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ABSTRAKT, KLICOVA SLOVA

ABSTRAKT

Predmétem bakalaiské prace je pozorovani zivych bunck v transmisnim holografickém
mikroskopu vyvinutém na UFI VUT a porovnani této zobrazovaci metody s mikroskopem
s fazovym kontrastem. Uvodni ¢ast je vénovana zakladnimu popisu pouZitych zobrazovacich
technik a biologii bunky. Nasleduje popis piipravy experimentl. V ¢asti vénujici se analyze
dat je popsana metoda dynamickych fazovych diferenci a navrzena metoda sledovani ristu.
Ob¢ metody byly pouzity pro analyzu experimenti popsanych v posledni ¢asti prace.
Experimenty byly zaméfeny na ziskani ¢asosbérnych dat zachycujicich bunéény cyklus a
zejména mitosu.

KLICOVA SLOVA

Transmisni holograficky mikroskop, bunéény cyklus, mitosa, dynamické fazové diference,
sledovani rastu.

ABSTRACT

The subject of the bachelor thesis is live-cell imaging in a transmitted-light holographic
microscope which was designed at the Institute of Physical Engineering BUT and comparing
this imaging method with the phase-contrast microscopy. The first part is dedicated to a basic
description of used imaging technigues and a cell biology. A description of an experiment
preparation follows. In the part dedicated to a data analysis the method of dynamic phase
differences is described and the method of growth monitoring is proposed. Both methods
were used for the analysis of experiments which are described in the last part of this work.
Experiments were focused on acquiring time-lapse data of a cell’s cycle and particularly the
mitosis.

KEYWORDS

Transmitted-light holographic microscope, cell cycle, mitosis, dynamic phase differences,
growth monitoring.
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Uvobp

Vynalez mikroskopu a jeho vyuziti v biologii znamenalo velky posun v poznani Zivota na
Zemi. MozZnost pozorovat mikroskopické objekty vedlo k objevu, Ze v§echny organismy se na
elementarni urovni skladaji z uréitych malych jednotek, zvanych buiky. Pozorovani déleni
bunék navic definitivné vedlo k zamitnuti tvrzeni, ze Zzivé organismy mohou vznikat
samovolné. Vyuziti mikroskopie rovnéz umoznilo porozumét procesim, které se Vv prirodé
odehrévaji, naptiklad dychani, fotosyntéza, rozmnozovani a mnoho dalSich.

Snaha pozorovat stile mensi a mens$i detaily bun¢k hnala rozvoj zobrazovacich metod
kuptedu. Napiiklad pomoci fluorescenénich sond muizeme pozorovat pouze jednotlivé
organely. Vyuziti ¢asticové optiky v rastrovacim elektronovém mikroskopu zase umoziuje
detailni studium povrchi bun€k. Ob&é metody maji vyznam piedev§im z hlediska studia
struktury buiiky. Pro jejich realizaci je vSak vétSinou potieba builky pevné fixovat a
vyznamn¢ tak zasadhnout do jejich zivota.

Pro sledovani chovéani buiiky nebo procesi, kterymi béhem svého zivotniho cyklu
prochazi, je potieba pouzit takové metody, které predstavuji minimalni zasah do Zivota
bunky. Dale je tu problém, Ze mnoho druhti bunék jsou transparentni a v mikroskopu se
svétlym polem obtizné pozorovatelné. Z téchto hledisek se jako vhodnym nastrojem pro
dlouhodoba pozorovani jevi interferenéni metody zobrazovani. K mikroskoptim vyuzivajicim
interferenci dvou vIn patiéi i transmisni holograficky mikroskop vyvinuty na Ustavu
fyzikalniho inZenyrstvi VUT v Brné. Predchozi pozorovani Zivych bunck prostfednictvim
tohoto mikroskopu byla zaméfena na sledovani reakci bunék po urcitém umélém zésahu,
napiiklad pfidanim toxické latky do jejich zivného roztoku, a na sledovani pohyblivosti
riznych druhti bunék.

Pfedmétem této prace je pokracovat v zapocCatych vyzkumech sledovani zivych bunck
V transmisnim holografickém mikroskopu a zamétit se na sledovani bunécného cyklu.

Uvodni &ast bakalaiské prace struéné popisuje pouZité metody zobrazovani. Mimo
transmisni holograficky mikroskop je zde popsan mikroskop s fazovym kontrastem, ktery byl
béhem experimentt také pouzit. Dalsi Cast se vénuje obecnému popisu buiiky a bunécného
cyklu. Dalsi dvé kapitoly se jiz vztahuji k experimentim. Prvni z nich popisuje praci
S bunikkami a piipravu vzorkll pro pozorovani. Dalsi se pak vénuje analyze nasbiranych dat.
Posledni Cast popisuje samotné experimenty.

BRNO 2011
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METODY ZOBRAZOVANI ZIVYCH BUNEK

1 METODY ZOBRAZOVANI ZIVYCH BUNEK

Prvni technikou pouzitou pro zobrazovani mikroskopickych objektt byl svételny mikroskop
vynalezeny Robertem Hookem v 17. stoleti v Anglii. Rozvoj vyuziti mikroskopie v biologii
nastal az v 19. stoleti, kdy némecti biologové Matthias Shleiden a Theodor Schwann
publikovali své prace, v kterych se zabyvali pozorovanim rostlinnych a zivocisnych tkéani ve
svételném mikroskopu. Ukazali, ze vSechny zivé tkan¢ se skladaji z bun¢k [5] (str. 2).

Jednim z problémt mikroskopu se svétlym polem, s kterym se védci od zacatku potykali,
bylo pozorovani transparentnich objekti. Objekty mizeme rozdélit na dvé skupiny z hlediska
jeho interakce se svétlem — amplitudové a fazové [3] (str. 100). Amplituda svételné viny
prochazejici amplitudovym objektem se snizi a detektorem jsme pak schopni zaznamenat
kontrast v intenzité svétla mezi objektem a okolnim prostiedim. Navic snizeni amplitudy
prochazejiciho svétla mize zaviset na vinové délce a objekt se pak mutize jevit jako barevny.
Naproti tomu fazovy objekt meéni pouze fazi prochazejiciho svétla, coz je ale fyzikalni
vlastnost, kterou detektor nezaregistruje. Ke generovani kontrastu je tedy potieba pouzit
odlisnou techniku osvétleni, vyuziti interference svételnych vin nebo vlastnost objektu stacet
rovinu polarizovaného svétla.

V nasledujicim textu jsou popsany dvé metody zobrazovani vyuzitelné piedevSim pro
pozorovani transparentnich objektl, které byly pouzity v experimentalni ¢asti této prace.

1.1 TRANSMISNi HOLOGRAFICKY MIKROSKOP

Transmisni holograficky mikroskop vyvinuty na Ustavu fyzikélniho inzenyrstvi VUT v Brné
je zaloZen na principu Machova-Zehnderova interferometru [9]. Schéma jeho uspotadani je na
Obrazku 1.1.

Svételny svazek jdouci ze zdroje soustavou, tvoienou matnici, clonou, interferen¢nim
filtrem a osvétlovaci ¢ockou, je rozdélen linearni difrakéni miizkou. Svazky +1. a -1.
difrak¢niho fadu tvoii pfedmétovou a referen¢ni vétev. Po prichodu soustavou, tvoienou
usmérnovacimi zrcatky, objektivy a predmétem a referencnim objektem, oba svazky
interferuji ve vystupni roviné mikroskopu. Z prostorové frekvence interferen¢nich prouzki,
zaznamenané detektorem jako intenzitu interferogramu, jsme potom schopni rekonstruovat
fazovy rozdil pfedmétové a referencni viny a intenzitu zobrazeni [1] (str. 25). Podrobny
postup rekonstrukce zobrazeni a problém navazovani fazi uvadi Janeckova H. v [1] (str. 20-
25).

BRNO 2011
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Obrazek 1.1: Schéma transmisniho holografického mikroskopu, na némz byla provadéna
pozorovani. Symboly Z; — Zs oznacuji zrcatka, IF interferen¢ni filtr, O osvétlovaci objektiv,
K1, K2 kondenzory a O;, O, objektivy [2] (str. 12).

1.2 MIKROSKOP S FAZOVYM KONTRASTEM

Mikroskop s fazovym kontrastem byl vynalezen Fritzem Zernikem v roce 1934 [3] (str. 100).
Vyuziva rozdilné délky optické drahy svétla prochazejiciho objektem a okolnim prostfedim.
To je zpiisobeno odlisnym indexem lomu nebo odlisnou tloustkou objektu. Pro vysvétleni
principu generovani kontrastu je vyhodné pouzit vektorovou representaci svétla.

Prichodem svétla pfes dany objekt dochédzi k jeho difrakci. Pak nulty difrakéni tad
nazveme nedifraktovanym svétlem a vSechny vyssi fady nazveme difraktovanym. Vysledna
svételna vlna prosla objektem je ddna souctem obou slozek. Nulty difrakéni fad odpovida
svétlu, prochazejicimu okolim objektu. Opticky kontrast je tvofen rozdilem amplitud svétla
proslého objektem (tedy interferenci difraktovaného a nedifraktovaného svétla) a svétla

BRNO 2011
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proslého pozadim (nedifraktovaného). V piipadé amplitudového objektu je difraktované
svétlo oproti nedifraktovanému posunuto o polovinu vinové délky, jak ilustruje Obrazek
1.2 a, kde vektor SA reprezentuje nedifraktovanou slozku a vektor AP difraktovanou. Vektor
odpovidajici vysledné svételné viné je dan souctem téchto vektord. Z obrazku vidime, ze
amplituda vysledného svétla je mensi nez amplituda nedifraktovaného a zména faze je nulova.
Objekt se tak bude jevit tmavsi oproti okolnimu prostiedi. V piipadé fazového objektu je
difraktované svétlo posunuto ptiblizné 0 ¢tvrtinu vinové délky. Situaci znazornuje Obrazek
1.2 b, kde vyznam vektort je stejny jako v predeslém ptipadé. Amplituda vysledného svétla je
témet stejna jako u nedifraktovaného a fazovy rozdil mezi nimi je ¢. Detektor nezaregistruje
zadny kontrast v intenzit¢ svétla mezi objektem a okolim. Obrazek 1.2 ¢ znazornuje, co se
stane Vv piipadé¢ fazového objektu, pokud posuneme o ctvrtinu vinové délky i1 slozku
nedifraktovaného svétla. Vyslednd vina dand souctem vektord SA’ a A’P‘ bude mit mensi
amplitudu, neZ nedifraktované svétlo, ¢imz pro detektor objekt zviditelnime.

