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Abstrakt

Byla navrzena a zkonstruovéna pritokova komtrka pro dlouhodobé pozorovani zivych bun¢k
v transmisnim, koherenci fizeném holografickém mikroskopu (CCHM), ktery byl vyvinut
v Laboratofi experimentélni biofotoniky na Ustavu fyzikalniho inzenyrstvi VUT v Brng.

CCHM umoznuje vyhodnocovat dynamické zmény uvniti zivé bunky diky kvantitativni
informaci o fazovém posuvu pro kazdy obrazovy bod. Aby se experimentaln¢ prokazaly
vyhody CCHM, je dulezit¢ dlouhodobé udrzovat optimalni kultivacni podminky ptidavanim
Cerstvého kultivaénitho média pro pozorované builkky piimo v mikroskopu. Pritokova
komtirka umoziuje jak vyménu kultivacniho média, tak aplikaci biologickych ¢inidel bez
nutnosti vyjmuti komrky z mikroskopu, jak je tomu u stacionarnich komurek. Mizeme tak
sledovat zivotni projevy pied aplikaci ¢inidel a reakci bun¢k po aplikaci.

Na zéklad¢ publikaci s feSenymi navrhy pritokovych komtrek, uvedenych v predlozené
diplomové préci, byl realizovan originalni pratokovy systém s pfisluSenstvim, vyhovujici
konstrukénimu feSeni CCHM. Byly rovnéz diskutovany vlastnosti proudéni a proces vymény
kapalin v pratokové komitrce a na zdkladé¢ provedenych simulaci byl modifikovan tvar
vnitintho prostoru  komurky. Funkénost a pouzitelnost pratokové komirky byla
experimentalné prokdzana v CCHM 1 v jinych mikroskopech. V navrzenych pratokovych
komurkach byly uspéSné pozorovany reakce nadorovych a epitelidlnich bun¢k na zménu
prostiedi z kultivacniho média na fyziologicky roztok.

Klicova slova
Koherenci fizeny holograficky mikroskop, zobrazovani zivych bun¢k, pratokova komurka.

Summary

The perfusion chamber for long term observing of live cells by the means the Coherence-
Controlled Holographic Microscope (CCHM) was designed. CCHM was built and designed
at the Laboratory of the optical microscopy at the Institute of Physical Engineering, Brno
University of Technology.

CCHM can quantitatively evaluate dynamical changes inside live cells thanks to the
quantitative information about phase shift in each pixel of the image. In order to demonstrate
advantages of CCHM experimentally, it is important to keep the live cells in the good
conditions. This is made by adding the fresh cultivation medium for studied cells directly
in the microscope.

In contrast to the stationary chamber the perfusion chamber allows both the cultivation
medium exchange and the application of biological reagents without the necessity
of removing the chamber from the microscope. Therefore we can study the vital signs of cells
before and after the application of reagents.

An original perfusion system with accessories compatible with CCHM was designed. The
design is based on the previously published perfusion system solutions that are referred
to in this thesis. The flow characteristics and medium exchange process was discussed and
a modification of the internal geometry, based on numerical simulations, was introduced. The
applicability of this perfusion chamber has been proven for the CCHM and even for different
types of microscopes. The reactions of tumor and epithelial cells during the change
of the environment from the cultivation medium to the physiologically solution were studied.
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Coherence-controlled holographic microscope, live cell imaging, perfusion chamber.
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1 Uvod

Pozorovéni bunck a bunéénych tkdni riznymi mikroskopovymi metodami neni sice v oblasti
biologického vyzkumu novinkou, nicméné¢ jedna se o nosné téma, neptestavajici prinaset
nové poznatky. Burika, jako prihledny a bezbarvy prostorovy objekt malo rozptylujici svétlo,
je v bézném transmisnim mikroskopu mélo kontrastni v porovnani s pozadim svétlého pole.

ZvySeni kontrastu obrazu builkky dosdhneme rGznymi technikami barveni, naptiklad
barvenim tenkych platki bunky. Nejdiive se musi buiiky fixovat, to znamena Setrn¢ chemicky
usmrtit se zachovadnim tvaru a vnitiniho uspofadani. Urcité slozky bunéénych organel
obarvenim absorbuji vice svétla a stavaji se tak kontrastnéj$i. Dalsi moznosti je barveni
fluorescencnim barvivem, jimz lze ziskat ptehled o rozmisténi ur¢itych molekul, na které se
barviva vazi. Svétlo emitované barvivem pii excitaci ale prichazi ze vSech rovin bunky
a pfispiva k rozmazéani obrazu. Navic se fluorescencni barviva osvicenim postupné vybéluji.
Nevyhodou vétsiny barvicich technik je usmrceni studované burky.

V mikroskopii bun¢k existuji i neinvazivni metody, které vyuZzivaji skutecnosti, Ze se
médium a buiiky a jednotlivé slozky bunék od sebe navzajem lisi indexem lomu. PouZzivaji se
naptiklad metody fazového kontrastu a diferencialniho interferen¢niho kontrastu. Tyto metody
sice ucinné prevadéji fazové rozdily na intenzitu svétla, avSak neumoziuji hodnoty fazovych
rozdill méfit.

Pro pozorovani fazovych vzorkd byl v Laboratofi experimentalni biofotoniky
na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi VUT v Brné navrzen a zkonstruovan transmisni koherenci
fizeny holograficky mikroskop (CCHM z anglického nazvu coherence-controlled holographic
microscope) [1]. Z CCHM ziskavame pro kazdy obrazovy bod kvantitativni informaci
o fazovém zpozdéni, které je pfimo umeérné plosné hustoté suché hmoty builkky. Zmény
rozlozeni suché hmoty jsou v relaci s d¢ji, kterymi buiika prochazi béhem bunééného cyklu,
jako je rust, pohyb a déleni. Vyhoda CCHM tkvi ve sledovani dynamickych zmén uvniti zivé
buiiky na definovanou z4téz v podobé¢ biologickych ¢inidel a vyhodnocovani reakce na tento
podnét.

Ptedlozend prace se zabyvéa navrhem a konstrukci pratokové komirky pro dlouhodobé
pozorovani zivych bunék v CCHM. Pritokovad komirka by méla byt schopna udrzovat
optimalni kultiva¢ni podminky pro buniky pfimo v mikroskopu a plné vyuzivat vyhod CCHM
ke kvantitativnimu vyhodnocovani zmén uvnitt buniky za ¢asovy interval.

1.1 Transmisni CCHM

CCHM patii do skupiny holografickych mikroskopt, které jsou typické tim, ze interferuji
svételné svazky ze dvou opticky ekvivalentnich vétvi: predmétové a referencni (obrazek 1).
CCHM pouziva nekoherentni zdroj svétla, ¢imz se ziska hloubkové diskriminované zobrazeni
vzorku. K interferenci pfispivaji paprsky jen z izké ¢asti vzorku, proto fikame, ze CCHM ma
charakter konfokalniho zobrazeni. Zdrojem svétla je halogenova lampa HL. Velikost plosného
zdroje je urcena primérem clony C. Paprsky prochdzejici interferencnim filtrem IF,
s maximem propustnosti na vinové délce 650 nm a polositkou maxima propustnosti 10 nm,
a dopadaji na transmisni difrakéni miizku DM s prostorovou frekvenci 70 mm™. Prvni fady
difraktovaného svétla se vybiraji do predmétové a referencni vétve. Zdroj je osvétlovacim
objektivem OO zobrazen do ohniskové roviny kondenzoru K. Jedna se o Kohlerovo osvétleni,
kondenzory K tedy zajistuji rovhomérné osvétleni pozorovaného objektu PO a referencniho
objektu RO. Objektivy O zobrazuji oba objekty do vystupni roviny VR, kde svétlo z obou
vétvi interferuje a vystupnim objektivem VO je vznikly hologram zobrazen na ¢ip CCD
kamery ([2], kap. 2).
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Obrazek 1: Schéma optické soustavy transmisniho CCHM:
HL — halogenovd  lampa, C-—clona, IF - interferenéni filtr,

OO —osvétlovaci  objektiv, Z — zrcatko, DM - difrakéni miizka,
K —kondenzor, PO — pozorovany objekt, RO — referencni objekt,
O — objektiv, VO — vystupni objektiv, CCD — kamera. (pfevzato z [1],
str. 12).

Do predmétovée vétve se vkldda pozorovaci komlrka s médiem a builkami
a do referencni vétve jen identickd komurka pouze s médiem. Rozdil optickych drah
videalnim piipadé tvoifi pouze pozorované¢ buiky. CCHM je zkonstruovan tak, aby
vyhovoval pozorovani buné€k, kultivovanych in vitro, uchycenych a rozprostienych na dné
pozorovaci komirky. Pozorovani zdravych zivych bunck vyzaduje peclivou pfipravu.
V nasledujici ¢asti jsou popsany podminky kultivace bunéénych kultur.

1.2 Péstovani bunéénych kultur

Bunky odebrané z mnohobunéénych organismii mohou dale piezivat v kultivacnim médiu
a byt pozorovany mikroskopem. Péstuji se ve specialnich nadobach (in vitro), nejcastéji
adherované na dné nadoby, ve kterych je snaha co nejlépe napodobit fyziologické podminky
piirozeného prostfedi. Nespravnd kultivace nebo manipulace muze vazné zmeénit
metabolismus a strukturu bun¢k, coz vede k mylnym vysledkiim nebo dokonce ke klamnym
zavéram. Aby se zajistily dobfe definované a stabilni kultivacni podminky, je dualezité
udrzovani teploty, vlhkosti (pifes 90%) a dodavani specialniho vyzivovaciho média se
spravnym pH a osmolaritou. Také je dulezita sterilita prostfedi a zabranéni bakterialni nebo
chemické kontaminace. Nékteré typy bunck jsou méné naro¢né na kultivaci, protoze
pozadavky na udrzovani specifické hodnoty teploty (napi. hmyzi buiiky) nebo slozeni média
(napt. bakteridlni buniky) neni tak zisadni. Tato cast prace nastinuje dulezité body
pro uchovani zdravych savCich bunék, které jsou velmi citlivé na vSechny zmény nize
uvedenych parametra ([3], kap. 12).

Kultivaéni médium je vhodnou smési aminokyselin, anorganickych iontl, vitamini,
zivin arustovych faktord. Spravna hodnota pH kultivatniho média 7,4 je zasadni pro
dlouhotrvajici zivotaschopnost bun¢k. Hodnota pH se kumulaci metabolického odpadu méni
a je Casto udrZzovana uhli¢itanovym pufrem, ktery vyzaduje spravnou koncentraci CO, bud’
piimo v médiu, nebo v okolni atmosféte. Jako acidobazicky indikator se do média pridava
fenolovd Cervenn a podle zbarveni do Zluta se poznd, kdy je potfeba médium vymeénit.

9



V experimentech, popsanych v kapitole 4, je pouzito médium s oznacenim M1H (standartni
kultivaéni médium doplnéné zivo€iSnym sérem). Je smési aminokyselin a soli (90%),
glutaminu (1%), fetalniho teleciho séra (9%) s obCasnym pifidanim antibiotik proti bakterialni
kontaminaci. Médium M1H vyzaduje 3,5% koncentraci CO, ([4], str. 32).

Spravna osmolarita kultivaéniho média je nezbytna pro zdravé a dlouhé pieziti vétsiny
eukaryotickych bunck. Pfi praci s velmi malym objemem, vystavenym suché pokojové
atmosféie, miize byt osmolarita média snadno zménéna vypafovanim, a tedy zvySenou
iontovou koncentraci. Zabranit tomuto jevu lze uzavienim kultivaéni nddobky nebo castym
dodéavanim Cerstvého média.

Sav¢i bunky maji optimalni rastovou teplotu 37°C. Snizeni teploty na 27°C, ma
za nasledek zménu ve struktufe bunééné membrany, cozZ ma dopad na enzymatickou aktivitu
a zivotaschopnost bunck. ZvySeni teploty na 40°C mulze vazné naruSit bunécné procesy
endocytdzy. I kdyz ma bunka pozoruhodnou schopnost kompenzovat mirné teplotni zmény,
pokud je experiment provadén mimo optimalni teplotu, nemusi experiment vypovidat
o pravdépodobné fyziologické udalosti, ale spise o teplotné¢ vyvolané reakci.

