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ABSTRAKT

Prvni ¢ast prace se zabyva teoretickym popisem adherentnich bunék, pfedevsim jejich
stavbou a funkcemi. Déle je prace vénovana popisu kultivace bunék, kde jsou zminény
podminky nutné pro kultivaci a latky, podporujici riist bunék. Posledni ¢ast teoretické
reSerse se zaobird mikroskopickou technikou, ktera je vhodna pro snimani endotelidlnich
bunék. Zejména se jedna o fluorescencni a konfokalni mikroskopy.

Prakticka cast se zabyva kultivaci adherentnich bunék a zhodnocenim provedenych
experimentu.

KLICOVA SLOVA

endotelialni buiiky, adherentni buiiky, fibroblasty, konfluence, kultivace, fluorescen¢ni
mikroskopie, konfokalni mikroskopie, bunééné spojeni

ABSTRACT

First part of this semester work dealing with the theoretical description of adherens cells,
particularly structure and functions of this cells. Subsequently work is devoted to
description of cell culturing, with mention of conditions which are necessary for cell
culturing, following by substances which promote cell growth. Last part of theoretical
research is concern with microscopy technique that is suitable for studying of adherent
cells. Subsequently it is about fluorescence and confocal microscopes.

Practical part dealing with cell culturing of adherent cells and the evaluation of
realized experiments.

KEYWORDS

endothelial cells, adherent cells, fibroblast, confluency, cell culture, fluorescence
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UvVOD

Spojeni biologického a technologického vyzkumu je pro dnesni medicinu a vyvoj
biotechnologickych zafizeni velmi podstatné. Vyzkum a studium lidskych bunék jsou
vyzna¢né zejména pro Vznik novych ¢i umélych organti, a tim by nemocni nemuseli
dlouho ¢ekat na organ od darce.

Ukolem této prace je zkoumat konfluenci adherentnich bunék. Rist bundk je
sledovan pii raznych podminkach. V tom hraji roli zejména povrchy, ke kterym bunky
pii kultivaci pfilnou a podminky prostfedi. Tyto povrchy a podminky prostiedi ¢asto
stimuluji rast bunck a cilem je zjistit, kterd metoda je tou nejvhodnéjsi pro rust bunék.
Soucasti prace je 1 vytvoreni programu pro zhodnoceni ziskanych dat.

Teoretickd Cast semestralni prace se zabyva tématy tykajicich se konfluence.
Nejdiive jsou popsany adherentni buiiky, kde prvni ¢ast popisuje endotelialni bunky,
jejich charakteristiku, vlastnosti a funkce. Po nich nasleduje teoreticky text o
fibroblastech a jejich vlastnosti. V praci je zminéno, jak probiha konfluence a je zde i
popis bunécnych spojeni, které pti konfluenci vznikaji. Diky témto bunéénym spojenim
mohou vznikat rozsahlejsi soubory a tGtvary buné€k, z nichz se pak vytvaii biologické
struktury. Dalsi ¢ast je vénovana popisu kultivace a jak se provadi. Jsou zde zminény
dialezité zasady, které je nutné pii kultivaci dodrzovat. Soucasti kultivace jsou i vhodné
zvolené materidly, které by mohli zvySovat a urychlovat rist bunck. Posledni ¢asti
teoretické reserse je popis a seznameni se s mikroskopickymi technologiemi. Jedna se o
fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopy, které jsou pifi vyzkumu vyuzity.

Prakticka ¢ast obsahuje vlastni realizaci kultivace bunék. Jejich zdokumentovani a
nasledné vyhodnoceni. Provadi se kultivace v n€kolika odliSnych podminkéach. Odlisné
podminky jsou dané pfedevSim zvolenymi povrchy a na kazdém povrchu dochazi ke
kultivaci buné¢nych kultur. Pti dosahnuti dostateéné vysoké konfluentnosti v jamkach se
provede nékolik pasazi. Ze ziskanych obrazovych dat se provede analyza konfluence
pomoci programu slouZziciho pro automatické vyhodnoceni konfluence ze sady snimkd.



1 ADHERENTNI BUNKY

1.1  Endotelialni bunky

Endotelidlni bunky tvoii v lidském organismu jednovrstevnou vystelku cév. V téle se
nachdzi mnoho orgéant, které se vyznacuji riznou stavbou, jinymi funkcemi a tcelem.
Tim se lisi i vlastnosti endotelidlnich bun¢k v zavislosti na daném organu. Mezi zékladni
funkce endotelidlnich bunék patii angiogeneze, semipermeabilita, diapedéza a odezvy na
krevni prutok [1].

Endotelialni buriky jsou dlouhé v rozmezi 25-50 pm, $iroké 10-15 pm a jejich
vyska dosahuje okolo 5 um. Charakterizuje je protahly tvar, ktery najdeme predevsim
U rovnych c¢asti cév, kde se také casto vyznacuji pravidelnym uspotadanim. V téle jsou
ale i mista, kde dochazi k ohybu nebo k vétveni cév. Zde jsou bunky polygonalni a lisi se
1 uspofaddanim, které je nepravidelné. Bunky dokaZi uvolhovat do mezibunééného
prostoru vacky. Jedna se o vacky extracelularni a vznikaji pii procesu exocytéza. Vacky
maji tu vlastnost, Ze se podileji na mezibunééné komunikaci, jelikoZ ve svém nitru dokazi
ptrenaset nukleové kyseliny i proteiny. Komunikace probiha navazanim vacku na receptor
nebo vnikem obsahu vacku do cytoplazmy jiné buriky. Dalsi typy vackl se vyskytuji na

Obrazek 1.1: Endotelialni bunky v in vitro kultuie

[https://www.sciencellonline.com/media/catalog/product/cache/1/image/a6f8fb4f61eb724cffA0f
184d1fbcab0/8/0/8000_1.jpg]



sténach bunek, kde vznikaji endocytdzou, presnéji se jedna o pinocytézu. Pomoci vackt
na sténdch bunck vycnivajicich do mezibunécného prostoru dochédzi ke vzdjemnym
dotektim mezi bunikami, a tak se mezi nimi zacinaji vytvaret spojeni. Tato spojeni jsou
ale méné€ pevna oproti spojenim mezi epitelidlnimi buikami. Je to dano tim, Ze spojeni u
endotelidlnich bun¢k nejsou usporadané, spoje jsou casto slozité propojené a dochazi
k ¢astym prekryviim mezi buitkami [2][3][4].

Na lumindlnim povrchu endotelidlnich bunék muzeme najit vrstvu glykokalyxu
(Obrazek 1.2), ktery zde funguje jako ochrana a mechanosenzor. V cytoskeletu maji
bilkoviny aktin a myosin, jejichZ pomoci se dokéazi smrstit a ovliviiovat tak propustnost.
Endotelové buiiky jsou mistem kam Usti signdly z autonomnich nervli nebo hormonalnich
podnéta z plazmy [5].

Normal endothelial cell

)
Vascular smooth muscie cell

Obrazek 1.2: Vyskyt glykokalyxu (modré utvary) na povrchu endotelialni butiky

[http://www.nature.com/nrneph/journal/v10/n3/images_article/nrneph.2013.275-
f2.jpg]

Endotelialni buiiky jsou podstatnou soucasti krevnich cév. Pii proudéni krve do cévni
stény dochazi pomoci endotelidlnich bunék k vybéru prochazejicich latek jako jsou krevni
bilkoviny a jiné buniky obsazené v krvi. Tento pienos je prostiedkovan transportnimi
vacky pomoci transcelularniho systému po otevieni bunéénych spoji. Systém
propoustéjici tyto vacky musi byt pfisné hlidan. Vesikularni vacky totiz obsahuji
organely, které reguluji rozpustné makromolekuly a ty pak mohou v cévach zpisobit
zvySenou propustnost, zanét nebo trombotickou reakci. Rizné funkce tedy ovliviuji
endotelialni strukturu a ta nasledn¢ ovliviiuje endotelialni reakci na krevni elementy nebo
méni strukturu cévni stény [1].

Tak jako riizné funkce a vlastnosti dle druhu orgénu nebo tkan¢, u kterého se buiky
vyskytuji, vznikaji i rizné typy spojeni, které tyto bunky vytvareji. Kazdé spojeni je
specifické svymi komponentami a zptisobem spojeni k plnéni uréité funkce [1].

U endotelidlnich buné€k 1ze najit spojenti, které je velmi podobné bunécnému spojenti
u epitelidlnich bunc€k. Nachazi se zejména u lymfatického systému nebo zil. Obsahuji
latky plakoglobin a desmoplakin, které jsou spojeny s vaskuldrnim kadherinem. Pro¢ je
prave toto spojeni v lymfatickém systému se jesté nepodafilo zcela zjistit. Existuji ale
teorie, Ze by to mohlo mit urcitou souvislost s krevnim prutokem, na ktery by mohli 1épe
reagovat nez jina spojeni [1].

Dalsimi typy spojeni jsou adherentni a tésna. Oba typy najdeme Vv blizkosti
mezibunécné Stérbiny. Tato spojeni miizeme najit i u epitelidlnich bunck, ale 1isi se tim,
ze obsahuji desmozomy. Desmozomy jsou struktury nachdzejici se v bunécnych



spojenich. Jsou tvofeny transmembranovymi bilkovinami desmokolinem a
desmogleinem. Nasledné jsou pak spojeny s plakoglobinem a desmoplakinem
k intermedialnim filamentim [1].

Adherentni a tésna spojeni se od sebe lisi zejména obsahem molekul. Vzhledem
k tomu, Ze se tato spojeni od sebe lisi, 1ze najit i rysy, které maji spole¢né. Typickym
rysem pro ob¢ spojeni je pericelularni zip. Je to utvar, ktery se nachazi podél membrany
buky a vznikd pfi homofilické interakci. Tato interakce je podminovana
transmembranovymi proteiny. Endotelidlni buiiky dokazi expresi tyto transmembranové
proteiny specifikovat. U adheznich spojeni se jedna o kadherin a u pevného spojeni
dochazi ke specifikaci klaudinu. To, ze tyto latky vykazuji ur¢itou specifi¢nost, by mohlo
korelovat stim, ze hraji urCitou roli v rozpoznavani prochazejicich bunék. Pticemz
kontrola prochézejicich bun€k pies bariéru, je jednou z hlavnich funkcich endotelu.
Jednoznacné se také podileji na vlastnostech endotelialnich bun¢k [1].

Nové utvofeny celek je pfipojen k aktinovym filamentim nachdzejicich se
Vv cytoplazmé. K pfipojeni dochazi diky cytoplazmatickému ocasu, pies ktery se vaze
nejen k cytoskeletu, ale i k signalnim proteinim. Tim je pak umoznén signalni pfenos
mezi buiikami a uvnitt buniky. Toto spojeni je dilezité také pro regulaci spoje a to tak, ze
dochazi k jeho otevieni nebo uzavieni. Navic se také zjistilo, Ze by tato spojeni mohla mit
urcitou souvislost s udrzovanim tvaru buiiky a vznikem polarity u bunék a mezi buikami
[1].

Pevna spojeni se u endotelidlnich a epitelidlnich bun¢k ptilis nelisi. Pfi tomto spojeni
dochézi k utésnéni sousednich bunék. Utésnéni je provedeno diky obvodovému prstenci,
ktery se nachdzi na vrcholu obou typli bunc¢k. Tento tésny spoj je ale regulovatelny.
Ovlivilyji jej rozpusténé latky a také iontovy tok, ktery je vytvafen mezi spojenymi
burnikami, které spolu sousedi [1].

tight
junction
¥
::k__bascment
#  membrane
il
o
endothelial

cell

pericyte

Obrazek 1.3: Tésné bunécné spojeni

[http://www.histology.leeds.ac.uk/circulatory/assets/capillary.jpg]

Pro vSechna spojeni jsou velmi podstatnou slozkou proteiny. Proteiny zde plni
mnoho funkci, jako je spojovani, signalizace, regulace otevieni spojeni, schopnost vazat
jiné latky. Dalsi jejich vyznamnou funkci je to, Ze zde mohou pracovat jako adaptéry.
V tom smyslu, ze pokud dojde k uvolnéni nebo prichodu nékterého proteinu ¢i latky ze
spojeni, dokazi zachycenou latku premistit do jadra, kde mize dojit k jeji transkripci [1].

Existuji teorie, Ze adherentni a t€sna spojeni jsou spolu vzajemné provazana. To by
mohlo souviset s tim, Ze adherentni spojeni ovliviyji strukturu pevnych spojeni. To je ale



ovsem také pouze jesté nepodlozend teorie. Adherentni spojeni jsou vytvaiena v ranych
stadiich mezibunécného kontaktu, nasledné az po nich vznikaji spojeni pevna. Studie
poukazuji na to, ze v obou strukturach se nachdzi stejna komponenta. To by mohlo
vysvétlovat to, pro¢ jsou struktury pevnych spojeni ovliviiovany adherentnimi. Jedna se
0 komponentu ZO1. ZO1 je protein ve kterém dochazi ke spojovani uréitych specifickych
proteint, jako je okludin nebo klaudin. ZO1 najdeme u adherentnich spojeni pouze
Vv Casné fazi vyvoje bunécného spojeni. U pevnych spojenych je najdeme az, pokud je
spoj zcela utvofen a pln¢ stabilizovan. Dale se zjistilo, ze v n¢kterych bunéénych
systémech vznikaji blokovaci adherentni spojeni, ktera inhibuji spravné usporadani
pevnych spojeni [1].

Bunécna spojeni se lisi slozenim 1 morfologickymi znaky. Tyto rozdily jsou vidét
podél délky vaskularniho stromu. Tento strom reaguje na pozadavky propustnosti.
Adherentni spojeni najdeme ve vSech typech cév. Tésna spojeni najdeme spise v ¢astech,
kde dochazi k dynamickym zméndm mezi krvi a tkanémi. To je typické pro kapilarni
zilky. Tomu je také ptizpisobena stavba a slozeni tésnych spojeni. Jednd se o velmi
slozitou strukturu, kde dochazi k mechanismu propustnosti. Tim musi byt pod urcitou
kontrolou podobnym zptisobem, jako to je u mozkové mikrocirkulace [1].

Vrstva endotelidlnich bunék vytvari rozhrani mezi cévni soustavou a tkanémi. Mezi
zminénymi prostory probihd ¢asto vymeéna latek. Builky maji schopnost selekce, hranici
tedy projdou jen potiebné latky, naptiklad pomoci aktivniho transportu. Kromé vybéru
pottebnych latek pro spravnou funkei orgént, jsou buiiky schopny i regulovat ¢i inhibovat
tvorbu latek. Jednou z funkci endotelialnich bun¢k je schopnost signalizace, kterou jsou
schopny uskute¢nit dvéma zpiisoby. Dokézi signalizovat pfimo prostfednictvim proteint
nebo receptory rastového faktoru. Druhy zplsob je nepfimy a déje se fetézovym
zpiisobem se zachovanou podstatnou informaci, kterou si jednotlivé struktury, ucastnici
se tohoto dé&je, predavaji az k cilové bunce. Informace, kterou si bunky predavaji je
nazyvana transkrip¢ni faktor [3][5][6].

Uplatiluji se také pii krvaceni, kdy dokdzi fidit procesy jako je trombolyza ¢i
adherence trombocytii, nebo produkuji potfebné slouceniny pro zmény prutoku krve.
Krevni prutok je ovlivnén vazokonstrikci, pro kterou jsou nutné latky endotelin a
angiotenzin. Opacnym procesem je vazodilatace, kterou podporuji prostacykliny a NO.
Pii hemokoagulaci dochazi k shromaZd’ovani a syntéze protrombotickych latek, jako jsou
von Willebrandiv faktor, tkanovy faktor, inhibitor aktivator plazminogen (TPAI). Opét
se jedna o latky, které jsou regulovany endotelidlnimi bunikami. Pokud ale bude cilem
snizeni srazlivosti krve, naptiklad k navraceni ptivodnimu stavu po hemokoagulaci, bude
dochazet k produkci latek prostacyklind, trombomodulinu, aktivatoru plazminogenu
(TPA) a molekul podobnych heparinu. Nasledné dojde k jejich syntéze a pluisobeni na
patologicky stav [3][5][6].