Obrazek 1.2: Vektorova representace svétla proslého a — amplitudovym objektem, b —
fazovym objektem ac — fazovym objektem s posunem fize nedifraktovaného svétla
odpovidajici ctvrtiné vinové délky. Vektor SA odpovida nedifraktované slozce svétla, vektor
AP difraktované. Vektor SP je dan souétem téchto vektort [3] (str. 102-103).

Na tomto principu je zalozen mikroskop s fazovym kontrastem. PouZzijeme-li Sikmé
osvétleni objektu, naptiklad pomoci prstencovité clony, jez propusti paprsky pouze
prstencem, pak nedifraktované svétlo bude vchazet do objektivu pod definovanymi uhly.
V oblasti mezi objektivem a vystupni rovinou mizeme tedy vymezit difraktované a
nedifraktované paprsky. Nedifraktovanému svétlu pak mtzeme selektivné vlozit do cesty
dalsi fazovy objekt, ktery bude ménit o ¢tvrtinu vlnové délky jeho fazi jako na Obrazku 1.2 c.
Tento objekt nazyvame fazovym krouzkem. Situaci a ptriklad fdzového krouzku zjednodusené
zndzoriiuje Obrazek 1.3.

BRNO 2011
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fazovy krouzek  obrazova rovina

Obrazek 1.3: Idealni chod paprski pies fazovy krouzek v oblasti mezi objektivem
a obrazovou rovinou. Plnou ¢arou jsou vyznaceny paprsky nedifraktovaného svétla,

prerusovanou carou difraktovaného a Cerchovanou carou je vyznaCena opticka osa [3]
(str. 105).

Smysl posouvani nedifraktovaného svétla ve vektorové reprezentaci urcuje, zda jde
0 mikroskop s pozitivnim (faze je posunuta proti sméru hodinovych rucicek) nebo negativnim
(ve sméru hodinovych ruci¢ek) fazovym kontrastem.

Obrazek 1.3 ukazuje idedlni situaci, kdy jsou svazky paprski difraktovaného
a nedifraktovaného svétla uplné separovany. V redlném piipadé cast difraktovaného svétla
prochézi objektem témét paralelné s nedifraktovanym [3] (str. 106). Oba svazky pak budou
prochazet stejnou oblasti fazového krouzku a dojde k jejich interferenci. V piipadé
mikroskopu s pozitivnim fazovym kontrastem pak ve vysledném obrazu vznika svétla stopa.
Tomuto artefaktu fikame halo-efekt.

Mikroskop s fazovym kontrastem slouzi jako vhodny nastroj pro pozorovani
transparentnich objektii, jakym je naptiklad vétSina zivocisSnych tkanovych bunck. Vuci
buiikdm jde o neinvazivni metodu, pro pozorovani neni potieba buiky fixovat nebo jinak
upravovat. Artefakt v podob¢é halo-efektu se muze jevit jako problém pii kvantitativnim
vyhodnoceni, miize v§ak mit i pozitivni ptinos v podob¢ zvyraznéni kontrastu mezi objektem
a pozadim.

BRNO 2011
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2 POPIS BUNKY A BUNECNEHO CYKLU

Burika je zakladni stavebni jednotkou vSech organismii. Miizeme na ni nahlizet jako na vodny
roztok chemickych sloucenin ohrani¢eny membranou [5] (str. 1). Na nejnizsi arovni délime
buiiky na prokaryotni a eukaryotni. Skupina eukaryotnich bun¢k se od prokaryotnich odliSuje
DNA je u eukaryot ulozena v jadie a ma linearni strukturu. Z eukaryotnich bunék jsou
slozeny vSechny mnohobunééné organismy [5] (str. 9). Prokaryotni bunky, které zahrnuji dvé
skupiny bakterii, jadro a ostatni organely postradaji a molekula DNA je kruznicova [7] (str.
196). Mohou tvofit organizovand spoleCenstva, ale nikdy ne slozit¢ mnohobunécné
organismy.

2.1 SLOZENi BUNKY
2.1.1 CHEMICKE SLOZENI ([5], STR. 37-205)

NejcastéjSimi latkami obsazenymi v bunice jsou vedle vody, ktera tvoii 70% obsahu bunky [7]
(str. 203), molekuly, jejichz zaklad tvofi uhlovodikové ftetézce spojené stabilnimi
kovalentnimi vazbami. Tyto molekuly rozdélujeme do &étyf hlavnich skupin — sacharidy,
aminokyseliny, nukleotidy a mastné kyseliny.

Struktura monosacharidu se sklada z uhlovodikového fetézce, 2 nebo vice hydroxylovych
skupin a aldehydové, nebo ketonové skupiny. Prostiednictvim hydroxylovych skupin se
mohou molekuly monosacharidii spojovat a vytvaiet polysacharidy. Sacharidy maji pro buiiku
velky vyznam jako zdroj energie z potravy. Glykolyzou (postupnou oxidaci) totiz vznika
slouc¢enina pyruvatu, kterd je klicova pro vznik dalSich molekul obsahujicich energeticky
bohaté chemické vazby (napi. ATP — adenosintrifosfat).

Zakladnim stavebnim kamenem aminokyselin je atom uhliku, zvany a-uhlik, na ktery je
navazana aminoskupina, karboxylova skupina a postranni fetézec, tvoreny uhlovodikovym
zbytkem, kterym se jednotlivé aminokyseliny odliSuji. Aminokyseliny tvoii fetézce pomoci
peptidové vazby. Jde o vazbu mezi aminoskupinou (N-konec) jedné aminokyseliny
a karboxylovou skupinou (C-konec) druhé aminokyseliny. Retézce slozené z mnoha takovych
podjednotek (vice jak 100) nazyvame proteiny. Molekuly proteinti se odliSuji pofadim
aminokyselin v jejich fetézci a sekundarni a terciarni strukturou. Plni zdsadni roli v zivoté
buniky. Jejich obrovska variabilita, dan4 riiznym potfadim aminokyselin, jim pfisuzuje mnoho
rozliénych funkci. MozZnost vytvafet trojrozmérné konformace umoziiuje piiblizit se
postrannim fetézcim aminokyselin, které jsou jinak od sebe v rozvinutém fetézci znacné
vzdalené, a vytvofit tak vazebné misto, které muize byt vysoce selektivni pro urcitou
molekulu, tzv. ligand. MiiZou se tak naptiklad vadzat na cizi molekuly, které mohou pro bunku
pfedstavovat nebezpeci v podobé infekce, a tim ji inaktivovat. Tuto skupinu proteinil
nazyvame protilatky a jejich ligandy oznacujeme jako antigeny. V dalSim piipadé mohou
vytvofenim vazby s ur¢itou molekulou katalyzovat jeji reakci ve vysledny produkt. Jde
0 proteiny zvané enzymy a jejich ligandy nazyvame substraty.

Mastné kyseliny jsou tvoteny dlouhym uhlovodikovym fetézcem, na jehoz konci se nachazi
karboxylova skupina. Podobné jako sacharidy maji vyznam zdroje energie, nebot’ jejich
postupnym odbourdvanim vznikaji slouceniny potiebné pro vznik vysoce energetickych
vazeb. Lipidy jsou derivaty mastnych kyselin, které obsahuji hydrofobni konec v podobé
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uhlovodikového fetézce a hydrofilni konec, ktery predstavuje hydrofilni skupina navadzana na
karboxylovou skupinu mastné kyseliny. Ve vodé¢ mtze dojit ke spojeni hydrofobnich koncti
a vytvoteni dvojné vrstvy lipidi, coz je princip tvorby bunéénych membran.

Posledni hlavni ttidou latek obsazenych v buice jsou nukleotidy. Jde o slouceniny tvotfené
pentosou (pétiuhlikaty cyklicky monosacharid), fosfditovou skupinou a bazi, coz je cyklicka
sloucenina obsahujici atomy dusiku. Rozeznavame pét typa bazi — adenin, guanin, cytosin,
uracil a thymin. Pfitomnosti fosfatovych skupin spojenych vysoce energetickymi vazbami
maji nukleotidy vyznam pienaSeci energie. Pfikladem je jiz zminény ATP. Podobné jako
aminokyseliny vytvareji i nukleotidy fetézce prostiednictvim fosfodiesterové vazby mezi
fosfatovou skupinou a pentosou. Spojovanim nukleotidli vznikaji nukleové kyseliny.
V ptipad¢€, ze pentosou je ribosa, jde o ribonukleovou kyselinu, oznacovanou jako RNA.
V piipad¢, Zze se na misté petiuhlikatého fetézce nachazi deoxyribosa (od ribosy se odliSuje
postavenim jedné hydroxylové skupiny vici roviné molekuly), mluvime o deoxyribonukleové
kyselin€é, oznacované jako DNA. Ob¢ kyseliny mohou vytvéaret pomoci vodikovych vazeb
mezi bazemi dvousroubovicovou strukturu. Pofadi par bazi v nukleové kyseliné ma vyznam
genetické informace prenasené do tvorby proteinti (podrobné&ji [5], str. 211-240).

2.1.2 BUNECNE KOMPONENTY

Cytoplasma ([5], str. 513-542)

Cytoplasmou rozumime vnitini obsah buiikky mimo jednotlivé organely. Z velké casti je
tvofena molekulami vody, dale obsahuje ribosomy, ribonukleové kyseliny, enzymy, ionty
a dalsi latky. V cytoplasm¢ se odehravaji dulezité reakce, napiiklad syntéza proteina
a mastnych kyselin, glykolyza, apod.

Déle se zde nachazeji dlouhd proteinova vldkna, kterd wvytvafeji prostorovou sit,
oznacovanou jako cytoskelet. RozliSujeme tfi druhy téchto vlaken podle funkce, tloustky a
pruznych vlastnosti.

Aktinova viakna jsou nejuzsi (pramér 6-8 nm, [7], str. 204) a zabiraji ze vSech tii typa
nejvetsi cast bunky. Vznikaji polymeraci aktinového monomeru, ktery se nachazi volné v
cytoplazmé. Aktinové vldkno je nestabilni a depolymeruje velmi rychle. Tim je vSak
umoznéna rychla zména jeho tvaru. Na aktinovém vldkné¢ se nachdzeji vazebnd mista pro
urCité druhy proteind, které méni jeho tvar, délku, vzajemné uspotfadani a dalsi vlastnosti.
Umozinuji také nékterym proteinim posouvat podél vlaken organely. Aktinova vlakna maji
také vyznam pro pohyb builkky po povrchu. Odpovédna jsou za to predev§im vldkna
soustfedénd ve vrstvé pod plasmatickou membrénou. Této vrstvé fikdme bunécény kortex.
Polymerovand vlakna vysouvaji membranu na okraji buiiky v podobé tenké listovité struktury
nebo uzkych vybeézkl. Jejich funkci je prozkoumavat okoli a nalézt vhodné misto pro
uchyceni. Jakmile se tak stane, dojde k vylouceni proteinti, které vytvoii kovalentni vazby
S povrchem. Buiika se na daném misté ptichyti a kontrakei aktinovych vldken s myosinovymi
uvnitf butiky se jeji zadni ¢ast pfesune smeérem dopiedu.