Dnes jsou laboratofe dobie vybaveny pro péstovani bunécnych kultur, pouzivajice
teplotné kontrolované a spravné zaplynované inkubatory s optimalni vlhkosti a koncentraci
CO,. Manipulace s buné€nou kulturou mimo inkubator vSak snadno narusi tyto piihodné
podminky. Kazdou zménou uvedenych podminek prostfedi jsou bunky stresovany a dochazi
ke zménam v bunécném metabolismu, napt. syntéza stresovych proteini a pozastaveni vyvoje
v bunééném cyklu. Po odstranéni stresovych faktorli a vloZeni zpatky do inkubatoru se dokazi
buniky, po urc¢ité¢ dob¢, opét dostat do normalniho stavu. Kratkodobé pozorovani bunéénych
kultur neni proto az tak slozitou zalezitosti, ale pfi delSim pozorovani uz jejich spravny stav
nelze zarucit. Dlouhodoby nepiiznivy stresovy vyvoj mize vést az k nekroze. Méné¢ stresujici
prostfedi se nemusi projevit na builkkich okamzitym efektem, ale az po urCitém cCase lze
poznat, ze bunky zapocaly proces apoptdzy, tj. fizené sebedestrukce. Doba trvani ¢asového
useku do doby, kdy je mozné rozpoznat apoptodzu, se lisi podle typu bunck a metody detekce
apoptozy. Predtim, nez Ize pocatek apoptdzy detekovat, mulze pozorovani zdanlivé
'normalnich' bun€k vést ke Spatnému vyhodnoceni. Je proto diileZité minimalizovat stresové
faktory béhem dlouhodobého procesu pozorovani v mikroskopu.

1.3 Pozorovaci komirky

Pozorovani zivych bun¢k vyzaduje nadobku, ktera by zajistovala vhodné zivotni podminky
bun¢k a zaroven by vyhovovala podminkdm pro pozorovani v mikroskopu. Pozorovaci
kultivacni komiirky se obecné déli do dvou zakladnich skupin: oteviené a uzaviené (viz [3],
[5]). Vybér mezi otevienou a uzavienou kultiva¢ni komtirkou zavisi na charakteru vyzkumu.

Pokud vyzkum vyzaduje fyzickou manipulaci s buitkami nebo mikroinjekei, pouzivaji
se oteviené komuirkové systémy, umoznujici pfimy ptistup ke vzorku. Jsou podobné Petriho
miskdm. Béhem experimentu jsou ovlivilovany okolni atmosférou, a proto nejsou vhodné
pro dlouhodobé pozorovani. Naopak uzaviené komirky chrani kultivaéni médium
pied odpafovanim a =zajistuji stalost prostfedi, charakterizovanou pH, koncentraci CO,
a neporusSenou osmolaritou. Poskytuji tak kvalitn€j$i ochranu pied plsobenim negativnich
vlivli okolniho prostiedi, avSak na ukor snadného ptistupu k buitkam.

1.3.1 Stacionarni komirky

Bunky lze uzaviit mezi dvé kryci sklicka (KS;, KS, — viz obrazek 2), oddélené separacni
vlozkou SV (obrazek 2). Separacni vlozka vymezuje buiitkam Zivotni prostor a brani ptisobeni
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tlaku krycich skli¢ek. Musi byt z chemicky inertniho a sterilizovatelného materialu, naptiklad
z pryze nebo teflonu.

Diky nedokonalému pfilnuti okrajii sklicka k separacni vlozce dochéazi k vypatovani
média, coz vede ke zvySeni iontové koncentrace a zméné pH. ZvySeni adheze kontaktnich
ploch mize byt zajiSténo jednim z mnoha tésnicich prostfedki: silikonovym tmelem,
vakuovou vazelinou, nebo prostfedkem zndmym jako Valap (smés vazeliny, lanolinu
a parafinu) k zajisténi vodotésného spoje [5]. Nevyhodou je obtiznost vymény kultivacniho
média bez narusovani sterility prostfedi opétovnym otevirdnim a uzaviranim komtirky.

V Laboratofi experimentalni biofotoniky se stacionarni komtirky Gispé$né pouzivaji ([2],
kap. 3). Dolni sklicko je silikonem permanentné ptilepeno ke kruhové nerezové vlozce. Horni
odnimatelné sklicko se utéstiuje vakuovou vazelinou. Pozadovana teplota v komtirce je
zajisténa vyhiivanim mikroskopového stolku a komory, ve kter¢ je cely mikroskop ulozen.

SV
— /

M\

Obrazek 2: Schéma stacionarni komirky.: M — kultivaéni médium,
B —buiika, KS,, KS, - kryci sklicka, SV —separa¢ni vlozka,
MS — mikroskopovy stolek, OBJ — objektiv.

1.3.2 Pritokové komirky

Vétsina uzavienych komurek disponuje kanalky (viz obrazek 3), kterymi je umoznén odtok
starého kultivatniho média a ptitok nového. Pouziti pratokovych systémli méa nékolik
potencialnich vyhod pro pozorovani bunéénych procesti:

* Pritokem cerstvého média se udrzuje optimalni pH kultivacniho prosttedi.
* Priitokovy systém poskytuje moznost vymény média s jinym sloZenim a vyhodnoceni

reakce bunék na zménu prostiedi. Mohou se plynule pridavat jak ziviny, tak rGzna
chemicka ¢inidla, indikatory nebo barviva.

* Rychlost prutoku mize byt kontrolovana, coz umoziuje ovlivnéni rychlosti reakce
bun¢k na biologicky aktivni latky.

* Postupnou reakci lze realizovat pfidavanim odliSnych latek v riiznych casech
za sebou.

* Vzorek mize byt v okamziku urcitého bunééného stadia fixovan, a tak umozni studii
pozadovaného stavu buiiky po delsi dobu.

* Bez potteby vyjmuti z mikroskopu Ize po celou dobu pozorovani sledovat stejnou
buniku bez preruseni pozorovaci sekvence.
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Existuje fada néavrhi pritokovych komirek od jednoduchych [6],[7], snadno
vyrobitelnych, az ke komplikovanym [8], [9] usnadiiujici kultivaci pfimo v mikroskopu.
Historickym vyvojem pritokovych komurek a riznymi typy konstrukéniho feSeni se zabyva
nasledujici cast 1.4.

| — ‘ K%
y \
MS
B
OBJ
Obrazek 3: Schéma pritokové komirky: M — kultivaéni médium,

B — bunika, KS;, KS, — kryci sklicka, K — kanalek, SV — separa¢ni vlozka,
MS — mikroskopovy stolek, OBJ — objektiv. Priitokové komirky umoZziuji
vyménu kapalného prostiedi pomoci ptitokového a odtokového kanalku
ve sméru Sipek.

1.4 Historicky vyvoj priitokovych komiirek

Informace o historickém vyvoji byly cerpany z publikaci [3], [5],[10], [11],[12] a jsou
shrnuty v nasledujici ¢asti.

Prvni pokusy o udrzovani zivych bunéénych kultur, separovanych od jejich origindlniho
prostiedi, byly provedeny koncem 19. stoleti. V roce 1885 Wilhelm Roux [13] dokazal
po urcitou dobu udrzet Zivé explantované kufeci embryondlni buniky v uméle pfipraveném
médiu. V roce 1907 Ross Harrison [14] pozoroval riist nervovych vldken ve tkani zabiho
embrya, uzavienych do komurky s lymfou. Nova metoda pro kultivaci zivych tkdni v umélych
laboratornich podminkéach in vitro postupné ukézala, ze mnoho riznych druht bunéénych
tkani mize prezit a dale rGst po néjaky ¢as mimo Zivy organismus. Od prvnich pokusi
kultivace in vitro pfirozené¢ vyplynula potieba konstruovat kultivaéni komtrky takovym
zptisobem, aby vyzivové médium mohlo byt vyménéno nebo kontinudlné protékat bez
narusSeni vzorku. Historicky vyvoj pritokovych komirek lze sledovat z etnych biologickych
publikaci, jejiz hlavni kroky shrnuje tabulka 1.

Prvni pratokovou komurku po Harrisonové uspéchu popsal Burrows [15] v roce 1912.
Pouzil korkovy materidl mezi krycim a podloznim skli¢kem a bavlnény knot pro spravné
proudéni média. Ugelem komirky bylo testovani chemického sloZzeni kultivaéniho média,
koncentrace soli a zivociSnych extraktil, aby se co nejlépe nahradilo prostfedi v téle Zivého
organismu. Testovand média se pridavala bez jakéhokoli pferuSeni pozorovani. Bylo
pozorovano ovlivnéni bunééného ristu pta¢i embryondlni tkdn€. Podobny aparat
v celosklenéné verzi popsal Romeise v tomtéz roce [16].

Po zavedeni nové metody mikroskopového pozorovani s fazovym kontrastem [17] se
v 50. a 60. letech 20. stoleti zacaly tvofit sofistikovanéjsi pritokové komirky s Iépe
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definovanou optickou drahou pro pozorovani s vysokym rozliSenim [18]. NejlepSim fesenim
bylo planparalelni uloZeni tenkych sklenénych krycich skli¢ek nad sebou, oddélenych
separacni vlozkou. Poskytovaly optimalni optické podminky pro mikroskopii bunék
rostoucich na vnitini strané spodniho sklicka.

Jednodussi typy komirek vyrobené z jedné az nékolika vrstev plexiskla [7], [19] mély
problém se sterilizaci (pti vysokych teplotach se prohybaly) a vykazovaly toxicitu pro nékteré
typy bunék [11]. Byly nepouzitelné pro intenzivni denni pouzivani diky mechanické
nestabilité a nestalym lepenym spojim [20].

Konstrukéné komplexnéjsi komirky s vngjsi oporou sklicek vétSinou z nerezové oceli
mely sice vys§i mechanickou odolnost, ptesto byly nepraktické a ¢asové naro¢né na montéaz
a manipulaci [11]. Byly zaloZeny na vrstveni dvou krycich sklicek, oddélené napiiklad
pryzovym o-krouzkem mezi dvéma kovovymi destickami [18]. Mnoho priitokovych komurek
bylo nasledné konstruovano modifikaci tohoto zakladniho designu (popsédno v ¢asti 1.5) [21],
[22], [23], [24]. Nerovnomérné tlakové zatizeni krycich sklicek vedlo k jejich castému
praskani, coz bylo jejich znanou nevyhodou. RovnéZz zavadéni pfitokovych jehel
pies pryzové tésnéni zptisobovalo nezadouci deformace krycich sklicek [20], [25].

Vyuziti kinematografického snimkovani [26] umoznilo védciim provadét od 70. let
20. stoleti systematické studie chovani zivych bunék a jejich vnitrobunécnych procesu
pti prodluzovani casovych tsekli pozorovani.

Pfi navrhu komitrek bylo snahou konstruktérti zajistit tésnost komtrky, paralelitu
krycich skli¢ek bez jejich prohybani, minimalizovat tloustku komirky vzhledem k velikosti
pracovni vzdalenosti objektivii a zaroven dosdhnout velké pozorovaci oblasti. Vhodnou
volbou tvaru vnitiniho prostoru komtrky a velikosti rychlosti pritoku kapaliny komirkou se
konstruktéfi snazili vyfesit problém mrtvych objemil zplsobujici Spatnou vymeénu kapalin
(viz ¢ast 1.5.3). Kazdy novy ndvrh se snazil vyfesit nedostatek pfedchozich za cenu jinych
nedokonalosti. Rovnéz snahy o navrZeni univerzalni komurky se neobeSly bez urcitych
kompromist [27].