Udrzujyi cévni napéti, usmérnuji krevni priatok. Dokdzi podnécovat k tvorbé
hormonti. Podili se na tvorb&é novych bunék, zejména v hladkém svalstvu. Ke zvyseni
rustu bunék jsou produkovanymi stimuly dva faktory — destickovy rustovy faktor (PDGF)
a fibroblastovy rustovy faktor (FGF). Ke snizeni rlstu jsou urceny inhibitory heparin a
TGF-BETA, ktery podnécuje bunky k apoptoze. Artérie maji ve své sténé lipoproteiny,
které endotelidlni buiiky dokazi ovliviiovat. Jsou 1 soucédsti imunitniho systému, kdy
pomahaji pii zanétlivych reakcich. V pfipad¢ zanétu dochazi ke dvéma vliviim. Jedno
vliv je prozanétlivy. Endotelidlni bunky vystavi pro leukocyty adhezivni molekuly



[31[5]1L6].

Pro transport a bunécné procesy je dulezité prostiedi, kde se mohou uskuteciovat.
Endotelidlni bunky dokézi jedno z téchto prostiedi vytvofit, jedna se o extracelularni
matrix. Ve svém blizkém prostiedi udrzuji rovnovahu okolnich soustav, které se podileji
na toku krve a zajist'uji interakci mezi krvi a tkdnémi [3][5][6].

1.2 Konfluence u endotelialnich bunék

K zachovavani celistvosti endotelu slouzi bunécné spoje. Tyto bunécné spoje podporuji
adhezi bun¢k, ale slouzi i K pfenosu vnitrobunéénych signalt. Tyto signaly jsou schopny
vyvolat Gtlum rastu bunek, apoptoézu, vznik novych cév nebo i zahdjit genovou expresi.
Mimo to se zjistilo, Ze tyto bunécné spoje mohou ovliviiovat svou molekularni strukturou
s vnitrobunéénymi signaly i bilkoviny, a tak se podilet na cévni homeostaze [1].

Dnes je mozné nasimulovat témér stejny fyziologicky stav endotelidlnich bunék,
ktery se nachazi u dospélych osob. Lze to metodou in vitro, kdy buiiky musi dosdhnout
konfluentniho stavu. Jedna se o stav, kdy je celd plocha 100% pokryta endotelialnimi
burikami in vitro. Bunky by se neméli piekryvat ani by mezi nimi neméli byt mezery.
V tomto stavu jsou bunky inhibovany v ristu vzajemnymi doteky a to je chrani pred
apoptozou. Inhibice rist bun€k nezastavi, ale pouze zminimalizuje. Buiiky se dale déli a
zaCinaji zaplnovat veskeré volné misto kolem sebe. Buiky se vzajemné obklopuji a
nemaji jiz zadny prostor pro nové déleni, nasledkem toho zaéne dochézet k postupnému
umirani bunék [1].

Pti stavu, kdy endotelidlni buiiky nejsou konfluentni vykazuji v in vitro kultufe
podobné vlastnosti s fibroblasty nebo mesenchymalnimi buiikami. Jednak tvarem, kdy
jsou protahlé, ale i chovanim. Jsou vice pohyblivé a citlivé na stimulaci ristovych faktori.
Jakmile doséhnout konfluence a zaroven jejich bunééné spoje budou zcela vytvorené,
pfestanou byt citlivé na rlstové faktory. Tento stav se pak oznacuje jako klidovy. Na
udrzovani zminéného stavu se podileji junkéni bilkoviny. Pokud ale dojde k poskozeni
cév nebo mezibunéénych spojl nastane naruSeni klidového stavu. Buiiky pak jsou znovu
schopny reagovat na ristové faktory a premist'uji se do poskozeného mista [1].

Signalni drdhy byvaji aktivovany utvofenim bunécnych spojeni. Po kontaktu mezi
bunikami nastupuji 2 odezvy. Odezvy jsou rychlé a kratké a jsou zptsobeny junkénimi
proteiny. Slouzi ke komunikaci a na zdkladé nich se buniky dostanou do spravné polohy.
Jakmile je bunécny spoj spravné uspotradan, ptichazi na fadu junkéni bilkoviny, které
slouzi k pfenaseni signalti. Vyskytuji se mezi nimi 1 signaly, které podporuji stabilitu
bunécné vrstvy [1].

Inhibice buné¢éného ristu vznika pifi pfimém kontaktu sousednich bunék. V tomto
procesu je pritomna latka kadherin, ktera inhibici podporuje. Dilezitym faktem ohledné
kadherinu je i to, Ze jeho sniZend exprese je pfitomna u lidi s rakovinou. Toto sniZeni je
pak nasledovano zvySenym nartstem nadorovych bunék [1].

1.3  Embryonalni buiiky

Embryondlni buiiky fadime mezi buitky kmenové, které jsou oznacovany jako primarni.



Tyto kmenové buiky se dokazou preménit na jakykoliv jiny typ bun¢k. Tedy to dokazou
1 buiiky embryonalni. Pfi ristu novych bunék, tak mohou vznikat bunky, které jsou zrovna
pro télo potiebné, napiiklad pii poskozeni ¢i opotiebeni tkani ¢i organd. Vznikaji z nich
krevni, svalové, kostni i nervové bunky a mnoho dalsich [7][8].

Embryonalni buiiky jsou tak nazyvany proto, ze se jedna o bunky z embryonalniho
vyvoje bunék ve stadiu moruly nebo blastocysty. Blastocysta je charakteristicka tim, ze
je ve vyvoji teprve n¢kolik dnti a obsahuje okolo 50-150 bun¢k. Pfi nastaveni podminek
a podpurnych latek, jsou buiikky schopny se pteménit do kazdého typu bunék, které se
vyskytuji v lidském dospélém téle. Buiiky jsou dokonce tak ptizpusobivé, ze je mozné
poskytnout jinému zivoc¢iSnému druhu a tam se bunky zacnou sami vyvijet a
ptizpusobovat se prostiedi [8]. Tyto buniky Ize i dlouho skladovat, jelikoz vykazuji velmi
dlouhou dobu zivotnosti bez ztraty jejich vlastnosti [9].

Bunky lze kultivovat v Petriho miskéch ¢i v jinych nddobach urcenych pro kultivaci.
Tyto bunky rostou v misce az do té doby pokud ji celou nepokryji. Po té jsou z misky
odstranény a rozdéleny do nckolika dalSich misek snovym a cerstvym médiem
podporujici rust. Tento proces se nazyva pasaz a probiha po kazdém pokryti misky.
Bunky je mozno rozdélit nebo zmrazit v kdykoliv, na stavu ani fazi vyvoje nezalezi. Pii
dalsi praci s nimi je jen nutné zkontrolovat jejich stav, a zdali jsou pouzitelné [9].

Obrazek 1.4: Embryonalni buniky - HEK293

[https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/6e/HEK _293.jpg/220p
x-HEK 293.jpg]

Vytvoteni embryonalniho kmene trva nejméné pul roku a s touto délkou je nutno
pocitat i s nékolika pasdzemi bun¢k. Uméle vytvofené bunécné linie pak musi spliiovat
dveé podminky, které jsou urCeny jako kritické. Jednou z nich je to, ze buiiky si béhem
procesu kultivace a n€kolika pasazi zachovali schopnost pfemény do jakékoliv bunky
vyskytujici se v dospélém téle jedince. Dalsi podminkou je to, ze nesmi obsahovat zadné
genetické vady [9].

1.4 Fibroblasty

Fibroblasty se fadi mezi vazivové buiiky. Jedna se o druh bunék, ktery se ve vazivovych
strukturdch nachazi nejcastéji. Fibroblasty maji schopnost vytvaret vlakna a amorfni
latky [10].



Existuji dva stavy, ve kterych se mohou fibroblasty vyskytovat. Jsou to stavy aktivni
a klidové. Pti pohledu na fibroblasty v rozdilnych stavech lze vidét odlisnosti V jejich
tvaru. Nejvice k tomuto rozdilu dochazi mezi fibroblasty, jejichz aktivita je synteticky
vysokd oproti klidovym fibroblastim. Klidové fibroblasty vznikaji pfi tvorbé matrix,
kterou jsou fibroblasty schopny vytvofit. Klidové fibroblasty se pak v této matrix voln¢
vyskytuji. Aby se tyto buiky snadnéji rozliSily, maji kazda svlij nazev. Aktivnim
fibroblastim zlstdva oznaceni fibroblasty. Klidové fibroblasty se vyskytuji v ramci
histologie pod nazvem fibrocyty [10].

Aktivni fibroblasty maji oproti klidnym rozmanité;jsi sktrukturu a jsou vétsi (Obrazek
1.3). Obsahuji vice mitochondrii, tukovych kapének. Vyskytuje se v nich velké mnozstvi
endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu. Golgiho aparat je zde vyvinuty velmi
dobfe vyvinuty. Cytoplazma v aktivnich fibroblastech rizné rozvétvena dle sktruktur.
Jadro ve fibroblastu je velké a ma ovalny tvar. Jeho jadro se velmi obtiZné barvi, jelikoz
obsahuje malo chromatinu. Soucasti jadra je také nukleolem [10].

Fibroblast je schopny produkovat rizna vlakna a rizné mezibunééné hmoty. Mezi
vlakna, ktera je schopen vytvofit patii vladkna kolagenni, retikularni a elasticka.
Z mezibunécnych struktur vytvaii latky, které jsou amorfni a dokaze také syntetizovat
glykosaminoglykany a glykoproteiny [10].

Obrazek 1.5: Morfologicka struktura fibroblastl (vlevo) a fibrocytt (vpravo)

[JUNQUEIRA, Luiz Carlos Uchoa, Jos¢ CARNEIRO a Robert O. KELLEY. Zdklady
histologie. Jino¢any: H & H, 1997. ISBN 80-85787-37-7. S:102, Obr. 5-15]

Fibroblasty se ve vazivovych tkanich rozmnozuji délenim — mitdzou. Toto déleni je
nejvice produktivni u déti, béhem vyvoje. Po ukonceni vyvoje, u dospelych dojde ke
sniZeni jejich koprodukce. K mitoze fibroblasti dochazi pouze v ptipadé€, kdy je pro
organismus nutné vytvorit nové fibroblasty. To nastava v situaci, kdy dojde k poskozeni
vaziva [10].



Tvar fibrocytli je spiSe vietenovitého tvaru a je mensi. Fibrocyty s acidofilni
cytoplazmou jsou na bunécné komponenty chudsi nez aktivni fibroblasty. Jeho jadro je
také mensi a mé tmavsi barvu. Fibrocyty se mohou dostat do aktivniho stavu, a to
zejména pii hojeni ran, kdy je potiebné zvysit pocet fibroblasti [10].

Fibroblasty se vyskytuji v celém téle ve vazivové tkani. Nejvice v organismu
produkuji kolagen prvniho a tietiho typu. Pii poranéni vazivové tkan€ dojde ke zvyseni
produkce kolagenu ve fibroblastech. Produkce se nezvysi v celém organismu, ale pouze
V misté poranéni. Fibroblasty, které jsou v blizkosti poskozeni mista, se do n¢j zatnou
piemistovat a také se mnozit. VSechna tato opatfeni jako migrace, mnozeni a zvySeni
produkce kolagenu, pomahaji zacelit ranu [11].

Pfi hojeni ran mohou vznikat kromé novych aktivnich fibroblastd, také
myofibroblasty. Myofibroblasty jsou podobné fibroblastim a k tomu obsahuji nékteré
rysy, které jsou typické pro svalové buiikky. Zdklad ve svalovych buiikach je tvofen
aktinovymi a myozinovymi mikrofilamenty. Oba typy téchto mikrofilament se objevuji i
v myofibroblastech. Jejich funkce je hlavné stahovani (zmenseni, zaceleni, uzavteni) rany

[10].

Vznik myofibroblastd z fibroblasti je podporovan pomoci transformujiciho
rastového faktoru beta (TGFp), ktery umoznuje pravé pieménu fibroblastu na
myofibroblast.  Né&které fibroblasty by se mohli pfeménit i na jesté jiné typy i
komponenty pojivové tkané. Tyto pfemény jsou podminény zejména vlivy z okoli, a to
naptiklad slozenim extraceluldrni matrix, tvarem buiiky, hormony a riistovymi hormony
[11].

Bylo provedeno n¢kolik vyzkumt, které naznacuji, Ze fibroblasty z riiznych ¢asti t€la
mohou byt mezi sebou odlisné. Fibroblasty se povazuji za nejuniverzalngjsi bunky
pojivové tkané, jelikoz se dokazi diferencovat do rtiznych podtypu (viz myofibroblasty).
Byly provadény experimenty s koznimi experimenty, kdy byly vytvofeny pro kazdy
vzorek téchto fibroblastii stejné podminky. Pfi kultivaci vSak nedochézelo ke stejnym
vyvojum. Pfi dal§im pokusu byl vyuzit kostni matrix, jehoZ vhodné upravena Cast se
implantovala do dermalni vrstvy kize. Tam dochazelo k procestim, kdy doslo nejspise
K transformaci fibroblastu na buiiky chrupavky. Dal§imi experimenty doslo i k pfeméné
fibroblastti na kostni buiiky. Nasledné vzniknul maly kus kosti [11].



2 KULTIVACE

Kultivace je biologicka technika, ktera slouzi k uchovavéni, vyzkumu ¢i péstovani
biologickych utvard, ze kterych se mohou vyvinout nové biologické struktury. Kultivovat
se mohou zivocisné i rostlinné bunky ¢i tkané, které se ziskaji z objektu, ktery je potteba
zkoumat. Ziskany vzorek je uchovavan v laboratornich podminkach [13]. Kultivace ¢asto
probiha in vitro, mimo organismus. Pod tim pojmem si lze piedstavit to, ze se jedna o
kultivaci ve skle, piesnéji spise ve zkumavce [12][13].

2.1  Kultiva¢ni podminky

Mezi zakladni kultivacni podminky patii sterilita, vhodny povrch pro kultivaci, kde
uchovavame zkoumany vzorek. DalSim podstatnym aspektem je kultivacni medium,
které musi byt co nejvice podobné prostredi, ze kterého je vzorek odebran. Velkou roli
hraje i teplota a slozeni ovzdusi [12].

Tato bakalarska prace se zabyva endotelialnimi butikami, embryonalnimi buitkami a
fibroblasty, coZ jsou buiiky adherentni. Jejich rust musi byt tedy podpofen vhodnym
povrchem. Nejpouzivanéj$Sim povrchem pro adherentni buiiky je hydrofilni polystyrén.
Casto to ale nestaci a povrch se vylepsi jinou vhodnou latkou. V piipadé adhesnich bungk
by bylo vhodné pridat adhezni faktory jako je Zelatina, fibronektin, kolagen, poly-L-
lysine nebo poly-D-lysine [12][14][15][16].

Teplota pfi kultivaci by se méla volit takova, aby byla co nejvice podobna

pfirozenému prostiedi, ze kterého je vzorek ziskan. Casto kultivace probiha pii 37 °C
[12][14].

Jednou z moznosti kde lze buniky uchovavat je inkubator. Bufiky se zde mohou
kultivovat riizn€ dlouhou dobu, od minut az po dny. A proto je nutné v inkubatorech
zafidit, co nejvhodné&j$i podminky. Lze zde nastavit teplotu a mimo jiné i vhodnou
atmosféru. Casto dochazi ke zménam koncentrace CO. Je dillezité myslet na to, aby méli
burniky vhodné podminky pro riist, ale i na to, Ze je nutné zamezit kontaminaci [12][14].