Dalsimi vlakny jsou mikrotubuly. Jsou nejtlustsi a nejméné ohebné. V1dkno mikrotubulu je
podobné nestabilni jako aktinové a je vytvaifeno polymeraci dimeru molekuly tubulinu do
tvaru dutého vélce z centralniho mista, zvaného centrosom, v kterém se nachéazeji tubulinové
prstence slouZzici jako nukleacni mista pro polymeraci vlakna. Podél mikrotubulovych vldken
dochazi k transportu latek a pfesouvani organel.

Oproti piedchozim dvéma typtim proteinovych vlaken vykazuji stredni filamenta vysokou
pevnost a odolnost. Na spodku membrany kryjici jadro vytvareji jadernou laminu, odkud
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vybihaji do cytoplasmy smérem k plasmatické membrané. Brani mechanickému poskozeni
buiiky a zprostfedkovavaji spoje mezi sousednimi bunkami.

Jadro ([7], str. 208)

V jadie buniky je ulozena témer veSkera genetickd informace. Zaroven zde dochazi i k jeji
replikaci a expresi. V jadie se nachazi chromatin, coz je komplex RNA, DNA a proteind.
Jaderny obal tvofi dvé membrany pireruSované pory, kde dochazi k vyméné latek
S cytoplasmou. Vnitfni membranu pokryvaji stfedni filamenta, vytvarejici jadernou laminu.
Na vnéj$i membrané jsou pak prichyceny ribosomy, na kterych dochéazi k syntéze proteind.
Vnéj$i membrana piechazi postupné v endoplazmatické retikulum, kde dochéazi k syntéze
lipidt a dalSich proteind a k jejich transportu. Soucasti jadra je jadérko, kde se nachazi DNA
obsahujici geny kddujici ribosomalni RNA.

Mitochondrie ([7], str. 210, [5], str. 407-442)

Mitochondrie jsou malé organely s dvojnou membrénou, vlastni kruznicovou DNA
a ribosomy kodujicimi nékteré mitochondrialni proteiny. Jsou podobné bakteriim a ptivodné
mohly existovat jako samostatné bunky a az s postupem casu se vytvotil symbioticky vztah
s eukaryoty. Hlavni funkci mitochondrii je aerobni energeticky metabolismus. Na vnitinim
povrchu spodni membrany probiha citratovy cyklus, pii némz se uvoliiuje energie pro syntézu
molekul ATP, kter¢ jsou pak transportovany do mista spotieby energie.

Plasmaticka membrana ([5], str. 347-368)

Plasmatickd membrana se skladd ze dvou vrstev molekul lipidd ptfilozenych svymi
hydrofobnimi konci k sobé. Zakladni funkci membrany je ochrana vnitiku bunky a transport
latek. Dale se v membrané nachdzeji proteiny majici vyznam receptord, enzymu nebo
zprostiedkovavaji transport latek.

2.2 BUNECNY CYKLUS ([5], STR. 547-590)

Pro zachovani kontinuity zivota je klicova piesna replikace genetické informace a jeji pienos
na novou generaci. V piipadé¢ bunék se jedna o zkopirovani celého genomu (souboru genii)
ajeho rozdéleni mezi dvé dcefiné bunky. Mimo genom musi byt rovnéz replikovany
i vSechny ostatni bunétné komponenty a piesné roztiidény pied samotnym rozdélenim
pivodni bunky. Cely proces musi byt peclivé koordinovan a veskery sled téchto udalosti,
béhem kterého musi buiika zdvojndsobit sviij obsah a spravné jej roztfidit, oznacujeme jako
bunéény cyklus. Jeho schematické znazornéni pro eukaryotni buiiku je na Obrazku 2.1.
Sklada se ze dvou hlavnich ¢asti — interfaze a M-faze.
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Interfaze
profaze cytokineze
prometafaze telofaze
metafaze anafaze

Obrazek. 2.1: Schéma bunééného cyklu eukaryotni buniky [5] (str. 54).

Interfaze je dale rozdélena do tii ¢asti — fazi G, Sa G,. Béhem fazi G; a G, dochazi
k ristu buniky a replikaci organel obsazenych v cytoplasmé. V S-fazi se replikuje DNA
obsazend v jadfe (podrobnéji [5], str. 197-273). Ob¢ rlstové faze slouzi buiice navic jako
ptiprava pro faze S a M, kdy se miize bunéény cyklus pozastavit a buiika tak ziska cas pro
dalsi rtst a presnou replikaci organel v cytoplazmé. Zdvojnasobi-1i buiika pocet vSech organel
a uspeésné zreplikuje svoji DNA, je faze G, ukoncena a cyklus pfechazi do konecné M-faze,
ktera se dale d¢li do dalSich Sesti Casti. Souhrnné zahrnuje déleni jadra, neboli mitosu,
a rozdéleni cytoplasmy.

Nasledujici text se vztahuje pouze k eukaryotni bunice. Prvni Casti M-faze je profdze.
Béhem ni dochazi ke kondenzaci chromatinu, ktery se tak zformuje do jednotlivych
chromozomu, tvofenych vzdy dvéma sesterskymi chromatidami, které obsahuji jiz
replikovanou DNA. Dtvodem, pro¢ tento proces probiha, je snazsi rozdéleni chromozomu
mezi dvé dcefiné buiiky nez v ptipadé nekondenzovaného chromatinu. Sesterské chromatidy
jsou mezi sebou spojené a priblizné uprostied dochazi k jejich zizeni v misté nazyvaném
centromera. Zde se Vv probihajici profazi vytvari na kazdé chromatidé proteinovy komplex
kinetochor, ktery bude mit pozd¢ji klicovy vyznam. Béhem piechodu z faze G, do S [8] (str.
135) byly vytvoreny duplikaty centrosomu, které nyni piedstavuji poly pro formovani vlakna
mikrotubulti, jejichz spojenim vznikne mitotické vieténko, které ma vyznam pravé pro
spravné rozdeleni genetické informace mezi dcefiné buriky, tedy vytvofeni dvou identickych
jader.

Rozpadem jaderného obalu zalina prometafize. Chromozomy se vtomto okamziku
dostavaji do prostoru cytoplasmy k mitotickému vieténku, na jehoZz vldkna se navazou
prostiednictvim kinetochort. Kazda sesterska chromatida se prostfednictvim svého
kinetochoru navaze smérem k jinému polu vieténka.

Nésleduje metafaze, béhem niz se chromozomy pohybuji podél vieténka, az se srovnaji
V roving uprostied mezi obéma poly vieténka. Nazyvame ji ekvatoridlni rovinou. Poté dochazi
k oddéleni sesterskych chromatid. Tento proces oznacujeme jako anafdzi A. Vlakna vieténka,
na kterych jsou navazany chromozomy, jsou pfitahovana k polim a na chromatidy tak plsobi
opacné sily, které je od sebe oddéli. V anafazi B dochdzi poté ke vzdalovani pola vieténka
pomoci dalSich mikrotubulovych vlaken.
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Oddé¢lené chromatidy jsou poté piiblizovany k polim vieténka a dojde tak k jejich
soustfedéni v jednom misté. Muze tak zacit telofdze, béhem které se kolem izolovanych a
soustfedénych chromatid tvoii jaderny obal a vznika tak nové jadro. Tim je mitosa ukoncena.
Po mitose pokracuje déleni buniky oddélenim cytoplasmy a vSech organel, které jsou v ni
obsazené. Tento proces nazyvame cytokinezi. U zivocisSnych bunék zacind jiz na konci
anafaze, kdy se zacind tvofit kontraktilni prstenec z aktinovych a myosinovych vldken
Vv ekvatorialni roviné mitotického vieténka na wvnitini strané cytoplasmatické membrany.
Stahovanim prstence se v membrané vytvoii ryha, kterd se dale prohlubuje a postupné
rozdéluje a izoluje od sebe dve oblasti cytoplazmy. Ke konci se zformuje pouze tzky most
spojujici ob¢€ ¢asti, jehoz prerusenim dojde ke kone¢nému rozdéleni na dvé dcefiné bunky.
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3 PRIPRAVA EXPERIMENTU

Ziskani kvalitnich snimkt jakoukoli mikroskopickou technikou je kliCové pro nasledné
zpracovani. V piipad¢ transmisniho holografického mikroskopu jde zejména o kvantifikaci
fazovych zmén indukovanych objektem. Pozorovani probihajici po delsi dobu (naptiklad
nékolik dni) a moznost porovnani jednotlivych experimentii mezi sebou jesté vice zvysuji
naroky na kvalitu snimkt. Tyto nalezitosti vyzaduji jednak precizni nastaveni mikroskopu
a jeho osvétleni pro minimalizaci Sumu v obrazu a také peclivou piipravu vzorku pro samotné
pozorovani véetné veskerych procesi, které jemu piedchazeji. V ptipadé pozorovani zivych
bunck jde zejména o jejich kultivaci, Setrné zachdzeni pfi jakékoli manipulaci a vhodné
nastroje pro piipravu vzorku. Tato kapitola popisuje podrobnéji jednotlivé kroky ptipravy
vzorku pro pozorovani v transmisnim holografickém mikroskopu a v mikroskopu s faizovym
kontrastem.

3.1 KULTIVACE A MANIPULACE S BUNKAMI

Pti kultivaci a manipulaci s bunikami je nutné dbat na zvySenou cistotu pracovniho prostiedi.
Zabranime tak ptipadné kontaminaci pozorovanych bun¢k a vyvarujeme se vniku necistot do
vzorktli uréenych pro pozorovani.

Pro rtst bunék pouzivame inkubator Sanyo MCO-18AIC, ktery udrzuje sterilni prostiedi
s nastavitelnou teplotou a koncentraci CO,. Pfi manipulaci s bunkami je rovnéz dulezité
pracovat Vizolovaném sterilnim prostfedi, k ¢emuz slouzi laminarni flow-box MSC
Advantage. Laminarni proudéni vzduchu zabranuje vniku necistot do vnitiniho prostoru.
Vsechny néstroje a nadoby, které pouzivame, musi byt sterilni.