1.4.1 Prehled navrhi pritokovych komiirek

Tabulka 1 tvofi ptehled vlastnosti nékterych uzavienych pratokovych komirek, vytvofenych
do roku 2000. Je piihlizeno k tvaru vnitiniho prostoru komurky, celkové tloustce, vnitinimu
objemu, typu tésnéni, materidlu a rychlosti pratoku média. VSechny navrhy pouzivaji dvé
kryci sklicka nebo jedno podlozni a jedno kryci sklicko, oddé€lené té€snicim materidlem,
vymezujici vnitini prostor komurky.
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Autor  |Rok |Tvar VPI: VH CT 'Objem Lepeni/tésnéni | Material Prut?lfl o/zZ Motivace navrhu/icel pouZiti
[mm?] | [mm] |[mm]| [ml] [ml.min]
Burrows [15]|1912| = - - - - parafin korek - Z tkan péstovana na bavinéném knotu
Toy [7] 1958 O/= |284/412 1 3 0,28 pryskyfice plexisklo - Z | 2 typy tvaru, hadicky privadény shora, FK
Sykes [18] 1959 O 284 >3,6 6,5 0,7 silikon (o) NO (IP) V4 FK
Poyton [20] | 1970 [] 400 >1 4,1 |>0,63 pryz (o) NO - Z laminarni proudéni
Dvorak [22] |1971| O 630 0,5 8,9 0,45 teflon (o) NO 0,17 Z kultivace mnohobunéénych organismu
Spring [9] [1978| O 1,8 0,075 1,1 - teflon(o), plast NO - Z méfeni mezibunééného prostoru
Pearce [28] |1981| [] |484(?) - - 0,4 silikon NO 04 Z | vicekanalovy pifvod pro laminarni proudéni
Berg [29] |1984| ] 58 04 4 0,05 |vakuova vazelina NO 3 Z | pro objektivy s kratkou pracovni vzdalenosti
Strange [30] [ 1986 () 65 1,2 2,5 0,08 silikon plexisklo 10 O manipulace s pipetami
Finch [23] |1988| o/= | 380 0,2 4 0,005 | cement, teflon NO 0,01- 0,5 Z mala CT s velkym VPP
Braga [27] |1989| O 283 0,5 3 0,21 teﬂoil;;;hlli(n(;nova NO (PP) Z univerzalni pro riizné experimenty
Ince [8] [1990| O | 314(?) - - 2 silikon (o) teflon,NO 1 Z | kontrola teploty, pH, CO, uvniti komiirky
Pentz [24] [1992] O |660/800/0,225-1,2| 5,5 | 0,15-1 silkon (o) NO 0,01-0,5 (IP) |O/Z| kombinace O/Z, ménitelny vnitini objem
Kaplan [10] [1996| = | 200 1 - |05 silikon NO’tgﬁé‘fkb’ 120-480 | Z zamérné turbulentni proudéni
Freyberg [31]/1998| O |175(?) 0,5 3(7)| 0,056 silikon polylgﬁlrllialfnat, 0’(211;19336 V4 s membranou pro bunky v suspenzi
Reider [12] | 1998| [] 232 0,25 493 | 0,25 valap NO 60 Z vzpiimeny a invertovany mikroskop
Hing [11] |2000, O 380 0,6 5(7) | 0,245 teflon, silikon NO 0,008 Z jednoducha, levna
Autor uvedeno prvni jméno autora publikace, popisujici Lepeni/tésnéni material, pouzity k utésnéni casti komutrky, hlavné prostoru

Rok
Tvar

VPP
VH
CT
Objem

pratokovou komurku
rok vydani publikace,

tvar pozorovaci plochy: O - kruhovy, [ - étvercovy,
= - obdélnikovy, O -
velikost pozorovaci plochy komtirky s bunéénym vzorkem,

ovalny

hloubka vnitiniho prostoru komirky,

celkové tloustka smontované komiirky,
celkovy objem vnitiniho prostoru komurky,

mezi skli¢ky, (0) znamend tésnéni ve tvaru o-krouzku,

Material material podplirnych a montaznich ¢asti, NO — nerezova ocel

Pritok pratok kapaliny komtirkou, v n€kterych pfipadech neuvedeno, ¢i
jen informace o pouziti peristaltické (PP) nebo injekcni (IP) pumpy,

O/Z udaj, zda Slo o otevfeny ¢i uzavieny typ komirky,

Specializace  hlavni cil, pro ktery byla komtirka vytvorena, FK — konstrukce
komirky feSena pro pozorovani fazovym kontrastem,

€3] odvozené Udaje z jinych parametrt.

Tabulka 1: Piehled navrhti pratokovych komirek.



1.5 Zakladni typy priitokovych komirek

Néavrhy pritokovych komtirek a jejich modifikace 1ze z hlediska konstrukce rozdélit do dvou
skupin [3], [5], [12].

Prvni skupina komurek vychdzi z obdélnikové desticky (obrazek 4a, 4b), ktera slouzi
jako opora pro kryci sklicka a ptitokové kanalky. Vyrabi z nerezové oceli [6] [12], [26], [29],
ptipadné plexiskla [18]. Maji obdélnikovy nebo kruhovy otvor. Dvé kryci sklicka jsou z obou
stran otvoru paraleln¢ ptilepena k desti¢ce tésnicim prostiredkem (Valap [12], oboustranna
lepici paska [6]). Jsou nachylné k prosakovani, pokud nejsou nalezité¢ smontovany. Komurky
na obrazku 4a a 4b reprezentuji navrhy tohoto typu. Odvozené konfigurace byly navrzeny
v mnoha laboratofich a jsou komeréné dostupné [32].

Obrazek 4: Schéma navrhii prutokovych komdirek: prvni typ pratokové
komiirky a) z nerezové oceli [12], b) z plexiskla [19], ¢) druhy typ
prutokové komurky [22], K — kanalek, DE — podplrna desticka, PP —
pozorovaci plocha. (pfevzato z [5]).

vvvvvv

sklicek, kryci sklicka a té€snici distan¢ni vlozky (obrazek 4c a obrazek 9 — v rozlozené formg).
Opory skli¢ek, vétsinou kruhové [8], [18], [22], nebo obdélnikové kovové desticky [11], [20]
[23], [28] s otvorem pro zorné pole, jsou sepnuty nebo seSroubovany dohromady. Mezi
desticky jsou vlozena dvé kryci sklicka odd€lena distan¢ni vlozkou. Kruhova pratokova
komuirka na obrazku 4c je znama pod pojmem Dvorak-Stotler podle ptivodniho navrhu z roku
zaménitelné distancni vloZzce s jinym tvarem a tlouStkou. Umoziuje tak konstrukcei
s pozadovanym objemem a pratokovou charakteristikou. Pouziva se 1 dnes v komercné
dostupné verzi (viz Bioptechs, ¢ast 1.5.4).
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1.5.3 Rozdéleni komiirek podle tvaru vnitiniho prostoru

v

Mezi nejdiilezitéjsi vlastnosti pritokovych komurek patii charakter proudéni kapaliny uvniti
komirky. Lamindrnim proudénim muze byt kapalina v komilirce vyménéna rychle a uc¢inné
s relativné malym promichdnim. Pfi turbulentnim proudéni dochazi k promichavani s novou
kapalinou a nelze tedy snimat reakci bun¢k na definované prostiedi s pifesnou molarni
koncentraci. Kinematika kapaliny je zavisla na tvaru vnitfniho prostoru komurky. Obecné
plati, Ze ¢im mensi je pomér velikosti Sifky a délky vnitiniho prostoru, tim lepSi prokazuje
komurka pratokovou charakteristiku. Obrdzek 5 porovnava kinematiku proudéni kapaliny
ve Ctyfech typech komtrek s rozdilnym tvarem vnitiniho prostoru.

(c) (d)

Obrazek 5: Schéma typi komurek s riznymi tvary vnitiniho prostoru:
a) kruhovy tvar, b) s rezervoarem c) kosoctvercovy tvar, d) s mikrokanalky.
(prevzato od [5]).

V prostoru s kruhovym ptdorysem na obrazku Sa, ktery se vyznacuje prudkym
rozSifenim prostoru na konci pritokové hadic¢ky, se proudnice rozptyli a pifed odplavenim
dojde k promichani s piedchozi kapalinou. Kruhovy tvar je vhodny jen pro malé rychlosti
priatoku, protoze pifi vysSich rychlostech se tvofi viry [5]. Pomaly pritok je vyhodou jak
pro adhezi bun¢k na pevném podkladé, tak pro stabilitu optické drahy, ale méné vhodny
pro sniméni rychlych reakci na zménu prostfedi v ¢asovém rozsahu milisekund az sekund
diky pomalé vyméne¢ kapalin a fedéni nové kapaliny s piesnou koncentraci latek.

Ptedchozi kruhové prutokové komurky (viz tabulku 1) byly navrhovany piedevs§im pro
laminarni proudéni s malou pritokovou rychlosti do 1 ml.min™ [9], [27]. Prittokové komuirky
s rychlym proudénim maji mrtvé objemy neboli nerozmichané vrstvy, které limituji minimalni
Cas potiebny k efektni vyméné kapalin v celém vnitinim prostoru komirky. Objevil se
1 navrh, ktery zamérné pracoval s rychlostmi nad laminarni oblasti proudéni pro pozorovani
rychlych reakci bun¢k na pfidané ¢inidlo. Eliminace mrtvych objemt bylo dosazeno fizenou
regulaci proudéni mezi dvéma vtoky a vytoky [10].

Zajimavé feSeni predstavuje komtrka na obrazku 5b [20] a obrazku 6. Kapalina vtéka
ptitokovym kandlkem do rezervoaru R, pfetéka pies ptepad P a zajiStuje tak rovnomeérné
proudéni pies pozorovanou plochu.
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Obrazek 6: Schéma typu prutokové komirky s rezervoarem: R — rezervoar,
P — pfepad. (pfevzato z [20]).

Vnitini prostor komirky s ptidorysem ve tvaru kosoctverce (obrazek 5c¢) vykazuje podle
vyrobce Warner Instruments [33] perfektni pratokové vlastnosti. Uzavienou komirku
s postupné rozSifujicim se profilem vyuzivd ve vyrobni sérii RC-20 s doporucenou
pritokovou rychlosti 0,5-5 ml.min™. Vyrobce tvrdi, Ze tento typ komuirky zabezpecuje stalé
laminarni proudéni s malym promichdvanim vyménujicich se kapalin.

Ctvrty typ komiirky (obrazek 5d) vyuziva mikrokanalkil k usmérnéni proudnic kapaliny
a ziskani témét laminarniho proudéni pfes pozorovanou oblast s buiikami. Komirka je
komercné€ dostupna od firmy Bioptechs (¢ast 1.5.4). Vyrobce neuvadi pratokovou rychlost,
ale doporuéuje k systému peristaltickou pumpu s rozsahem 0,3 - 1,25 ml.min™".

1.5.4 Komer¢éné dostupné komiirky

Komer¢né dostupné Siroké spektrum priutokovych komtrek pro Zivé buiiky, od jednoduchych
feSeni az po komplexni systémy, umoznuji kontrolu vSech pozadavkl kultivaéniho prostiedi
systému je schopnost garantovat zdravi bunééné kultury a riist v normalnim ¢asovém tseku.
Tato ¢ast uvadi ptiklady nejbéznéjsich typli komtrkovych systémd.

Jiz zminénd firma Warner Instruments [33] se specializaci na bunéény vyzkum nabizi
celé¢ pratokové systémy od pratokovych komtrek, nastaveli na mikroskopovy stolek,
vyhfivani, az po senzory kontrolujici kultivaéni prostfedi. Priutokové komtrky (obrazek 7) se
vétSinou skladaji z malé plastové obdélnikové zakladny, vlozené do kovového néstavee pro
kontrolu teploty. Jsou dobie pouzitelné v konfokalni mikroskopii. Vyrobce nabizi adaptéry
na mikroskopové stolky pro vétSinu vyrobcti mikroskopt (Nikon, Leica, ...).
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Obrazek 7: Pritokova komirka od Vflrobée Warner Instruments: plastova
zakladna v kovovém néstavci (pievzato z [33]).

Zatizeni od firmy Tokai Hit (obrazek 8) je nadoba, do niz se komirka se vzorkem
vklada, akterd nejlépe napodobuje inkubator na mikroskopovém stolku. Tento
mikroinkubator je dikladn¢ vyhtivany a zaplynovany CO,. Vysoké vlhkosti dosahuje
vypafovanim vody z nadrzky. Horni stranu mikroinkubdtoru uzavira vyhtivané sklo
(zabranéni kondenzaci vody), dolni stranu utésiiuje vlozena komtrka. Vyrabi se vice
modifikaci pro nejbé€znéjsi znaky mikroskopii [34].

