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Abstrakt

Predmétem bakalaiské prace bylo zobrazit Dictyostelium discoideum transmisnim digi-
talnim holografickym mikroskopem a porovnat toto zobrazeni s bézné pouzivanou mikro-
skopickou technikou.

Prace je rozdélena na ¢ast teoretickou a experimentalni. V teoretické Césti je popsano
usporadani transmisniho digitalniho holografického mikroskopu, zakladni postup prace
s timto mikroskopem a fyzikalni podstata zobrazovani mikroskopem. Daéle je vysvétlen
pribéh rekonstrukce obrazu a numerického zpracovani faze. Na konci této ¢asti je uveden
biologicky popis pozorovanych bunék Dictyostelia discoidea.

V experimentalni ¢asti je popsana kultivace a priprava bune€k Dictyostelia discoidea
pro pozorovani a postup provedenych pozorovani. Bunky Dictyostelia discoidea byly zob-
razeny v nékolika experimentech metodou klasického fazového kontrastu. Transmisnim
digitalnim holografickjm mikroskopem byly buinky pozorovany ve dvou prostiedich. Zis-
kana data byla zpracovana metodou Dynamickych fazovych diferenci a vyhodnocena.

Summary

The task of this bachelor’s thesis was to image Dictyostelium discoideum with a transmis-
sion digital holographic microscope and compare this imaging with a commonly used
microscopy technique.

This bachelor’s thesis is structured into a theoretical part and an experimental part.
The theoretical part describes the setting of the transmission digital holographic microscope,
basic operation and physical principles of imaging with this microscope. Further the pro-
cess of image reconstruction and numerical process of phase reconstruction is illustrated.
At the end of this part, basic biological characteristics of observed cells of Dictyostelium
discoideum are introduced.

The experimental part describes the cultivation and preparation of Dictyostelium dis-
coideum for the observations, and further the process of performed experiments. The
cells of Dictyostelium discoideum have been imaged in couple experiments by a method
of the classical phase contrast. By the transmission digital holographic microscope the
cells of Dictyostelium discoideum have been imaged in two mediums. Images captured by
the transmission digital holographic microscope were processed by a method of Dynamic
phase differences and analysed.

klicova slova
transmisni digitalni holograficky mikroskop, Dictyostelium discoideum, fazovy kontrast,
zpracovani obrazu, optickd mikroskopie, dynamické fazové diference

key words
transmission digital holographic microscope, Dictyostelium discoideum, phase contrast,
image processing, optical microscopy, dynamic phase differences
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1 Uvod a cile prace

Na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi Fakulty strojniho inZenyrstvi VUT v Brné byl sestrojen
transmisni digitalni holograficky mikroskop, ktery je vhodny pro zobrazovani transparent-
nich fazovych objektt. Takové objekty se vyskytuji prevazné v biologii a patii mezi né
rakovinné bunky, se kterymi jsou v soucasné dobé na mikroskopu provadény experimenty,
i Dictyostelium discoideum.

Dictyostelium discoideum je améba pouzivana jako modelovy organismus v riznych
védnich odvétvich. Preziva za pokojové teploty a jeji kultivace je nenaroc¢na. Diky tomu
lze jeji kultivaci a pozorovani zavést i v podminkach Laboratore optické mikroskopie na
UFL

Ukolem této bakalaiské prace bylo zobrazeni bunék Dictyostelia discoidea transmisnim
digitalnim holografickym mikroskopem a porovnani tohoto zobrazeni s nékterou z bézné
uzivanych zobrazovacich metod. K dalsim tkoltim patfilo popsani metodiky kultivace
a pripravy Dictyostelia discodeina pro pozorovani, nalezeni vhodného nastaveni parame-
tri mikroskopu pro dané pozorovani, pouziti vhodného zpracovani obrazu a vyhodnoceni
experimentalnich dat.

1.1 Historicky vyvoj holografické mikroskopie

Holografii objevil madarsky fyzik Dennis Gabor v roce 1948, kdyZ se snazil docilit vyssiho
zvétseni elektronového mikroskopu rekonstrukei hologramu pomoci vétsi vinové délky za-
feni, nez byla vlnova délka zafeni, s nimz byl hologram zaznamenan. Vyssiho zvétSeni
elektronového mikroskopu nebylo vsak v téchto experimentech dosazeno. Ukazalo se, ze
zména vinové délky zptisobuje aberace, které zhorsuji vysledné rozliSeni natolik, zZe zcela
potlacuji efekt vyssiho zvétseni.

Holografie se ale zacala rozvijet jako metoda opticka. Hologram je zptisob zaznamu
obrazu, ktery nam umoznuje kompletné zaznamenat obrazovou vlnu. Pocatecni experi-
menty s vyuzitim holografie ve svételné mikroskopii se tykaly zejména moznosti zaznamu
bez pouziti ¢ocek a zvétseni obrazu vyuzitim rozdilnych geometrii zaznamového a rekon-
strukéniho svazku. To vSak opét vedlo k vadam zobrazeni. Prvni svételny holograficky
mikroskop, ktery byl podobny tém soucasnym, tzv. hybridni holograficky mikroskop, vy-
uzival mikroskopového objektivu a holograficky zaznamenéaval zobrazeni vznikajici v jeho
obrazové roviné. Bylo mozné u néj vyuzivat obvyklych technik mikroskopického zobra-
zeni (napf. zobrazeni v temném poli). Byla zaznamenévéana faze zobrazeni a byla také
mozna holografickd rekonstrukce na trojrozmérné oblasti. RozliSeni holografického mi-
kroskopu zaznamenavajiciho obraz zvétseny objektivem bylo prokazatelné vyssi, nez pri
holografickém zaznamu bez pouziti objektivu.

Holografického zaznamu mikroskopického obrazu bylo dosazeno jiz v Sedesatych letech
dvacatého stoleti. Tato technika se vSak nerozsirila prakticky, protoze nebyla dostupna
vhodna detekéni zarizeni a dostatecné vykonné pocitace pro okamzity zaznam a zpraco-
vani holografického zaznamu do uzivatelsky interpretovatelné podoby.

Prakticky vyuzitelny holograficky mikroskop proto musi byt kromé optické soustavy
vybaven také digitalnim detekénim systémem a on-line pripojenym pocitacem, ktery
zpracovava holograficky zaznam a poskytuje uzivateli vysledné zobrazeni témér v real-
ném case. Takovéto sestavy jsou v souCasnosti komer¢né nabizeny (napi. Lyncée Tec,
http://www.lynceetec.com) [1].



2 Transmisni digitalni holograficky mikroskop (DHM)

Digitalni holografickd mikroskopie je neinvazivni metoda kvantitativniho zobrazeni faze.

Vyhody holografické mikroskopie vyplyvaji z Gplného zaznamu obrazové viny. Holo-
gram, ktery je vytvaren mikroskopem, je numericky zpracovan a lze z néj dale rekonstru-
ovat nejen obvykle pozorovanou intenzitu viny, ale také jeji obrazovou fazi.

Zviditelnéni faze vznika bez jakéhokoli invazivniho zasahu do pozorovaného vzorku.
Proto je tato metoda vhodnéjsi naptiklad pro pozorovani zivych bunék ve srovnani s flu-
orescen¢nim barvenim, které obvykle pusobi toxicky [1]. Na rozdil od klasického (Zer-
nikova) fazového kontrastu ¢i diferencidlniho interferenc¢niho kontrastu vypovida kvanti-
tativni vyjadieni fazového kontrastu z holografického mikroskopu o skutecném rozlozeni
suché hmoty v burice [2].