Pro rGst bunék je dilezit¢ médium. Jedna se o slozku, ktera je pro vzorek vhodnym
prostiedim a zaroven i zivinami a kyslikem. Obsahuje Ziviny, které podporu;ji rist bunck.
Slozeni musi byt co nejvice podobné oblasti, ze které je zkoumany vzorek. Musi byt
totozné po chemické i fyzikalni strance. Zakladnimi slozkami v mediu jsou anorganické
soli, glukoza a pufry. Casto ale obsahuji vice latek, to ale zavisi na zkoumaném materialu
a jeho pozadavcich. Vétsinou se jedna o rustové faktory, bilkoviny, lipidy, vitaminy.
Zivné medium je nutno pravidelné ménit za erstvé, zpravidla 2-3krat tydné [12][14].

Vybér vhodného média zavisi na zkuSenostech védce a voli se zejména na zakladé
slozeni zkoumaného vzorku nebo podle doporuceni jinych badatelt ¢i laboratofi. In vitro
medium by mélo obsahovat sloZeni, které dokaZe simulovat tekutiny z pfirozen¢ho
prostiedi bun€k. Medium je moZno zakoupit hotové nebo ptipravit vlastni z polotovaru.
U vlastni pfipravy je ale nutno dbat na sterilni podminky a uvédomit si, ze pouzité slozky
mohou negativné ovlivnit rust bun¢k [12][14].
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2.2 Rustova krivka bunék

Ristova kiivka buné€k slouzi k posouzeni vzniku novych ptidavkl bun¢k nebo naopak i
poctu umrti sledovanych bunék. Jedna se tedy o zmény v mnozstvi bun¢k ve sledovaném
casovém useku. Kiivka ma 4 typické casti. Tyto Casti se zabyvaji jednotlivymi fazemi,
které charakterizuji rtst zkoumanych bunék [12].

Prvni fazi je lag faze. Bunky jsou pievedeny do nového prostiedi, kde dochazi
k jejich kultivaci. Touto zménou prostiedi dochazi pravé k mirnému poklesu po¢tu bunék.
Bunky se zde ale dokazi velmi rychle adaptovat, protoze se vyskytuji v mediu, které je
velmi podobné jejich pifirozenému prostiedi. Po pfizpiisobeni se na nové prostredi
dochazi k nardstu novych bunék a jejich ptipraveé na bunécné deleni [12].

Naésleduje log faze, casto také nazyvana jako logaritmicka nebo exponencidlni. Zde
dochazi pomérné k rapidnimu narGstu novych bunék. Rostou exponencidlni imérou.
V této fazi existuje nejvetsi moznost zachytit buiiky v mitotickém déleni. Mitoticky stav
pak nabizi moznost chromozomového vySetieni [12].

Po nartstu dochézi nasledné k Gtlumu vzniku novych bunék, jedna se o stacionérni
fazi. Casto to je zpUsobeno inhibiénimi faktory, jako je produkce riistovych inhibitora
nebo vzdjemnymi kontakty mezi buiikami. Pfi¢inou zastaveni riistu je i nedostatek zivin
ze zivného média a také nakupeni toxind a metaboliti [12].

V posledni fazi dochazi k imrti bunék, €ili k jejich ubytku. Je to tedy faze ubytku
buné¢k. Buniky se zde nemnozi z vice diivodii. Nejsou jiz schopny Cerpat zZiviny z zivného
média, jelikoZ v némzZ vSechny potiebné latky jiz doSly. Buniky tvoii ve vEtsi mife toxiny
a metabolické odpady. Méni se i jejich pH, které nepodporuje jejich narast. V této ¢asti
je nutné ¢ast bunék prevést do nového prostiedi a tam pokracovat v jejich v rastu [12].

Lag Log Stacionarni Faze
faze faze faze odumirani

oW

Ristova kiivika bunééne kultur‘

Obrazek 2.1: Rustova kiivka bunék

[http://www.wikiskripta.eu/images/thumb/5/58/Bacterial_growth_cs.svg/400px-
Bacterial_growth_cs.svg.png]
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2.3 Zelatina

Zelatina je z chemického hlediska kolagenem, tedy bilkovinou. Jedn4 se o latku, kterd je
lehce stravitelna a obsahuje 18 aminokyselin, neobsahuje akorat tryptofan. Zelatina je
vyrabéna predevsim z hovézi nebo veptrové kize a také z kosti, méné jiz z pojiv a vaziv.
Hlavni prostiedky pro vyrobu Zelatiny se ziskaji bud’ hydrolyzou, nebo alkalicky [17].

Zelatina je v biologii a biomedicinskych oborech diilezitou slozkou, ktera je
vyuzivana zejména pro praci s butikami. Vhodna je pro kultivaci bunék. Pouziva se jako
vhodny povrch pro bunéénou kultivaci, umoznuje lepsi pfilnuti bunék. Vyhodna je ke
stabilizaci n€kterych slozek DNA nebo i jako blokator nékterych ¢inidel. V imunochemii
je soucasti nekterych médii, ktera rozlisuji bakterialni druhy [18].

Zelatina, kterd je suchd pii pokojové teploté, se neméni jak strukturou, tak
vlastnostmi. Pfi vlozeni suché Zelatiny do horké vody za¢ne bobtnat a vytvoii se zelé.
Rozpustna je v teplé vode. V organickych rozpoustédlech jako je alkohol, chloroform,
benzen nebo olej je nerozpustna [18].

2.4 Pasazovani

Pasaz bun¢k provadime, pokud jsou bunky konfluentni ze 70-85%. K tomuto tikonu
potiebujeme &inidla Trypsin-EDTA 0,05% (Gibco), PBS (Sigma-Aldrich). Casto se voli
takova, jaka jsou doporuc¢ovana v protokolu dodavatele bunék. Mnozstvi objemu trypsinu
potfebného pro pasaz se voli dle velikosti kultiva¢ni nadoby [19].

Cinidla trypsin. PBS, medium a jiné nechidme rozmrazit na pokojovou teplotu. A
pfipravime si novou kultivaéni nadobu ¢i jamku. Z nakultivované jamky, kde méame
vysokou konfluentnost bunék, odsajeme medium. Tento krok je nutny z toho diivodu, ze
medium obsahuje bilkoviny a vapnik. Pokud bychom k médiu pfidali trypsin, doslo by k
jeho neutralizaci a to je pro pasaz nezadouci. Po aspiraci media buriky proplachneme PBS
a odsajeme také. Do Cisté jamky aplikujeme malé mnoZstvi trypsinu tak, aby doSlo k
pokryti povrchu jamky [19].

Trypsin je enzym, ktery pii 37°C §tépi proteiny na povrchu bunék, véetné proteinti
participujicich na adhezi burniky k podlozce. Subkonfluentni burniky by se tak pomoci
trypsinu mély zacit odlepovat od povrchu jamky. Takto pfipravenou jamku umistime do
inkubatoru na dobu 3-5 minut, kde je tedy nutné mit hodnotu teploty na 37 °C. Béhem
této doby nekolikrat zkontrolujeme stav bunék pod mikroskopem, abychom se ujistili, ze
dochazi k odchlipeni bun¢k od dna. Trypsinizaci nechame probihat zhruba do té doby,
dokud nebude odlepeno ptiblizn€ 90 % bunck. Odlepené buniky zkontrolujeme tak, Ze
kultivaéni nadobu vezme do dlan€ a klepneme ji proti dlani. Tak by mélo dojit k
deadherenci bunék, bunikky méni sviyj tvar na témér kulaty a stavaji se volné plovouci v
tekutin€. Zkontrolujeme pod mikroskopem. Pokud k deadherenci nutného mnozstvi
nedojde, nechame probihat trypsinizaci dalSich 30 sekund a poté zkontrolujeme stejnym
zpusobem. Takhle budeme pokracovat, dokud nenastane k odlepeni 90% bunék, ale
maximaln¢ 5 minut. K tomuto pfipadu lze dojit, pokud trypsin neni dostatecn¢ zahian
nebo je utlumena jeho aktivita. Lze to napravit tak, Ze lze re-trypsinizovat ptidanim
cerstvého a teplého trypsinu. Dal$i moznosti je proplachnout trypsin roztokem, ktery jej
neutralizuje a doplnit jamku mediem. Tato moZnost se pouziva, pokud zrovna neni k
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dispozici ¢erstvy trypsin a neziskame jej rychle do 5 minut [19].

Po odlepeni bunék je ptevedeme do ependorfky a vlozime na 5 minut do centrifugy.
Ziskame tak pouze rozdélené bunky od roztoku. Z ependofky odsajeme supernatan, aby
v ni zbyly pouze buiiky S co nejmensi pfimési trypsinu. Zbylé bunky ziedime médiem s
rustovymi faktory. Pfidame do jamek, kde chceme nechat rist novou subkulturu. Zbyly
objem bunék s mediem, je pak vhodné vyuzit na vypocet zivotaschopnosti bun¢k. Bunky
obarvime trypanovou modii a naneseme na Burkerovu komitrku. Spocteme pod
mikroskopem [19].
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3 ANALYZA BUNECNE KONFLUENCE

Vyuziti bun¢k v medicinském a biomedicinském odvétvi se stale rozsifuje. Své uplatnéni
nachazi zejména v produkci umélych organti nebo moznosti uzdraveni poSkozené tkané.
K zajisténi spravnému ristu bunék a hodnoceni konfluence dané bunécné vrstvy existuje
mnoho metod a piistupu [20].

3.1 Automaticka analyza konfluence

Automaticka metoda analyzy poskytuje hodnoty bunééné konfluence spojenou s poétem
bunék. Muze byt vyuzita pro analyzu 2D a 3D buné&¢nych kultur [20].

Pfi analyze 2D buné¢né kultury se zkouma monovrstva bungk ptilnutych k povrchu
sklicka kultivaéni nadoby. Na obrazku 2.2-A 1ze vidét 2D monovsrtvu HDF (lidské kozni
fibroblasty) bun¢k, které jsou fluorescen¢né oznaceny. Bunky jsou nasazeny do 3 jamek
V rizném mnozstvi. Kazda jamka je samostatné zdokumentovéana a segmentovana ru¢né
nastavitelnym prahem. RozliSeni jader od zbytku okoli je ddno intenzitou fluorescence,
kterou buiiky poskytuji. Vysledek segmentace Ize vidét na obrazku 2.2-B. Oblast pokryta
bunkami je zméfena a predstavuje hodnotu konfluence. Konfluence je nasledné
porovnavana s celkovym poctem bunék z dané jamky. Dle obrazku 2.2-C Ize vidét, ze
konfluence s po¢tem bun¢k vykazuji linearni vztah [20].

100
y=0.075x+5.674

R*=0.979

% confluence
&

0 500 1000 1500

cell number

Obrazek 3.1: Automatické analyza konfluence bunc¢k

[BARADEZ, Marc-Olivier a Damian MARSHALL. The Use of Multidimensional
Image-Based Analysis to Accurately Monitor Cell Growth in 3D Bioreactor Culture, Fig.
2]

Bunécnou 2D vrstvu lze analyzovat vice zplisoby. Dal§im rozSifenym zptsobem je
segmentace obrazu detekci hran [21].

Buiiky jsou nasazené v jamkach a provede se jejich zdokumentovani, a poté dojde
k jejich samostatnému zpracovani. Zde dochazi k segmentaci detekci hran, jedna se o
pfechod mezi riznymi Sedymi tony (nahlé zmény jasu). Detekce pomoci hran se sklada
ze 3 krokd — z filtrace (odstranéni nezadouciho Sumu), diferenciace (nahlé zmény
intenzity sousednich hodnot jsou zdaraznény), hranovy detektor (detekce mist s nejvetsi
zménou intenzity) [21].

14



Pro detekci hran se nejéastéji pouzivaji 3 metody, jedna o metodu Prewitt, Sobel a
Roberts. Jedna se o operatory 1. derivace [21].

Metoda Prewitt odhaduje hodnoty velikosti a orientace hran. Vypocet
diferencialniho gradientu je casové velmi naro¢ny. K vypoctu je vyuzito vice pixell, kdy
se odhaduje hodnota v okruhu 3x3 v 8 smérech [21].

U metody Sobel dochéazi ureni prostorového gradientu. Oblasti S vysokym

vyskytem intenzit jsou vice zvyraznény. Operator se skladd ze dvojice konvolucnich
masek o rozmérech 3x3 [21].

1
|
Ul

I
i)
Obrazek 3.2: Srovnani metod detekce hran, a) originalni obrazek, b) metoda Prewitt, c) metoda

Sobel

(&) {e)

[https://www.researchgate.net/profile/Reghunadhan_Rajesh/publication/228349759
_Edge_Detection_Techniques_for_Image_Segmentation_-
_A_Survey_of _Soft_Computing_Approaches/links/0912f50a60060decac000000.pdf;fig
5]

Metody tedy dokézi oddélit od sebe objekty od okoli na zaklad¢ velikosti zmény
intenzity mezi objektem a okolim. Metody pracuji s Sedotonovym obrazem. Pfi pouZiti
této metody docilime rozliSeni bun¢k od okoli a tak lze nasledné ziskat hodnotu
konfluence (procento plochy, které tvoti bunécnou vrstvu oproti okoli).

Obrazek 3.3: Segmentace detekci hran — bunky, a) originalni snimek, b) zpracovany obraz

[https://hci.iwr.uni-
heidelberg.de/sites/default/files/publications/files/146048136/zhang_14 cell.pdf;fig.2]
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4 FLUORESCENCNI MIKROSKOP

Stavebnim kamenem ve fluorescen¢ni mikroskopii je schopnost nékterych vzorki, at’ uz
organickych ¢i anorganickych, absorbovat a nasledné¢ vyzafovat svétlo. Jedna se o
fyzikélni jevy nazyvané fluorescence a fosforescence. Cely tento fyzikalni déj probiha
velmi rychle. Pfi fluorescenci po absorpci excitaéniho svétla dochazi témeét k soubézné
emisi svétla, jelikozZ mezi absorpci fotonu a naslednou emisi je velmi kratkd casova
prodleva. Pokud po odstranéni excitaéniho zéfeni pietrvava emise delsi Casovy usek,
jedna se o fosforescenci [22].

Prvnim, kdo popsal jev fluorescence, je britsky védec Sir George G. Stokes v roce
1852. K tomu mu dopomohl experiment, pifi kterém aplikoval na mineralni "kazivec"
ultrafialové svétlo. Pii tom zpozoroval, ze tato latka po ozafeni emituje ¢ervené svétlo.
Dale zjistil, ze emitované svétlo ma vzdycky delsi vinovou délku nez excitacni svétlo.
Nésledné vyzkumy v 19. stoleti prokazaly u mnoha latek moznost fluorescence. Tu
vykazuji rGzné minerdly, krystaly, chlorofyl, pryskyfice, vitaminy, anorganické
slouceniny, dokonce i riizné bakterie a patogeny a tfeba i maslo. A tim byly polozeny
zaklady pro fluorescenéni mikroskopii [22].

Technika fluorescenéni mikroskopie se stala nezbytnou soucasti zejména v biologii
a v biomedicinskych védach. Fluorescen¢ni mikroskop se fadi mezi svételné mikroskopy
a jeho podstata spociva v zobrazeni a detekci fluoreskujicich substanci v buné¢nych
strukturach. Princip je zalozen na jevu fluorescence zminéného jiz vyse, kdy za pomoci
chemickych latek, které jsou schopny po dopadu svétla o kratsi vinové délce, vyzafit
mnozstvi svétla s del§i vinovou délkou. Nasledné tak dojde ke zméné barev. Latky, které
maji tuto vlastnost, nazyvame fluorochromy [22][23].