Obrazek 8: Inkubacni systém Tokai Hit (pfevzato z [34]).

Casto pouzivany [35] ,[36] a 1épe hodnoceny [3] pritokovy systém je komtirka FCS-2
od firmy Bioptechs [37](obrazek 9). Jak uz bylo zminéno v ¢asti 1.5.3, vyuziva mikrokanalkt
pro rovnomérné proudéni kapaliny komurkou. Sklada se ze zékladny Z s bajonetovym
spojem, kryciho sklicka KS; s bunéénym vzorkem, hlavniho tésnéni T,, kryciho sklicka
s mikrokanalky KS,, horniho tésnéni T,, vika V s vtokovymi kanalky a topné jednotky TJ.
Umoznuje vybér vnitiniho objemu a charakteristiku proudéni kapaliny pouzitym tvarem
a tloustkou hlavniho té€snéni. Mize se tak prizpisobit riznym typim experimentu.
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Konstrukce 1 vnéj$i rozméery jsou kompatibilni s vétSinou mikroskopli a pro vSechny metody
optické mikroskopie. Potencidlni problém je relativné velky mrtvy objem v priatokové
komtrce. Vyrobce uvadi zavislost velikosti mrtvého objemu na priméru vtokovych kanalkd.

Obrazek 9: Rozlozené schéma pritokové komlrky FCS-2 od firmy
Bioptechs: Z — zakladna, KS,, KS, — kryci skli¢ka, T, T, - t€snéni, V — viko,
TJ — topna jednotka. (pfevzato z [37]).
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2 Vlastni navrh prutokové komiirky

Experimenty v CCHM nés vedly k navrhu specifického komurkového systému. Realizace

Mrve

priatokovych systémt, jednak tézkou adaptovatelnosti pratokovych systémti pro CCHM se
specifickou konstrukci. Tato kapitola je vénovana navrhu a konstrukeci vlastni pritokové
komurky a potfebného prislusenstvi, odlévaci formy a nosice komurky, vyhovujici
konstrukénim rozmériim CCHM.

2.1 Zakladni pozadavky

Komirkovy systému musi spliiovat nasledujici pozadavky:

. uzavieny systém, ktery umozni dlouhodobé pozorovani dynamického chovani
bunék, zabrani odpafovani média a zajisti sterilni prostfedi pro buiiky,

. systém umoznujici spojity a rychly priplach bez pteruSeni pozorovaci
sekvence,

. tvar rozmérové vyhovujici konstrukénimu feSeni DHM mikroskopu s ohledem
na zobrazovaci vlastnosti objektivi,

. snadné Cisténi a sterilizace pro opakované pouziti,

. konstrukce z biologicky inertnich, netoxickych materiald,

. uspornd vyroba,

. snadna montaz.

Pfi navrhu pritokové komurky, kterd dovoli prodlouzit pozorovani bunééné dynamiky
mikroskopem, se musi zvazit nasledujici parametry geometrie komurky.

Zékladni parametry komurky ovliviiuji kvalitu zobrazeni mikroskopem. Tlusta sténa
sklenéné nebo plastikové Petriho misky je pro pozorovani v mikroskopu s vysokym
rozliSenim nepouzitelnd. Vhodnéjsi je nadobka s tenkymi krycimi sklicky, jejiz paralelni
plochy maji pevnou geometrickou tloustku neptevysSujici pracovni vzdalenost objektivi.

Sklicka by méla byt ulozena bez napéti s dostate¢né velikou podpirnou oblasti
k omezeni prohybani ¢i praskani. Pfili§ velikd podpirnd oblast vSak omezuje velikost
pozorovaci oblasti a vnitfniho objemu komurky. Objem média by mél byt dostatecny
k udrzovani optimalniho prostiedi pro dlouhodobou kultivaci bunééné kultury v komtirce,
aniz by se muselo médium vymeénovat Castéji nez po 24 hodinéch.

Pfi navrhu pratokové komulrky se musi zvazit pozice vtokového a vytokového otvoru,
aby umisténi hadickového vedeni kapaliny nelimitovalo pouziti v rtznych typech
mikroskopt. Komirky s bo¢nimi pfivody, které mé vétSina komurek vrstven¢ho typu
(Cast 1.5), neptekazeji pii vymeéné objektivii v revolveru a mohou byt pouzity v normalnim
nebo invertovaném mikroskopu. Komirky, jez maji vtokové a vytokové otvory situovany
na vrcholu komirky [7], [12], se mohou potykat s problémy umisténi v mikroskopu.

2.2 Navrh a konstrukce

Navrzena komiirka (obrazek 10) se skladd ze silikonového téla T o rozmérech
24 x 50 x4,2 mm’ a dvou krycich skliek KS, a KS, 22 x44x 0,17 mm’, které vymezuji
vnitini prostor komiirky obsahujici pozorované buiikky a médium. Silikonové télo ma funkci
opory sklicek a vedeni kapaliny komurkou. Sklicka nejsou k télu ptilepena. Porovitost
materidlu silikonového téla je tak mala, Ze kryci sklicka drzi pouze adhezi a vytvareji
dostate¢n¢ pevny spoj pro dané rychlosti proudéni kapaliny. Neni potieba zadné tésnéni nebo
lepeni, které by naruSovalo planparalelitu komirky.
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Pratok kapaliny komirkou je zajistén ze strany pfivedenymi teflonovymi hadi¢kami H,
a H, s vnitfnim praimérem 0,8 mm a délkou 30 mm. Teflonové hadicky o vnéjSim praméru
1,6 mm jsou zasunuty do bocnich protilehlych otvorti silikonového téla o stejném primeéru.
Vnitini pramér hadicek by mél byt co nejvetsi pro lepsi kinematiku proudéni kapaliny, ale
omezuje jej tloustka komirky. Pruzny silikonovy material téla potiebuje urcitou tloustku, aby
nedochézelo k borceni stény a Spatnému tésnéni. Teflonové hadicky tvoii pfechodovy Elen
mezi silikonovym télem a silikonovymi hadickami, které jsou na teflonové hadicky
nalisovany (viz Cast 2.3).

Celkova tloustka komirky 4,54 mm je omezena pracovni vzdalenosti pouZzitych
objektivi. V. CCHM s pouzivaji ve funkci kondenzori hlavné objektivy PL L 20x/0,40
s dlouhou pracovni vzdalenosti WD = 7,5 mm (working distance) a objektivy PL 20x/0,40
(WD = 0,5 mm), nebo dva pary objektivii 10x/0,25 (WD = 7,5 mm).

Otvorova vada zplsobena prichodem svétla urcitou tlouStkou média s buikou je
castecné eliminovana pii rekonstrukci hologramu. Diky konfokdlnimu charakteru zobrazovani
holografickym mikroskopem Ize zobrazit poZzadovanou rovinu s buiikami bez rozptylu
z jinych osovych vysek komirky.

Vnitini prostor komiirky ve tvaru kosoctverce (tvar pidorysu - viz obrazek 12) byl
vybran na zéklad¢é komercniho vyrobce pritokovych komtirek Warner Instruments (¢ast 1.5.3)
s predpokladem spravného lamindrniho proudéni, jak lze vidét na obrazku 5c. Vzhledem
k typu konstrukce ndmi navrzené komirky nelze pouZivat peristaltickou pumpu k cerpani
kapaliny do komirky jako v piipadé komlrek od Warner Instruments dosaZeni nizkych
pratokovych rychlosti. Pratokova komtrka je v nasem piipadé proplachovana gravitatnim
spadem, dosahujicim objemového pritoku 30 ml.min’, a projevujicim se jinou
charakteristikou rychlostniho profilu, nez je uvedeno ve ¢lanku [38] pifi vyhodnocovani
komirky RC-30 HV od firmy Warner Instruments, kde je uveden objemovy prutok
1,3 ml.min™. O kinematice priitoku kapaliny vyrobenou pritokovou komtirkou pojednava &ast
3.2 této préace.

H,

S I KS,

=

10mm / K3,

Obrazek 10: Rozlozené schéma sestavy navrzené pratokové komurky:
T — télo, Hy, H, — teflonova hadicka, KS,, KS, — kryci skli¢ko.
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2.2.1 Télo

Pro vyrobu téla komurky byl zvolen Ciry silikonovy elastomer Sylgard 184. Protoze pted
vytvrzenim snadno zatéka i do drobnych struktur, pouzivd se pro zalévani ploSnych spoji
a solarnich ¢lankt jako pruzny zapouzdifovaci pripravek.

Stiedné viskézni baze elastomeru se ve sklenéné nddobce smicha s vytvrzujicim
¢inidlem v poméru 10:1. Michanim se ve hmoté vytvofi vzduchové bubliny, které po
zatuhnuti zptisobuji nezadouci kavity na st€nach silikonového téla. K zajiSténi hladkosti stén
vnitiniho pracovniho prostoru a sty¢nych nasavacich ploch téla je bezpodmine¢né nutné
odstranit vzduchové bubliny z hmoty. Odstraniuji se podtlakem vytvofenym odc¢erpanim
vzduchu v nddobce vodni vyvévou. Bubliny se podtlakem zvétsi a otevienim nadobky vlivem
zmény tlaku popraskaji.

Ziskana smés se odléva do nami vyrobené formy, popsané v ¢asti 2.2.2. Smeés se vytvrdi
po 48 hodinach pfi pokojové teploté 25°C. Pii zvySené teploté se zkracuje doba vytvrzeni.
V nasem piipadé vkladame formu se smési do pece a vytvrzujeme 3 hodiny piti 50°C. Teplota
je omezena teplotou tani lepidla (100°C), pouzitého pii vyrobé odlévaci formy. Vytvrzenim
silikonové smési v peci vznikd odlitek. Pfi vytvrzovani za zvySené teploty nedochdzelo
k nezddoucimu smrsténi hmoty.

2.2.2 OQOdlévaci forma

Odlévaci forma se sklada ze Sesti Casti (obrazek 11) ud€lujicich dilezitym plocham odlitku
spravny tvar a vlastnosti.

Bocnice B a B, jsou hlavnimi ¢astmi, které zajiSt'uji planparalelitu a hladkost odlitku.
Prvni bo¢nice B1 z hlinikové slitiny AICuMgPb (EN AW-2030) ma tvar pismene U s vnéjSimi
rozméry 70 x 24 x 24 mm’. Druhd boc¢nice B, je pfisroubovana &tyfmi Srouby M3
k dosedacim plochdm bocnice B,. Je vyrobena ze slitiny AIMgSi0,5 (EN AW-6060) a ma
rozmér 70 x 24 x 8 mm’. Na obé& boénice jsou lepidlem na bazi vosku a pryskyfice pfilepeny
podlozky (P, P,) z plaveného skla (Float, EN 572-2) o rozmérech 50 x 24 x 3 mm’. Vlastnost
elastomeru ptresné¢ho kopirovani povrchu je vyuzita k ziskani hladké plochy na rozhrani se
sklem. Sklenénymi podlozkami je tak zajiSténa dokonald hladkost horni a dolni plochy
silikonového téla a umoziuje piisati krycich sklicek. Tteti cast D tvofi dno odlévaci formy
s rozméry 70x 32 x 12 mm’. Dno bylo vyrobeno ze stejného materialu jako bocnice Bi.
Povrchy bo¢nic a dna odlévaci formy byly upraveny elektrolytickou oxidaci (elox).

Vnitini prostor odlitku vymezuje jadro J (obrazek 12). Z divodu zamezeni difuze
toxickych latek do silikonového téla komirky byl zvolen k vyrobé jadra polyamid
PA 6 s obchodnim oznacenim Ertalon 6 SA (firma Tribon), ktery je chemicky inertni do teplot
100°C. Vtokové kanalky do vnitiniho prostoru téla jsou formovany ty¢emi T, a T, z nerezové
oceli o priméru 1,5 mm, vedené ze strany formy do jadra.