Transmisni digitalni holograficky mikroskop (dale jen transmisni DHM), ktery byl
v této praci pouzit pro pozorovani bunék Dictyostelia discoidea (déle jen DD), byl se-
staven v Laboratofi optické mikroskopie na UFI FSI VUT v Brné, kde se dale pracuje
na jeho vyvoji, jak konstrukénim, tak i softwarovém. Tento transmisni DHM umoznuje
pouziti libovolné nizké koherence osvétleni (prostorové i ¢asové) ve spojeni s mimooso-
vou holografii a v laboratofi je aplikovan pfedevsim pro studium dynamiky reakci zivych
bunék na rizné podnéty.

Nizkokoherentni zdroje osvétleni maji oproti koherentnim zdrojim dvé vyhody. Jed-
nak jsou potlaceny nezadouci interference v systému, takze vysledny obraz neni znehod-
nocen koherenc¢nim Sumem, a jednak ma zobrazeni konfokalni charakter, tzn. vytvaii se
optické Tezy.

V mimoosové holografii sviraji osy predmétové a referencni vétve ve vystupni roviné
nenulovy thel a vznikaji interferenéni prouzky. Tento typ interferometrie pii splnéni
holografické podminky umoznuje rekonstrukci obrazové viny z jediného hologramu. Pri
osové holografii jsou osy pfedmétové a referencni vétve rovnobézné a vznika interferencni
prouzek nekonecné sirky [3].

Transmisni DHM jsou vyuzivany v nékterych vyzkumnych laboratofich, v bézné bio-
medicinské praxi se zatim nevyuzivaji.

2.1 Usporadani transmisniho DHM

Optické schéma mikroskopu je odvozeno od reflexni verze digitalniho holografického mi-
kroskopu publikovaného pod nézvem ,Parallel-mode confocal microscope® [4]. Osvétlo-
vaci soustava se sklada ze zdroje, matnice, vyménitelnych clonek, interferen¢niho filtru
a cocky. Jako zdroj slouzi halogenova lampa, ktera poskytuje bilé svétlo. Ke zkoumani bi-
ologickych objektt se vsak vice hodi cervené svétlo, které je bunikami malo rozptylovano.
Proto je pouzivan interferenc¢ni filtr s maximalni propustnosti na vlnové délce 650 nm,
ktery zaroveni usnadiiuje nasledné dosaZeni interference. Cocka (O) zobrazi zdroj do
zadni ohniskové roviny kondenzort K; a Ky, tim je zajisténo rovnomérné osvétleni pred-
métu. Délicem svazku svétla je linearni fazova difrakéni mrizka, na niz svazek difraktuje
a zrcatky se vybira +1. a —1. difrakéni 7ad tvortici svazky referencni a predmétové vétve.
Prostorova frekvence difrakéni miizky (f = 70mm™!) byla zvolena tak, aby difrakéni
a interferencni uhly svazkt byly malé, ale aby zaroven byla splnéna holograficka pod-
minka. Svazek predmétové vétve je z difrakéni mrizky zrcatky smérovan do kondenzoru
K,. Pak prochézi pres predmét (komtrku s buiikami a Zivnym mediem), na ktery je za-
ostfen objektiv O,. Tento objektiv zobrazi predmét do vystupni roviny, kde se protinaji
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Obréazek 1: Schéma transmisniho DHM, pfevzato z [3]

svazky z obou vétvi a interferuji. Jelikoz se jedna o prostorové nekoherentni zdroj, ve
vystupni roviné interferuje svétlo pochazejici pouze ze stejného bodu zdroje. Tim vznika
hologram s interferenénimi prouzky s nosnou prostorovou frekvenci. Referencéni vétev ma
stejnou konstrukci az na to, ze mezi kondenzorem K; a objektivem O; neni predmét, ale
pouze referen¢ni objekt (komtirka pouze s mediem). Rozdil optickych drah svazk je tedy
v idedlnim pfipadé zpiisoben pouze prichodem svétla bunkami. Za vystupni rovinou je
umistén vystupni objektiv, ktery zobrazuje hologram na ¢ip CCD kamery. Jeho funkei je
zvetsit interferencni obrazec, aby bylo splnéno kritérium prostorové vzorkovaci frekvence
kamery. Zobrazeni tohoto mikroskopu umoznuje rekonstrukcei faze i intenzity, pricemz fazi
lze zaznamenavat s vysokou vzorkovaci frekvenci, omezenou pouze hardwarem zaznamo-
vého a rekonstrukéniho zafizeni, a sledovat tak dynamické déje v burice [3].



2.2 Prace s transmisnim DHM

Pted samotnym pozorovanim je nutné na mikroskopu nastavit interferenci pfedmétové
a referenc¢ni viny. To se provadi obvykle ve dvou krocich.

Nejprve je zaostfena v obou vétvich mikroskopu difrakéni miizka bez preparatu. Na
difrakéni mtizce se vyskytuji rizné necistoty, takze je vyhodné, kvili lepsimu posouzeni
ostrosti obrazu, zaostfovat bud na né, nebo na hranu difrakéni miizky. Predmétova
i referen¢ni vétev jsou zaostfovany zvlast. Svételny svazek prochazejici predmétovou vétvi
je zastinén a je zaostifena referenc¢ni vétev a naopak. Poté jsou oba obrazy slozeny na sebe
a prizpusobenim optické délky predmétové vétve je dosazeno interference.

Nasledné je do predmétové vétve vlozena komirka s pozorovanym vzorkem a do refe-
rencni vétve stejna komurka se stejnou tekutinou, ale bez vzorku. Opét je zaostfena kazda
vétev zvlast na difrakéni miizku a obrazy jsou sloZzeny. Pomoci Sroubu ke zméné optické
délky je nastaven maximalni kontrast interferen¢nich prouzkt. Pak je vertikalnim pohy-
bem stolku zaostfeno na rovinu s buitkkami. Pokud zaostfend mrizka piisobi ve vysledném
zobrazeni rusivé, je mozné ji rozostiit. Tim vSak dojde k vzajemnému posuvu obrazl
v obou vétvich, které jsou poté posuvem obrazu v predmétové vétvi opét slozeny na sebe
a je tak zajisténo, aby ve vybraném zorném poli byl nejvyssi kontrast interferenc¢nich
prouzkti. Nakonec jsou nastaveny parametry snimani obrazu a je zahajeno pozorovani.
Prislusny softwarovy modul, jehoz autorem je Ing. Lukas Kvasnica zobrazuje podle volby
hologram, obraz amplitudy, faze, navazané faze a pribéhu intenzity a faze v Case. Na
disk se pak dle vybéru ukladaji hologramy, obrazy faze a intenzity, k rekonstrukci obrazu
vsak staci pouze hologramy.

3 Fyzikalni podstata zobrazeni transmisnim DHM

Zéakladni princip holografie spoc¢iva v interferenci svazku modulovaného pozorovanym
predmétem (z pfedmétové vétve) a svazku nemodulovaného (z referencéni vétve). Vzniklé
interferen¢ni pole je zaznamendvano na detektor (fotografickd deska, CCD senzor apod.)
a ziskany hologram je trvalym zéznamem vySetfovaného vinového pole. Z tohoto holo-
gramu je mozné vysetfované pole kdykoliv zrekonstruovat a dale analyzovat.

3.1 Pruabéh vinoplochy mikroskopem

Z nekoherentniho svételného zdroje vychazi jeden svételny svazek, ktery se na difrakéni
miizce rozdéli na dva svazky, svazek predmétové a referencéni vétve. Pribéh vinoplochy
je v obou vétvich stejny, proto se zde budu zabyvat pouze pritbéhem v referen¢ni vétvi.

Kazdy bod zdroje se zobrazi do ohniskové roviny kondenzoru. Kulova vlna vycha-
zejici z obrazu bodu zdroje je kondenzorem transformovana na rovinnou vlnu popsanou
vztahem:

w (7, t) = u(r) exp (—iwt) , (1)
kde u () je komplexni amplituda, kterd vyjadfuje prostorovou zavislost vlny a clen
exp (—iwt) vyjadiuje zavislost ¢asovou.