Pro dlouhodobé skladovani jsou buiiky uchoviany ve stavu hlubokého zamrazeni
v kapalném dusiku. V procesu experimentt uchovavame burnky ve stavu, ve kterém jsou
piipraveny na okamzité nasazeni do kultury. Proto je udrzujeme ve zkumavkéach ve formé
suspenze V kultivacnim médiu pii teploté kolem 5 °C. V téchto podminkéch vydrzi bunky
V dobrém stavu v zavislosti na druhu fadové dny.

Uchovani ve zkumavce ve formé suspenze ma prakticky vyznam, nebot’ v tomto stavu
muzeme urcit koncentraci bun€k (napf. pomoci Biirkerovy komurky), tj. mnozstvi bunék
piipadajici na jednotkovy objem kultivaéniho média a mizeme tedy snadno odebrat objem
s odpovidajicim pozadovanym poc¢tem bun¢k.

Kultivace

Po resuspendaci uchované suspenze odebereme pipetou objem média s pozadovanym poctem
bunck a naneseme jej na kultivacni povrch. Kultivatnim povrchem mize byt piimo kryci
sklicko, chceme-li hned provadét pozorovani, nebo kultivaéni nadoba, pokud pottebujeme
bunky péstovat. Nadobu doplnime kultivaénim médiem a vlozime do inkubatoru. Produktem
probihajiciho metabolismu bun€k jsou latky, které snizuji pH roztoku. Pomoci vhodného
indikatoru, ktery kultiva¢ni médium obsahuje, miZzeme tento proces kontrolovat a v piipadé
potteby kultivaéni médium odsat a doplnit novym.

Jednoduchym kultivaénim médiem je MIH. Tabulka 3.1 udava jeho sloZeni. Pro
pozorovani je vhodné pouZit roztok M1H bez pH indikatoru a s pfidanim pufra stabilizujicich
pH roztoku. Tuto modifikaci oznac¢ujeme jako F10.
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Tabulka 3.1: Slozeni roztoku M1H o objemu 0,5 I [1] (str. 32) (nedava to ptesné 0,5 1).

Latka Mnozstvi v ml | Popis

H-MEMd 450 kultivatni médium, smés aminokyselin a soli

ATB 2,5 antibiotika

glutamin 5 aminokyselina, meziprodukt v metabolismu dusikatych
latek

FTS 45 fetalni teleci sérum (proteiny)

fenolova pH indikator

Cerven

Trypsinizace

Rust bunék kontrolujeme v mikroskopu s fazovym kontrastem. Zjistime-li, Ze bunky vytvofily
konfluentni porost (husté pokryvaji cely povrch kultivatni nadoby), je tfeba buiky
ztrypsinizovat. Jde o proces, pii kterém oddélime buiiky od povrchu a vytvofime novou
zasobni suspenzi. Slozeni roztoku pro trypsinizaci udava Tabulka 3.2. Z kultiva¢ni nddoby
odsajeme médium a povrch 2x oplachneme roztokem PBS v mnozstvi 2x 2,5 ml pro Petriho
misku o pruméru 60 mm. Pro trypsinizaci 2x oplachneme povrch roztokem trypsinu
v mnozstvi ptiblizné 2x 0,7 ml a koncentraci, kterou udava pro pouzité bunky Tabulka 3.4.
Pti druhém oplachu roztok v nddob€ nechdme, pohybem nadoby se ujistime, Ze pokryva cely
povrch, a umistime na 5 minut do inkubatoru. Probiha proces oddélovani bunék od povrchu,
ktery kontrolujeme v mikroskopu s fazovym kontrastem. Zjistime-li, Ze jsou vSechny bunky
oddélené a nevytvareji velké shluky, ptidame do nadoby mensi mnozstvi kultivacniho média
(pro vyse uvedenou Petriho misku 2-4 ml v zavislosti na druhu buriky) a peclivé promisime.
Veskery objem odsajeme a umistime do zkumavky. Z nové vytvofené suspenze miiZeme
odebrat urcité mnozstvi pro dalsi péstovani nebo pozorovani a cely proces tak znovu
opakujeme. Zbylou suspenzi umistime do lednicky pro pripadné pozd¢jsi pouziti.

Tabulka 3.2: SloZeni roztoku pro trypsinizaci (mnozstvi trypsinu a EDTA zavisi na typu
bunky) [1] (str. 31).

Latka Popis

PBS 3% fyziologicy solny roztok

trypsin enzym, $t€pi proteiny

EDTA synteticka aminokyselina, inaktivuje enzymy
Prehled bunék

Tabulka 3.3 udava typy v experimentech pouzitych bunék s jejich popisem. Tabulka 3.4 pak
obsahuje doporucené udaje pro kultivaci.

Tabulka 3.3: Typy bunék [2] (str. 31).

Typ buiky Popis

LF lidské podkozni fibroblasty

A3 potkani metastatické sarkomové buiky derivované z nemetastatické
potkani sarkomové linie K2
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A3 caRho modifikace A3 s expresi Rho (gen kodujici fluorescenéni sondu)

A3 MLC modifikace A3 s overexpresi MLC (gen kodujici fluorescencni sondu)

Tabulka 3.4: Udaje pro kultivaci jednotlivych druh bungk.

Druh bunky M¢édium Tryp. roztok Nasazeni (Petriho miska s pram.
60 mm)

LF M1H + 1%FCS | 0,25% Tr 500 tis. — 1 mil.

A3 a modifikace | M1H 0,25% Tr 100 — 200 tis.

3.2 PRIPRAVA VZORKU PRO POZOROVANI

Pro ¢asosbérné pozorovani bunék v mikroskopu s faizovym kontrastem je mozné pouzit ptimo
kultiva¢ni nadobu s krycim sklickem na dn¢. Vhodnou je napiiklad Petriho miska o priméru
do 60 mm. Pro zabranéni kontaminace je vhodné nadobu izolovat napiiklad parafinem.
Ptiprava vzorku je tedy velmi jednoduchd a navic umoZnuje rychlou vyménu kultivaéniho
média, provadime-li dlouhodobé pozorovani.

Pro pozorovani v transmisnim holografickém mikroskopu tyto kultivaéni nadoby pouzit
nelze. Hlavni divod predstavuje nutnost pouziti dvou objektli, jednoho s pozorovanymi
objekty a druhého jako referenc¢niho. Optické drahy obou vétvi by se mély v idedlnim ptipadé
li§it pouze pozorovanymi objekty, ¢ehoZ bychom naptiklad v pfipadé¢ Petriho misek
nedocilili. Ve vSech experimentech v transmisnim holografickém mikroskopu byly tedy
pouzity stacionarni komurky, v kterych je objem média pfesné urCen vySkou komurky.
Jednoduché schéma stacionarni komurky je na Obrazku 3.1.

1cm

kryci sklicko
0,5 mm / :
vazelina

|_— kovové mezikruzi

<4

lepidlo

Obrazek. 3.1: Schéma uzaviené stacionarni komtrky. Rozméry vlevo nahote urcuji métitko
V podélném a svislém sméru.

Pro vyrobu stacionarni komurky jsou potieba dvé kryci sklicka, kovové (nerezové) nebo
silikonové mezikruzi, lepidlo, vakuova vazelina, detergent, deionizovana voda a alkohol [1].
Kovové mezikruzi nejprve oéistime ve vodé s detergentem a poté vlozime na nékolik hodin
do alkoholu. Poté k nému ptilepime kryci sklicko o stejném vnéjSim priméru. Takto mame
piipravenou otevienou komirku pro naneseni bun€k. Pfed nanesenim ponotfime komirku na
1 hodinu do alkoholu a nechame oschnout. Suspenzi s buitkami poté naneseme do prostoru
komirky umisténé v Petriho misce a doplnime kultivatnim médiem. Uzavienou misku
s komiirkou vloZime do inkubatoru. Je-li mezikruzi pfili§ tenké a mnozstvi média by bylo
ptili§ brzy vycerpano, celou komirku ponofime do kultivaéniho média v Petriho misce
a suspenzi s bunkami poté pipetou kapneme do prostoru nad komtirkou. Bunky klesnou na
kultivaéni povrch a po né€kolika minutdch k nému pfilnou. Komirku potom mizeme

BRNO 2011 22



PRIPRAVA EXPERIMENTU

kontrolovat v mikroskopu s fazovym kontrastem a sledovat rust bun¢k. Budeme-li povazovat
hustotu bun¢k za dostateCnou pro potieby pozorovani, odsajeme veskeré médium, mezikruzi
osusime a potfeme vakuovou vazelinou, ktera zajisti vzduchotésny spoj. Komurku po okraj
doplnime pozorovacim roztokem a uzavieme sterilnim krycim sklickem. Referencni komtirku
o stejnych rozmérech ptipravime podobnym postupem s jedinym rozdilem, ze do prostoru
komurky naneseme pouze pozorovaci roztok. S takto pfipravenou komtrkou muzeme hned
zapoCit s pozorovanim, je vSak vhodné ji umistit na kratkou dobu do inkubétoru pro
stabilizaci bun¢k.

3.3 POZOROVANI V TRANSMISNIM HOLOGRAFICKEM MIKROSKOPU [2]

Béhem pozorovani v mikroskopu je nutné udrZovat teplotu prostfedi na stalé hodnoté, ktera je
pro Zivotni cyklus bunék optimalni, tedy 37 °C. Transmisni holograficky mikroskop obsahuje
dva topné systémy pfipojené k regulatorim elektrického proudu. Prvni systém tvofeny sérii
rezistori vyhiiva betonovou desku tvotici podstavec pro mikroskop. Nastavenim regulatoru
na 65 °C se teplota vzduchu uvnitf krytu mikroskopu ustali pfiblizné na 35 °C. Druhy systém
tvofeny spirdlou navinutou v duralové vlozce vyhiiva piimo stolek se vzorkem. Tento
regulator nastavime piimo na pozadovanych 37 °C.

Pted vlozenim obou objektii pro pozorovani je nutné provést justaz a nastaveni mikroskopu
pro pozorovani. Podrobny postup uvadi [2] (str. 13-15).
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4 ANALYZA DAT

Principem mikroskopu s fazovym kontrastem pro zobrazovani transparentnich objektd je
zvySeni kontrastu obrazu ovlivnénim posuvu faze paprsku nedifraktovanych vaéi parskim
difraktovanym objektem. V piipadé transmisniho holografického mikroskopu dochazi ve
vystupni roviné k interferenci svétla z predmétové a referencni vétve. Pozorujeme tedy
interferogram, v némz je rozdil fazi svétla mezi obéma vétvemi transformovan na zménu
prostorové frekvence interferenénich prouzkl. Z interferogramu lze rekonstruovat rozlozeni
intenzity a zménu faze v zorném poli [1] (str. 20-25).