Nevytvrzena silikonova hmota se vléva do formy shora. Forma se musi pfed kazdym
odlévanim vy¢cistit acetonem od necistot a zbytkli zaschlého silikonu z predeslého odlévani.
Jednotlivé casti formy musi byt dostatecné pevné seSroubovany, aby se silikonovd hmota
nedostala mezi ertalonové jadro a sklenéné plochy. PfiliSné utazeni Sroubli vSak muze
zpusobit praskani skel.
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Obrazek 11: Trojrozmérny model vlastniho navrhu odlévaci formy:
a) rozlozeny tvar: b) slozeny tvar (pohled shora): B, B, — bo¢nice, D — dno,
J —jadro, T,, T» — ty€e z nerezové oceli, Py, P, — sklenéné podlozky.

@0,8

(12,7)

—

12
2

L2

Obrazek 12: Nékres jadra 1 navrzené prutokové komurky.
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2.3 Prutokovy systém

Pratokovy systém (obrazek 13) zahrnuje prutokovou komtirku a dalSi ¢asti potfebné
k vyméné kapaliny. Kapalina je do komurky pifivadéna silikonovymi hadickami SH; a SH,
propojujicimi komiirku s rezervodrem R a odpadni nadobkou ON. Silikonové hadicky
s vnitfnim priimérem 1,5 mm jsou nalisovany na teflonové hadicky.

Rezervoar v podobé¢ oteviené injekeni stiikacky bez tlacného pistu je uchycen v drzaku
DR, pifipevnéném piimo k mikroskopu. Injekéni stiikacka ma vyznaCenou mililitrovou
stupnici s rozsahem 12 ml pro odméfeni daného mnozstvi protékajici kapaliny.

Uchyceni komurky na mikroskopovém stolku zajistuje nosi¢ N. Priitok kapaliny se
reguluje zaskrcovadlem Z. Systém je rozebiratelny, vSechny komponenty lze dezinfikovat
aznovu pouzit v dalSim experimentu. Cely systém se nachazi ve vyhfivané komote
mikroskopu pro zajisténi stalé teploty kapalin a v§ech komponent systému.

Pribéh vymény kapalin v pratokovém systému probiha nasledovné: Komirka a hadicky
jsou zaplaveny puvodni kapalinou. Pfi experimentech se rezervoar naplni kapalinou
o pozadovaném objemu, uvolni se zaskrcovadlo a kapalina proteCe gravitatnim spadem
komirkou do odpadni nadobky. Hadicka se opét zaskrti, a to dfive, nez hladina dosdhne dna
sttikacky, aby se predeslo zavzdusnéni a ulpéni vzduchovych bublin v komtirce.

Obrazek 13: Pritokovy systém v transmisnim CCHM: DR — drzik,
R —rezervoar, SH,,SH, —silikonové hadicky, Z — zaSkrcovadlo,
PK — pratokova komtrka, N — nosi¢, ON — odpadni nadobka.
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2.3.1 Nosi¢ komiirky

Nosi¢ (obrazek 14) zajistuje mechanické uchyceni komirky na mikroskopovy stolek
v pozadované poloze. Navrh nosice byl ptizptisoben konstrukénimu feSeni mikroskopového
stolku transmisniho holografického mikroskopu. Dobrd tepelnd vodivost duralového
materialu, ze kterého je nosi¢ vyroben, pomaha udrzet na vyhiivaném stolku spravnou teplotu
bunééného vzorku.

Rozméry nosi¢e byly zvoleny tak, aby se stfed komilrky nachazel v zorném poli
objektivu. Mikromanipuldtor od firmy Thorlabs se dvéma Srouby M3x0,25 a rozsahem
12,7 mm zajiStuje dostatecny posuv komirky na mikroskopovém stolku v osach (x,y)
kolmych na optickou osu z. Cely stolek 1 s mikromanipuldtorem se pohybuje
v ose z pro ostieni do roviny vzorku.

Nosna lista NL je poloZena na stolek a pfipevnéna k mikromanipulatoru. K nosné liste je
pfipevnéna pevna &elist PEC a nosi¢ pohyblivé éelisti NC. Pohyblivé &elist POC je opatiena
dvéma vodicimi ty¢emi T, které jsou zalicovany do otvorti nosi¢e pohyblivé Celisti. Pfitlacna
sila pohyblivé celisti je realizovana tlacnymi pruZinami nasazenymi na vodicich tyc¢ich.
Rozsah pohybu posuvu pohyblivé Celisti je vymezen délkou drazky D a polohou dorazového
$roubu S. Piitladeni komiirky pohyblivou &elisti k protilehlé pevné &elisti zajistuje stabilizaci
vzorku bez deformace pruzného silikonového téla komirky. Komurka je uchycena tak, aby
jeji spodni plocha byla stale pfilozena ke stolku, a byla tak definovdna stejna rovina
s referen¢ni komurkou. Uchyceni v referen¢ni vétvi mikroskopu vyrobeno nebylo, protoze
manipulace s referencni komiirkou neni zapotiebi.
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Obrazek 14: Trojrozmérny model navrzeného nosice pritokové komdirky:
a) horni pohled, b) dolni pohled: NL — nosné lista, PEC — pevna &elist,
NC —nosi¢ pohyblivé &elisti, POC — pohybliva &elist, T —vodici tye,
D — drazka, S — dorazovy §roub, PK — pritokova komirka.
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3 Hlavni parametry pritokového systému

K pouzivani pratokové komurky, navrzené v kapitole 2, v experimentech s Zivymi buiikami je
nutné definovat jeji zdkladni parametry. Uzivatel by mél védét, jakym minimalnim mnozstvim
nové kapaliny a jak dlouho komurku proplachovat, aby se zajistila uplna vyména kapalin.
Zpusob protékani kapaliny komutrkou ovliviiuje kvalitu holografického zobrazeni bunécného
vzorku. V nasledujicich ¢astech prace jsou popsany provedené simulace proudéni v komtrce
a jsou provedena experimentalni meéfeni, kterd oveéfuji chovani pritokové komirky
v mikroskopu.

7Z divodu nedostatku speciadlniho kultivatniho média je pouzivana v téchto
experimentalnich métenich destilovand voda. Vzhledem k hodnoté kinematické viskozité
kultivaéniho média (1,037 =0,07).10° m*s”, nema pouziti destilované vody zasadni vliv
na vypovidaci hodnotu provedenych experimentd.

3.1 Priitokova rychlost

Vyména kapalin v pratokové komirce, jak uz bylo popséno v ¢asti 2.3, je provedena
jednorazovym naplnénim a vypusténim rezervoaru. To znamend, ze hladina v rezervoaru
nema konstantni vysku béhem pritoku kapaliny komtirkou. Teoretickd vytokova rychlost v je
zéavisla na vySce hladiny 4 vztahem [39, str. 80]

v=12gh , (1)

kde g je tihové zrychleni. Béhem vymény kapaliny se tedy méni vytokova rychlost
v zavislosti na klesajici hlading.

Bylo provedeno meéfeni vytokové rychlosti v zavislosti na vySce hladiny
pti vyprazdiiovani rezervoaru o celkovém objemu V=11 ml. Vyska hladiny se ménila
z hodnoty 185 mm na hodnotu 135 mm a jeji odecet se provadél s krokem A4 = 2,5 mm, coz
odpovidalo zméné objemu A4V = 0,5 ml. Vytokova rychlost v ve vytokovém kandlku byla

vypoctena dle vztahu
AV
v=_s @)

kde S je prifez vytokového kanalku o vnitinim priméru 0,8 mm a ¢ je doba vytoku dané¢ho
mnozstvi kapaliny, pro kterou je piedpokladdna konstantni rychlost vytoku. V grafu
na obrazku 15 Ize vidét zéavislost primémé hodnoty velikosti vytokové rychlosti
na odmocning vysky hladiny kapaliny v rezervoaru. Vysledné hodnoty vytokovych rychlosti
byly metodou nejmensich ctverctli proloZeny linedrni funkci

v=0,012vh+0,646 .

Vytokovd rychlost pfi postupném vyprazdnovani rezervodru se ménila v rozsahu
0,74 - 0,65 m.s". Vzhledem k nevyznamné zmén& vytokové rychlosti uvazujeme pro dalsi
vypolty stfedni vytokovou rychlost vy=0,7 m.s”, &emuz pro dany prifez vytokového
kanalku odpovida objemovy pritok O =30 ml.min". Neuvazujeme-li ztraty pii proudéni
kapaliny, miizeme povazovat ve vstupnim kanalku do vnitiniho prostoru komurky stejnou
rychlost na zéklad¢ rovnice kontinuity.
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Obrazek 15: Zavislost pritokové rychlosti v na odmocniné z vysky
hladiny /4 kapaliny v rezervoaru.

3.2 Simulace proudéni kapaliny komitrkou

Cilem této casti je popsat a numericky modelovat proudéni kapaliny v komiirce a ptipadné
modifikovat ménitelné parametry pro zlepSeni charakteristiku proudéni. V experimentech
s bunénymi vzorky je vyzadovana vysoce kontrolovana vymeéna kapalin, zvlasté jsou-li
do pritokové kapaliny pfidéna Cinidla v pfesné koncentraci. Kapaliny musi byt vyménény
rychle a efektivné s relativné malym promichanim. Pro simulaci proudéni uvnitt komurky byl
pouzit program Ansys Fluent 6.3 s trojrozmérnym laminarnim modelem doplnény programem
Gambit na tvorbu vypocetni sité. K provedeni vypocti simulace je nutné definovat fyzikalni
vlastnosti proudici kapaliny, zadat pocatecni a okrajové podminky a vytvofit pozadovanou
geometrii.

3.2.1 Vstupni data

Jako vhodné kapalina pro simulaci tvaru proudnic v komdirce byla zvolena newtonska
kapalina o hustoté p = 1020 kg.m’ a kinematické viskozité v = 1.10°m*s™. Stfedni prifezova
rychlost kapaliny ve vystupnim kanalku je vy-= 0,7 m.s™. V zavislosti na této rychlosti bylo
spocteno Reynoldsovo ¢islo

v

sti d
. 3)

)]

Re =

Hodnota Re = 560 dokazuje, ze ve vstupnim kanalku s vnitinim pramérem ¢=0,8 mm,
dochdzi ke vzniku laminarniho proudéni.

V programu Gambit jsou zaddny soufadnice bodd, které propojenim vytvori
trojrozmérnou geometrii pozadovaného tvaru. Vstupni kandlek byl modelovan s délkou
100 mm a vystupni kandlek byl dlouhy 50 mm. Dale jsou zadany okrajové podminky
vstupujici do vypoctu. Rychlosti na povrchu stény jsou povazovany za nulové (v, vy, v.= 0);
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pfedpoklada se, ze kapalina na povrchu stény ulpivd. Vstupni pistovy rychlostni profil
0 hodnot¢ vy se ve vstupnim kanalku zméni na profil lamindrni o stejné sttedni hodnot¢, ale
o maximalni hodnoté€ v ose potrubi v,.. = 2.v,; (obrazek 16).

pistovy rychlostni profil

laminarni rychlostni profil

Obrazek 16: Schéma rychlostniho profilu ve vstupnim kanalku.

Numerické jadro programu Ansys Fluent pouziva Navier-Stokesovy rovnice [40]:
%, v, v,

ov, O0v, ov, ov, 10p N N
O0x0x 0ydy 0zO0z

+ v,.+ v, + v,=G,————+
ot " ox oy ez 0 pex

), 4

2 2 2
ov, avyvx+8vyv +avva: —la—p+v ov, ov, N ov, ©)
ot Ox oy ' 0z Y poy O0x0x 0ydy 0z0z
ov, Ov ov ov 1op v v v
+—v +—=—v +—v, =G —— L+ —+ —t— 6
ot ox ayvy oz == p 0z "\oxox Oyody 0zO0z ©)
a rovnici kontinuity
avx+6vy+6vz_0 o
ox oy oz

kde v kartézkych soutadnicich x, y, z jsou v vektory rychlosti, G jsou komponenty gravitacni
sily, p jsou aktualni hodnoty tlaku a p hustota kapaliny. Cleny na levé stran& rovnic (4-6)
zobrazuji postupné nestacionarni a lokélni zrychleni souvisejici s vnitinim tvarem kanalku.
Cleny na pravé strané zobrazuji vliv vn&j§ich sil (v naSem piipadé pouze gravitaénich),
tlakovych sil a viskdznich sil. Protoze nds zajima ustaleny stav proudéni, predevSim tvar
proudnic a vznik virli, nestaciondrni ¢len v Navier-Stokesové rovnici neuvazujeme. Program
Fluent fesi tyto rovnice metodou konecnych objemd.