Fluorescen¢ni mikroskop dokdze diky technice znaceni pres fluorescen¢ni sondy
identifikovat samostatnou molekulu nebo i nékolik cilovych molekul sou¢asné. Piesto, ze
fluorescen¢ni mikroskop nedokaze poskytnout prostorou rozliSovaci schopnost pod
difrak¢énim limitem (cca jedna polovina vinové délky svétla, kterou pozorujeme objekt
[24]), dokaze pod témito limity detekovat fluoreskujici molekuly [22].

4.1 Fluorescence

Pro princip fluorescence jsou dulezité¢ latky, které jsou schopné vyzatovat viditelné
svétlo, jestlize byly ozéafeny excitacnim svétlem, které mélo krat$i vinovou délku.
K tomuto jevu ve fluorescenéni mikroskopii byvaji ozafovany vzorky s fluorochromy
specifickymi vlnovymi délkami v rozmezi ultrafialového zéafeni a vlnovych délek
Vv oblasti infracerveného a viditelného zafeni na hranicich s UV zafenim. Takto ozafené
latky pak emituji svétlo o urcité intenzité a dostatecné kvalité [22][23].

Existuji také latky, které jsou schopny vykazovat fluorescenci bez piitomnosti
fluorochromil, tento jev je oznaCovan jako autofluorescence. Ve védé€ jsou ale stale vice
upfednostiovany fluorochromy, jelikoZ vzorky vykazujici autofluorescenci se hiie

vvvvvv
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4.2 Fluorescenc¢ni barviva

Fluorescenci mohou vykazovat latky s aromatickym jadrem, nebo i aminokyseliny,
zejména tryptofan, ktery se fadi mezi esencidlni aminokyseliny. Pokud ale zkoumany
vzorek nema schopnost fluorescence, tak je mozné do néj pfidat specidlni fluorescencni
barviva. Tato barviva musi byt schopna interagovat s bunéénymi ¢astmi. Pokud to barviva
nespliyji, tak je tu moZznost navazat barvivo na protilatku, kterd se vaze k nékteré
Z bilkovin vyskytujicich se ve sledovaném bunécném materialu, cytoplazmé. Takto
mizeme cilené zobrazit tfeba jen nékteré casti z bun€k, napiiklad cytoskelet, chromatin
nebo bilkoviny v membrané [23].

Existuje mnoho druhti fluoroforti, které maji rizné vlastnosti a funkce. V zavislosti
na tom, co chceme zméfit ¢i zjistit, se musi vybrat vhodné fluorofory. K métfeni pH se
tedy musi pouzit fluorescencni sondy, které jsou citlivé na pH. Ke zjistovani vlastnosti
ve tkani, kterd vykazuje schopnost autofluorescence s kratkymi vlnovymi délkami, jsou
zase vhodné fluorofory s dostate¢né dlouhymi excita¢nimi a emisnimi vinovymi délkami.
Fluorofory lze rozdélit do dvou tfid. Jednou ze tiid jsou vnitini fluorofory a Ize je najit
Vv prirod¢, jedna se Casto o aminokyseliny, NADH, flaviny, derivaty, hemoglobin,
myoglobin a chlorofyl. Druh4 tfida jsou vnéjsi fluorofory, které se ptidaji ke vzorkiim,
které fluorescenci nevykazuji nebo je jejich fluorescence velmi slaba a nema vhodné
vlastnosti. Do této tfidy se fadi dansyl, fluorescein, rhodamin a spousta dalSich.
V experimentech a véd¢ je dnes davana prednost spiSe vn€jSim fluoroforim a ty miize
rozdelit jesté¢ na dvé skupiny dle zplsobu vazby k pozorovanému vzorku. Pokud se
fluorofor navaze na latku kovalentné, jedna se o fluorescencni znacky. V piipad¢ vazby
nekovalentni se jedna o fluorescenéni sondy [25].

Vyznamnymi zastupci zfad fluorescen¢nich proteint jsou tryptofan, tyrozin a
fenylalanin. Velmi vysokéa absorpce UV zafeni a emise je typickd pro tryptofan, ktery
obsahuje indolovou skupinu zajist'ujici proces fluorescence. Podobné vysokou absorpci
vykazuje i tyrozin, ten ale obsahuje jinou skupinu — fenolovou. Rozdilna jsou emisni
spektra u téchto dvou proteind, lisi se svou $itkou, kterd je ovlivnéna praveé skupinami,
které jsou navazany na protein. Sir§i emisni spektrum je u tryptofanu a doba Zivotnosti
jeho indolovych zbytkt je v rozmezi 1 az 6 ns. Pro pozorovani zmén u bilkovin je
nejvhodnéjsi pouziti tryptofanu, jelikoZ jeho fluorescence je zavisla na zmény pobihajici
V jeho blizkosti. Absorp¢éni spektra proteint se vyskytuji v rozmezi 250 — 300 nm, jejich
emisni spektra se pohybuji ve vinovych délkach od 280 do 350 nm. Kvantové vytézky
jsou pro tryptofan a tyrozin jen velmi malo odli$né, stejné tak neni velky rozdil v jejich
dob¢ Zivotnosti, kde se 1isi zhruba o 0,5 ns [25].

Vyssi absorpéni a emisni spektra se vyskytuji u enzymovych kofaktorti naptiklad u
NADH, které ma excita¢ni spektrum okolo hodnoty 340 nm a emisni spektrum okolo
hodnoty 460 nm. Flaviny maji jesté vyssi spektra, kdy absorbuji okolo 450 nm a emituji
okolo 525 nm [25].

Ze skupiny vnéjSich fluorofori byl zminén dansyl chlorid, ktery dokaze excitovat pii
350 nm a emitovat zhruba pii 520 nm. JelikoZ pii jeho navazani dochazi k tvorbé
kovalentnich vazeb s volnymi aminokyselinami proteinil, jednd se o fluorescenéni
znacku. Dansyl se pouZziva hlavné pii méfeni polarizace, jeho spektrum je totiz citlivé na
polarité v jeho okoli. Jeho Zivotnost dosahuje az 10 ns [25].

Fluoresceiny a rhodaminy se vyuzivaji také jako fluorescencni znacky, ale obé& tyto
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latky nejsou citlivé na polaritu z okoli na rozdil od dansylu. Jejich maximalni hodnoty u
absorp¢niho spektra se vyskytuji v hodnotach 480 nm pro fluorescenin a 600 nm pro
rhodamin. Rozmezi emisniho spektra vykazuje vinové délky od 510 do 615 nm. Vyuziti
téchto latek je vyhodné zejména pro medicinu, kde poslouzi k detekci protilatek. Jejich
vyhody spocivaji v jejich dlouhych vlnovych délkach pro absorpci a emisi, které zajistuji
minimalni vliv z biologickych struktur v okoli vzorku na pozadi. Doba Zivota téchto
barviv je okolo 4 ns [25].

Dulezitym parametrem, krom¢ maximalnich vinovych délek absorpce a emise, dobé
zivotnosti, je také fotostabilita jednotlivych fluorofort. Pfi dlouhodobém pozorovani
vzorku pod kontinudlnim osvétlenim s vysokou intenzitou dochézi k blednuti fluoroforti
(tzv. photobleached). Nejméné fotostabilnim fluroforem je fluorescein. V nckterych
piipadech lze fotostabilitu zvysit odstranénim kysliku [25].

V postupujici dobou a s ndroky na lepsi vlastnosti je snaha vyrdbét nové a lepsi
produkty. Naroky jsou zejména na prodlouzeni doby Zivotnosti jednotlivych fluorofort a
minimalizace blednuti. Doslo tedy k rozvoji novych tzv. luminofort. Vétsina z nich je
anorganickych a maji pomémé dlouho dobu zZivotnosti. Do této skupiny se fadi

polovodicové nanocdstice, lantanidy a nékteré prechodné kovy s ligandovymi komplexy
[25].

Polovodic¢ové nanocastice ¢asto obsahuji jako hlavni komponentu kadmium selenid,
které maji pramér v rozmezi 3 — 6 nm a dokazi poskytnout dostatecnou fluorescenci.
Hlavni ¢astice mize byt oznacena jako jadro, které je umisténo v obalu. Tento obal
Vv piipad¢ jadra CdSe je tvofen latkou sulfidem zinecnatym. Rozsah vinovych délek je
dan velikosti téchto polovodi¢ovych nanocastic [25].

~——— Bioaffinity
molecules
ZnS
Core
CdSe
Shell

Polymer coating
Obrazek 4.1: Struktura polovodi¢ové nanoc¢astice CdSe

[LAKOWICZ, Joseph R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3rd ed. New York:
Springer, c2006. ISBN 978-0387-31278-1. Figure 20.3]

V diivéjSim vyvoji nebyly polovodicové castice pfili§ fotostabilni ani chemicky
stabilni. Tuto stabilitu jim pfi pozd¢jSim vyvoji zajistil obal okolo jadra. Aby byla

zajisténa stabilita, musel material, ktery je v okolo jadra, spliovat podminku, kdy ZnS
musi mit vétsi energii pii absorpci [25].
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4.3  Princip fluorescencniho mikroskopu

Principem mikroskopu je tedy nutnost vytvofit dostatecné velké zareni, které dokdze
vzorek excitovat. Latky, které absorbuji svétlo o urcité vinové délce za velmi kratkou
dobu (v tadech nanosekund), pak Cast zafeni emituji. Emitované svétlo mé oproti
absorbovanému svétlu del$i vinovou délku. Jeho energie je niz$i a vyzatuje jinou barvu,
nez kterou bylo ozéaieno. Timto procesem dojde k posunu. Jedna se o Stokestiv posun,
ktery vyjadiuje ztratu energie. Ke ztratam energie dochazi jinymi procesy, ke kterym pii
reakci také dochézi. Doprovodnym jevem pfi emisi je zejména uvoliovani tepla [26].

A

Stokes(lv posun

 —

Absorpce

Emise

Intenzita

Vinova délka >

Obrazek 4.2: Stokestiv posun

[https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/9c/Stokes-
Verschiebung_Cs.svg/1280px-Stokes-Verschiebung_Cs.svg.png]

Detektorem pozorovaného objektu je lidské oko, které si vzorek prohlizi ptes okulary
[27]. Pokud je mikroskop spravng nastaven, tak by se do oka nebo na detektor mélo dostat
pravé jenom emisni svétlo, které zobrazuje vysledné fluorescenéni struktury s vysokym
kontrastem oproti velmi tmavému aZz ¢ernému pozadi [22]. Casto je k mikroskopu
pfipojena i kamera, ktera je schopna vytvaret a ukladat snimky [27]. Obraz, ktery dopada
na detektor je pouze fluorescence vytvorena emisi z pozorovaného materialu. Obraz
vznikd na pozadi tvofené ¢ernou barvou, vznikly obraz je pak diky tomu dostate¢né
kontrastni [28].

4.4  Stokesiiv posun

Béhem procesu fluorescence dochazi k excitaci elektront. Pfi jejich excitaci vznika
vibra¢ni energie, kterd odezniva, jakmile se elektrony vrati zpét do zakladniho stavu
z procesu excitace. Tento d&j skonéi diive nez cely proces fluorescence. Ztratou této
vibra¢ni energie dojde tedy K posunuti emisniho spektra ozafené¢ho fluorochromu.
Spektrum je obvykle posunuto na delsi vinové délky oproti absorpénimu ¢i excitaénimu
spektru. Cim vyssi jsou hodnoty Stokesova posunu, tim lze snaze odligit excita¢ni svétlo
od emisniho. Tyto hodnoty zvysime vhodnou kombinaci fluorescen¢nich filtrt [22].

v

tak 1 ve velikosti oproti maximu excitacni intenzity. Piesto je emisni maximum intenzity
dilezité pro ziskani profilu emisniho spektra, které je velmi blizké nebo téméf 1 totozné
s budici kiivkou. Tato kiivka vymezuje oblast, kde se dosahuje maximalni intenzity
fluorescence. Tato kiivka je pro kazdy fluorofor charakteristicka. K ziskani maximalni
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intenzity fluorescence, jsou fluorofory excitovany vlnovymi délkami, které se nachazi
Vv blizkosti vrcholu budici kiivky [22].

Fluorophore Absorption and Emission Profiles
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Obrazek 4.3: Absorpcni a emisni profil fluorescence

[https://www.microscopyu.com/techniques/fluorescence/introduction-to-fluorescence-
microscopy]

Z okoli vrcholu emisniho spektralniho profilu si 1ze pak zvolit usek vinovych délek,
které poslouzi k fluorescenci vzorku. Tento vybér vSak mize byt ovlivnén fadou rtiznych
parametri. Mezi né¢ se tadi spektrdlni odezva optického systému mikroskopu. Tato
odezva je zavisla na u¢innosti pienosu svétla pres sklo, na poctu ¢ockovych a zrcadlovych
komponent. Musi se brat v tivahu také filtry, které se pii mikroskopovani pouzivaji [22].

Ve fluorescenéni mikroskopii slouzi k efektivnimu oddéleni a detekci excitacni
vlnové délky od emisni filtry a hlavné jejich spravny vybér. Filtry maji tu schopnost, Ze
bud’ blokuji, nebo propousti urcité pasmo vlnovych délek v oblasti ultrafialového,
viditelného a blizkého infracerveného spektra. Fluorescencni vertikalni osvétlovace
slouzi ke kontrole excitatniho svétla. Kontrola je provaddéna prostfednictvim
vymeénitelnych filtrt, které se vkladaji do drahy svétla, Sificiho se smérem k preparatu.
Dale je vlozen filtr do drahy svétla, které se §iti od vzorku do okularu nebo do detekéniho
kamerového systému [22].

Velmi dilezitym kritériem, které je zaméteno na relativné nizkou emisni intenzitu
fluorescence, je nastaveni dostate¢né vysokého jasu zdroje svétla. Slabou emisi svétla,
Ize pak diky dostate¢nému jasu zdroje svétla maximalizovat a fluorochromy pak
poskytuji odpovidajici absorp¢ni vlastnosti [22].

Riizné fluorofory absorbuji fotony excitaéniho svétla s riznou ucinnosti. Jedna se o
funkci molekulového prifezu. Pravdépodobnost takové absorpce u konkrétnich
fluorofort se vyjadiuje jako extink¢ni koeficient. Jestlize fluorofor mé vysoky extinkéni

koeficient, znamena to, ze pravdépodobnost absorpce fotonu v ur¢itém pasmu vlnovych
délek, je vétsi [22].

Pomér mezi emisnimi a absorpcnimi kvanty, lze vyjadfit pomoci kvantového
vytézku. Kvantovy pomér se udava v rozmezi od 0,1 do 1. Pokud je kvantova hodnota
mensi jak 1, doSlo ke ztraté energie. Tato energie neni svételného ptivodu, vétsSinou je to
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energie tepelna nebo takova, ktera vznikla pfi fotochemické reakci [22].

Vsechny tyto faktory, jako je extinkéni koeficient, kvantovy vybézek, dostatecny jas
svételného zdroje, délka trvani fluorescence a jiné jsou diillezitymi parametry, které¢ vedou
ke zlepSeni intenzity a uzite¢nosti emisni fluorescence [22].

4.5 Konstrukce

Mikroskop je pfistroj, ktery obsahuje soustavu ¢ocek s jednou optickou osou. Sklada se
ze tii Casti - mechanické, svételné a optické. Od ostatnich se fluorescenéni mikroskop
odlisuje specifickymi dily [23].

(e iy

Obrazek 4.4: Konstrukce fluorescen¢niho mikroskopu

[https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/1c/FluorescenceFilters
_2008-09-28.svg/220px-FluorescenceFilters_2008-09-28.svg.png]

Pti pozorovani pomoci fluorescencni mikroskopie vznika ve vétSing pfipadii emise
s velmi nizkou tirovni. Tim padem pak na detektor dopadne méné fotoni. Uginnost
mikroskoptl zachytit fotony se pohybuje pod 30%. Intenzitu zvysuji fluorofory, které se
dostanou do optické dréhy, vétSinou se ale jednd o velmi mald mnozstvi v rozmezi
mikromolll nebo nanomold. K vytvofeni dostate¢né vysoké intenzity, pti které bude
emise dostatecné detekovatelna, jsou potiebné vykonné zdroje svétla [22].