Uhlové frekvence viny w se pfi priichodu objektivy neméni, proto uvazujeme déle jen
komplexni amplitudu

27 -

w(7) = aexp (—i/;' : F) — 4 exp <—17k0 . F) , 2)
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kde a je amplituda, k je vlnovy vektor, 7 je polohovy vektor a 0 je jednotkovy vlnovy
vektor.

Tato rovinna vlna je dale transformovéana objektivem na vinu kulovou. Vzhledem
k velké vzdalenosti mezi obrazovou ohniskovou rovinou kondenzoru a vystupni rovinou
a malym rozmérim zorného pole, je polomér kiivosti vlnoplochy velky a vinu lze ve
vystupni roviné povazovat za rovinnou.

Soucin jednotkového vlnového vektoru kO vlny ve vystupni roviné a polohového vektoru
7 vyjadiime jako pramét k° do osy z (viz obr.2). Osa z je pruse¢nici vystupni roviny
a roviny, ktera je tvorenad vlnovymi vektory referen¢ni a predmétové viny,

(o) oo 2o 62, o

L

V¥stupni roving

Obréazek 2: Osy svazki v predmétové a vystupni roviné, prevzato z [5]

Interferencni obrazec odpovida interferenci dvou rovinngch vin, které mezi sebou svi-
raji thel . Podil % v rovnici (3) oznacime jako k, pficemz 2k je pak nosné frekvence
interferenc¢nich prouzki. Pomoci této frekvence budeme pozdéji rekonstruovat zobrazeni.

Intenzita interferenc¢niho obrazce ve vystupni roviné je dana jako kvadrat modulu
souctu amplitud referencni u, a predmétové u, viny,

I(z,y) = |up(x>y)+ur(x)|2' (4)
Vyjadiime-li u,(z,y) a u,(z) pomoci vlnovych rovnic (2) a upravime, dostaneme pro
intenzitu interferencniho obrazce zavislost

I(a,y) = lap(x.y)P + a P + a,(x, y)a; explidmna) + a,a(x, y) exp(—idmrz),  (5)

kde * oznacuje komplexné sdruzenou funkci. Prvni ¢len v rovnici (5) vyjadfuje intenzitu
svazku v pfedmétové vétvi a druhy clen intenzitu svazku v referen¢ni vétvi ve vystupni
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roviné. Tteti a ¢tvrty ¢len nesou informace o tvaru predmétové viny pfi znamém tvaru
vlny referen¢ni. Pro rekonstrukci je tfeba odseparovat jeden z téchto ¢lentl od ostatnich.
To realizujeme v prostoru prostorovych frekvenci pomoci Fourierovych transformaci.

Detailnéjsi popis pribéhu vlnoplochy mikroskopem a néaslednych Fourierovych trans-
formaci 1ze nalézt v [5].

3.2 Holograficka podminka

Aby bylo mozné odseparovat komplexni amplitudu zobrazeni ve frekven¢énim prostoru,
musi platit holografickd podminka.

hologram

FFT

Ap - FT {ap}

Obréazek 3: Holografickd podminka, pfevzato z [5]

Na obr.3 je A, Fourierovskym obrazem komplexni amplitudy a,. Nenulova oblast
funkce A, je ohrani¢ena frekvenci, kterou jsou schopny prenést objektivy. Sitka této ob-
lasti je zndma pro dany objektiv a vinovou délku svétla a oznacuje se 2k,,. Symetricky
kolem bodu [0,0], ktery je umistén ve stfedu spektra prostorovych frekvenci je umisténa
autokorelace funkce A,. Jeji sitka je dvojnasobnd (4k,,). Stiedy funkce A, a jeji autoko-
relace jsou od sebe vzdaleny o prostorovou frekvenci interferen¢nich prouzkt 2x. Aby bylo
mozné funkci A, od jeji autokorelace separovat, nesmi se tyto funkce prekryvat. Tedy
prostorova frekvence interferenc¢nich prouzkt musi byt alespon 3x vétsi nez maximalni
prostorové frekvence, kterou pienese objektiv: 2k > 3k, [5].
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3.3 Zobrazeni fazovych objektu

Objekty, které je mozné pozorovat, lze zjednodusené rozdélit na amplitudové a fazové.
Amplitudové objekty méni amplitudu svétla, které jimi prochézi, zatimco fazové objekty
méni jeho fazi. Detektory (oko, kamera, fotografickd deska) jsou citlivé vii¢i zméndm
intenzity svétla I (tedy kvadratu modulu amplitudy A, I = |A|2). To zptsobi, ze ampli-
tudové objekty maji jakysi prirozeny kontrast, ale fazové ne.

K zobrazeni fazovych objektl se vyuziva interference, tedy jevu, ktery potvrzuje vl-
novou podstatu svétla a zavisi na jeho fazi.

Transmisni DHM umoziuje jednak zobrazit transparentni preparaty a jednak zmérit
rozdil optické drahy indukovany vzorkem, tj. rozdil optickych drah mezi pfedmétovou
a referencéni vétvi.

Faze je primo timérna rozdilu délky optickych drah mezi predmétovou a referenc¢ni
vétvi. Opticka draha je pak pfimo tmérnéa indexu lomu, ktery je tim vétsi, ¢im vice
suché hmoty se vyskytuje v daném misté preparatu. V mistech, kde se méni index lomu
(mnozZstvi suché hmoty) nebo vyska objektu, dochazi i ke zméné faze.

2 2 2 2
Ap= ¢, — ¢y = 7” o (h — d) + nyd) — Tﬂnoh = Tﬁd(nl — o) = T”dAn (6)

kde A¢ je rozdil faze predmétové a referencni vlny, ¢, faze pfedmétové viny, ¢, faze
referencni viny, A\ je vlnova délka svétla, An je rozdil indexid lomu v predmétové a v re-
ferencni vétvi, d je vzdalenost, kterou urazi paprsek v burice, h je sitka komurky.

Referenc¢ni vétev Predmétova vétev

n, n, n,

J
|
J

v v

Obrézek 4: Znazornéni optickych drah v referen¢ni a predmétové vétvi mikroskopu
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4 Rekonstrukce obrazu

Z holografického zobrazeni lze pomoci pocitace a numerickych metod zrekonstruovat celou
predmeétovou vlnu, tedy jeji intenzitu a fazi. Rekonstrukce obrazu probihd v nékolika
krocich, které jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

faze

hologram spektrum prostorovych frekvenci

IFFT /’

komplexni

amplituda

\ intenzita
.
navazana faze © . skutetné rozméry [pm| . , \

Obrazek 5: Schéma rekonstrukce zobrazeni, prevzato z [5]

4.1 Vypocet nosné frekvence a navazani faze

Nejprve se ze zaznamenané intenzity pomoci rychlé diskrétni Fourierovy transformace
ziska spektrum prostorovych frekvenci. Pokud je splnéna holografickd podminka, pak
jsou patrné tii oblasti, kde prostfedni oblast odpovida souctu autokorelaci Fourierovych
transformaci prvnich dvou ¢lenii rovnice (5). Fourierovy transformace ttetiho a ¢tvrtého
¢lenu jsou umistény symetricky kolem autokorela¢niho obrazce a jsou od néj vzdaleny
o prostorovou nosnou frekvenci interferenc¢nich prouzki. Vybere se oblast kolem tfetiho
¢lenu a zménou soufadného systému je zajisténo jeji posunuti do stiedu souradného sys-
tému. Pak se provede inverzni rychla Fourierova transformace a ziska se tak komplexni
amplituda zobrazeni vzorku. Z ni je mozné vypocitat fazi a intenzitu predmétové viny.
Uhel komplexniho ¢&isla odpovida fazi predmétové a referenéni viny a kvadrat modulu
urcuje intenzitu zobrazeni. Pokud se ve fazovém obrazci objevi skoky fazi, je nutné je
odstranit a fazi navazat. To se provadi tak, ze pokud je faze ve dvou sousednich pixelech
vetsi nez 2w nebo mensi nez —27, je od hodnoty faze ode¢tena nebo k ni pri¢tena korekéni
hodnota £ [5].