3.2.2 Vyhodnoceni vysledki

U idealn¢ navrzené komurky by mélo dojit k rozsifeni proudnic za hranou vstupniho kanalku
postupné na cely prafez komirky, aniz by vzniklo zpétné proudéni. To je ovSem v praxi
nedosazitelné. Pii proudéni kapaliny oblasti malého prifezu do oblasti velkého prifezu
béhem kratkeé vzdalenosti dochdzi ke vzniku uplavil, v nichZ kapalina vifi.

Vysledné tvary rychlostnich poli simulace jsou na obrdzku 17, kde jsou barevnou skélou
znazornény oblasti s pfiblizn€ konstantni rychlosti proudéni. U plivodniho navrhu, ktery ma
ptechod z kandlku do komurky feSen skokové, dochazi ke vzniku mist, v nichz kapalina
cirkuluje s velmi malou rychlosti (modra barva).
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Ke zviditelnéni charakteristiky pritoku kapaliny v komtrce byl kamerou nasniméan
pritok obarvené vody do komirky s Cistou vodou. Vybrané snimky na obrazku 18 znazoriuji
faze ptitoku obarvené vody béhem prvnich 10 s. Oblasti, kde se kapalina viii a zaplavi se jako
posledni, souhlasi s rozlozenim rychlostnich poli simulace. Tyto oblasti maji za néasledek
Spatny celkovy priiplach komirky.

[m/s]

B

1,18
0,90
0,70
0,43

0,21

10 mm
0,00

Obrazek 17: Simulace toku kapaliny pratokovou komurkou s jadrem,
vygenerovanad programem Fluent. Oblasti s malou rychlosti proudéni
kapaliny je vyzna¢ena modrou barvou, s velkou rychlosti ¢ervenou barvou.

10 mm

Obrazek 18: Experimentdlni pozorovani faze pfitoku obarvené vody
do komtlrky. Na snimcich jsou patrnd mista s malou rychlosti pohybu
kapaliny — oznaceny Sipkami.
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3.2.3 Jadro?2

Byly provedeny modifikace tvaru vnitfniho prostoru pritokové komirky k dosaZeni lepsi
charakteristiky proudéni kapaliny. U druhého navrhu (obrazek 19) byl pouzit kuZelovy
ptechodovy €len mezi kanalky a vnitfnim prostorem komirky. Postupné rozsifovani priiméru
pfitokového kanalku smérem dovniti komiirky ma za nasledek lepsi rozsifeni proudnic uvnitf
komitirky. Na vystupu komirky je diky kuzelovému piechodovému c¢lenu dosazeno vyssi
hodnoty hltnosti vytokového kandlku. Porovnanim obrazka 17 a 20 je patrné, Ze rozsifeni
kanalku mélo vliv na snizeni vtokové rychlosti do vnitifniho prostoru komurky.

Také byl modifikovan tvar vnitfniho prostoru komurky sraZzenim hran pivodniho tvaru jadra
odlévaci formy. Rozméry modifikovaného jadra 2 jsou uvedeny na obrazku 19. U tohoto
navrhu dochdzelo také ke vzniku zpétného proudéni a oblasti cirkulace kapaliny malou
rychlosti, ale jsou znatelné mensi, jak 1ze vidét na obrazku 20 vysledné simulace.
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Obrazek 19: Néakres modifikovaného jadra 2 pritokové komurky.
[m/s]

! 1,04

0,87

0,71

0,33

0,17

10 mm

0,00

Obrazek 20:  Simulace proudéni kapaliny pritokovou komirkou
s modifikovanym jadrem 2, vygenerovand programem Fluent. Oblasti
s malou rychlosti proudéni kapaliny je vyzna¢ena modrou barvou, s velkou
rychlosti ¢ervenou barvou.
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3.2.4 Jadro3

Tteti navrh vznikl dal$im zazenim jiz modifikovaného tvaru druhého navrhu jadra odlévaci
formy (obrazek 21). ZmenSeni Sitky u tfettho jadra na hodnotu 8 mm pomohlo
k vyraznéjSimu zmenSeni mist cirkulace kapaliny malou rychlosti (obrazek 22). Zpétné
proudéni se podafilo snizit jen Céasteéne. Dal§i zmenSeni oblasti cirkulace by znamenalo
zmenseni pozorovaci plochy a objemu komurky. Proto byla druhd modifikace zvolena jako
vhodny kompromis mezi pritokovymi charakteristikami a velikosti vnitiniho prostoru
prutokové komtrky:.
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Obrazek 21: Nakres modifikovaného jadra 3 pratokové komurky.
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Obrazek 22: Simulace proudéni kapaliny pritokovou komirkou
s modifikovanym jadrem 3, vygenerovana programem Fluent. Oblasti
s malou rychlosti proudéni kapaliny je vyzna¢ena modrou barvou, s velkou
rychlosti cervenou barvou.
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3.2.5 Zména priitokové rychlosti

Testovali jsme moznost zlepSeni charakteristiky proudéni kapaliny pratokovou komiirkou
snizenim stiedni prifezové rychlosti kapaliny z ptivodni hodnoty 0,7 m.s” na 0,3 m.s™.
Na obrazku 23 lze vidét vyslednou simulaci rozlozeni rychlostnich poli pfi této sniZené
rychlosti. Jsou patrné velké oblasti s témét nulovou rychlosti proudéni kapaliny (tmavé modra
barva). Kinematika proudéni kapaliny pratokovou komuirkou se snizenim stfedni priifezové
rychlosti kapaliny nevedla k lep§im vysledktm.
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Obrazek 23: Simulace proudéni kapaliny pritokovou komirkou
s modifikovanym jadrem3 s rychlosti v=0,3m.s’, vygenerovana
programem Fluent. Oblasti s malou rychlosti proudéni kapaliny je
vyzna¢ena modrou barvou, s velkou rychlosti ¢ervenou barvou.

3.2.6 Zhodnoceni simulaci

Analyzou vyslednych simulaci pritoku kapaliny komirkou bylo ovéfeno, Ze u Zadného
navrhu tvaru vnitiniho prostoru nedochézi k idedlnimu rozsifeni proudnic z ptivodni trubicky
na vnitini objem komirky. Ve vnitinim prostoru komiirky dochdzi vzdy ke vzniku oblasti
zpétného proudéni a vird, protoZze hltnost vystupniho kandlku je velmi mala. Oblasti vird
s nizkou rychlosti proudéni byly znatelné eliminovany modifikaci tvaru jadra. Modifikaci
doSlo ke zméné celkového objemu vnitiniho prostoru komtrky z ptivodni hodnoty V= 740 pl
na V,=940 ul a V;=800 ul. V dalSim popisu parametrit a v experimentech bude pouzita
vyhradné komtrka 3 s modifikovanym tvarem vnitiniho prostoru.

3.3 Intenzita zobrazeni béhem pritoku kapaliny

Pii zahajeni a ukonceni pritoku kapaliny vlivem zmény hydrostatického tlaku (razova vina
pritékajici kapaliny) se muze sklicko prohnout. Vzorek se vychyli ze zaostfené roviny, ¢imz
narusi interferenci referen¢niho a predmétového svazku, coz mulZe negativné ovlivnit
experiment pfi snimkovani a analyze rychlé reakce bunééného vzorku. Pohyb sklicka je vSak
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vratny. Vzorek se vrati do plivodni roviny pozorovani témét okamzité po zastaveni pritoku
a manudlni zaostieni je potieba jen ziidka.

Vymeéna kapalin mize byt provedena bud’ gravitaénim spadem, nebo rychlym nasatim
kapaliny z odpadni hadicky. Vyména nasdvanim sice umoznuje rychlej§i vyménu kapaliny
(0~60 ml.min™), ale neni piili§ spolehlivou metodou. Adherovana buiika se vlivem vétiho
podtlaku miize odtrhnout od sklicka a odsat spolu s kapalinou, ¢imz je zmaien cely
experiment.

Ke znazornéni vlastnosti zobrazeni béhem priplachu komtirky gravitatnim spadem byl
proveden experiment. CCD kamera zaznamenavala hologram komurky s protékajici vodou
s Casovym intervalem 0,5 s a nasledn¢ byla rekonstruovana obrazova intenzita ([2], kap. 7).
Primérnad hodnota intenzity v pixelech z vybrané oblasti snimki rekonstruované intenzity
byla vynesena do grafu. V grafu na obrazku 24 Ize rozpoznat Casovy usek priplachu
poklesem a nestalosti hodnoty intenzity. Manipulaci s hadickami pifi odSkrceni doslo
na pocatku a na konci priplachu k otfesim, které vedly k vétSimu naruSeni interference.
Po ukonceni pritoku a zaSkrceni hadicky se intenzita opét ustalila na konstantni hodnoté
pfiblizné stejné jako pied priplachem. To svéd¢i o tom, Ze interference nebyla narusena trvale
a tudiz, Ze pruplach nikterak neovlivnil optickou drdhu v predmétové vétvi. Snimani tedy
muze pokracovat bez dalSich uprav nastaveni mikroskopu po proplachovani.

Pii mensich rychlostech priittoku cca 1 ml.min™' je mozné ¢asosbérné snimkovani b&hem
pratoku kapaliny bez vétSich problémt s rekonstrukci obrazu, hodnota intenzity se prakticky
nezméni. Tento fakt byl prokdzan v experimentu s bunéénym vzorkem (viz ¢ast 4.6), kdy byl
vzorek béhem pritoku fyziologického roztoku rychlosti Iml.min™ sniman po dobu 2 hodin.
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Obrazek 24: Graf zmény intenzity béhem prutoku kapaliny komdirkou.
Interval mezi snimky je 0,5 s. Objektivy 20x/0,4.

3.4 Vyména kapalin

Ke zjisténi minimalniho mnozstvi kapaliny, které postacuje k efektivni vyméné kapalin
v komtrce, byla v CCHM sniména intenzita prochdzejiciho svétla halogenové lampy pfi
vymeéné obarvené destilované vody vodou neobarvenou. Bylo vyuzito zobrazeni pouze
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v pfedmétové vétvi. Intenzita byla ovliviiovana kapalinou s barvivem o urcité koncentraci
a jejim vyplachovanim za méfeny ¢asovy interval.