Vhodnymi zdroji ve fluorescencni mikroskopii jsou zejména vysokoenergetické
vybojky s kratkym obloukem. Zdroj svétla ve fluorescencnim mikroskopu tvori
predevsim fluorescen¢ni lampy. Jedna se o vysokotlaké vybojky. Nejcastéji se pouzivaji
rtutové nebo xenonové. Rtutové vybojky jsou tvofeny sklenénymi trubi¢kami. Ty jsou
naplnéné vypary ze rtuti a jsou umistény mezi dvé elektrody. K ionizaci rtutové pary
dochazi pti hodnotach napéti okolo 600 V, jakmile probéhne ionizace, dojde ke vzniku
obloukovému vyboji. Na stejném principu je zaloZena i xenonova vybojka. Rozdil mezi
vybojkami je v napdjeni a vykonu. Rtutové vybojky maji vykon od 50 az do 200 W s
xenonové vybojky od 75 do 150 W. NejcastéjSim typem napdjeni je pomoci
stejnosmeérného proudu z externiho zatizeni [22][29].

Diky vybojkam lze ziskat vyssi intenzitu emise, ale nedokézi to pro celé spektrum
od ultrafialového zafeni az po infraervené zafeni. Dokazi zvysit intenzitu pouze
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v urcitych oblastech. Rtutovd vybojka dokaze poskytnout vysokou intenzitu emise
hlavné¢ v blizkosti ultrafialového spektra. Nejvyssi intenzity dosahuje na 313, 334, 365,
406, 435, 546 a 578 nanometra vinové délky. V oblasti viditelného svétla na jinych
vinovych délkach, poskytuji rtutové vybojky stabilni intenzitu emise. Pfi¢emz osvétleni
neni zdaleka tak jasné, ale i tak je vhodné pro pozorovani [22].

Soucasti mikroskopu nebo externiho zdroje napajeni byva i Casovac, ktery slouzi ke
stopovani ¢asu, kdy je zdroj svétla neboli vybojka v provozu. Pti piekroceni zivotnosti
lamp je to diky Casovaci zaznamenano a vybojka se muze zavCas vymeénit. Doba
zivotnosti vybojky je v rozsahu 200-300 hodin. Po piekroceni této Zivotnosti dojde
k poklesu ucinnost zdroje svétla a mize dojit k jejimu poskozeni [22].

K nastaveni rozsahu svételného paprsku slouzi optické filtry. Jednd se o filtr
excitacni a emisni. Slouzi k vybéru pozadovanych vinovych délek ze zdroje svétla [30].
Excita¢ni filtr umoziuje vybrat rozmezi vlnovych délek svételného zdroje nutnych pro
excitaci a je tak ¢asto oznacovan jako budi¢. Emisni filtr slouzi k odstranéni nezadoucich
prvki ze svételného paprsku, ktery vychdzi ze vzorku. Je schopen vymezit pouze tu ¢ast
spektra, kde se vyskytuje hlavni usek signalu. Jednoduse si jej zle piedstavit jako takovou
bariéru [22][31].

Diive byly fluorescenéni filtry vyrabény z barvenych skel. Jako filtr se vyuzivala i
Zelatina. Sklo nebo Zelatina se pak vkladaly mezi dvé sklenéné desky, kde slouzily jako
filtry. To dnes ale nestaci, jelikoz jsou pozadovany naroky na vysoka rozliSeni, na
schopnosti propusti ¢i zamezit prostupu urcitych vinovych délek svétla, na specifiénost
vinovych délek a na dostate¢nou propustnost [22].

Excitacni a emisni filtry jsou snadno vyménitelné. K mikroskopu jsou upevnény
pomoci pfichytek, optickym lepidlem nebo jsou zde umistény v kruhovych zavitech,
které jsou piipevnény k mikroskopu. Filtry tedy nejsou zabudovany ptimo v mikroskopu
a neni nutné pii jejich vymeéné otvirat opticky blok. To ale neplati u dichroického zrcadla,
pii jeho vyméné je zcela nezbytné tento blok oteviit a jeho vyména je technicky
naro¢néjsi, jelikoz probiha uvnitf mikroskopu [32].

Dichroické zrcadlo odrazi zafeni zvolenych vinovych délek ze zdroje a naopak
propousti zafeni jinych vlnovych délek ze vzorku k detektoru. Odrazené svétlo je
excitacni zafeni a odrazi se do drahy svétla pod uhlem 90 stupnd a dale se §ifi do
objektivu, pti¢emz samo zrcadlo je nastaveno tak, aby pracovalo pod uhlem 45 stupnd.
Propousténé svétlo je zareni z emisniho filtru a smétuje do okulari. Zde uplatituje také
jako ptrenosovy filtr. Dichroické zrcadlo se miiZze vyskytovat i pod ndzvem dichromaticky
déli¢ svazku. Dichroicka zrcadla jsou umisténa spole¢né s interferen¢ni vrstvou ¢elem ke
zdroji excitace. Fluorescenc¢ni filtry jsou uspotfadany spolecné i se zrcadlem tak, aby
vybrana oblast excitacnich vlnovych délek byla ve shod¢ s vybranou oblasti vinovych
délek odrazu v dichroickém zrcadle. Tak dojde k ziskani optimalniho vysledku odrazu,
jehoz svétlo se $iti dale mikroskopem az ke vzorku. Nutnd je i shoda fluorescen¢ni emise
ze vzorku soblasti vysokych vlnovych délek pro prenos, ktera je parametrem
v dichroickém zrcadlu. Shoda je potifebna proto, aby vinové délky vzniklé emise, mohly
projit pies zrcadlo az k detektoru [22][31][32].

Pii sestavovani kombinaci filtri je dulezité zajistit, aby doslo ke shod¢ spekter
prenosného, odrazového a emisniho profilu k jejim vlastnim oblastim vinovych délek.
Musi se spravné zvolit oblast vinovych délek k danym profilim spekter. Tim by se mélo
zabranit 1 prolinani spekter jednotlivych profild. Kdyby doslo k situaci, kde by spektra
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danych profilti neodpovidala danym oblasti vinovych délek, excita¢ni svétlo by se mohlo
Sitit ptes dichroické zrcadlo, misto toho aby se odrazilo nebo naopak emisni svétlo, které
ma byt pres zrcadlo propusténé dale, by se mohlo od zrcadla odrazet a vznikl by tak
zamlzeny nebo nejasny obraz. Nékdy ale uplnému prolinani spekter zamezit nelze, 1 kdyz
jsou filtry dokonale zkombinovany a nastaveny. Toto prolinani se velmi Casto vyskytuje
mezi prechody u excitacniho filtru a dichroického zrcadla. Nékteré ¢asti z excitaéniho
svétla se totiz nemusi od zrcadla vzdy uplné€ odrazit a zrcadlem projdou déle, kde se odrazi
az od stén filtraéniho bloku a §ifi se dale ptes emisni filtry. Jedna se o takovy unik ptes
filtry a Casto je takovy unik oznaCovan jako prosvitani. Prosvitani se nachéazi témeét u
vSech kombinaci filtr. Pfi témét dokonale zkombinovanych dojde k malému tniku pies
filtry, u jinych méné piizptisobenych typ kombinaci se vyskytuje prosvitani ve vétsi mife
[32].

Intenzita vzniklého obrazu je zé&visld na numerické apertuie objektivu a na jeho
zvétSeni. Podle vztahu (1) [32] se jas nebo intenzita zvétSuji na zakladé 4. mocniny
numerické apertury, pficemz je nepifimo imérna 2. mocning zvétSeni.

4
_ NAG,;

I - M2 (1)

Kde zkratka NAoj odpovida numerické apertufe objektivu, a M vyjadiuje miru
zvétSeni. Ze vztahu tedy vyplyva, Ze nejvétsi intenzity fluorescen¢nich obrazti dosahneme
s vys8i hodnotou numerické apertury objektivu a S malym zvétSenim [32].

Velmi dalezitou ¢asti fluorescenéniho mikroskopu je vertikalni iluminator, ktery se
nachazi ve stfedu konstrukce mikroskopu. Je umistén mezi okulary a oto¢nou hlavici
objektivu. Funkci iluminatoru je svétlo, které je produkovano svételnym generatorem,
nasmeérovat ptimo na vzorek hned pfi prvnim prichodu svétla objektivem mikroskopu.
Nasledné za pomoci toho samého objektivu zachytit svétlo, které je emitovano
z ozafen¢ho vzorku [32].

Na jednom ze dvou koncti vertikalniho iluminatoru se vyskytuje prostor, v némz jsou
zabudovany vybojky slouzici jako zdroje svétla. Tento prostor je opatfen krytem. Svétlo
produkované témito zdroji se $iti pies kryt, kde je zachyceno systémem sbérnych cocek,
a pokracuje pfes ilumindtor. Takto se svétlo §ifi paraleln¢ smérem ke stolu a kolmo
k optické ose mikroskopu. Uvniti krytu se kromé zdroji svétla vyskytuje také tepelny
filtr, ktery odstranuje slozky infraéerveného svétla [32].

Neméné dulezitou soucasti konstrukce fluorescenéniho mikroskopu, je klapka. Je
nezbytna zejména pii pozorovani zivych bun€k ¢i bakterii, jelikoz piasobeni
kontinualniho svétla na tyto zivé struktury piisobi negativné a dokaze tak na urcitou dobu
prerusit osvétleni. A pfi delSim pozorovani miiZze kontinudlni svétlo ovlivnit také emisi,
kdy ji mize snizit a dochazi tak k procesu blednuti. Pti pouziti klapky je mozné nechat
vybojky aktivni, pii pozorovani vzorkl se vzniklym osvétlenim [32].

Mikroskop je opatfen ochranou pted ultrafialovym zarenim. Jedna se o §tit, ktery se
nachazi na predni stran€ iluminatoru. Tento §tit pohlcuje, zachycuje a brani dal§imu tniku
ultrafialového zareni, které se miize dostat ven pfi neopatrné obsluze mikroskopu a
zejména pokud dojde k otevieni zavérky mikroskopu. Stit chrani nejen osobu, ktera
pracuje s mikroskopem, ale také vzorek, kde snizuje piisobeni vydechovaného vzduchu
osobou, ktera vzorek pozoruje [32].

Pozice vertikalnich iluminatori by mé¢ly byt uspotradany tak, aby poskytovaly otvor
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pro obdélnikové polarizacni ramce, které se vyuzivaji pro ovéfeni fluorescencni
polarizace. Tento polarizator byva vlozen do drahy osvétleni v pohyblivém ramu. Pokud
neni polarizator pro pozorovani potfebny, 1ze ho jednoduse vyndat z rimu. P#i pouzita
dvou polarizatori je mozné zméfit fluorescencni anizotropii [32].

Soucasti vertikalni osvétlovace je otocna véz nebo drzék, do nichz lze vkladat
zvolené kombinace fluorescencnich filtrd. Jedna se o filtraéni bloky, které 1ze dle potieby
otacek nebo posunovat do svételné drahy. Vyhodou téchto filtra¢nich blokt je, Ze se 1ze
dostatecné rychle pfepinat mezi riiznymi kombinacemi filtrti. Pfepinani je navic mozné
pfimo pfi pozorovani vzorki [32].
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5 KONFOKALNI MIKROSKOP

Konfokalni mikroskop se od fluorescencniho 1isi ve dvou zékladnich vécech:

Za prvé tim, Ze nevytvari okamzité spojity obraz ze zorné¢ho pole, ale obraz je
postupné skladan (skenovan) z malych témét bodovych oblasti (velikost fadoveé desetiny
az tisiciny mikrometru) [23]. Do detektoru je tedy vpoustén pomoci specialni aparatury
vzdy v daném case jen fluorescencni paprsek z této velmi malé oblasti.

Za druhé tim, Ze obraz slozeny z téchto ,,bodi“ zobrazuje jen velmi tenkou vrstvu
bez parazitni fluorescence z vrstev nad nebo pod touto zvolenou vrstvou (u klasického i
fluorescencniho mikroskopu je vzdy pfitomné urcité prolnuti vrstev, u konfokalniho
mikroskopu je eliminovano na minimalni hodnotu cca 0,1 mikrometru) [23]. UZivatel si
vSak samoziejmé& muze nastavit proskenovani vice vrstev nad sebou a tak dostane obraz
nejen jedné vrstvy, ale cely obraz trojrozmérné struktury vzorku.

Vyvoj konfokalniho probihal od 50. do 70 let, a je nutno fict, Ze technika na separaci
uzkého vyseku paprski z daného bodu neni jen jedna, ale postupné se vyvinulo technik
vice (Marvin Minsky, Egger a Petran, Davitson). Také zdroje excitaéniho svétla se
postupné vyvijely a zdokonalovaly (od lamp znamych z fluorescen¢nich mikroskopti po
lasery a specidlni diody). V 80. a 90. letech nasledovalo jiz komer¢ni obdobi prodeje
téchto mikroskopii, ale neustale ptichdzela nova zlepseni v oblastech optiky, konstrukce,
usporadani, zlepSeni laserii a zdokonaleni zrcadel a fotodetektorti. Nasledn¢€ dochazelo 1
k rozvoji novych fluorochromt. Konfokalnim mikroskopem tedy nelze zobrazovat
nefluorescencni biologické vzorky, ani piili§ velké vzorky (velkd vrstva pisobi utlum
fluorescence a rozptyl svétla) nicméné pro precizni zobrazeni morfologii riznych organel
a membran uvnitt bunky, nebo pro polohu malych bun¢k uvnitt tkanového fezu se staly
konfokalni mikroskopy naprosto jedinecnou technikou a navic pomoci dobrého softwaru
konfokalniho mikroskopu lze i ziskat virtualni 3D obraz bunék a tkani [33][34].

51 Princip

Na Obr. 4.1 je schéma jednoho ze zékladnich nejjednodussich konfokalnich mikroskopi.
Zde lze dobfe ilustrovat zakladni chod excita¢niho paprsku a selekci paprskli emisnich.
V horni ¢asti je vidét typicky detektor — fotondsobic (neni pouzitelnd klasicka mira, nebot’
intenzity z malych plosek jsou velmi malé) [33]. Fotonasobi¢ je pak napojen na
elektroniku a procesor, ktery uklada data a synchronizuje ¢as detekce se svitem laseru a
posunem vzorku. Nesmime vSak zapomenout, ze bunka musi v daném misté mit bud’
autofluorescenéni latku (pfirodni, napi. DNA, metabolity), nebo musime specifické misto
oznacit specifickou fluorescenéni barvou (napt. protilatkou proti VEGF-receptoru, proti
conxinu, mitochondrialni membrané atd). Pokud zde neni zadna latka excitovatelna
danou vlnovou délkou laseru, emise je nulova a detektor zadetekuje nulovy signal (v
obraze pak znazornéno jako ¢erné nesvitici misto ve vzorku). Z nékresu na Obr. 4.1 je
také dobfe patrné, ze v bé€znych mikroskopech rozptylené paprsky zhorSuji kvalitu
zobrazeni vzorku, u konfokalniho je tomu zabranéno a ziska se pomérné kvalitni obraz z
daného bodu [33][34].

Abychom mohli detekovat fluorescenci postupné v mnoha bodech vzorku, je u
konfokalniho mikroskopu ptidavné technické zatizeni, kterd umozni ,,pfeostiit* postupné
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na dalsi ,,plosky“ v roviné X-Y, respektive i preostfit v ose Z. O konkrétni technice
pojednavd fada publikaci a manudll vyrobcll (pfeostfeni je feSeno posuvnymi
mikromotory ale i specialnim doostfovanim optickych prvkt). [34] Ilustrativni schéma
postupného pieostiovani a nasledné rekonstrukce obrazu je na Obr 4.5. Obr 4.4 ukazuje
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Obrazek 5.1: Konstrukce konfokalniho mikroskopu

typicky sken roviny uprostied kulovité buiky.

