AID
a metod jako refexni interferenéni mikroskopie, fuorescenéni mikroskopie a opticka rozptylova
mikroskopie, které budou integrované v jednom piistroji, jako ukazka moznosti neinvazivni

korelacni mikroskopie bez nutnosti barveni bunek.
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