Do mikroskopu byl vlozen komurkovy systém. Komitirka byla nejprve zaplavena ¢istou vodou
a byl pofizen referen¢ni snimek intenzity prochédzejiciho zatreni. Poté se komirka zaplavila
kapalinou s rozpusténym potravindiskym barvivem. Obarvend voda méla funkci absorp¢niho
filtru projevujiciho se zeslabenim intenzity zafeni. Rezervoar se opé&t naplnil ¢istou vodou
a zapocalo odplavovéani obarvené vody gravitanim spadem. Pribéh odplavovani obarvené
vody byl sniman CCD kamerou s intervalem snimkovani 0,5 s. Byla sniména intenzita pouze
v pfedmétové vétvi mikroskopu, intenzita zafeni se vyhodnocovala pfimo ze snimkii kamery,
nikoli z hologramu. Hodnoty intenzity zafeni byly ziskdny z primérnych hodnot pixelt
zvybrané oblasti snimkli a primérem hodnot z péti méfeni. Vzhledem k tomu, ze
mikroskopovy stolek CCHM neni motorizovany, nemiiZzeme definovat polohu snimané oblasti
v komtrce. Byla snaha o umisténi zorného pole objektivu doprostied pozorovaci oblasti
prutokové komirky. Byl vyhodnocen graf zavislosti intenzity zafeni, normované k referencni
pocatecni hodnoté, na ¢ase. Ve vysledném grafu na obrdzku 25 l1ze vidét rostouci normované
hodnoty intenzity prochazejiciho svétla pii postupném odplavovani obarvené vody
a ustalovani na maximalni hodnoté, kterd odpovidd kompletnimu odplaveni vody. Intenzita
vzroste na 98 + 1,9% plvodni referencni hodnoty za 16 s po priitoku 8 ml nové kapaliny.
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Obrazek 25: Graf pribéhu intenzity zobrazeni pifi odplavovani obarvené
vody ovliviiyjici propustnost pozorovaci oblasti priitokové komirky.
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4 Experimenty s Zivymi bunikkami

V této ¢asti jsou popsany provedené experimenty, kterymi byla ovéfena pouzitelnost,
funkénost a univerzalnost navrzené priutokové komurky. Experimenty se provadély pfevazné
v Laboratofi experimentalni biofotoniky Fakulty strojniho inZenyrstvi VUT v Brné.
K péstovani a manipulaci s bunécnymi vzorky byl pouzit laminarni pracovni box vybaveny
vyvévou a plynovym kahanem, CO, inkubator, inverzni mikroskop pro inspekci

a dokumentaci stavu bun¢k metodou fazového kontrastu, lednice pro skladovani suspenzi
a kultivacnich roztoka, pinzety, pipety, Petriho misky a kultivacni nddobky. Pozorovali jsme
bunécné vzorky transmisnim CCHM. Zaméfili jsme se na rozdilnou reakci pii ustdleném
prostiedi a pfi kontinudlnim proplachovani pritokové komurky fyziologickym roztokem.
Navic jsme vyzkouSeli pratokovou komirku v invertovaném mikroskopu Nikon Ti
s konfokalni hlavou A1R, nachdzejici se v Biotechnologickém inkubatoru INBIT v kampusu
Masarykovy univerzity v Brng.

4.1 Uzivatelsky software

Matematicky aparat k vyhodnocovani ziskanych snimka digitdlnim holografickym
mikroskopem, popsany v disertacni praci Ing. Hany Uhlifové, Ph.D. ([2], kap. 7), je obsazen
v programu WxIDE, ktery byl vytvoren dale upravovan Ing. Lukédsem Kvasnicou v Laboratofi
experimentalni biofotoniky spole¢né¢ s vyvojem CCHM. Program WxXIDE je uZivatelsky
software, umoznujici rekonstrukci intenzity a faze ze ziskaného digitdlniho hologramu jak
vredlném Case pfi snimdni obrazu vzorku, tak i pfi pozdéj$Sim zpracovéani a naslednym
vyhodnoceni ziskanych snimkd.

Zpracovanim obrazu rozumime navazani faze v mistech fazového skoku ([2], kap. 7)] a
vyrovnani pozadi obrazu, modulované aberacemi mikroskopu, v kazdém snimku. Pozadi
ziskame manualnim vybérem oblasti okoli bunky v obrazku rekonstruované faze, prolozenim
téchto oblasti polynomem tietiho stupné a odectenim fazového pribchu, ktery je dan timto
polynomem, od namétenych hodnot faze [41].

Vyhodnoceni snimkt se provadi metodou dynamickych fazovych diferenci (DPD, [2],
kap. 7). Odectenim kvantitativnich hodnot faze dvou snimkG bunky v rGznych casech
a specifickym barevnym kdédovanim obrazu ziskame odliSeni zapornych a kladnych hodnot
vysledné faze, které vypovida o ubytcich nebo pfirtstcich suché hmoty buiky. Zménou
rozmisténi hmoty v buiice vyhodnocujeme Zivotni projevy a reakce buiiky v daném ¢asovém
intervalu.

4.2 Typy pouzitych bunék

V experimentech byly pouzity nasledujici kontinudlni bunécéné linie, poskytnut¢é MUDr.
Pavlem Veselym, CSc., z Laboratofe bunétné biologie a kultivace keratinocyti Kliniky
popaleninové mediciny Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady:

* HaCaT lidské keratinocyty (kozni) spontanné transformované in vitro,

* RsK4 nadorové buiiky, dvakrat transformované fibroblasty z embrya krysy,

* A3Rho(Ca) krysi nddorové buiiky s GFP transfekci (green fluorescent protein), tzn.
bunky, které maji ve svém genomu uméle zabudovany zeleny
fluorescen¢ni protein, zelen¢ fluoreskuji (A=509 nm) pfi ozatreni
modrym svétlem (A=395 nm).

Vyse uvedené nadorové builkky maji schopnost nekontrolovaného bunééného déleni

36



anepodléhaji starnuti, zatimco ostatni builky se musi geneticky transformovat, Ccili
imortalizovat.  Pokud se neporusi kultivaéni podminky, bunécné linie lze udrzovat
po neomezenou dobu, coz je velkou vyhodou. Jednotlivé experimenty (viz ¢ast 4.4, 4.5, 4.6,
4.7) byly provedeny na vice typech bun¢k pro srovnani jejich reakce.

4.3 Priprava bunék

UdrZba buné&éné linie spoéiva v kontrole stavu bunék v kultivaéni nadobce (lahviéce nebo
Petriho misce), pravidelné vyméné média a pasaze jiz husté narostlych bunék. Pasaz je proces
enzymatického (trypsinem) nebo mechanického (Skrabkou) uvolnéni bunc¢k ze dna nadobky
a pfenosem (nasazenim) jejich ¢asti do nové kultivacni nadobky. Zbylé bunky se mohou
uchovat ve formé suspenze v lednici pro dal§i manipulaci po dobu pfiblizn¢ péti dnti.

Cerstva bundéna suspenze obsahuje uvolnéné izolované buiiky bez shluki a je tudiz
vhodna pro urceni jeji hustoty (napt. pomoci Biirkerovy komurky). Pro ptipravu suspenze je
vhodné zpracovavat subkonfluentni porost bun¢k, tedy pracovat v okamziku, kdy jesté¢ neni
obsazen veskery kultiva¢ni povrch.

Ptiprava bunécné suspenze trypsinaci: Z kultiva¢ni nadobky se odsaje médium. Ptida se
5 ml 0,25% roztoku trypsinu v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS — phosphate buffered
saline) pfiblizné na 1 minutu (zavisi na druhu bunék) a odsaje se. Proces se opakuje k lepsSimu
odstranéni proteinii z nadobky, které inhibuji ucinky trypsinu rozvolilujici buiiky. Pii druhém
oplachnuti roztokem se nadbytek roztoku odsaje tak, Ze porost zlstane vlhky a vlozi se
do inkubétoru na 5 minut. V inkubdtoru se buiiky rozvolni. Poté se piidd 5 ml média M1H
a pipetou se bunky resuspenduji. V tomto okamziku je suspenze piipravena k uchovani,
urceni jeji hustoty ¢i dalSimu nasazeni pro kultivaci. Nasazeni znamené vlozeni ¢asti suspenze
s novym kultivaénim médiem do nové kultivaéni nadobky. Nadobku s Cerstvé nasazenymi
buitkami je tfeba pfed pozorovanim vlozit do inkubatoru na dobu 48 hodin kvuli regeneraci
proteinit bunééné membrany. Hustota nasazeni bunék se fidi typem experimentu. Vyjadiuje
se poétem bunék na jednotku kultivaéni plochy. Kultivaéni plocha jadra 3 je 170 mm’.
Pro nase uéely je optimalni hustota nasazeni bundk 25 na 1 mm’. P¥i této hustotd jsou buiiky
po dvoudenni kultivaci vhodné pro pozorovani v CCHM diky optimalnimu rozmisténi bunék,
kdy se v zorném poli nachazi zdrava buiika a kolem ni je dostatek plochy pozadi pro pozdéjsi
softwarové vyrovnani pozadi snimki.

4.4 Priprava pritokové komirky

Silikonové télo, hadicky a kryci sklicka se ptfed pouzitim odmasti vodou s detergentem
a postupné se oplachnou cistou vodou, deionizovanou vodou a 96% etanolem. Nasledné se
v laminarnim boxu ponofi do 96% etanolu minimélné na 10 minut. Dalsi operace se provadé;ji
se sterilnimi pinzetami. Na silikonové télo se piisaje jedno kryci sklicko, aby vznikla oteviena
miska. K t€lu se pfipoji teflonové a silikonové hadicky. Oteviena komurka se vlozi do sterilni
Petriho misky, vnitini prostor silikonového téla se naplni kultivaénim médiem a bunécnou
suspenzi. Uzaviena Petriho miska se vlozi na dva dny do inkubétoru. Zivé buiky klesnou
na dno, piichyti se a porostou plochu dna. Po vyjmuti z inkubatoru se odsaje médium,
komiirka se uzavie piisatim druhého kryciho sklicka a naplni se médiem F10, coz je ¢iré
médium bez fenolové Cervené. Konce hadicek se piipoji k zdsobniku a k odpadni nadobce.
Komurka se vlozi do mikroskopu tak, aby buiky zlstaly na spodnim krycim sklicku
k pozorovani invertovanym mikroskopem.

4.5 Dlouhodoba kultivace bunék RsK4

Cilem experimentu bylo prokazat celkovou biologickou inertnost pritokové pozorovaci
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komurky va¢i zivym bunkdm a moZnost jejich dlouhodobé kultivace a pozorovani
bez negativniho ovlivnéni jejich normalniho ristu.

Do komirky s kultivatnim médiem M1H byly ze suspenze nasazeny nadorové buiky
typu RsK4 o hustoté bundk 25 na 1 mm’. Po dobu &trnacti dni byla komiirka s buiikami
umisténa v inkubatoru s pravidelnou vyménou média a kontrolou jejich stavu mikroskopem.
Bunky se pfichytily a rozprosttely na dné komurky a do ¢tyt dni porostly cely jeji povrch.
Nekontrolovany riist pokrac¢oval, az vzniklo vice vrstev bunééné kultury. Byl pozorovan
normalni vyvoj bez toxického ovlivnéni materidlem komutrky nebo jeji manipulaci.

ProtoZze holograficky mikroskop neni vhodny k pozorovani husté vrstvy bunék
bez plochy s pozadim ([2], kap. 7), byly ¢trnacty den kultivace potfizeny snimky mikroskopem
Nikon Ti. Metodou Nomarského diferencidlniho interferenéniho kontrastu (DIC — differential
interference contrast; [42], str. 80) bylo nasnimano 23 snimkd s postupnym zaostfenim v
ruznych vyskach bunééného vzorku v rozsahu A z = 30 um. Parametry experimentu: objektiv
Nikon S Plan Fluor ELWD 40x DIC N1, NA = 0,6, A = 641,6 nm.

Na obrazku26 lze vidét snimky narostlych bunék ve vySkach: a)z=0pum,
b) z= 14,85 um, a ¢) z= 29,70 um. Hodnoty vysek z byly odecteny v programu Nis Elements,
jednd se o ovladdaci program pro mikroskopy Nikon. Metoda DIC zviditeliiuje gradienty
optické drahy a na rozdil od fazového kontrastu se na snimcich neprojevuje ,,halo” efekt.
V roviné nejblize k objektivu (obrazek 26a — leva oblast) tvoii husté porostlé buiky
homogenni vrstvu. Postupnym pieosttovanim do vysS§i roviny se dostaneme
az na nejsvrchngjsi vrstvu bun€k (obrazek 26¢ — prava oblast).

] » Vs »
Obrazek 26: Buitkky RsK4 po ¢trnécti dnech kultivace v rovindch zaostieni:
a)z=0 um, b)z= 14,85 um, a ¢) z= 29,70 pm.

Experiment prokazal pouzitelnost komirky pro dlouhodobou kultivaci a pozorovani Zivych
bunék, ¢imZ byla ovéfena netoxi¢nost pouZitych materialti. Zivotaschopnost bun&éné kultury
nebyla ovlivnéna. Bunky, které byly z hlediska vyZivy optimdlné udrZovany, pokraovaly
v proliferaci (bunécném déleni) po celou dobu kultivace.

4.6 Okamzité a dlouhodobé reakce bunék HaCaT

V tomto experimentu byly pouzity pratokové komirky pro pozorovani a vyhodnoceni
jednorazového a opakovaného piisobeni latky na bunky. Konkrétn€ byl na epitelidlni bunky
typu HaCaT aplikovan fyziologicky roztok. Oblasti zajmu bylo nasnimat a vyhodnotit reakci
bun¢k na zménu prostiedi.