14



4.2 Vyrovnani pozadi fazového zobrazeni

Obrazek navazané faze je zfejmé vlivem riznych optickych vad deformovan a je nutné
tento jev eliminovat. Proto je pozadi obrazku vyrovnavano.

V posledni verzi programu pro vyrovnavani pozadi obrazku (autor Ing. Tomas Zik-
mund) oznad¢i uzivatel v prvnim obréazku série mista, kde se nenachézi pozorovany objekt.
Program pak pracuje pouze s oznacenou oblasti, okolim pozorovaného objektu. Pomoci
metody nejmensich ¢tvercit uréi nejvhodnéjsi kubickou plochu, kterou lze vybrana mista
obrazku dobfe prolozit a extrapoluje ji i do oznacenych oblasti (viz obr.6). Vznikne tak
obrazek deformace pozadi bez pozorovaného objektu. Tato deformace pozadi se pocita
pro kazdy obrazek zvlast a je pak odectena od obrazku faze a jednotlivé obrazky faze jsou
tedy narovnany.

Meupravena faze Pozacdi faze

a a
400 400

400 400

400

Obrazek 6: Postup odecteni pozadi faze

4.3 Srovnani obrazku na stejnou hodnotu faze pozadi

Protoze z méfeni jsou ziskavany vlivem navazovani faze obrazky rtzné posunuté v ose z,
je vhodné je pro dalsi praci s nimi srovnat tak, aby pozadi vSech obrazkt méla stejnou
hodnotu faze.

V kazdém obrézku zvlast se vyhledd nejcetnéjsi hodnota pozadi a ta se nastavi na
nulovou hodnotu ve fazi. Pro eliminaci zapornych hodnot faze je nakonec pfictena ke
kazdému snimku minimalni velikost hodnoty faze vSech snimkii.
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5 Numerické zpracovani faze

Pro vyhodnoceni kvantitativnich zmén rozmisténi bunééné hmoty béhem experimentu
byla pouZivana metoda Dynamickych fazovych diferenci [3]. Metoda zpracovava hologra-
ficky zrekonstruované zobrazeni faze pii ¢asosbérnych pozorovanich tak, ze od obrazku
faze odecte predchazejici obrazek faze a vysledek ulozi do jiného obrazku v Casosbérné
sérii pozorovani. Ziskaji se tak kladné a zaporné hodnoty faze. Kladné hodnoty odpovi-
daji misttim, kde v obrazku faze oproti minulému obrazku pribyla a zobrazi se ¢ervenou
barvou, zaporné hodnoty jsou v mistech, kde faze ubylo a zobrazi se zelenou barvou. Jas
barvy odpovida velikosti zmény faze. Ziskany obrazek vypovida o zméné rozmisténi suché
hmoty v butice v pribéhu pozorovani.

7 kazdé série obrazku se vykresli graf zavislosti zmény rozmisténi suché hmoty v bunce
na c¢ase. Hodnoty zmény jsou v grafu urceny jako relativni, tedy hodnota zmeény suché
hmoty v obrazku délena celkovou hodnotou suché hmoty v obrazku, a proto lze jednotlivé
grafy mezi sebou porovnavat. Pokud je z grafu vypoctena naptiklad stfedni hodnota, je
mozné zhodnotit pohyblivost bunék v jednotlivych métenich.

Metodu Dynamickych fazovych diferenci lze pro vyhodnocovani dat pouzivat s riiznym
krokem diference. Ukazalo se, Ze kratsi diferencni krok je vhodny ke zviditelnéni drobného
pohybu hmoty uvniti bunék. Delsi diferen¢ni krok je naopak lepsi k zobrazeni pohybu
hmoty jako celku.

(a) (b) ()

Obrazek 7: Faze buniky DD pfed vyrovnanim pozadi v ¢ase (a) t, (b) t420s, (¢) Dyna-
mické fazové diference
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6 Dictyostelium discoideum (DD)

6.1 Prirodopisné zarazeni

Dictyostelium discoideum (DD), ¢asto popisované jako ,spole¢enskd améba“, bylo prvné
popsano v poloviné 19. stoleti a zpocatku klasifikovano jako druh houby. Néasledna fylo-
genetickd analyza* (vyrazy oznacené hvézdickou jsou vysvétleny ve slovniku biologickych
pojmi na konci prace) vedla vSak k jeho zatfazeni spolecné s nékolika dalsimi druhy do
nové monofyletické skupiny™ nazyvané Amoebozoa, ktera je odliSna od zvifat, hub, rostlin
i jednobunéénych organismu [7].

Doména: Eucaryota (eukaryota)

Rige: Amoebozoa (ménavkovci)

Oddéleni: Mycetozoa (hlenky)

Ttida: Dictyosteliomycetes (diktyostelidy)
Rad: Dictyosteliales

Celed: Dictyosteliaceae

Rod: Dictyostelium

Binomické jméno: Dictyostelium discoideum

6.2 Vyskyt DD

V ptirodé se vyskytuji v pidé listnatych lesti a v tlejicim listi. Za laboratornich podminek
jsou péstovany na agaréze* s bakteriemi nebo v kapalném zivném médiu [8].

6.3 Zivotni cyklus DD

DD je jednobunéény mikroorganismus meénavkovitého tvaru o velikosti asi 10 ym. Pohy-
buje se pomoci panozek. Zivi se bakteriemi, které konzumuje fagocytézou* a mnozi se
binarnim délenim kazdych 8-10 hodin.

Pokud se z okoli bunék DD vycerpa veskera potrava, maji bunky DD dvé moznosti jak
prezit. Bud pohlavnim zptsobem vytvorii mnohobunééné makrocysty, nebo nepohlavné
vytvori plodnice nesouci spory. Pro pozorovani je vhodny pfedevsim nepohlavni zptisob
rozmnozovani, ktery je dale popsan.

Pti vyhladovéni buniky DD ziskavaji schopnost syntetizovat a rozpoznavat cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP*), odpovidat na jeho signaly a odbouravat ho. Nékteré hla-
dovéjici bunky DD zac¢nou v urcitych intervalech produkovat cAMP, ktery se diftazi siti
do okoli. Sousedni bunky DD detekuji cAMP tak, ze se cAMP navaze na povrchové re-
ceptory. Tyto bunky DD pak jednak zacnou syntetizovat dalsi cAMP a jednak zacnou
vykonavat chemotakticky® pohyb smérem ke zdroji cAMP. Je zajimavé, ze bunky DD
dokézou zménu v koncentraci cAMP viibec rozeznat, nebot zmény jsou velmi malé. Na
vzdalenosti rovné velikosti bunky ¢ini zména koncentrace priblizné dvé procenta.

Periodickym opakovanim téchto déju se buiikky DD nakonec shluknou do agregacnich
center, které jsou tvoreny utvary az o 100 000 bunék. Po seskupeni vznikéd nékolik bu-
nécnych typi, které se prostorové organizuji ve vyvojové struktury (volny agregat, tésny
agregat, prst, slimacek, viz obr. 8).

Relativné plochy volny agregat se pfemeéni na tésny agregat hemisférického tvaru. Na
ném se nejprve objevi Spicka, kterd se poté prodluzeje a nabyva tvaru prstu. Ve fazi
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prstu se vyskytuje nékolik typt bunék. Napiiklad predni ¢ast prstu je slozena z predston-
kovych bunék a v zadni casti se pak vyskytuji predsporové bunky. Po fazi prstu muze
podle okolnich podminek nastat bud pfimé kulminace v misté shluku a nebo prechodné
faze pohybujicich se slimacki s pozdéjsi kulminaci na jiném misté. Slimacci reaguji na
svétlo a teplotu a jejich pohyb je dosazen koordinaci pohybu jednotlivych bunék. Svymi
prednimi buiikami produkuje sliméacek celulézni pochvu, podél které se pak ostatni bunky
posunuji. Cést této pochvy pak zfistava za slimackem jako stopa jeho pohybu.