4.1 VYZNAM ZMENY FAZE

Vsechny vztahy a odvozeni v nasledujicim odstavci jsou upraveny podle [3] (str. 100-107).
Kli¢ovou veli¢inou pro vyhodnoceni snimkt z transmisniho holografického mikroskopu je
zména faze svétla prochdzejiciho danym objektem wici svétlu prochazejicimu referenci.
Zména faze svétla je spojena s dalSimi fyzikdlnimi vlastnostmi objektu.

Féazovy rozdil svételnych svazkli jdoucich po riznych drahach, oznaceny jako ¢, je dan
vztahem

-2, (4.2)

kde 1 je vinova délka prochazeciho svétlaa & je rozdil délek optickych drah, ktery je uréen
vztahem

&M =d,—d,, (4.2)

kde dy a d; jsou délky optickych drah svételnych svazka jdoucich po dvou ruznych drahach.
Na piikladu pozorovani v transmisnim holografickém mikroskopu odpovida dy optické draze
v piedmétové vétvi a d; draze v referenéni vétvi. Piitomnost objektd v predmétové vétvi
(naptiklad bun€k) bude mit vliv na délku optické drahy.

Délka optické drahy pak souvisi s indexem lomu n prostiedi, kterym svétlo prochazi,
a tloustkou objektu t podle vztahu

d=nt. (4.3)
Rovnici (4.2) miizeme piepsat na
A =(n,—nt, (4.4)
Vv piipad¢ Ze tlouStka obou objektt je stejna a lisi se index lomu, nebo
A =n(t, -t,), (4.5)
Vv piipadé, ze je konstantni index lomu a rozdilna je tloustka objektt [3] (str. 102). V ptipadé
transmisniho holografického mikroskopu pozorujeme objekty ve staciondrnich komurkach

popsanych v odstavci 3.2. Situaci znazornuje Obrazek 4.1. V piipad¢€, ze mame dvé identické
komitrky, pak fazovy rozdil v daném bod¢€ o tloustce objektu (buiiky) to bude urcen pouze
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touto tloustkou a rozdilem indexd lomu tohoto objektu a prostiedi, které jej obklopuje. Je
tedy zfejmé, Ze pro jeho vypocet pouzijeme vztah (4.4). Vyrobit identicka kryci sklicka
a mezikruzi pochopitelné nelze. Klinovitost skli¢ek nebo rozdilné vysky komirek by vsak
zpusobily pouze ndklon rekonstruované faze nebo posun pozadi o urcitou hodnotu. Oba
faktory se daji kompenzovat naslednym zpracovanim obrazu.

Referenéni komUrka Komlrka s pfedmétem
t t N
[ R S I I U
: for [0

Obrazek 4.1: Schematické znazornéni stacionarnich komirek pouzZitych pro pozorovani
V transmisnim holografickém mikroskopu.

Index lomu ng ur€itého roztoku, ktery se sklada z rozpoustédla a jedné rozpusténé latky,
mizeme vyjadfit pomoci vztahu

n,=n +aC,, (4.6)

kde n, je index lomu rozpoustédla, Cs, je hmotnostni koncentrace dané rozpusténé latky
V jednotkach g/100 ml a a je specificky refraktivni pfirstek rozpusténé latky k indexu lomu
urcitého rozpoustédla, zvysi-1i se jeji koncentrace o 1 g v objemu 100 ml. Ziskali jsme tedy
vztah, ktery dava do souvislosti koncentraci suché hmoty (rozpusténé latky) a index lomu
roztoku.

Objekt jako napiiklad zivou buniku mizeme zjednodusené pokladat za smés proteini
rozpusténych ve vodé. K takovému zjednoduSeni nas opraviiuje fakt, ze vnitfek bunky
vypliuje z velké cCasti cytoplasma, coz je vodny roztok, obsahujici celou fadu molekul,
pievazné vSak proteinit [5]. Index lomu vnitiniho obsahu pak bude umérny koncentraci
proteinti podle vztahu (4.6), kde a je primérnou hodnotou pro vSechny proteiny.

Ze vztaht (4.4) a (4.6) plyne, Ze fazovy rozdil v daném bod¢ a Case zavisi na vinové délce
A, indexech lomu n; a ny, tloustce objektu t, specifickém refraktivnim pfirdstku a a
koncentraci Cg,. Veli¢iny A, N1 a a povazujeme za konstanty. Specificky refraktivni pfirdstek
o zavisi na druhu rozpoustédla a rozpousténé latky. Déale se méni 1 v zavislosti na zménach
pH, teploté a vinové délce osvétleni [3]. Neménnost teploty a vinové délky osvétleni miizeme
snadno zajistit, vliv pH na zménu refraktivniho pftiristku neni vyrazny [2] (str. 39-40).
Jedinymi proménnymi jsou pak pro dany druh rozpoustédla hmotnostni koncentrace Cgp, ktera
vyjadfuje mnozstvi suché hmoty V jednotkovém objemu a vyska buiiky t.

4.2 DYNAMICKE FAZOVE DIFERENCE (DPD)

Vztahy a odvozeni v nasledujicim odstavci jsou ptevzaty, piipadné upraveny z [2] (str. 41-
46). Fazovy rozdil zpisobeny objektem oproti prostedi, které ho obklopuje, mizeme ziskat
rekonstrukci z interferogramu z transmisniho holografického mikroskopu. Rovnici (4.1)
mizeme potom s vyuzitim vztahti (4.4) a (4.6) piepsat do tvaru
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27 27 27
¢:&17:(n0_n1)t7:(nr+aCsh_nl)t7' (47)

Za ptedpokladu, ze veli¢iny a, 4, Ny a n, jsou konstantni v ¢ase a prostoru, mizeme pro dany
bod vztah (4.7) zjednodusit na

= AIC,, +Bt, (4.8)
(D sh

kde A a B jsou konstanty. Pozorujeme-li bunku v ¢ase, hmotnostni koncentrace i tloustka
bunky jsou funkce ¢asu i prostoru. Potom (4.8) piejde na

¢ =p(xy,7)= A% y,7)Cq (X y,7)+ Bt(X,y,7), (4.9)

kde 7 vyjadfuje ¢as a x a y jsou polohové soutadnice zorného pole.

Dynamické fazové diference (DPD) pak definujeme jako rozdil hodnot faize v jednom bodé
V rizném case. Veli¢inu oznacme jako A¢. Dale definuyme A¢p; jako fazovou diferenci mezi
hodnotami f4ze nasledujicimi po sobé s odstupem urcitého Casového intervalu dr pomoci
vztahu

Aoy (X, Y,7) = (X, y,7+57)— (X, y,7). (4.10)

Tuto veli¢inu nazveme postupnymi DPD. Nebo muzeme definovat Agp;, jako
App, (%, Y,7) = pX,¥,7) = 0%, y,7,), (4.11)

kde 79 oznacuje urcity pocateéni okamzik. Veli¢inu nazveme DPD vzhledem k pocdtku.

Jednim z praktickych vyznamii tohoto vyhodnoceni je piehlednéjsi vizualizace pohybu
objektu, resp. jeho suché hmoty. Prevedeme-li ziskanou rekonstrukci faze do digitalni
podoby, pak jeji vizualizaci miZeme realizovat pfifazenim odstinové $kaly dvou ruznych
barev zvlast' pro kladné a zvlast pro zaporné piirastky DPD. Vse ilustruje Obrazek 4.2.

50 pm

a ————r b C

Obrazek 4.2: Znézornéni dynamickych fazovych diferenci (DPD) [2] (str. 45): a —
rekonstrukce faze snimku pofizeném v Case 7, b— v case 7+ 20 s, ¢ — DPD mezi obéma
snimky. Cervena $kila odpovida mistim s pfiristkem suché hmoty, zelena $kéla ibytkiim
suché hmoty. Mé&fitko je stejné pro vSechny tii obrazky.
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Na snimcich a a b se nejevi zddny rozdil ve zméné rekonstruované faze, prestoze jde o
snimky potizené v odstupu 20 s. Pomoci DPD Vv obrazku ¢ vSak ziskdme mnohem piesnéjsi
informaci o zméné rozlozeni suché hmoty.

Digitalizaci obrazu pievedeme spojité¢ veli¢iny X a Yy, oznacujici polohu bodu v zobrazeni
zorného pole, na diskrétni hodnoty i a j, urcujici polohu pixelu.

Nyni spocitejme thrnnou zménu faze v celém zorném poli. Definujme veli¢inu Aq pro
dany snimek q z ¢asosbérné série jako aritmeticky pramér souctu vSech kladnych a souctu
v§ech zapornych hodnot veliC¢iny Agp; pies vSechna i a j pomoci vztahu

2.2 A0, J)+ZZA¢'DM (i, )

A, =
sz:[¢q+1(i, J) ]+ZZ[¢q ¢q+1 J)]

2

pro App (i, j)>0 a Ap'y, (i, j)>0. (4.12)

Casovy interval o je ¢as mezi pofizenim snimku g a snimku g+1. Vydé&lenim veli¢iny A,
konstantou A odvozenou pomoci vztaht (4.7) a (4.8) a vynasobenim plo§nym elementem &S
ziskame veli¢inu Awg, ktera je rovna hmot¢ pfemisténé mezi zdznamem snimkl g a g+1 na
této plose [2] (str. 45):

éSAqws

413
A 2ne ( )

A\Nq_

Hodnota JS oznacuje plochu objektu odpovidajici jednomu pixelu zobrazeni. Pro
zaznamenani pribéhu Casosbérnych experimentl staci zaznamendvat pouze veliCinu Aq. Pfi
vypoctu veli¢iny Aq pomoci vztahu (4.12) je zfejma disproporce pro riiznou velikost objektu.
Znamena to, ze sledujeme-li dva objekty zabirajici v zorném poli rizné¢ velkou plochu
a ziskame-1i stejnou hodnotu A, pak je zfejmé, ze pohyblivost obou objektt bude odlisna. Je
tedy vhodné zavést normovanou veli¢inu By danou timto vztahem:

_ Ay
B, = m (4.14)

4.3 SLEDOVANI RUSTU

Hmotnostni koncentrace Csp, je definovéna vztahem
m
Co= (4.15)
kde mg je hmotnost rozpusténé latky B vroztoku o objemu V [4]. Casovou zavislost

hmotnostni koncentrace vyjadiime upravou vztahu (4.15) na
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C..(r)= T/B((T) . (4.16)