[WRIGHT, Shirley J.; WRIGHT, David J. Introduction to confocal microscopy. Cell
Biological Applications of Confocal Microscopy, in Methods in Cell Biology, 2002, 70:
Fig. 1 Diagram showing generation of optical sections in the confocal microscope]

o

Obrazek 5.2: Opticky fez v konfokalni mikroskopii
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Obrazek 5.3: Konfokalni mikroskopie - skenovani bod po bodu
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Diky témto feziim se lze pomoci konfokdlniho mikroskopu velmi dobie zaméfit
napiiklad jen na urcitou organelu (naptiklad jadro, mitochondrii). Obr 4.5 také dobie
ukazuje, Ze pii pouziti jednoho laseru (napt. 490 nm) se rozsviti vice fluorofora (Cerveny,
zeleny atd). Detekovanych fluorescen¢nich barviv nebo protilatek tedy muize byt ve
vzorku vice (detektorti musi byt tedy také vice, viz Obr 4.6, ptipadn¢ jeden, ale s postupné
vyménitelnymi piediadnymi filtry. Obraz se tedy naptiklad nejprve skenuje pro zelenou,
pak Zlutou, pak ¢ervenou) [34].

, Confocal

4 inhole
PMT2 - "

Obrazek 5.4: Spektrofotometricky detektor - schéma (PMT - fotonasobig, S - §térbina)

[WRIGHT, Shirley J.; WRIGHT, David J. Introduction to confocal microscopy. Cell
Biological Applications of Confocal Microscopy, in Methods in Cell Biology, 2002, 70:
Fig. 16 The spectrophotometric photodetection system. PMT1-3, photomultiplier tubes
1-3; S1-3, slit systems 1-3. See text for details. (Courtesy of Leica Microsystems,
Heidelberg.)]

5.2  Technické detaily

NejcastejSim zdrojem svétla pro konfokalni mikroskopii je laser nebo diive také rtutové
nebo xenonové vybojky stejné tak, jako u fluorescen¢ni mikroskopie. Lze si vybrat
vlnové délky ze spektra ultrafialové, viditelného nebo infraerveného zéieni. Rozdily u
laserovych zdroju jsou 1 v jejich naplni, které tvoti riizné zemni plyny. Kazdy laser mtize
ma i rizné chladici systémy, jiné vystupni vykony nebo jinou dobu zZivotnosti [34].

Nejpouzivanéj§imi lasery jsou argon-iontové lasery, které byvaji chlazené
vzduchem nebo vodou. Nasleduji krypton-argonové lasery vzduchem nebo vodou.
Nasleduji krypton-argonové lasery, helium-kadmiové lasery, UV lasery a infraervené
lasery. Nekteré lasery umoziuji vyzafovat vice vinovych délek. Takové lasery mohou
pracovat bud’ v reZimu pro samostatné vyzatfovani jedné délky, nebo ve specialnim
rezimu multiline. Kazdy laser zahrnuje urcité vinové délky a tak jednim laserem nelze
excitovat kazdé fluorescenéni barvivo. Argon-iontovy laser emituje pti vinovych délkach
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488 az 514 nm, tyto vlnové délky tedy nejsou vhodné pro excitaci ultrafialovych
fluorochromi, které na své vybuzeni potrebuji vinové délky pod 400 nm [34].

Lasers Commonly Used in Confocal Laser
Scanning Microscopes

Emms=ion wavelength (imm)

Type of laser Power (mWr UV Blue Green  Yellow  Red
Argon lon {1} AHH
Argon lon 25 ARE 514
Argon lon 100 457 514

45K
ﬁ.r‘gl:ul Ton UV Visible 50 151 ARK 14
363

Krypton Argon 15 44K S6H 7
K ryptom [[1] Sl
Helimm Cadminm ([1] 442
Gireen Helivm MNeon 1 543
Red Helium Meon 10 633
Red Laser Diode 5 635

Obrézek 5.5: Lasery pouZzivané v konfokalni mikroskopii

[WRIGHT, Shirley J.; WRIGHT, David J. Introduction to confocal microscopy. Cell
Biological Applications of Confocal Microscopy, in Methods in Cell Biology, 2002, 70:
17. Tabel 1 Lasers Commonly Used in Confocal Laser Scanning Microscopes]

Zivotnost laseru se pohybuje podle typii od 2 000 az po 15 000 hodin. Malou dobu
zivotnosti okolo 2000 hodin ma naptiklad krypton-argonovy laser. Vyssi zivotnosti maji
argon-iontovy laser, jehoz doba Zivotnosti mize byt az 7 000 hodin, a helium-neonovy
laser, jehoz doba Zivotnosti miize dosahnout az 15 000 hodin. Zivotnost laseru miize byt
ovlivnén jeho vykonem. Pfi pouziti niz§itho vykonu, mize dojit k Gspofe Zivotnosti 0
nékolik procent [34].

Dtlezitou ¢asti konfokalni mikroskopie je snimaci hlava, do které patii filtry,
skenovaci zrcadla, konfokalni apertura, zavérka a skenovaci systém. Nékteré konfokalni
mikroskopy jsou vybaveny funkci ve snimacim systému, ktery umoziuje zménit smér
skenovani béhem skenovani. Diky tomu Ize snizit ¢as nutny pro naskenovani daného
vzorku, coZ je vyhodné zejména pii sledovani rychlych bunéénych procesti. Lasery byvaji
umistény vétsinou vné pristroje a svétlo je dovedeno optickym preciznim vlaknem [34].

Nékteré moderni konfokalni mikroskopy vyuzivaji 1 spektrofotometrického
detekéniho systému, ktery dokéaze ziskat informaci o spektru svétla (jinymi slovy prométi
kazdy bod vzorku pfi piediazeném filtru, naptiklad postupné 500, 510, 520, 530, 540 az
800 nm a nakonec zkonstruuje histogram pro cely interval [34].

Nedilnou soucasti konfokalnich mikroskopi jsou také pocitace. Nastaveni
skenovani lze tak vétSinou libovolné ménit 1 pomoci pocitace. V pocitaci Ize nastavit
napiiklad intenzitu laseru, vybrat clony, zvolit nastaveni k zaostfovani vzorkd, pohyb a
rychlost skenovacich zrcadel. Pocitac je zde vyhodny i proto, ze v ném lze snimat obraz
V realném cCase a uloZit jej. Monitor by mél mit velmi vysoké rozliSeni barev. Monitor zde
slouzi zejména k zobrazovani ziskanych obrazli z konfokalniho mikroskopu. Aby mohl
byt mikroskop ovlddan pomoci pocitace, musi pocitac¢ obsahovat urcity software, ktery
ovladani umoznuje. Na trhu existuje vice typl takovy softwarovych programii. Mezi
takové programy patii LaserSharp, PowerScan a Intervision. Diky softwarovému
vybaveni Ize ukladat ziskané obrazy v digitdlni form¢ v riznych formatech. Kromé
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ukladani do riznych formati, je mozné snimky pomoci softwarového programu barevné
upravovat a vytvaret 3D rekonstrukce obrazu [34].

Diilezitymi parametry jsou ,,prostorova rozliSeni v daném vzorku® (nejmensi
vzdalenost, pii které 1ze jesté odlisit dva objekty, napiiklad dvé ¢ervené makromolekuly
V bunice) a tzv. ,,vysledné rozliSeni vystupniho obrazu®. RozlisSeni obrazu mezi, kteryma
si Ize vybirat, je vétSinou bud’ 1024x1024 nebo 2048x2048 pixeld. V novéjsich modelech
konfokalnich mikroskopi je mozné zobrazit obraz s rozliSenim 4096x4096 pixelt.
Ovsem vytvareni obrazi, které se skladaji z velkého mnozstvi pixeld, miize trvat delsi
&as. Cas, ktery vyjadiuje tuto dobu, se nazyva rychlost skenovani [34].

53  Vyhody

Vyhodou konfokalniho mikroskopu je pfedev§im ve vysokém rozliSeni v ose X a Y a
moznosti skenovat nezavisle jednotlivé roviny v ose Z. Dalsi podstatnou vyhodou je, Ze
pomoci netoxickych znacek, Ize znacit i1 Zivé bunky bez fixace a tak 1ze pozorovat zivé
vzorky, jejich pohyb a i struktury uvniti bunék [34].

Dalsi vyhodou konfokalni mikroskopie je, Ze oproti konvenénimu svételnému a
elektronovému mikroskopu, dokdze poskytnout obrazy ze sérii optickych fezli vzorku,
které pomoci softwaru mizeme transformovat do 3D modelu [34].

Dalsi vyhodou je, Ze optické fezy lze ziskat v riznych rovinach. Lze vybirat osy z
rovin y, X, z. Vybrany tsek miize byt v rovinég, ktera je kolma k optické ose mikroskopu
nebo muze byt v roving, ktera je rovnobézna k optické ose mikroskopu. Nejvice se
vyuZivaji vodorovné Useky z roviny Xy, jelikoZ prostorové rozliSeni je zde lepsi nez u
rovin Xz a yz. Roviny Xz a yz jsou rovnobézné se stolkem mikroskopu, jejich smér je
svisly. [34]

P .
J1 At
| |
)4
/s
: _V
—X—r
XY XZ YZ

Obrazek 5.6: Roviny optickych fezii v konfokalni mikroskopii

[WRIGHT, Shirley J.; WRIGHT, David J. Introduction to confocal microscopy. Cell Biological
Applications of Confocal Microscopy, in Methods in Cell Biology, 2002, 70: Fig. 3
Optical sectioning in the confocal microscope.]

Vsechny optické tezy jsou v digitdlni podobé. To je vyhodné pro nasledné

zpracovani, které je diky digitalni formé jednodussi. V této formé je mozné vysledek
vytisknout pies tiskarnu [34].
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5.4  Nevyhody a omezeni konfokalniho mikroskopu

Donedavna bylo podstatnou nevyhodou u konfokalni laserové rastrové mikroskopie
zejména omezeny vybér budici vinové délky, tyto excitacni zdroje byly omezené jen na
n€kolik tradi¢nich vlnovych délek (490 nm, 520 nm, 630 nm) klasickych dostupnych
laserti (kazdy laser produkuje zéaieni v ur¢itém pasmu vinovych délek a tato pasma jsou
vétsinou velmi uzkd). V poslednich letech ale zejména vyrobce Leica pfisel s velmi
dimyslnym feSenim, zacali se do mikroskopi osazovat tzv. laditelné lasery, naptiklad
mikroskop SP8X na naSem pracovisti ma moznost ladéni libovolné excitacni vlnové
délky v rozsahu 430 az 750 nm. Dalsi nevyhodou oproti klasickému mikroskopu je delsi
¢as snimani. I kdyz snimame naptiklad vzorek o plose 1mm?2, je doba skenovani fadoveé
n¢kolik minut. Proto ne vSechny skenovaci mody jsou vhodné pro detekci pohybujicich
se zivych vzorkl ale vétsinou jen pro vzorky statické [34][35].

Podstatnou nevyhodou je 1 pofizovaci cena konfokalnich mikroskopi. Tato cena
muze byt i 10 krat vysSsi nez je cena fluorescencniho mikroskopu vcetné prisluSenstvi.
Cena se odviji na zdklad€ vybaveni mikroskopu, vykonnosti softwaru, a ptislusenstvi. Ve
vyzkumnych centrech a instituci se cena Casto minimalizuje tak, Ze je pofizen jeden
mikroskop na nékolik pracovist’ [34][35].

Sdilené mikroskopy obsahuji nové i osobni konfokalni systémy, které umoziuji
vytvoteni jednotlivych osobnich Gcth pro kazdého uzivatele a usnadniuje jim tak préci,
napiiklad v nastavenych parametrech. Osobni konfokalni systémy jsou i jednodussi pro
pochopeni a orientaci, jelikoz obsahuji méné funkci. Ve viceuzivatelskych konfokalnich
systémech je ovladacich prvkl o mnoho vice. K financim se vaze i pruprava uzivatelt.
VétSina softwaril je vytvoreno tak, aby byly jednoduché na ovladani. Presto je nutné
poskytnout uzivatelim téchto mikroskopti odborné ptipravy, které je nauci se softwarem
pracovat, pochopit principy a vyuZivat dostupné prvky tak, aby dostali co nejlepsi
konfokalni snimky [34].

Posledni nevyhodou miiZe byt i rozmér a celkova velikost konfokalniho mikroskopu.
Je nutné pocitat s tim, Ze zabiraji vice mista nez jiné mikroskopy. Jsou vétsi nez klasické
1 fluorescen¢ni mikroskopy. Jejich celkova velikost je dana tim, Ze pro svoji funkci
potiebuji laser a budici zdroj a pfipadné chladici jednotku, PC nebo server jako uloZzisté
dat [34].
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6 PRAKTICKA CAST

Predmétem této kapitoly je popis a hodnoceni provedenych praktickych tikold. Zakladem
praktické Casti bylo provést kultivaci bunék v jamkach s n€kolika odlisSnymi podminkami
dané riznymi typy povrchu. Poté zkoumat jejich vyvoj a zmény. Cilem bylo dosahnuti
konfluence bunék a jejich vyhodnoceni pomoci programu. Buiiky byly pozorovany
pomoci konfokalniho a svételného mikroskopu.

6.1  Seznam laboratornich pomiicek a pristroji

/1/ Mikroskop, Olympus 1X71

[2/ Laminarni box, aura mini, BioAir, EuroClone

/3/ Centrifuga, EBA 20, Hettich

/4] Inkubator, IPP110plus, MEMMERT

/5/ Termostat, Julaba, Maneko

/6/ Chlazena mikrocentrifuga, Z 216 MK, Hermle Labortechnik
7] Pipety, HTL Lab Solutions

/8/ Endotelialni bunky, HUVEC Lonza

/9/ Embryonalni buriky, HEK293 Lonza

/10/ Médium, Endothelial Cell Growth Medium, Lonza

/11/ PBS, Phosphate buffered saline, P4417, SIGMA

/12/ Trypsin-EDTA (0.05%), Phenol red, Gibco™

/13/ Fibroblasty, NIH 3T3 Cell line murine, 93061524 SIGMA
/14/ Barvivo, Calcein-AM suitable for fluorescence, SIGMA
/15/ Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8X

/16/ Zelatina, Gelatin from porcine skin, G1890 SIGMA

/17/ Barvivo, Hoechst 33258, SIGMA-ALDRICH

6.2  Metodika pFipravy tfi typi bunék

Provedli jsme fadu experimentt s endotelialnimi (HUVEC), embryonalnimi buiikami
(HEK293) a fibroblasty. Dilezitym krokem tohoto experimentu bylo pasazovani. Jedna
se 0 proces kdy z kultiva¢ni misky, ktera obsahuje konfluentni bunky, vytvoiime v nové
misce novou subkulturu bunék. Praci s bunikami je nutno provadét v laboratofi v Cistych
podminkach. A samotnd pasaz se provadi v laminarnim boxu, ktery ma filtrovanou
atmosféru vzduchu. Je tak sniZeno riziko vniku bakterii do misky po jejim otevieni.