Organizovana kulminace vyzaduje koordinaci bunééného pohybu a zavérecné diferen-
ciace kazdého bunécného typu. Predstonkové bunky ze spicky tvori stonkovitou trubku,
ktera roste svrchu doli, aby zvedla plodnici obsahujici spory vzniklé z predsporovych bu-
nek ze substratu. To pomaha rozptyleni spor, které dokazou ve vrcholu plodnice preckat
nepriznivé podminky.

Za priznivych podminek spory nakli¢i a je zahdjen bunéény vyvoj. Buinky DD se
mnozi, zivi a volné pohybuji dokud se opét nevycerpa potrava v jejich okoli a cely Zivotni
cyklus se nezacne opakovat.

V laboratori mohou byt bunky DD péstovany v mediu zbaveném zivych organismi,
které dovoluje péstovat velké mnozstvi bunék [7],[8].

JEDNOBUNECNY
iRk VYVOJ

T

vegetativni rist

e 5 -
s e e
améha ‘>
\"_/-_-
PO

.l-‘-‘-““-‘

D pm
—_

spora

//_———-__ o '-/ kligeni ™ ;p-:-r!.r
agregace
hladoveni frukdifikaini
télisko
QL MNOHOBUNECNY iminace stonek
— VYVOJ
valmy
agregat \‘H—" O S
téSﬂ'!;l' ——— O —— _.-’/
agregat orst
1 mm
v —
slimacek

Obrazek 8: Zivotni cyklus DD, ptevzato z [8]

6.4 Oblast pouziti DD

DD se bézné pouziva jako modelovy organismus v molekularni biologii, genetice, chemii
i fyzice. Je uzivano ke studiu bunécné diferenciace, chemotaxe a programované bunécéné
smrti, coz jsou vSsechno normalni bunécéné procesy. DD se také vyuziva ke studiu dalsich
vyvojovych aspektl, napt. fagocytdzy, cytokineze®, pohyblivosti bun¢k, tvorby struktur,
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signalnich transdukcénich drah*, mezibunééné komunikace, vyvoje mnohobunééného orga-
nismu z jednotlivych bunék. DD je blizce pribuzné vyssim mnohobunéénym organismutim,
proto pfi pochopeni pochodii odehravajicich se u DD je mozné lépe porozumét i pocho-
dtim objevujicim se u vyssich organismi. Vyhodou studia DD je jeho jednoduché stavba,
kratka reprodukéni doba, a tedy moznost pfipravit velké mnozstvi bunék DD v kratkém
case, dale relativné jednoduchy geneticky kod, a tudiz moznost snadno popsat genom
a pripravit rizné mutanty [8].

6.5 Pozorovani Zivotniho cyklu DD na Petriho misce

Na Petriho misce byla vytvofena souvisla vrstva potravy (bakterie) a doprostfed misky
byly dany bunky DD. Buitkky DD zacaly pomoci fagocytozy pozirat bakterie, rozmnozovat
se a zvétSovat svoje uzemi (kruhovy utvar, kde byly bakterie jiz zkonzumovény a ztistaly
zde pouze DD). Protoze DD uvniti kruhového ttvaru nemély dostatek potravy, vyhla-
dovély a zacaly vyvojovy cyklus, pfi némz se vyse popsanym zpusobem tvoii plodnice
nesouci spory.

K vyhladovéni jednotlivych DD dochézelo postupné s ¢asovym odstupem (nejdiive
vyhladovély buriky uprostfed misky, pak v oblasti se zvétsujicim se polomérem), a proto
bylo mozné na jednom preparatu pozorovat nékolik vyvojovych stupni najednou.

7 Kultivace a priprava bunék DD pro pozorovani

Buriky DD byly uchovavany ve sterilnich lahvickach uzavienych prodysnym vickem s fil-
trem, jejichz tvar je zachycen na obr. 9a. Lahvicky byly doplnény zivnym mediem. Objem
lahvicky byl 50 ml. Lahvicky byly uchovavany s kultivacnim povrchem vodorovné na tem-
ném misté se stalou teplotou v rozmezi 19— 22 °C. Ideélni teplota pro skladovani je 21 °C.
Bunky DD tvoii na dné lahvicky sedlinu. Tato sedlina je dobfe patrna i pouhym okem,
pozoruje-li se kultivaéni povrch proti svétlu. Protoze se jedna o geneticky modifikovany
organismus, je nutné butiky DD po pouziti znic¢it v alkoholu nebo savu.

Obrazek 9: (a) Kultivacni lahvicka (b) Komiirky pfipravené na pozorovani
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7.1 Vyména media

Protiepanim lahvicky a vyménou media bylo zajistovano obnoveni populace bunék DD.
Vymeéna media byla provadéna ve flowboxu, ktery zajistoval ¢istotu pracovniho prostiedi.
Lahvicka byla protfepana, tzn. ze spodu bylo uhozeno do lahvicky, aby se ¢ast bunék
uvolnila z kultiva¢niho povrchu lahvicky. To, ze se bunky DD uvolnily z kultiva¢niho
povrchu bylo mozné poznat podle toho, Ze se medium zakalilo. Poté bylo odsato staré
medium i s ¢asti bunék DD a do lahvicky bylo dano stejné mnozstvi nového media, obvykle
8 — 10 ml na lahvicku. Zbylé buinky mély dostatek zivin v podobé nového media a rychleji
se mnozily. Medium je nutné bunkdm meénit v intervalu 4 — 7 dnii. Takto je mozné bunky
DD uchovéavat az 2 mésice.

7.2 Priprava bunék DD na pozorovani

Buniky DD byly pozorovany v mediu a v pufru. Pufr je sloucenina slabé kyseliny a slabé
zasady, kterd zachovava témér stabilni pH. K bunkam DD byl davan proto, ze neobsahuje
ziviny a buitkky DD v ném hladovi. Vyhladovélé buiky DD jsou citlivéjsi k vnéjsim
podnétiim, napf. ke zméné koncentrace cAMP, a jsou pohyblivéjsi [9].

Pro pozorovani v transmisnim DHM byly pouzivany stacionarni pozorovaci komiirky,
které byly vyrobeny tak, aby vyhovovaly podminkadm zivych bunék a podminkam zobra-
zeni objektivy. Maximéalni velikost komtrek byla omezena geometrii mikroskopu. Pevnou
¢ast komurky tvorilo kryci sklicko o praméru 22mm a tloustce 0,17mm. Toto sklicko
bylo pripevnéno silikonem k nerezovému mezikruzi s vnéjsim primérem 22 mm, vnitinim
prumérem 15mm a tloustkou 0,5mm nebo 0,3mm. Tyto rozméry vymezovaly Zivotni
prostor bunék. Pouzity silikon vyhovoval podminkam netoxi¢nosti a byl odolny viici alko-
holu a vyzivovacimu médiu bunék. Pro pozorovani byla komtrka uzaviena dalsim krycim
sklickem o stejnych rozmeérech, které bylo k pevné casti pripojeno vakuovou vazelinou
a které branilo vysychani komtrky pfi pozorovani.

Bunky DD bylo na pozorovani potfeba pripravit den dopfedu. Priprava probihala
takto: Mikroskopem s klasickym fazovym kontrastem byl zkontrolovan stav bunék DD
a byla vybrana vhodnéa lahvicka s butikami DD. Mrtvé buiky DD castecné plavou, jsou
zakulaceného tvaru a na okrajich bunék DD se tvori vyrazné halo. Buinky DD vhodné
pro pozorovani jsou prisedlé ke kultivacnimu povrchu a maji dobfte zietelny okraj. Pipe-
tou bylo odsato medium s odumfelymi buitkami a bylo nahrazeno novym mediem nebo
pufrem.