V piipad€ pozorovani zivych bunék je latkou B soubor vSech substanci suché hmoty obsazené
uvnité buiky, z nichz majoritni ¢ast tvoii molekuly proteini. V kapitole 2 bylo v ¢asti,
vénujici se zivotnimu cyklu bunky uvedeno, ze pro uspésné rozdéleni na dvé dcetiné bunky
musi matefska butika zdvojnasobit pocet vSech organel a tedy i svou celkovou hmotnost.
Tento proces pak miizeme popsat ¢asovou zavislosti veli¢iny mg a sledovat tak riist hmotnosti
buiiky. Ze vztahu (4.16) plyne, Ze hmotnost je imérnd soucinu objemu a hmotnostni
koncentraci. Koncentraci mizeme urit pomoci rovnice (4.7) z naméfené faze, zname-li
tloustku objektu. Jde vsak o koncentraci v jednom bodé¢ o soutadnicich X, y. V rovnici (4.16)
tedy musime zohlednit zavislost na poloze bodu. Dostaneme tento vztah:

_dmg(x,y,7)

Cy (% y,7)= av(x,y,z) "’

(4.17)

kde dmg je hmotnost suché hmoty v objemu dV, ktery vyjadiime jako
dv(x,y,7)=t(x,y,z)dS. (4.18)
Dosadime-li (4.17) s vyuzitim (4.18) do (4.8), dostaneme

dmg(x,y,7)
t(x, y,7)dS

Vynasobenim pravé a levé strany rovnice (4.19) vyrazem dS ziskame

+Bt(x,y,7)=A +Bt(x,y,7). (4.19)

p(x,y,7)=At(x,y,7) dmg ((jxs y,7)

dSe(x,y,7)= Admg(x, y,7)+ BdSt (x, y,z) = Admg (x,y,7)+ BdV (x,y,z).  (4.20)

Integraci levé strany rovnice (4.20) pies plochu Sg, na které se bufika rozprostira, a pravé
strany pted piisluSnou hmotnost a objem ziskdme po upravé vztah pro vypocet celkové
hmotnosti buiikky mg:

mg(7) = w, (4.21)

kde M je soucet hodnot faze ptes danou plochu a V je objem buriky. Pro digitalni zobrazeni
faze miizeme M prevést na sumaci pres jednotlivé pixely:

M(r)= [olxy.2)ds — > > ol j.7) pro i,jeS,. (4.22)

Pro snimek q (4.23) prejde na

M) = My(r)=22 0,0 J.7) pro i,jeSs. (4.23)

Sledovanim veli€¢iny Mg Vv ¢ase miZeme ziskat informaci o ristu bufiky. Problém
pfedstavuje urceni objemu buiiky, ktery se navic s ¢asem méni. Kultivaéni médium vSak
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mize byt pripraveno tak, ze jeho slozeni piiblizné odpovidd chemickému slozeni
rozpoustédlu v buiice, tzn., prevazné¢ smés aminokyselin a soli ve vodé. Mlzeme tedy
predpokladat ze indexy lomu ng a n; se sobé budou rovnat. Rovnice (4.7) pak piejde na tvar

Q= at%csh (4.24)

a fazovy rozdil ¢ tak bude ptimo umérny plosné hustoté hmotnosti.

4.4 VYBER OBLASTI

Pozorujeme-li v zorném poli samostatnou bunku, mizeme pro kvantifikaci obrazu pouzit
veli¢iny Bq @ Mg, definované (4.14) a (4.23), bez dalsich uprav. Piipady, kdy mame v zorném
poli vice bunék, jsou vSak Castéjsi. Sledujeme-li naptiklad bunécény cyklus v celé jeho délce,
tzn. od mitosy do mitosy, nevyhneme se situaci, kdy na zacatku budeme pozorovat dvé
buiiky. Pro sledovani ristu je vSak potieba vybrat oblast, v niz se nachdzi pouze jedna burnka.
Hodnoty DPD je mozné pocitat zahrnutim celého pole. Sledovat pouze jednu bunku vSak
mize mit také velky vyznam, navic vybérem libovolné oblasti miizeme sledovat zmény faze
pouze Vv urcité Casti bunky.

Ziskany obraz v kterékoli zobrazovaci technice muze byt digitalizaci preveden do
¢iselného maticového zapisu, kde jednotlivé prvky matice odpovidaji hodnotam pixela
v daném zobrazeni o stejné soufadnici. Ciselné hodnoty pak nesou uréitou informaci, na
piikladu rekonstruované faze v transmisnim holografickém mikroskopu jde o hodnotu faze
pro dany pixel. Vybér oblasti mizeme provést nasledujicim postupem. Vezméme matici F,
jejiz prvky f;; definujeme jako

f, =0, (4.25)

kde ¢jj je hodnota rekonstruované faze v jednom pixelu o soufadnicich i, j. M&me v zorném
poli vybranou oblast Z a definujme prvky matice K takto:

kj =1 pro Vi, jeZ a k; =0 pro Vi, jeZ. (4.26)
Matice K piedstavuje vybranou oblast vyjadifenou pomoci ¢isel 0 a 1, tedy masku.
Vynasobenim prvka matic F a K o stejné soufadnici i, j ziskdme prvky sj; vysledné matice S:

s.. =f.k

ij = iR (4.27)
Matice S tak obsahuje hodnoty rekonstruované faze uvniti vybrané oblasti, ostatni prvky maji
nulovou hodnotu. Masku mazeme nakreslit v grafickém editoru v ¢ernobilém kanalu, kde
pixelim s bilou barvou poté pfifadime hodnotu 1 a pixelim s ¢ernou barvou pfifadime
hodnotu 0. Postup ilustruje Obrazek 4.3.
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50 pm

Obrazek 4.3: Znazornéni pouziti masky pii vypoctu DPD: a — rekonstrukce faze snimku
potizeném v Case 7, b — v ¢ase 7+ 20 s, ¢ — DPD mezi obéma snimky bez masky, d — maska
S vybranou oblasti, € — DPD mezi obéma snimky s maskou. Mé&fitko je stejné pro vSech pét
obrazku. V obréazcich DPD byl pro ndzornost upraven kontrast.
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5 VYSLEDKY EXPERIMENTU

Experimenty byly zaméfeny na Casosbérna pozorovani zivych bunék. VétSina experimenti
probghla v optické laboratofi na UFI FSI VUT v Brné a v biologické laboratofi na Oddéleni
popalenin ve Fakultni nemocnici na Vinohradech v Praze. Pro pozorovani bylo pouzito dvou
zobrazovacich technik — transmisniho holografického mikroskopu a mikroskopu s fazovym
kontrastem. Cilem bylo pozorovat bunéény cyklus se zaméfenim na mitosu a déje v bunice
probihajici v souvislosti sni. V piipadé¢ transmisniho holografického mikroskopu byly
pouzivany stacionarni komurky (popsané v odstavci 3.2), pro pozorovani ve fazovém
kontrastu kultiva¢ni nadoby.

Naméfena data ¢asosbérnych pozorovani byla kvantitativné vyhodnocena metodami DPD
a sledovanim rustu, popsanymi v kapitole 4. Pro kvantifikaci byla pomoci masky vzdy
vybrana oblast, zahrnuji pouze jednotlivou bunku. Dale byl testovan vliv sledovani DPD pro
rizné oblasti V ramci jedné bunky.

5.1 TRANSMISNi HOLOGRAFICKY MIKROSKOP

Pro casosbérna pozorovani zivych bun€k byl pouzit transmisni holograficky mikroskop
popsany v odstavci 1.1. Pred zapocetim kazdého experimentu prob&hlo nastaveni mikroskopu
pro pozorovani ([2], str. 15). Pokud nebylo docileno dostate¢ného kontrastu interferencnich
prouzki v celém zorném poli, byla provedena celkova justaz ([2], str. 13-14). Celkova justaz
byla provedena i po jakémkoli zdsahu do konstrukce mikroskopu (napiiklad vymeéna
objektivl, vyjmuti kamery pro ¢isténi, apod.).

Pro konzistentni priub¢h pozorovani je nutné dosahnout ustalené teploty uvnitt plastového
krytu, ktery izoluje mikroskop, a také stolku pro umisténi vzorkl. Ustaleni teploty uvnitt
krytu trvad nc€kolik hodin, nejlépe je zalit s vyhfivanim den pfed zapocetim experimentu.
Ustaleni teploty stolku netrva déle jak hodinu.

Po uspésné piipravé byly oba vzorky (pfedmétovy a referencni) polozeny na stolek
a mikroskop byl opétovné nastaven pro pozorovani. Rovnéz byl upraven primér clony pro
regulaci osvétleni. Pomoci softwarového ovladace CCD kamery byl vzdy nastaven zisk
Z kamery, expozice, prumérovani snimkii a Casovy interval mezi pofizenim snimkl. Po
zaostfeni vnitini plochy spodniho sklicka komirky a nalezeni vhodného objektu bylo
zapocato pozorovani.

Z interferogramu zaznamenaného CCD kamerou byla poté rekonstruovana faze postupem
popsanym V [1] (str. 19-25) za pomoci softwaru vyvinutého na UFI FSI VUT v Brné.
Rekonstruovanou fazi je poté potieba navazat a vyrovnat pozadi [1] (str. 25). Teprve potom je
zobrazeni faze ptipravené pro vyhodnocovani.

Vsechny experimenty byly provedeny s zivymi butikami typu A3 a jejich modifikacemi a
LF (viz Tabulka 3.3). U bunék typu LF se podafilo pouze jednou zachytit konec mitosy
a pocinajici interfazi. U bunék A3 caRho byly nasnimany &tyfi bunééné cykly v celé své
délce, tzn. od mitosy do mitosy. Dale byl zaznamenan prabéh ptiblizné¢ 10-15 mitos s riznou
délkou koncici, ptipadné pocinajici interfaze. U jedné bunky typu A3 se podafilo zachytit
déleni dvoujaderné bunky.

V nasledujici ¢asti se nachazi zpracovani vybranych experimentd. U kazdého jsou vzdy
podrobné popsadny podminky pozorovani. Uvedeny jsou nékteré sekvence pozorovaného
déleni bun¢k pomoci rekonstruované fdze a DPD. VySe zminéné zachycené bunétné cykly
jsou zde kvalitativné 1 kvantitativné zpracovany. Grafy, popisné statistiky a testy hypotéz byly
vypocteny ve zkuSebnich verzich programi STATISTICA 10 a Minitab 15.
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5.1.1 EXPERIMENT 1 —BUNEENE CYKLY

Ctyfi dny pied zapodetim pozorovani byly do stacionarni komirky nasazeny buiiky typu A3
caRho. Buiky byly do komiirky o celkové plose piblizng 220 mm? nasazeny s hustotou 10
bunék na 1 mm?, coZ odpovida priblizng 2000 bundk. V den experimentu doslo k vyméng
kultivatniho média M1H, uzavieni komurky a ulozeni na dvé hodiny do inkubatoru. Po
nastaveni mikroskopu zacalo sniméani. Tabulka 5.1 udava veSkeré vstupni parametry
experimentu.