Experiment probihal podle konvenéniho postupu. Objemy se ptidavaly na zaklade
velikosti jamek. Prvnim krokem bylo z konfluentni misky odsat veskeré médium, které
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V ni bylo obsaZeno. Nasledn¢ se povrch jamky s buiikami dvakrat proplachl latkou PBS,
ktera odstranila zbytky média, které se v prvnim kroku nepodaftilo uplné odsat. Jedna se
zejména o mikroskopické objemy. Potom byl do prazdné jamky s adherovanymi bunikami
ptidan trypsin a na 3 minuty se preparat vlozil do inkubatoru. Ve stavu, kdy byly bunky
odlepené ze dna misky, se k nim pfidalo ¢erstvé médium. Smés se poté musela nékolikrat
resuspendovat a nasledné centrifugovat po dobu 3 minut na 1500 rpm. Po centrifugaci se
odsal pfebyte¢ny supernatant a k buiikam se ptidalo opét nové Cerstvé médium. Smés se
nasledn¢ nékolikrat resuspendovala, aby doslo k rozptyleni bun¢k v roztoku. Do zcela
nové prazdné jamky se pievedlo urcité mnozstvi bunécné suspenze a k ni nové Cerstvé
médium. Hotova jamka byla ulozena do inkubatoru, kde byla teplota nastavena na 37 °C
a mnozstvi oxidu uhli¢itého nastaveno na 5 %. Bunky se sledovali n€kolikrat do tydne.
Dle potfeby se ménilo zivné médium, vétSinou tak bylo 2-3 krat to tydne. Jakmile bylo
dno jamky pokryto bunikami z vice jak 80 %, bylo Zadouci provést dalsi pasaz.

1
[

o -supernatant
. — Trypsinizace "\7’ Centrifugace Q

-médium 0175
PBS \ ]
+trypsin v, \

j

Kultivaéni jamka

+medium
resuspendovat

-'——':_.- 0 ],
Inkubator: 37 °C, Kultivaéni desti¢ka
5% CO2

Obrazek 6.1: Schéma experimentu

6.3  Metodika nastaveni kultiva¢nich podminek a jejich
evaluace

Sledovali jsme vliv odlisSnych podminek na riist bun¢k. OdliSné podminky byly navozeny
u embryonalnich bunék HEK293 a fibroblastd. Jednalo se o zmény povrchi
Vv kultiva¢nich miskach ¢i desti¢kach. Zakladnim povrchem bylo sklo a jinymi povrchy
byly sklo potazené Zelatinou z prasec¢i kuze G1890 a konfokalni miska, jejimz povrchem
byl polystyren. Rust bun¢k na Zelatin¢ byl sledovan u obou druhti bunék. U konfokalni
misky byl sledovan rist bunééné linie HEK293.

Zelatina byla aplikovana na povrch misky ¢i desti¢ky. Jednalo se o 0,1% koncentraci
zelatiny. Na vytvofeni tohoto povrchu na jednu jamku kultivacni desticky bylo potieba
200 pl zelatiny v tekutém stavu. Nasledné doslo k pfevodu hotové smési do jamky. Potom
bylo nutné vlozit desti¢ku do inkubatoru na dobu 30 minut a nechat Zelatinu pfilnout
k povrchu skla. Po ub&hnuti stanovené doby se odsala prebytecna smés a bylo mozné
okamzité do jamky aplikovat bunéénou smes s médiem.

Pted sledovanim bunék v konfokalnim mikroskopu, je bylo nutné obarvit potfebnym
fluorescenénim barvivem. Pro obarveni bundk nam slourilo fluorescenéni barvivo
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Calcein-AM a pro obarveni jader fluorescenéni barvivo Hoechst 33258. Obarveni jader
bylo vhodné pro pocitani bunék.

Barvici smés byla vytvofena barvivem Calcein-AM o objemu 0,01 pl a médiem
s objemem 100 pl. Objemy byly pfidany do ependorfky, kde doslo k jejich promichéani
resuspendaci. Nez se ale pridalo barvivo k buiikdm, bylo nutné odsat médium. Po odstati
bylo mozné pridat k bunikam barvici smés a nechat psobit 10 minut v inkubatoru, kde
doslo k procesu obarveni. Po 10 minutach se barvici smés odsala, pfidalo se médium a
nasledné bylo mozné bunky sledovat konfokalnim mikroskopem.

6.4 Sbér dat

Bunky byly pozorovany konfokalnim mikroskopem a svételnym mikroskopem. U
objektivu se vyuzivalo zvétSeni 10x nebo 20x. Pro vysvétleni a nazorné predvedeni
vyvoje konfluence bunék bylo vyfoceno nékolik snimkut ze svételného mikroskopu. Na
kazdém snimku je vidét jind koncentrace bunck. Na snimcich 1ze pozorovat bunky
HEK?293 (viz Obrazek 5.2).

Obrazek 6.2: Buné¢na linie HEK293, svételny mikroskop, zvétseni 10x, polarizacni objektiv

V prvni den experimentu, kdy se provadi pasdz, se pouze zkontroluje mnoZstvi
bunék po pasazi a buiky se ihned vlozi do inkubatoru. Foceni bunék probihalo za 24
hodin od nasazeni bun¢k. Tato doba zajistila adherenci bun¢k k povrchu.

Dalsi dny po pasazi je tedy mozné buiiky pozorovat a zdokumentovat. Pfi pozorovani
konfluence jsou typické pro prvni dny po pasazi vyskytujici se rozsahlé prazdné prostory
mezi bunikami. Bunky se vyskytuji jak osamocené, tak vytvareji i shluky, vznikajici
délenim bunék. Tyto shluky ale nejsou pfili§ pocetné. Konfluence je v prvnich dnech
velmi nizka.

Nasledujici dny experimentu dochazi K postupnému narustu bunék. Vytvareji se
vice pocetné shluky bunék jejich d€lenim. Volné prostory ubyvaji a bunécné shluky se
vetsi shluky bun€k a volné prostory pomalu mizi (Obrazek 5.2). Tyto popsané procesy
byvaji znazornény v rustové kiivce bunék (viz 2.2 Ristova kiivka bungk). Jedna se o lag
fazi (prvni dny nasazeni bunék) a log fazi (déleni bunék, zvySuje se mnozstvi bungk),
které byly pfi experimentu zpozorovany.

Dosazeni dlouhodobého piezivani bun¢k bylo omezeno nedostate¢nou zkuSenosti S
kultivaci bun¢k. Pomaly postup pii kultivaci na bunky plsobil negativné. DalSim
problémem byl vyskyt kontaminace, ktery pteruSil rast bunécné kultury. Navic pfi
kultivaci na skle nedochéazelo k adherenci a tim neslo vysledky zdokumentovat. PouZiti
povrchu zelatiny a polystyrenu zajistilo adherenci. Vlivem vsak obarveni dochéazelo ke
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zméné tvaru bunék a v takovém stavu nebylo mozné pokracovat v jejich kultivaci. Zména

Mrwe

ptili§ malé objemy. Pti tak malych objemech je slozité namichat spravnou koncentraci.

Pro vytvoreni algoritmu slouziciho ke zhodnoceni konfluence bunék byly snimky
porizeny konfokalnim mikroskopem Leica typem TCS SP8X, jehoz zdrojem je bily laser.
Je vybaven UV zdrojem svétla s vinovou délkou 405 nm. V mikroskopu lze nastavit
vlnové délky zdroje od 470 do 670 nm. Pro detekci vyuziva detektory PHT a HyD
s detekci od 400 do 700 nm.

Pro detekci bunék HEK 293 a fibroblastii obarvené Calceinem-AM byla nastavena
excitace na hodnotu 490 nm a rozsah hodnot pro emisi byl zvolen od 500 nm — 550 nm.
Pro fluorescen¢ni barvivum Hoechst 33258 byl pouzit rozsah hodnot pro excitaci od 350
nm — 370 nm. Pro emisi bylo zvoleno rozmezi vinovych délek od 420 nm — 460 nm.

Bylo pofizeno nékolik sad snimkid. Snimky v sadach se od sebe liSi poctem Z-
sekvenci. Tloustka mezi jednotlivymi fezy byla zvolena 1 um nebo 0,3 um. Celkova
tloustka sady se li$i podle poctu fezit od 3 pm vySe. Sady obsahuji riizné pocty fezi,
nejmensim pocétem jsou 3 fezy s tloustkou 1 um. Nejvyssi pocet fezl pro sadu je 12
s tloustkou mezi fezy 0,3 um.

6.5 Realizace algoritmu pro vyhodnoceni snimkii

Pro vyhodnoceni ziskanych konfokélnich snimkid byl vytvofen program V prostiedi
MATLAB (R2014a, The MathWorks, Inc). Hlavni funkci tohoto programu je nacteni a
sumace originalnich snimku typu tiff vygenerovanych mikroskopem Leica, a nasledné
jsou snimky prevedeny segmentaci pomoci prahu ¢i hran na ¢ernobilé. Na zaklad¢ bilych
a ¢ernych pixell z ¢ernobilych snimkil je vypocitana konfluence na kazdém snimku c¢i
sad¢ snimkil. Program lze popsat péti kroky viz Obrazek 5.3.

Nadteni | __, | Sumace Segmentace | _, | Filtr | _, | Vipodet
soubort konfluence

Obrazek 6.3: Schéma programu pro segmentaci detekci hran

Prvnim krokem v algoritmu je nacteni snimki, které je potfeba vyhodnotit. K tomu
je zapotiebi nejdiive nastavit cestu ke slozce, kde jsou soubory ulozeny. Cesta
k souboriim se nastavi pomoci piikazu addpath. Vzhledem k tomu, Ze snimky byvaji
ulozeny ve slozkach podle data pofizeni, byl pfidan do algoritmu piikaz cd, ktery
umoznuje prechazet mezi pozadovanymi slozkami. Jakmile je ziskan piistup ke slozkam
a danym snimkam, je vytvoien seznam danych soubort, které se v dané nastavené slozce
vyskytuji. Seznam je sestaven pomoci piikazu dir, kde dochazi k identifikaci snimkt
podle poslednich znakt v jejich nazvu — dir('*00.tir’). V seznamu jsou tedy
vSechny snimky, které maji ve svém nazvu na konci 00.tif. Datovy typ ziskaného seznamu
je typu struct, a jsou v ném obsazeny informace jako nazev souboru, datum vytvoreni
souboru, velikost souboru. Ptes piikaz numel je zjistén celkovy pocet snimkd, které byly
ulozeny do seznamu. Tato informace bude dale vyuzita, pro realizaci for cyklu. Obrazova
data, ktera jsou potfebna pro zobrazeni a upravu obrazu, jsou uloZena do struktury cell,
jelikoz zde doslo k uloZeni dat vSech identifikovanych snimkl ve sloZce. Nasledné je
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vytvoien for cyklus, kde dojde k postupnému ulozeni obrazovych dat z kazdého souboru.
Potom jsou vSechny ziskané hodnoty snimk secteny a spolecné tak vytvaii jeden snimek.
Ptestoze je ve sloZce vice snimkd, jedna se o jeden vyfoceny usek. Ten je pouze nékolikrat
vyfocen v riznych z-rovinach.

Ziskany snimek ndsledné projde dvéma rtiznymi metodami k ziskani hodnot
konfluence. Prvni z nich je zaloZena na detekci hran jednotlivych objektd v obraze pies
ptikaz edge. Je zde urCen automaticky prah podle zvolenych metod — Sobel, Prewitt.
Uzivatel si zde ale mtze urcit intenzitu sklonu téchto hran. Ta je v programu primarné
nastavena na hodnotu 0,7. Hodnota byla vybrana na zakladé zkouSeni a vybrani
nejlepsiho vysledku. V daném obraze dojde k detekci hran objekti na zakladé vybrané
metody a prahu s intenzitou. P#i detekci je nutné, aby byly uzaviené objekty vyplnény a
zvyraznény bilou barvou. Vyplnéni se dosahne pouzitim piikazu imfill, s definovanym
ptiznakem 'holes'. Nasledné je obraz pfeveden na cernobily s detekei okraju pies piikaz
bwperim. Tento obraz je pak spole¢né zobrazen do jednoho s ptiivodnim snimkem.

Vysledkem jsou pouze ohrani¢ené a vyplnéné objekty bilou barvou, zbytek je pokryt
¢ernou barvou. Z vysledného obrazu je nasledné zjistén pocet bilych pixelt oproti zbytku
okoli pomoci for cyklu. Algoritmus provede sumu vsech pixeld, které maji hodnotu mensi
nez 30, to jsou pixely s ¢ernou barvou nebo jejimi odstiny. Zbytek pixelti v matici znaci
pocet bilych pixelt. Danou hodnotu 30 Ize zvysit ¢i snizit dle dosazenych vysledki.
K tomu miize pomoci porovnavani vyslednych snimku, jak moc se filtrovany snimek 1isi
od plvodniho. Velikost matice dané¢ho souboru je vyuZita pro zjiSténi konfluence, kde
pocet nalezenych bilych pixelt je podélen celkovym pocétem pixelti v daném obrazovém
souboru. Tato hodnota je dale nasobena hodnotou sto, kziskani procentudlniho
zastoupeni bilych pixelti v matici.

Zpracovani snimkili a nasledné zjisténi konfluence ze sad snimki 1ze provést vice
zpusoby. Pro srovnani byla vytvofena druhd metoda. Jedna se o metodu segmentace
obrazu pomoci prahu. Tento algoritmus je slozen také z 5 kroku viz Obrazek 5.4.

— Ddstrandnd —
Madteni .| Sumace |_ .| Segmentace —»| maljch |— Vypodet
soubord strulctr lonfluence

Obrazek 6.4: Schéma programu pro segmentaci prahovanim

Nacteny soubor je pfeveden na Cernobily se stanovenym prahem. Pfevod je proveden
pies ptikaz im2bw, kde dochazi i k uréeni prahu. Podle prahu se zméni obsah v
dané matici na logické hodnoty 1 a 0. Objekty, které jsou zde ohranicené a zaroven jsou
uzaviené, musi byt vyplnény pies piikaz bwboundaries. Takhle je ziskan ¢ernobily obraz
s bilymi strukturami. V obraze se ale obc¢as vyskytuji velmi malé struktury, které nejsou
danym sledovanym vzorkem. Napfiklad to miiZze byt néjaké smitko, vétSinou se jedna o
velmi malé utvary. Tyto malé utvary lze odstranit pomoci ptikazu bwareaopen. Diky
tomu dojde k odstranéni malych struktur, které se nachazi kdekoli ve snimku mimo
uzaviené objekty. Jelikoz i zde doSlo k vyhledani bilych pixelii v souboru, vypocet
konfluence je u této metody stejny. Celkovy pocet bilych pixelil je vydélen poctem vSech
pixeld v matici Souboru a nasledné¢ vynasoben hodnotou sto, K ziskani procentudlni
hodnoty.

Pro zhodnoceni konfluence bylo nutné urcit pocet bunck vzhledem k pokryti
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povrchu. Ne¢které fotografie byly pocitany rucné, jelikoz nebyly obarvena jadra a
vzhledem K riznym tvarim a velikostem bun¢k by je nebylo mozné spocitat pomoci
programu. U bunék, kterym byla jadra obarvena, bylo mozné urcit jejich pocet pomoci

5 \ v >
’ l §. 0 um100

Obrazek 6.5: Fibroblasty, konfokalni mikroskop, zvétSeni 20x, suma ziskanych fezli pied
zpracovanim (vlevo), segmentace detekci hran (uprostfed), segmentace prahovanim
(vpravo)

Algoritmus zaéina ptidanim cesty k souborim pomoci piikazu addpath a naétenim
daného obrazku pies imread, do jehoz prikazu zadame cely nazev souboru. Dany snimek
se pfevede na Cernobily pomoci ptikazu im2bw. Vysledkem je snimek s bilymi objekty,
které predstavuji jadra bunck. Pokud je ve snimku pfili$§ moc jader a navzajem se dotykaji
a vytvareji shluky, jsou rozdéleny pomoci piikazu watershed. Jednotliva jadra jsou
oznackovana a na zdklad¢ toho je vybran objekt s maximalni hodnotou, ktera znaci
posledni objekt ve snimku. Tim je ziskan pocet jader ve snimku.