Té&sné pred pozorovanim bylo medium (pufr) opét odsato a nahrazeno cca 3 ml nového
media (pufru), kterym byly buiikky DD nékolikrat splachnuty z kultiva¢niho povrchu.
To znamend, Ze z lahvicky bylo opakované pipetovano urcité mnozstvi media (pufru),
které bylo vstrikovano zpét do lahvicky po kultiva¢nim povrchu tak, aby se bunky DD
uvolnily z kultiva¢éniho povrchu do media (pufru). Do pfipravenych komurek s okraji
potfenymi vazelinou, bylo pipetovano 150 ul bunék DD v mediu nebo pufru, do komiirky
pro referen¢ni vétev mikroskopu bylo déno stejné mnozstvi media (pufru). Buiiky DD
byly nechany pfiblizné 20 minut, aby pfisedly k povrchu komurky, pak byly pozorovany.
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8 Zobrazeni bunék DD metodou klasického fazového
kontrastu

8.1 Metoda klasického fazového kontrastu

Tuto metodu pro zlepseni pozorovani prihlednych, zejména biologickych vzorkt objevil
Frits Zernike v roce 1934.

K zviditelnéni zmény faze dochazi pomoci interference zareni difraktovaného vzorkem
s vhodné fazoveé posunutym nedifraktovanym zafenim. Obvykla konstrukce mikroskopu ke
zviditelnéni fazového kontrastu (viz obr. 10) se sklada z clony ve tvaru mezikruzi umisténé
v ohniskové roviné kondenzoru. V ohniskové roviné objektivu je pak umisténa fazova clona
ve tvaru mezikruzi, na které dochazi k fazovému posunu mezi predmétem difraktovanymi
a nedifraktovanymi paprsky tak, aby jejich vzéjemny fazovy posuv byl A/2 a tim bylo
dosazeno maximalniho kontrastu intenzity.

Nevyhodou tohoto zobrazeni ovSem je, ze v disledku prstencové aperturni clony do-
chézi v mistech s vét§im gradientem optické tloustky, tj. predevSim na okrajich pozoro-
vanych pfedméti, ke vzniku prstencového halo efektu [10].

- o e ghrazova
rowvina

— difraktovans
_ . zareni
nedifraktovanse
TAMRM]  —

kondenzaor

kondenzorova
maska

Obréazek 10: Schéma mikroskopu pro klasicky fazovy kontrast, prevzato z [11]
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8.2 Experimenty pozorované mikroskopem s klasickym fazovym
kontrastem

Mym skolitelem na stazi v Laboratori katedry bunécné biologie Prirodovédecké fakulty
Karlovy univerzity byl RNDr. Daniel Rosel, Ph.D. Seznamila jsem se zde se zakladni
problematikou DD, jejich uchovavanim, pripravou k pozorovani a se zakladnimi principy
a pravidly prace s biologickym materidlem. V dobé mé staze byla provedena tato pozo-
rovani:

e chemotaxe pod agardzou,
e pozorovani bunék DD,

e nataceni bunék DD.

8.2.1 Chemotaxe pod agaroézou

Chemotaxe pod agarézou je experiment, pfi kterém lze pozorovat v Petriho misce re-
akci bunék DD na cAMP. Agardza je gelovitd hmota, ¢asto pouzivané pii mikrobiologic-
kyjrch experimentech pravé proto, Ze je podobna prirozenému zivotnimu prostiedi bunek.
V odborné praxi lze pozorovat rizné modifikované DD, zkoumat rychlost jejich pohybu,
vytrvalost a ¢etnost bunék DD v danych vzdalenostech [9].

Postup experimentu:

Priprava misek: K 0,25 g agardzy bylo pridano 50 ml pufru a vznikla smeés byla rozpusténa
v mikrovlnné troubé. Po zchladnuti agarézy bylo do kazdé Petriho misky o priméru 6 cm
dano vzdy 8 ml agarézy. Bylo pripraveno 6 misek. Pak byl do zbylé agarézy pridan kofein
a byly nachystany dalsi 3 misky. Kofein rusi vzajemnou signalizaci pomoci cAMP mezi
bunikami DD a buinky DD se pak pohybuji pouze v reakci na chemoatraktant. Vsechny
misky byly dany asi na 30 minut do lednice, aby gel 1épe ztuhl. Po ztuhnuti gelu byly
uprostied kazdé misky vytiznuty tupou punkéni jehlou 3 jamky o poloméru asi 1,5 mm
v fadé za sebou v rozestupu asi 5 mm a misky byly vraceny na chvili do lednice, aby i jamky
zatuhly. Pfed samotnym pozorovanim byly misky vytemperovany na 21°C a z jamek byla
odsata prebytecna agardza.

Priprava bunék: Den pfedem byla pripravena c¢ast bunék DD do media, ¢ast do pufru,
a ¢ast jich byla dana do pufru a na trepacku. V bézném vyzkumu se standardné pouzivaji
buiiky kultivované v tfepané kultuie na doporudenou hustotu mezi 1,5 — 5 x 10°ml~*.
Pokud se nechaji buniky DD tfepat ptfes noc, bunky DD hladovi, idukuji se vyvojové geny
a tim i vnimavost k cAMP. Protoze vSak v nasi laboratori na VUT tfepacku nemame,
byl experiment proveden i s netfepanymi buiitkami DD. Jejich hustota pak byla urcena
pod mikroskopem v pocitaci komtrce. Hustota nasich bunék DD byla o néco nizsi nez
doporucena.

Vyseti do jamek: Do krajnich jamek bylo dano 10 ul suspenze bunék DD. Byly pouzity
uvedené tii druhy bunék DD tak, Zze kazdy druh byl dan vzdy do dvou norméalné priprave-
nych misek a do jedné misky s kofeinem. Do centralni jamky bylo dano 10 pul 1 uM cAMP
k bunkam DD ze trepacky a z pufru. K bunkam DD z media bylo dano 10 1 1 mM folatu
(kyseliny listové), coz je bakteridlni produkt, ktery buiikdim DD signalizuje pfitomnost
potravy v podobé bakterii.
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Parametry pozorovani:
e mikroskop s fazovym kontrastem Olympus CK2,
e objektiv Olympus LWD C 20x /0,40, Pl,
e fotoaparat Olympus Sp-350.

Pozorovdni a vysledek experimentu: Nachystané misky byly ponechany v klidu asi 3 ho-
diny, aby bunky DD mohly reagovat na cAMP nebo folat, a poté byly pozorovany pod
mikroskopem. Pozorovana chemotaxe byla nejlépe vidét na bunkach DD z pufru pod
agarozou, do které jsme pridali kofein. I u ostatnich bunék DD, které pres noc hladovély
v pufru, byla chemotaxe dobie zfetelna. Nekteré buiikky DD se diky chemotaxi za 3 hodiny
posunuly az o nékolik stovek mikrometru (viz obr. 11b). Naopak u bunék DD ze tfepacky
a z media byla chemotaxe velmi slaba.

7 experimentu plyne, Ze pro chemotakticky pohyb bunék DD neni nutné bunky DD
specialné péstovat v tiepané kulture. Takovy experiment by proto mohl byt realizovan
i v podminkéch nasi laboratofe. Vzhledem k omezeni velikosti pozorovacich komitrek
geometrii transmisniho DHM vsak nemohl byt realizovan.

Obréazek 11: (a) Celkovy pohled na Petriho misku s agarézou a DD, (b) Chemotaxe pod
agarézou (butiky DD a okraj vyfiznuté jamky)

8.2.2 Pozorovani bunék DD

Pti tomto experimentu byly testovany podminky, pii kterych budou bunky DD pozoro-
vany v laboratori na VUT.