Tabulka 5.1: Vstupni parametry experimentu 1.

Nastaveni mikroskopu

Objektivy 10x/0,25
Priimér clony 4 mm
Nastaveni parametri kamery

Zisk 1
Expozice 13 ms
Chlazeni 7°C
Primérovani 6 snimkt
Nastaveni snimani

Interval 20s
Celkovy pocet snimkt 8501
Odpovidajici doba 47 hod 13 min 20 s

Jako vhodny objekt pro zacatek pozorovani byla vybrana osamocena buiika v konecné fazi
déleni. Posuvnym stolkem bylo docileno, aby se buiika nachdzela ve sttedu zorného pole. Po
24 hodinach jiz doslo k dalsimu déleni obou dcefinych bunék a zorné pole bylo presunuto do
vyhodné¢jsitho mista, aby se dal$i objekty opét nachéazely ve stiedu zorného pole. Timto
postupem se podafilo zachytit bunécné cykly ¢ty bunék v celé délce, aniz by se piesunuly
mimo zorné pole. Buiky A3 caRho jsou vhodnym objektem pro dlouhd ¢asosbérna
pozorovani, nebot’ jejich pohyblivost je za danych okolnosti fadoveé 10 um za den.

Na Obrazku 5.1 je zobrazena seckvence snimka S intervalem 200 s zachycujicich
probihajici mitosu pomoci faze a odpovidajicich DPD.

Sekvence pravdépodobné zachycuje konec G, faze a vSech 6 fazi mitosy — profazi,
prometafazi, metafazi, anafazi, telofazi a zacinajici cytokinezi (viz odstavec 2.2). Snimek
a zachycuje koncici G, fazi. Na koncich buniky jsou jasn& patrné centrosomy (Zluté Sipky),
mezi nimiz se tvofi mitotické vieténko. Mezi snimky b a c pravdépodobné probé&hla
prometafize, tedy rozpad jaderného obalu, nebot’ na snimku c jsou jiz patrné chromatidy,
které se vdZzou na mitotické vieténko (zelené Sipky). Mezi snimky e az h probihd metafaze, na
jejimz konci jsou chromatidy srovnany v ekvatoridlni rovin€é. Na snimku i je zaznamendna
telofize a zaCinajici cytokineze. Cervenou §ipkou je oznaden slaby naznak poginajiciho
ryhovani cytoplazmy a formovani kontraktilniho prstence, ktery je na poslednim snimku jiz
jasné patrny. Cytokineze pak muze trvat i n€kolik hodin, kdy jsou burky stale spojeny izkym
prouzkem membrany.
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Obrazek 5.1: Zaznam mitosy buiiky typu A3 caRho pomoci rekonstruované faze a DPD.
Meétitko uvedené na prvnim snimku je spoleéné pro viechny snimky. Zluté $ipky oznaduji
centrosomy, zelené chromatidy a cervené kontraktilni prstenec. V ptipadé DPD jsou mista
s ptibytkem suché hmoty oznacena ¢ervenou Skalou, mista s ibytkem zelenou Skalou. Interval
mezi snimky je 200 s (pokra¢ovani na dalsi stran¢).



VYSLEDKY EXPERIMENTU

Obrazek 5.1 (pokracovani z pfedchozi strany: Zdznam mitosy bunky typu A3 caRho pomoci
rekonstruované faze a DPD. M¢ftitko uvedené na prvnim snimku je spoleéné pro vSechny
snimky. Zluté $ipky oznaduji centrosomy, zelené chromatidy a ¢ervené kontraktilni prstenec.
V ptipad¢ DPD jsou mista s ptibytkem suché hmoty oznacena cervenou Skalou, mista
s ubytkem zelenou Skalou. Interval mezi snimky je 200 s.

Po ziskani snimkt byly selektovany jednotlivé bunééné cykly a bylo pfistoupeno ke
kvantitativnimu vyhodnoceni v podobé DPD a sledovani rastu.

Dynamické fazové diference (DPD)

Prostiednictvim DPD pomoci vypo¢tu hodnot veli¢iny By (viz odstavec 4.2) byly
vyhodnoceny vSechny Ctyfi bunécné cykly. Jako pocatecni a koncovy snimek byl vzdy vybran
okamzik s probihajici anafazi, tedy oddélenim sesterskych chromatid. Zmény faze byly
pocitany vzdy pro oblast zahrnujici pouze pozorovanou buitku pomoci masky. Buiiky se vSak
béhem pozorovani pohybuji a po urcitém poctu snimkii musela byt vytvofena maska nova,
aby zahrnovala opét celou buitku a minimum svého okoli. Kazda maska tak mohla byt pouzita
pro vypocet By pro 20-300 snimkid v zdvislosti na pohyblivosti buiiky v daném casovém
useku. Kazdy bunéény cyklus byl zpracovan dvakrat, jednou s maskou zahrnujici celou buiiku
a podruhé s maskou zahrnujici vnitini ¢ast builky bez membrany a lamelovych vybézkl
buniky, tedy v oblasti pfedpoklddanych zmén organel. Zpracované udaje jsou znazornény
v grafické podobé na Obrazku 5.2. Jednotlivé bun&cné cykly jsou oznaeny Cisly 1 — 4 a dale
udajem vnitrni a vnéjsi, oznacujici pouzitou masku. Na vodorovné ose je poradi snimkl od
zacatku pozorovani s Casovym intervalem 20 S mezi jednotlivymi snimky.
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Obrazek 5.2: Casové priibéhy B, pro jednotlivé bunéené cykly a jednotlivé masky. Na
vodorovné ose je pofadi snimki od zacatku pozorovani s ¢asovym intervalem 20 S mezi
jednotlivymi snimky.

Vyse uvedené pribéhy DPD pro cCtyfi bunky vykazuji minimalné jeden shodny rys,
vyznaceny v grafech Cervené. Je jim urcita doba relaxace pfed samym koncem cyklu, kdy
Jsou pfesuny hmoty vyjadiené veli€inou Bq malé a rovnéz rozptyl hodnot je maly (napiiklad
pro buniku 1 jde ptiblizn¢ o snimky 2600-2800). Pak vsak nasleduje lokalni maximum hodnot
spojené s piesunem suché hmoty ve velmi kratké dob¢€. Po srovnani se snimky se zobrazenou
fazi bylo zjisténo, Ze v tomto momentu se buiitka smrst'uje do kulatého tvaru a bunika prechazi
Z interfaze do mitosy. DalSi narist hodnot u buiiky 4 probehl v tzkém intervalu kolem snimku
s poradovym c¢islem 5700. Zde vSak k zadnym vyraznym zmé&nam pohybu nedoslo, ba témét
k Zadnym, jak ukazuje sekvence na Obrazku 5.3. Je zajimavé, Ze lokalni maximum hodnot se
vyskytuje nejen v priabéhu DPD pro vnitini oblast buriky 4, ale také u bunky 3, i kdyz zde
neni tak vyrazny.
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Obrazek 5.3: Rekonstruovana faze pro snimky: a - 5680, b - 5700, ¢ - 5720, zahrnujici buniku
4. Pohyb suché hmoty je minimalni. Méfitko je spole¢né pro vSechny snimky.

Bylo proto pfistoupeno k detailnéjSimu prozkoumani vizaulizaci DPD pro snimky 5600-
5700. Nekteré snimky vykazovaly pfesun suché hmoty rovnomérné pies celou vybranou
oblast. Ptiklad je uveden na Obrazku 5.4 a. Zelena barva vyjadiuje miru ubytku suché hmoty.
To je vS8ak vrozporu schovanim buiky v tak kratkém casovém intervalu (20 s). BéZny
prubéh DPD je na Obrazku 5.4 c, kdy dochazi k ptesunu hmoty na kratké vzdalenosti, tedy
v urc¢itych mistech buiiky dochéazi k ubytku suché hmoty, v jinych zase k nartistu. Jako mozna
pfi¢ina se jevi, Ze celé pozadi rekonstruované faze je posunuto. Pro ovéfeni byla maskou
vybrana oblast, v které se béhem vySe uvedené sekvence nevyskytuje zadny objekt. DPD
odpovidajici vySe uvedenym snimktm, ale pro oblast zahrnujici pouze pozadi, jsou na
Obrazku 5.4 b, d. Vidime, Ze v piipad¢ b doslo k rovhomérné zméné faze pozadi (zelena
plocha) na rozdil od piipadu d (Cernd plocha odpovidajici nulové zméné faze). Tento fakt je
znepokujujici, nebot’ nam do prabehia zmén faze vnasi chybu. Zdali jde o chybu métfeni nebo
o chybu vnesenou do rekonstrukci faze, by bylo vhodné ovérit dal§imi experimenty.

Obrazek 5.4: a — DPD pro oblast s buiikou, b — DPD pro oblast s pozadim pro stejnou
dvojici snimku jako v &, ¢ — DPD pro oblast s burikou pro jinou dvojici snimkiinezvaab, d
- DPD pro oblast s pozadim pro stejnou dvojici snimkt jako v . Kontrast snimki byl pro
lepsi nazornost upraven pro viechny snimky stejné. Sitka kazdého obrazku odpovida 100
pm.
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Zato vyrazna zména veli€iny By builtky 3 kolem snimku 6500 ma pfimo pozorovatelnou
souvislost s jejim pfesunem a zménou tvaru, jak ilustruje Obrazek 5.5.

. ., =

50 pm b C q

Obrazek 5.5: Rekonstruovana faze pro snimky: a - 6401, b - 6461, ¢ - 6521, d — 6581,
zahrnujici buniku 3 s intervalem 20 minut (60 snimkt). Pohyb suché hmoty je vyrazny,
spojeny s lokalnim maximem v grafu na Obrazku 5.2.

Nyni se podivejme podrobné&ji na souvislosti mezi jednotlivymi soubory dat. Z letmého
pohledu na grafy v ramci jedné dvojice pro vnéjsi a vnitini masku se mize zdat, Ze prubéhy
DPD jsou na obou téméf totozné. Nabizi se tedy otazka, zdali sledovanim diferenci pouze
V konkrétni oblasti buiiky ziskdme novou informaci.