Do dvou komiirek byly nasazeny bunky typu HaCaT (postup popsan v kapitole 4.3).
Po dvou dnech kultivace v inkubatoru byly komurky postupné vlozeny do mikroskopu
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avkazdé byly nasnimany ¢asti zivotniho cyklu zdravé kolonie bunc¢k (obrazek 27, cas
0 minut). Obé komirky byly poté samospadem proplachnuty 50 ml fyziologického roztoku.
Od tohoto okamziku experiment pokracoval u kazdé¢ komurky rozdilnym zpisobem.

V prvnim ptipadé€ se silikonové hadicky zaskrtily a byla pozorovana dlouhodobé reakce
na stalé prostredi fyziologického roztoku po dobu tfi hodin. V druhé komirce,
po proplachnuti 50 ml fyziologického roztoku, se pokracovalo v promyvani fyziologickym
roztokem. Piitokova hadi¢ka byla pfiskrcena k dosazeni prittokové rychlosti 1 ml.min" a dalsi
3 hodiny byla snimkovana reakce na protékajici fyziologicky roztok.

Bunky HaCaT maji tendenci se shlukovat, vytvatet ostrlivky ¢i kolonie béhem rlstu,
az pokryji celou plochu dna komirky. Fyziologicky roztok je isotonicky 0,9% vodny roztok
NaCl s pH 7. Neptsobi na buiiky Skodliveé, ale neobsahuje nutri¢ni latky, které bunka
potfebuje. Série snimkl faze na obrazku 27 demonstruje postupny prubéh reakce
na fyziologicky roztok v ¢asovém intervalu. Pro lepsi zndzornéni piesunu hmoty jsou hodnoty
faze kazdého dalsiho snimku odecteny od ptredchoziho snimku metodou DPD.

V levém sloupci na obrazku 27a je ptipad ustaleného prostredi fyziologického roztoku
a ve sloupci 27b jsou snimky plynule proplachovanych bunék. Probiha smr§téni hmoty bun¢k,
coz je typicka reakce bun€k na nepiiznivé prostfedi. V ustdleném prostiedi v prvnim piipadé
se bunikam dafi relativné 1épe, maji moznost vytvoftit si své mikroprostiedi, zatimco pii stalém
priplachu tuto moznost nemaji. Na obrazku 28 je pomoci DPD vyhodnocen celkovy ptesun
hmoty bunék odectenim prvniho a posledniho snimku faze z obou pozorovani. Lze si
povSimout, Ze v piipad¢ kontinualniho priplachu fyziologickym roztokem se bunky stadhly
vice oproti ptivodni hodnoté, nez tomu bylo v prvnim ptipad€. Navic, pti stadlém praplachu
fyziologickym roztokem do$lo k rozvolnéni mezibunéénych kontaktii kolonie bunék, coz
svedci o daleko vyraznéj$im zésahu do prezivani bunék.
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Obrazek 27: Buiky typu HaCaT, postupna reakce na fyziologicky roztok,
faze — vlevo, DPD — vpravo: a) stalé prostfedi, b) s priplachem.
Zelend — ubytek suché hmoty buiiky, Cervend — pfirtstek suché hmoty
buiky. Objektivy 10x/0,25.
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Obrazek 28: Bunky typu HaCaT, DPD vzhledem k pocatku: a) stalé
prostiedi, b) s priplachem. Objektivy 10x/0,25. Zelena — Ubytek suché
hmoty buiiky, ¢ervena — ptirastek suché hmoty bunky.

4.7 Vicefazova reakce bunék RsK4

Experiment byl proveden podobn¢ jako s buitkami HACAT v c¢asti 4.5, ale v tomto piipadé¢
byla navic sledovéana rekonvalescen¢ni schopnost bun¢k. Po dvoudenni kultivaci bunék typu
RsK4 v inkubatoru byla komiirka vlozena do mikroskopu a nasnimaly se Zivotni projevy
bun¢k pied a po proplachnuti 50 ml fyziologického roztoku. Po ptl druhé hodin€ snimkovéni
dlouhodob¢ reakce v intervalech 5s se fyziologicky roztok opét priplachem komurky
vyménil za médium F10.

Na snimcich obrazku 29a je mozné vidét reakci buncék RsK4 na prostiedi
s fyziologickym roztokem. Na prvnim snimku v ¢ase 0 minut je dvojice rozprostienych bunék
v prostiedi kultivaéniho média F10 tésné pied aplikaci fyziologického roztoku. Dalsi snimky
v levém sloupci ukazuji smrSténi hmoty dvojice bun€k. Pfesuny hmoty jsou opét zvyraznény
postupnym vyhodnocenim DPD. Na obrazku 29b lze vidét opétovné rozprostieni bunék po
vyméné fyziologického roztoku za médium. Jedna se o stejnou dvojici bunék, jen s jinym
vybérem oblasti pti zpracovavani rekonstruované faze.

Experiment poukazal na moznost pouziti komurky pro vicefazové reakce bunék. Okolni
prostiedi lze stfidavé meénit. To vede k moznosti aplikace riznych stimulacnich latek
a vyhodnoceni jejich vlivu na jednu a tutéz bunku.
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Obrazek 29: Builky typu RsK4, a) postupna reakce na fyziologicky roztok,
b) postupna reakce po obnoveni prostiedi kultivaénim médiem F10;
faze — vlevo, DPD — wvpravo; Zelena —ubytek suché hmoty buiky,
cervend — piirastek suché hmoty bunky. Objektivy 20x/0,4.
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4.8 Zobrazeni bunék A3Rho(Ca) pomoci DIC

Cilem experimentu bylo prokazat pouzitelnost komtrky ke sledovani reakci bun¢k v jiném
typu mikroskopu, tedy viceucelové pouziti komirky v kombinaci s jinymi metodami
zobrazeni nez digitdlnim holografickym mikroskopem. V ¢asti 4.5 jiz bylo prokazéno
zobrazeni diferencidlnim interferennim kontrastem. V této casti je ukolem nasnimat
mikroskopem Nikon Ti dynamické procesy buiiky.

Planem bylo zopakovat experiment s fyziologickym roztokem, popsaném v c¢asti 4.6.
Pfiprava a nasazeni bunck probéhlo stejné¢ jako v ostatnich experimentech (Cast 4.3).
Pritokova komurka s buitkami typu A3Rho(Ca) byla vlozena do mikroinkubatoru Tokai Hit
(popsany v casti 1.5.4) pro teplotni stabilitu vzorku. Mikroinkubator byl umistén
na mikroskopovy stolek.

Bylo provedeno snimkovéni s intervalem 5s metodou DIC. Mikroskop disponuje
syst¢tmem Perfect Focus [43], ktery udrZzuje nastavenou rovinu zaostieni i pii mirné zméné
polohy komurky ve sméru optické osy béhem proplachovani (viz ¢ast 3.3). Diky nedostate¢né
modifikaci pratokového systému pro konstruk¢ni feSeni mikroskopu Nikon Ti se podatilo
nasnimat jen ¢asovy usek necelych jedenacti minut reakce na fyziologicky roztok. Pro ucely
demonstrace pozorovani a vyhodnoceni dynamické reakce bunék v mikroskopu Nikon Ti byl
casovy usek dostacujici.

Zpracovani ziskanych snimki bylo odlisné. Ke zvyraznéni pohybu bun¢k nebylo mozné
pouzit program WxXIDE, protoze se nepracuje s informacemi o fazi, ale jen se snimky
intenzity. Snimky byly zpracovany metodou sc¢itani barevnych kanali snimkt z riiznych ¢ast
pozorovani. Na obrazku 31 Ize vidét tfi vybrané snimky ze: a) zac¢atku (0 minut), b) stfedu
(5,6 minut) a c¢) konce (10,3 minut) mefeného intervalu. Zmény tvaru bunék jsou na snimcich
malo patrné. Snimky byly rozdéleny na RGB kandly. Z kazdého byl vybran jeden jiny
barevny kandl a ziskané ti1 kanaly se secetly v jeden barevny snimek (a — ¢erveny, b — modry,
¢ — zeleny kandl). Vysledek je vidét na obrazku 31. Barvy stejné intenzity z kanalii se secetly
do ptivodniho odstinu Sedé. Fialova barva na okrajich bunék je vysledkem chybéjici zelené
slozky. To znamen4, ze se bunika musela béhem sniméni smrstit. Vysledkem jsou tak barevné
zvyraznéné oblasti zmény tvaru bunék. Parametry experimentu: objektiv Plan Apo VC 60x
WIDIC N2, NA =1,2, A= 641,6 nm.

a) . b o)
Obrazek 30: Bunky typu A3Rho(CA), metota DIC, postupna reakce
na fyziologicky roztok: a) # = 0 minut), b) = 5,6 minut) a c¢) #= 10,3 minut.
Objektiv 60x/1,2.
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Obrazek 31: Bunky typu A3Rho(CA), soucet barevnych kanalid jednotlivych
snimk: fialova — ubytek suché hmoty, zelend — ptirtistek suché hmoty.

Prttokova komirka je vhodnd k pozorovani i v jinych typech mikroskopt a jinymi metodami
optického zobrazovani. Nebyl ani problém kompatibility pritokové komirky

s mikroinkubatorem, komiirka rozmérové vyhovovala standardnimu néstavci pro biologické
vzorky.
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5 Zavér

Navrhla jsem a zkonstruovala pritokové komurky pro ucely systematického pozorovani
bunék a bunéénych tkdni transmisnim koherenci fizenym holografickym mikroskopem
(CCHM). Provedla jsem podrobnou studii ptedchozich ndvrhi pozorovacich komtrek,
na jejichz zakladé jsem stanovila kritéria pro konstrukci pritokové komirky. Pritokovou
komdurku tvofi silikonové télo a dvé kryci sklicka, paralelné pfisata k protilehlym plocham
silikonového téla. Pritokova komitrka, spole¢né se silikonovymi a teflonovymi hadi¢kami,
rezervoarem a odpadni nddobkou, tvoii pratokovy systém, splitujici podminky netoxi¢nosti
a sterility pro kultivaci bunék. Diky pfivodnim kanalkim je mozné fizenym pritokem
dodéavat do pritokové komurky Cerstvé médium a udrZovat optimalni kultivacni prostiedsi,
bez nutnosti vyjmuti komuirky z mikroskopu. Mohou se plynule pfidavat jak Ziviny, tak rtizna
biologické c¢inidla. Vyhodou pritokové komurky je snadnd montdz a opakovatelné pouziti
v experimentech po sterilizaci vSech ¢asti.

Experimentalné byla prokazéna jak bezproblémova dlouhodoba kultivace bunck, tak
kontinualni pozorovani v CCHM a vyhodnocovéni reakci vybranych bunck pfed a po zméné
prostiedi v pritokové komiirce.

V ramci feSeni zadanych cili diplomové prace jsem se zucastnila tydenniho kurzu
v Laboratofi bunétné biologie a kultivaci ve Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
v Praze, kde jsem se pod vedenim MUDr. Pavla Veselého, CSc. seznamila s problematikou
bunééné kultivace. Na pracovisti Biotechnologického inkubatoru INBIT v kampusu
Masarykovy univerzity v Brné¢ jsem s asistenci Ing. Ondieje Sedldka provedla sérii
experimentl s navrzenou pratokovou komulrkou mikroskopem Nikon Ti. Nad rdmec
diplomové prace byla ovéfena funkcnost prutokové komuirky i v mikroskopu Nikon Ti pfii
uziti techniky diferencidlniho interferen¢niho kontrastu.

Konstrukce pratokového systému umoznuje vyuzit potencidlu CCHM, ktery tkvi
ve sledovani dynamickych zmén zivé buiiky na definovana ¢inidla a vyhodnocovani reakce
na tyto podnéty. Srovnanim reakci se Ize pokusit definovat poplasnou reakci bunky a odhaleni
mozného schématu, vedouciho ke schopnosti predvidani dalSich projevi bunky. V piipadé
potvrzeni stereotypniho chovéni urcitych typti bunék na definované podnéty, by bylo mozné
matematické vyjadreni tohoto chovéani buné€k, coz by znamenalo velky pfinos v biologii.
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