Parametry pozorovani:

e mikroskop s fazovym kontrastem Olympus CK2,
e objektiv Olympus LWD C 20x /0,40, P1,

e fotoaparat Olympus Sp-350.
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Priprava komurek a krycich sklicek: Komurky i kryci sklicka byly nejprve odmastény
jarem, oplachnuty vodou, destilovanou vodou a alkoholem a poté byly ponoieny do alko-
holu (min 70%) alesporti na 10 minut. Nakonec byly jednotlivé komurky a sklicka nechany
oschnout ve flowboxu.
Priprava bunék: Byly vyzkouseny tifi komurky. Pro lepsi manipulaci s komtrkami byly
vyrobeny do vétsi Petriho misky kolejnicky a pfidan do ni navlhéeny ubrousek, aby byla
v uzaviené misce vyssi vlhkost a komutrky nevysychaly, viz obr. 9b.
Do komtrek byly dany bunky DD takto:

- do prvni komtrky 300 pl suspenze bunék DD v mediu

- do druhé 100 pl suspenze bunék DD v mediu a 200 pl ¢istého media

- do tfeti (mensi komurky) 150 ul suspenze bunék DD v mediu
Komiirky byly ponechany cca 0,5 hodiny v klidu, aby buitkky DD vytvorily sedlinu na dné
komtrky. Poté bylo pipetou odsato medium a komurky byly proplachnuty pufrem, do
vsech komtrek bylo dano 150 pl pufru a komiirky byly priklopeny krycimi sklicky.
Pozorovani a vysledek experimentu: Ve vSech pripravenych komiirkach byly bunky DD
dobte viditelné, bylo zjisténo, ze bunky DD takto 1ze pozorovat a pti opatrné manipulaci
s komtirkami neni nutné ke komirce kryci sklicko nijak lepit nebo jinak pfipeviiovat.

8.2.3 Nataceni bunék DD

Buniky DD byly nataceny v mistnosti klimatizované na 21°C. Cilem experimentu bylo
ovérit pohyblivost bunék DD v pozorovacich komtrkach pro transmisni DHM.

Parametry pozorovani:
e invertovany mikroskop Nikon ECLIPSE TE 2000-S,
e objektiv Nikon ELWD Plan Fluor 20x 0,45,
e kamera VDS Vosskuhler, CCD1300QB,
e 1280x 1024 aktivnich pixeli,

e velikost pixelu 6,45 ymx6,45 pm.

Priprava bunék DD: 7 predeslého dne byly bunky DD pripravené v mediu a v pufru.
Z lahvicek bylo odsato medium i pufr (vZdy asi 8 ml) a bylo pipetovdano 3 ml nového
media a pufru. Buitkky DD byly nékolikrat splachnuty a setfepany z kultiva¢niho povrchu
lahvicky. Do komiirek bylo dano vzdy 150 pl bunék DD s mediem nebo pufrem. Buiky DD
byly ponechany cca 0,5 hodiny sednout, poté byly komiirky prikryty sklickem a pozorovany
pod mikroskopem. Byla pouZita vZdy jedna komtrku o tloustce 0,5 mm a jedna o tloustce
0,3 mm s butitkami DD v mediu a v pufru.

Pribéh pozorovdni: Prvni dvé pozorovani byla snimkovana po 30 s, celkovy ¢as pozorovani
byl asi 20 minut. Snimky byly zpracovany do videi. Ukézalo se, Ze na téchto videich piisobi
pohyb bunék DD velmi trhané. Bunky DD v pufru jsou patrné o néco pohyblivéjsi nez
v mediu. Protoze k bunkdm DD nebyl pfidan zadny atraktant, byl pohyb bunék DD
chaoticky, avSak pro nase pozorovani dostacujici.

Nésledné byl snimkovaci interval zkracen na 15s, celkovy ¢as pozorovani byl opét
priblizné 20 minut a snimky byly zpracovany do videi. Tento interval snimkovani byl
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dostacujici pro zaznam spojitého pohybu bunék DD. Pti pozorovani v pufru bylo v zorném
poli obsazeno pomérné malo bunék DD. V mediu byl pocet bunék DD v zorném poli
priblizné stejny jako pfi prvnich pozorovanich.

Zhodnoceni pozorovani: Buinky DD na videich tvofily ndhodné rtizné shluky, ve kterych
se obcas i spolecné pohybovaly. Pohyb bunék DD byl dostatecné intenzivni a bunky
DD vytvéarely pti pohybu zajimavé tvary, coz je dilezité pro dalsi pozorovani bunék DD
transmisnim DHM.

Obrazek 12: Bunky DD v pufru zobrazené mikroskopem Nikon ECLIPSE TE 2000-S
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9 Zobrazeni bunék DD transmisnim DHM

9.1 Priprava a prevoz bunék

Buniky DD byly pripraveny v Laboratofi katedry bunécné biologie P¥irodovédecké fakulty
Karlovy univerzity v Praze a v polystyrenovém boxu byly ve dvou lahvickach urcenych
pro kultivaci bunék prevezeny do Brna.

9.2 Biologické pracovisté v Laboratori optické mikroskopie

V Laboratofi optické mikroskopie je zbudovano provizorni biologické pracovisté, které
je od okolni laboratofe oddéleno kviili zatemnéni zavésem. Na pracovisti jsem pouzi-
vala laminarni flow-box Advantage pro pfipravy a manipulaci s bunikami ve sterilnim
prostfedi, mikroskop Meopta s klasickym fazovym kontrastem pro kontrolu stavu bu-
nek, polystyrénovy box pro zajisténi konstantni teploty pfi uchovavani bunék, transmisni
DHM, poéitacovou jednotku a drobné manipulaéni zafizeni pro pfipravu bunék (pipety,
Petriho misky, pinzety, atd).

Parametry pozorovani:

e transmisni DHM,

objektivy Nikon Plan Fluor, 20 x /0.4,

kamera SONY ICX285AL: velikost ¢ipu 2/3”,

1376 x 1038 aktivnich pixeld, 10,2 mm x 8,3 mm,

velikost pixelu 6,45 pmx6,45 pm.

9.3 Prvni série pozorovani

Bunky DD byly pro pozorovani pripraveny zptsobem popsanym v odstavci 7.2. Bunky DD
byly pozorovany v komtrkéach o tloustce 0,5 mm, pricemz kryci sklicko bylo na komtrce
pouze polozeno.

Pri téchto pozorovanich bylo tikolem ziskat zobrazeni se stejnymi parametry jako pri
pozorovani mikroskopem s klasickym fazovym kontrastem. Proto byl zpocatku zvolen
snimkovaci interval 15s. Tento interval byl pfilis dlouhy zvlasté pro pozorovani bunék
DD v pufru, které projevovaly aktivni pohyb. Snimkovani bylo proto zkraceno na interval
Ds.

Dale bylo pozorovano, ze pokud je na komtrce sklicko pouze polozeno, dochazi v di-
sledku proudéni vzduchu v mistnosti k vysychani komirky, a tim ke ztraté kontrastni
interference. Proto bylo kryci sklicko v dalSich experimentech ke komiirce lepeno vazeli-
nou.

P1i pripravé experimentu je nutné rychlé nastaveni mikroskopu a kontrastni interfe-
rence, nebot buiiky DD preziji v uzaviené komirce pouze asi 2 hodiny. Pozorovani vsak
muze zacit nejdiive 20 minut po pripraveni bunék DD do pozorovacich komiirek, protoze
buriky DD musi nejprve pfisednout k povrchu komtrky. Odumfelé buiiky DD nejsou
prisedlé, maji kulovity tvar a pohybuji se pouze jako celky patrné v disledku Brownova
pohybu.
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Na zrekonstruovanych videich z téchto pozorovani byly buiiky DD v pufru velmi pro-
tahlého tvaru a pohybovaly se pomoci panozek. Buiiky DD v mediu mély tvar mnohem
méné protazeny a panozky tvorily jen ziidka.