Nadteni Pievod na Detekce Pocet
soubori ¢ernobily jader jader

Obrazek 6.6: Schéma detekce poctu jader

0 pm100 0 pm100

Obrazek 6.7: HEK 293 - jadra, konfokalni mikroskop, zvétseni 20X, detekce jader
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6.6  Vysledky

Pomoci vytvofenych programil byly celkové zhodnoceny 4 typy experimentt, které se
provedly s adherentnimi bufikami HEK 293 a fibroblasty. Sady obsahovaly rtizné pocty
jednotlivych fezti snimku. Velikost fezi byla 0,3 um nebo 1 um a s celkovou tloustkou
snimku 3 pm. Byly zpracovavany dva druhy snimk, jeden obsahoval buriky v celé jejich
velikosti, z ¢ehoz se pocitala konfluence. Dal$i snimky obsahovaly pouze jadra buné¢k, a
slouzily k zjisténi poctu bun¢k.

Pii kultivovani bunc¢k na skle kultivacnich misek ¢i destiCkach dochazelo pii
obarveni k odlepeni bunék z povrchu. Bunky tedy nebylo moZné zdokumentovat a
vyhodnotit. Samotné buiiky nebo i shluky bun€k pluly v kultivacni nddob¢ a sady by
obsahovaly ftezy, které by si obsahové neodpovidaly. Barveni bylo nutné pro
zdokumentovéni bunék pomoci konfokalniho mikroskopu. Spatnou adherenci na povrchu
kultiva¢nich nadob (sklo) po obarveni vykazovaly oba druhy bunék, které byly pro
experiment pouzity, a to fibroblasty i embryonalni buitkky HEK293.

U kultivace fibroblastii na Zelatiné si lze vSimnout, ze nékteré nizké konfluence
vykazuji vyssi pocet bunék, nez je pocet bunck u vétsich konfluenci. Naptiklad snimek
s konfluenci 2,21 % obsahuje pouze 9 bunék. Zatimco snimek s nizsi konfluenci 1,29 %
obsahuje 14 bunék (viz Tabulka 1). Je to dano zejména velikostmi bun€k vzhledem
k celkové plose snimku. Tedy snimek s niz§i konfluenci obsahoval buniky vétsi, nez na
druhém snimku s vyssi konfluenci.

Podobny jev miiZzeme vidét i U dalSiho experimentu s HEK293 na Zelatinovém
povrchu. I zde se vyskytuji nizké konfluence s celkovym poctem bunék vétSich nez u
konfluenci s vy$§im procentem. Zde je to dano predevsim tim, Ze dochazelo k piekryvani
bungk jejich vybézky slouzicimi K jejich spojeni. K témto piekryvim dochazi, pokud jsou
buniky vice konfluentni. Napiiklad snimek s konfluenci 49,10 % obsahuje 1261 bungk,
snimek se skoro stejnou jen o malo vétsi konfluenci 49,30 % obsahuje o 161 bunék méné.
Coz se muze jevit jako docela velky rozdil. Dalsi snimek s konfluenci 74,72 % obsahuje
1782 bun¢k. Snimek s konfluenci o 6 % nizsi (68,09 %), obsahuje skoro stejny pocet
bunék 1726 (viz Tabulka 3).

Pti kultivaci embryondlnich bunék na kultivaéni misce se nasli 1 useky se skoro
100% konfluenci, které obsahuji ptes 2200 bunék (viz Tabulka 4).

Tabulka 1. Konfluence fibroblastt, zvétseni 10x, sklo potahnuté Zelatinou

Konfluence 1 | Konfluence 2 | Pocet Konfluence 1 | Konfluence 2 | Pocet

[%] [%] bunék [%] [%] bunék
2,58 2,32 28 2,75 2,46 17
2,14 1,95 12 34,87 33,80 480
1,55 1,29 14 33,57 32,89 525
0,32 0,26 4 42,95 42,27 654
1,27 1,11 10 45,78 45,13 732
2,31 2,21 9 41,35 40,68 558
1,28 1,07 11

37



100

90

80

T0F

60

80

40t

Konfluence [%)]

30+

20F

1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Pocet bunék [n]

Obrazek 6.8: Graf 1 - Konfluence fibroblasti, zvétseni 10X, Zelatina

Tabulka 2. Konfluence fibroblasti, Tabulka 3. Konfluence HEK293, zvétSeni
zvétSeni 20X, sklo potahnuté Zelatinou 20x, sklo potahnuté Zelatinou
Konfluence 1 | Konfluence 2 | Pocet Konfluence 1 | Konfluence 2 | Pocet
[%] [%] bunck [%] [%] bunck
5,02 4,82 16 7,66 7,19 57
54,59 53,34 245 2,60 2,28 24
41,90 40,89 208 2,65 2,52 30
54,28 53,53 328 5,60 5,26 42
29,06 28,27 129 12,67 11,79 101
39,98 38,95 176 15,70 14,59 127
35,30 34,44 132 9,20 8,35 51
26,20 25,41 106 1,33 1,24 13
40,52 39,90 233 62,81 61,90 1515
69,45 68,10 351 83,90 83,20 2149
24,78 24,08 121 85,33 84,28 2131
81,07 79,81 284 61,70 60,66 1447
70, 34 69,16 319 69,09 68,09 1726
28,91 28,72 70 26,86 26,22 552
34,06 33,82 82 50,33 49,30 1100
17,46 17,28 59 50,08 49,10 1261
19,39 19,19 60 76,12 74,72 1782
17,12 16,76 415
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Obrazek 6.9: Graf 2 - Konfluence fibroblastl, zvétseni 20X, zelatina
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Obrazek 6.10: Graf 3 - Konfluence HEK 293, zvétSeni 20X, Zelatina
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Tabulka 4. Konfluence HEK293, zvétseni 20x, konfokalni miska

39

Konfluence | Konfluence | Pocet Konfluence 1 | Konfluence 2 | Pocet

1 [%] 2 [%] bunék [%] [%] bunék
22,82 21,69 836 2,69 2,38 66
17,65 17,03 418 99,98 94,82 2225
28,87 28,33 739 58,89 56,64 1388
24,27 23,59 575 99,39 98,52 2311
13,86 13,04 443
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Obrazek 6.11: Graf 4 - Konfluence HEK 293, zvétSeni 20X, konfokalni miska

Dosazené vysledky znaci linearni vztah mezi konfluenci a poctem bunék.

Segmentace prahovanim podavé pravidelné niz§i hodnoty konfluence nez druhd
metoda. Je to dano zejména tim, ze dojde k odstranéni malych struktur, které nejsou brany
jako bunky. Tim je celkové snizena konfluence na povrchu. Prah se v metodé nastavuje
od 0 do 1. Pro zvétseni 10X je podle empirického zjisténi nejoptimalnéjsi prah s hodnotou
0,12. Pro zvétSeni 20X je nejlepsi prah na hodnoté 0,30.

U segmentace detekci hran nastavujeme sklon hran, opét v rozmezi hodnot od 0 do
1. V programu je zvolena hodnota 0,7 a opét byla zvolena empiricky podle nejlepsich
vysledku pii zkouseni riznych hodnot na dan¢ vzorky snimki. Tato hodnota byla pouzita
pro vSechna data, ktera byla ziskana experimenty. Metoda hranovanim podava vyssi
hodnoty konfluence neZ prvni metoda. Pfi hranovani totiz dochazi k rozsifeni okrajii
objektl a tim dojde ke zvétSeni velikosti struktur. Pfi této metodé nedochazi k odstranéni
malych struktur, coz se do konfluence také zapocitava a tim se jeji hodnota také zvétsuje.
Tato metoda by ale mohla poskytovat pravidelné ptiblizné podobné stejné vysledky, jako
prvni metoda. Bylo by ale nutné pro kazdy snimek ladit hodnoty sklonu hran s filtrem.
To ale neni pfili§ Zadouci, pfi experimentech s velkym mnozstvim snimk to praci velmi
prodluzuje. A proto je nejlepsi feSeni zvolit takové nastaveni, které sedi pro vétsinu dat
V sadé.

VétSinou se konfluence mezi témito dvéma metodami 1i$i o 1 %. Nejveétsi rozdil je
okolo 5 %, kdy jedna metoda podava 99% konfluenci a druha 94% konfluenci. Nejmensi
rozdil mezi metodou detekci prahu a detekci hran je 0,06 %.

6.7 Diskuze

K vytvofeni organu, tkédni nebo jen jejich casti, je potfeba velké mnoZstvi
zivotaschopnych bunék. Proto je nutné soustiedit Se na to, co podporuje bunécny rtst. To
mohou byt podminky (riizna teplota, sloZzeni vzduchu), dostatek zivin a potfebnych latek,
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a tfeba povrchy, které zajisti jejich adhezi (Zelatina) K povrchu a podpofi jejich rust.
Pouzitelnd bunécna vrstva musi byt celistva. Pfi kultivaci in vitro je tato celistvost
hodnocena terminem konfluence, ktery udava procento pokryti celého povrchu.

K tomu, aby doslo k velkému mnozstvi produkce bun¢k, ze které by nasledné mohl
vzniknout orgédn, je nutné zajistit dlouhodobé piezivani bunck. K ziskani velkého
mnozstvi bunék je potfeba hodné Casu, rist bunék mize trvat mésice.

Kultivace a produkce bunék probihd tedy mimo télo, v laboratofi v uméle
navozenych podminkéch, které se musi striktné dodrzovat. Buniky jsou velmi citlivé na
zménu podminek a kontaminaci. Pfi naruSeni jejich podminek ¢i vniknuti cizi ¢astice
nebo patogenu k nim dojde k inhibici jejich rustu. Dale je také nutné pocitat s tim, ze
vznikly orgdn ¢i tkan z uméle kultivovanych bunék, bude muset byt piemistén (z
laboratofe na operac¢ni sal), a tak je nutné nejen produkovat velké mnozstvi bungk, ale i
zajistit jejich stabilitu a odolnost. Kultivované bunééné vrstvy by mély obsahovat pouze
zdravé bunky. To se pozna podle toho, zdali buiikky maji pfi kultivaci stale stejnou
morfologii a jsou homogenni.

Pro hodnoceni konfluentnosti vrstvy bunéénych struktur existuje mnoho zptisobti.
K ziskdni ptesnych hodnot slouzi programy, které danou vrstvu dokazi automaticky
vyhodnotit. Miize byt nejen procentudlné urcena velikost vzniklé vrstvy oproti pozadi,

ale 1 celkovy pocet buné€k, které vrstvu vytvari. Podstatnéjsi je ale ovSsem hodnota
konfluence, ktera postac¢i ke zjisténi stavu kultivované bunécéné vrstvy.

V této praci je vyuzita metoda, kde dochézi k segmentaci sady snimk a na zaklad¢
pixeli v matici, je vypocitdna konfluence. Za vyhodu této metody povazuji jeji
jednoduchou realizaci a snadné dosazeni vysledkl. Jako nevyhodu zde vidim v ruénim
nastavovani prahu nebo sklonu hran. V programu jsou ptrednastaveny hodnoty, které se
zdaji pro sadu snimkl jako nejoptimalnéjs$i. U nékterych sad vykazuji vice presné
vysledky, u jinych zas méné. Pro ziskani co nejpiesnéjsich hodnot, je tedy nutno hledat a
zkouset rizné hodnoty (prahu, sklonu) pro kazdou sadu zvlast. Pti analyze velkého
mnozstvi sad se t0 mize zdat jako urcitd nevyhoda.

Konfluence je tedy vrstva bunck, to znamend, Ze se nemusi urCovat pouze
procentudlni velikost vrstvy oproti okoli, ale miiZzeme urcit pfimo pocet bunck. Prace se
tedy zabyvala 1 ziskanim poctu bunék ve snimku. Za vyhodu tohoto programu povazuji
rychlé ziskani vysledkil (pocitani ru¢né trva piili§ dlouho a je neptesné, nékteré snimky
obsahuji pfes 2000 bunék a to se t€¢Zko pocitd rucn¢€) a rozdéleni ocividné spojenych
oblasti a detekci buné€k i v této oblasti. Nevyhodou zde je Spatna detekce, pokud snimek
obsahuje stiny, kde byva detekce vEtsi a tim 1 nepfesna.

Vysledky ze vSech analyzovanych dat pfedstavuji linearni vztah mezi konfluenci a
poctem bunék. To miize byt diilezitou informaci, na zdklad¢ které 1ze naplanovat doby
ocekavané konfluence a nésledné pasaze.
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7 ZAVER

Cilem teoretické ¢asti bylo pochopit chovani adherentnich bunék - endotelialnich bunék,
embryonalnich bunék a fibroblasti pii kultivaci. Déale ptehledové shromazdit udaje o
jejich vyskytu v lidském téle, jejich biologickou podstatu, funkce a vztah k ostatnim
strukturdm ¢i latkam. Na zaklad¢ ziskanych poznatkti pak provést nékolik experimenti a
provést jejich zhodnoceni. Soucasti teoretické prace je také popis mikroskopickych
technik, které se vyuzivaji pro sledovani adherentnich bunék.

Byla provedena fada experimentl s endotelidlnimi buinkami HUVEC,
embryonalnimi buitkami HEK293 a fibroblasty. Konfluence (relativni plosnou hustotu
bunek, tj. jakou ¢ast dna kultivacni misky buiiky v daném case pokryvaji) byla sniména
a kvantifikovdna u embryonélnich bunék HEK293 a fibroblasti pii tfech riznych
podminkach. Zakladnim povrchem pro kultivaci bylo sklo. Tento experiment se
nepovedlo zdokumentovat konfokalnim mikroskopem, jelikoZ po obarveni bunék
dochazelo k jejich deadherenci ze dna kultiva¢nich misek. K zajisténi adherence byly
pouzity povrchy zelatina a polystyren. Praci s témito povrchy bylo mozné skenovat
pomoci konfokalniho mikroskopu. Urcovani konfluence a poctu bunék bylo ztizeno tim,
ze buiky piekryvaly svymi vybézky ostatni buniky Vv mistech s vy$si konfluenci. U
fibroblastl navic konfluenci ovliviiyje i rizna velikost jednotlivych bunék.

Prace tedy splnila kultivaci adherentnich bunék v riznych podminkéach a jejich
zdokumentovani. Dlouhodobé pfezivani bunék se nepodaftilo vzdy zajistit. Pti kultivaci
bun¢k doslo k jejich kontaminaci a nasledné K inhibici ristu. Dal$im problémem byla
nedostate¢na zkusenost prace s kultivaci bunék a pomaly postup pii kultivaci, ktery na
bunky plisobil negativné. Pred skenovanim konfokalnim mikroskopem bylo nutné bunky
obarvit fluorescenénim barvivem. Pouzitd koncentrace fluorescen¢niho barviva ale
zpusobila necekané zménu tvaru bunék, reakce bun€k na dané barvivo byla prekvapujici,
nebot’ v pfedchozich analyzach v nasi laboratofi si obvykle buiikky zachovaly morfologii
1 nékolik hodin po obarveni. Buné€nou kulturu tedy nebylo mozné dobie skenovat a ani
pokracovat v jeji kultivaci.

Pro zhodnoceni konfluence byl vytvofen program v prosttedi MATLAB, ktery
dokaze nacist sadu snimkd danych bunék z mikroskopu, jednotlivé fezy nasledné
sumarizuje do jednoho obrazku. Takovy snimek je potom pieveden segmentaci na
Cernobily. Program vyuziva dv€é metody segmentace — prahovani a hranovani.
Konfluence je nasledné vypocitand podle poctu bilych a cernych pixelt. Dalsi soucasti
programu je zji$téni poctu bunék metodou detekce jader.

Zavéerem, ktery plyne z experimentt a jejich vysledkl promitlych do grafi, 1ze fici,
ze konfluentnost vrstvy je pomérné linedrn€ zavisla na poc¢tu bungk.
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