9.4 Druha série pozorovani

Pii téchto pozorovéanich byl snimkovaci interval zkracen na 1s. Ukolem bylo nasnimat
dostatecné mnozstvi kvalitnich snimki, aby snimky mohly byt zpracovany do delsich videi
a metodou Dynamickych fazovych diferenci.

Bunky DD byly pozorovany v komtrkach o sitce 0,5 mm, kryci sklicko bylo na komftirce
prilepeno vazelinou.

P1i pozorovani bunék DD v pufru se bunky DD hodné shlukovaly, shluky bunék DD
byly vidét i pouhym okem na dné kultivacni lahvicky. Ve zrekonstruovanych videich
byly buiiky DD opét protahlého tvaru (viz obr.13 a obr.15) a projevovaly aktivni po-
hyb. Z nékterych videi je dobfe patrny zakladni mechanizmus pohybu bunék DD pomoci
panozek.

P1i pozorovani bunék DD v mediu bylo v zorném poli vzdy pomérné velké mnozstvi
bunék DD neprotazeného tvaru (viz obr. 14 a obr.16). Aktivni pohyb pomoci panozek
neni v rekonstruovanych videich zfejmy.

9.5 Treti série pozorovani

Dale jsem se rozhodla napozorovat bunky DD v jesté kratsich ¢asovych intervalech a sou-
stredit se predevsim na mechanizmus pohybu bunky DD a tvorbu panozek.

Interval snimkovani byl zkracen, pouzité objektivy zlstaly stejné. Bunky DD byly
pozorovany v komtrkach o tloustce 0,5 mm, kryci sklicko bylo na komiirce pfilepeno va-
zelinou. Snimkovani bylo nastaveno na interval 0,6s a 0,2s.

Na videich rekonstruovanych z obrazki snimkovanych v intervalech kratsich nez 1s
nebyl u bunék v mediu patrny aktivni pohyb a videa byla spise staticka. Pfi zpracovani
obrazki bunék v mediu i v pufru metodou postupnych fazovych diferenci se objevilo
velké mnozstvi Sumu a samotné zvyraznéni bunécéného pohybu v tomto zpracovani témer
zaniklo. Metoda nebyla schopné odlisit malé zmény probihajici v bunice DD od zmén
v okoli a pouzity interval snimkovani se tedy projevil jako nevhodny pro toto pozorovani.

Ze snimkil napozorovanych ve tieti sérii byly proto vybrany jen nékteré snimky tak,
aby byl sjednocen snimkovaci interval na 1s a vzniklé série byly zpracovany.
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Obréazek 13: (a) Zobrazeni intenzity a navazané faze bunék DD v pufru (b) Dynamické

fazové diference bunék DD v pufru
(b)

Obrazek 14: (a) Zobrazeni intenzity a navdzané faze bunék DD v mediu (b) Dynamické
tazové diference bunék DD v mediu
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Obréazek 15: 3D vizualizace navazané faze bunék DD v pufru
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Obrazek 16: 3D vizualizace navazané faze bunék DD v mediu
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9.6 Vyhodnoceni namérenych dat

Z druhé a tfeti série pozorovani bylo ziskano 11 souborti obrazki snimkovanych po 1s
bunék DD v mediu a 22 souborii obrazki snimkovanych po 1s bunék DD v pufru. Snim-
kovaci interval 1s je dostatecny k dobrému zachyceni pohybu bunky a pii dalsich zpra-
covanich nezanikd pohyb bunky v sumu. Obrazky byly zpracovany vyse popsanym zpu-
sobem ve videa zobrazujici 3D podobu bunék DD, kde tfetim rozmérem je faze. Dale
byly snimky zpracovany metodou Dynamickych fazovych diferenci s diferenénim krokem
1, ktery odpovida ¢asovému intervalu 1s, a s diferenénim krokem 20, ¢asovym intervalem
20s. V kazdém souboru byla vypoctena hodnota oznacena B, coz je stfedni hodnota veli-
kosti zmény rozlozeni faze bunky DD vztazena k celkové fazi v obrazku. Dale byla urcena
prameérna hodnota B pro medium a pufr v obou diferenc¢nich krocich, ktera charakterizuje
priameérnou relativni pohyblivost bunék DD ve smyslu piesunti jejich suché hmoty. Tyto
prumérné hodnoty B jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

prostiedi | diferen¢ni krok 1 | diferenc¢ni krok 20
medium 0,019 0,034
pufr 0,027 0,051

Tabulka 1: Primérné hodnoty B

V meéfenich se tedy podafilo prokazat, ze buitky DD jsou v pufru pohyblivéjsi nez
v mediu. Hodnota zmény rozlozeni hmoty v butice DD s diferen¢nim krokem 1 pfitom
odpovida spise drobnym zménam uvniti butiky DD a hodnata s diferen¢nim krokem 20
vice vypovida o celkovém pohybu bunék DD.

Ze zpracovanych videi je zfejmé, ze buiiky DD maji v pufru protahlejsi tvar a tvoii vice
panozky nez butiky DD v mediu. Pohyb bunek DD je v mediu i pufru spise chaoticky. Po-
kud se bunka DD pohybuje jednim smérem, dokaze za nékolik minut urazit i desitky pm.
P1i pozorovani pohyblivéjsich bunék v pufru je vsak nevyhodou maly rozmér zorného pole
transmisniho DHM. V provedenych méfenich se nepodafilo najit statisticky vyznamnou
zavislost mezi rozlozenim hmoty uvniti bunky DD v okamziku tvorby panozky a pohybem
buiiky ve sméru této panozky.
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10 Zavér

V ramci bakalarské prace jsem si nejdrive osvojila techniku kultivace bunék DD a jejich
pripravy pro pozorovani metodou klasického fazového kontrastu v Laboratofi katedry
bunécéné biologie Pfirodovédecké fakulty Karlovy univerzity.

Poté jsem zavedla kultivaci a pozorovani bunék DD v Laboratofi optické mikroskopie
na UFI FSI VUT v Brné.

Pr1i pozorovani bunék DD v transmisnim DHM jsem stanovila vhodné parametry po-
zorovani. Zpracovanim pozorovani v transmisnim DHM metodou Dynamickych fazovych
diferenci a jejim vyhodnocenim jsem potvrdila predpoklad, ze buniky DD jsou pohyblivéjsi
v pufru nez v mediu.

Uspésné jsem tak rozsifila oblast pouziti transmisniho DHM o novou aplikaci, kterou
je vyzkum dynamiky pohybu bunék DD.

Dalsi prace bude sméfovana k podrobnéjsimu vyzkumu mechanizmu pohybu bunék
DD pomoci panozek, pripadné k vyzkumu samousporadavani bunék DD na riznych na-
nostrukturach.
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Slovnik biologickych pojmu

Fylogenetickd analyza - srovnavanim nukleotidovych sekvenci DNA se snazi najit vyvojové
vztahy mezi organismy, vychazi z predpokladu, ze druhy, které jsou si genové navzajem
nejblizsi, jsou si evoluéné nejpiibuznéjsi [12]

Monofyletickd skupina - skupina zahrnujici svého spole¢ného predka a vSechny jeho po-
tomky [13]

Agaroza - pripravuje se z agaru, coz je prirodni polysacharid s vysokou gelujici schopnosti,
ktery se vyrabi z Cervenych moiskych ras, pouziva se jako zivné médium pro kultivaci
mikroorganismi a rostlin [14]

Fagocytoza - zptisob pfijimani potravy, obklopeni potravy panozkami, které se posléze
svymi konci spoji [15]

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat, zde pouzivany jako chemoatraktant, tj. chemicka
latka, na kterou buriky reaguji svym pohybem [16]

Chemotaze - pohyb organismu ¢i butiky ve sméru chemického gradientu [17]

Cytokineze - d&j, pti kterém se matefska bunka fyzicky rozdéli na dvé dcefinné buiiky [18]

Signalni transdukcni drdhy - zajistuji pfevod signélu z vnéjsku butiky do nitra buiiky [19]
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