Pro porovnani jednotlivych souborti dat pomoci popisnych statistik je dulezité védet, jestli
maji naméfend data vlastnosti normalniho rozdéleni. Testujme hypotézu o normalnim
rozdéleni pro jednotlivé soubory veli€iny Bg. Pro provéteni této hypotézy byl pouZit chi-
kvadrat test a Kolmogoroviiv-Smirnoviiv test pro zvolenou hladinu vyznamnosti a = 0,05.
Jednotlivé hodnoty testovych kritérii (4, d) a p-hodnot jsou uvedeny v Tabulce 5.2.

Tabulka 5.2: Testy hypotéz o normalnim rozdéleni hodnot veli¢iny Bq pro jednotlivé datové
soubory.

Datovy soubor Chi-kvadrat Kolmogorov-Smirnov
X p-hodnota | d p-hodnota

Burka 1 — vnitini | 636,299 0,000 0,074 <0,010
Burka 1 — vnéjsi 1338,207 0,000 0,102 <0,010
Bunka 2 — vnitfni | - - 0,148 <0,010
Bunka 2 — vnéjsi - - 0,157 <0,010
Burka 3 — vnitini | 1089,236 0,000 0,081 <0,010
Bunka 3 — vnéjsi 657,615 0,000 0,059 <0,010
Burka 4 — vnitini | 1066,744 0,000 0,092 <0,010
Bunka 4 — vnéjsi 698,219 0,000 0,086 <0,010

Na dané hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05 zamitdme hypotézu o normalnim rozdéleni pro
vSechny soubory dat. Pfi dalSich vypoctech popisnych statistik k tomuto faktu musime
ptihlédnout a pouZivat vypocty pro libovolné rozdéleni.

Na Obrazku 5.6 jsou vykresleny histogramy cetnosti veli¢iny Bg, vyjadiujici normovanou
pohyblivost suché hmoty. V kazdém grafu je vzdy porovndna Cetnost pohybi suché hmoty
pro celou butiku a pro jeji vnitini oblast.
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Obrazek 5.6: Histogramy cCetnosti veli¢iny Bq pro jednotlivé cykly s porovnanim pro vnitini
a vnéjsi masku.

Ziskali jsme tak kvalitativné odliSny udaj, nez ktery lze vycist z Obrazku 5.2. Zatimco na
Obrazku 5.2 je priubéh Bq Vv Case, zde vidime Cetnost, tedy k jak velkym pfesunim suché
hmoty dochazi nejcastéji. Z grafi je mozné vysledovat, ze fazové diference v oblasti
zahrnujici celou buiiku (oranzové sloupce) zasahuji do vyssich hodnot a jejich zastoupeni pro
vyS§i hodnoty Bg je véE€t§i v porovndni s vnitini maskou. Domnénku ovéfime testovanim
hypotéz Ho 0 rovnosti rozptyléi a stiednich hodnot. Tabulka 5.3 udava bodové (u, o)
a intervalové (Cl) odhady stfednich hodnot a rozptylt jednotlivych soubort dat s hladinou
spolehlivosti 0,95. Tabulka 5.4 pak shrnuje testovani hypotéz o rovnosti rozptylt a stfednich
hodnot. Pro rozptyl byl pouzit Levenetv test, pro stfedni hodnotu T-test, pro oba ptipady na
hladiné vyznamnosti o = 0,05. V tabulce je vzdy uvedena ptislusnd hodnota t testového
kritéria a p-hodnota.

Tabulka 5.3: Popisné statistiky veli¢iny Bq pro jednotlivé datové soubory. n — pocet hodnot,
u— bodovy odhad stfedni hodnoty s piislusnym konfindenénim intervalem, o — bodovy
odhad rozptylu s ptislusnym konfinde¢nim intervalem.

Datovy soubor | n u Cl o’ Cl

Bunka 1 — vnitini | 2937 0,879 (0,860; 0,899) 0,292 (0,278; 0,307)
Bunka 1 — vnéjsi | 2937 1,482 (1,448; 1,516) 0,889 (0,854; 0,926)
Burnka 2 — vnitini | 2937 0,875 (0,845; 0,907) 0,703 (0,482; 1,121)
Bunka 2 — vnéjsi | 2937 1,359 (1,310; 1,408) 1,820 (1,180; 3,140)
Burnka 3 — vnitini | 4487 0,862 (0,846; 0,878) 0,300 (0,284; 0,317)
Bunka 3 — vnéjsi | 4487 1,160 (1,140; 1,180) 0,467 (0,443; 0,494)
Burnka 4 — vnitini | 3637 0,842 (0,822; 0,863) 0,402 (0,368; 0,441)
Bunka 4 — vnéjsi | 3637 1,010 (1,070; 1,122) 0,641 (0,582; 0,709)

Tabulka 5.4: Testy hypotéz o rovnosti rozptylti (Levenedv test) a stfednich hodnot (T-test)
hodnot Bq vnitini a vnéjsi masky pro jednotlivé bunééné cykly.
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Porovnavané datové soubory Ho: o = 0o° Ho: 1 = uo

t p t P
Burika 1 - vnitini | Bunka 1 - vnéjsi | 813,81 0,000 -30,07 0,000
Burika 2 - vnitini | Bunka 2 - vnéjsi | 129,47 0,000 -16,53 0,000
Burika 3 - vnitini | Bunka 3 - vnéjsi | 173,44 0,000 -22,80 0,000
Bunka 4 - vnitini | Buiika 4 - vnéj$i | 111,70 0,000 -14,96 0,000

Hypotézu o rovnosti rozptylti a hypotézu o rovnosti stiednich hodnot zamitdme na dané
hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 pro vSechny porovnavané soubory. Ovéfili jsme tak, ze
vypoctem Bg pro riizné oblasti v ramci jedné bunky ziskame odliSné tidaje o pohyblivosti
suché hmoty. V naSem piipadé to tedy znamend, Ze hodnoty By pro oblast zahrnujici celou
buiiku vyjadiuji vyrazn€ji smr$tovani buiky v disledku probihajicich fazi mitosy zatimco
vymezenim na vnitini oblast buiiky se omezime na déje probihajici uvniti buniky. Chceme-li
tedy lépe zachytit fAzové zmény odehravajici se uvniti bunky, je vhodné pouzit masku, ktera
nepokryva plasmatickou membranu a uzké lamelovité vybézky bunky.

Cyklus bun¢k 1, 2 a 3, 4 probihal soucasné, tedy v ramci téhoz zorného pole. Z grafii na
Obrazku 5.2 lze vysledovat, Ze hodnoty veli¢iny By Vramci odpovidajici dvojice bun&k
vykazuji shodné rysy. Pfi¢iny mohou byt néasledujici. Oba cykly probihaji synchronné a je
mozné, ze builky mezi sebou navzajem komunikuji, nebo jsou shodné ovlivnény zménami
vnéjsiho prostiedi. Dalsi variantou je mozny vliv samotného zpracovani obrazu. Na Obrazku
5.7 a v Tabulce 5.5 je porovnan pribéh Bq buniky 1 s bunikami 2 a 4 stejnym zpusobem jako
V predeslém piipade.
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Obrazek 5.7: Histogramy cetnosti velic¢iny Bq pro jednotlivé cykly s porovnanim bunky 1
S bunikkami 2 a 4.

Tabulka 5.5: Testy hypotéz o rovnosti rozptyli (Leveneuv test) a stiednich hodnot (T-test)
hodnot By bunky 1 s bunikou 2 a 4.

Porovnavané datové soubory Ho: 6° = 6o° Ho: 1 = 1o

t p t p
Bunka 1 - vnéjsi | Bunka 2 - vnéjsi | 7,42 0,006 4,06 0,000
Bunka 1 - vnéjsi | Bunka 4 - vnéjsi | 163,14 0,000 17,66 0,000

Hypotézu Hp o rovnosti rozptylli a hypotézu o rovnosti stfednich hodnot zamitdme na dané
hladiné vyznamnosti o = 0,05 pro vSechny porovnavané soubory. Z histogramii Cetnosti
hodnot By je patrna vétsi shoda cyklu bunky 1 sbunkou 2 nez s bunikou 4. Hypotéza
0 rovnosti rozptylii byla pro oba soubory zamitnuta, hodnota testového kritéria je vsSak
U prvniho porovnavaného souboru mensi (7,42 oproti 163,14). V piipadé cykla 1 a 2 Slo
0 dcefiné buiiky sledované od stejného okamziku. Pokud se buiiky nachazeji ve stejné fazi
svého cyklu, je mozné, Ze pii paralelnim snimani budou vykazovat i shodny prub&éh hodnot
By, ktery pomoci transmisniho holografického mikroskopu miZzeme proméfit. Synchronni
chovani bunék 1 a 2 vykazuje i fakt, Ze zacatek cytokineze obou dcefinych bunék (tedy
nasledujiciho déleni) probéhl v rozmezi asi 2 min.

DPD bun¢k 1 a 2 byly nasledné zpracovany rozdélenim do segmentt po 500 snimcich
s cilem najit ptipadné shody v ramci jednoho segmentu. V Tabulce 5.6 jsou uvedeny vysledky
testl hypotéz pocitanych opét stejnym zpiisobem jako v piedeslych ptipadech.

Tabulka 5.6: Testy hypotéz o rovnosti rozptylti (Levenedv test) a stfednich hodnot (T-test)
hodnot Bq bunéénych cykli buiky 1 a 2 v ramci jednotlivych segmentti po 500 snimcich.

Porovnani cyklti butiky 1 a 2 pro | Ho: 6° = ao° Ho: 1 = uo

dané segmenty t p t p
0-500 43,74 0,000 -8,50 0,000
501-1000 11,76 0,001 4,67 0,000
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1001-1500 0,08 0,781 11,79 0,000
1501-2000 14,57 0,000 0,29 0,770
2001-2500 4,00 0,046 121 0,225
2501-2940 1,73 0,189 2,45 0,014

Hypotézu o rovnosti rozptyli na hladiné vyznamnosti a = 0,05 nezamitame pro 3. a 6.
datovy soubor, hypotézu o rovnosti stiednich hodnot nezamitdme pro 4. a 5. soubor,
Vv ostatnich ptipadech hypotézy zamitdme. Nejvétsi shodu rozptylt (podle nejnizsi hodnoty
testového kritéria) vykazuje segment pro snimky 1001-1500. Detail pribéhu a histogramu
cetnosti je na Obrazku 5.8.
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Obréazek 5.8: Casovy priibéh a histogram etnosti veli¢iny Bq snimki 1000-1500 pro buiiky 1
a 2, v kterych se rozptyl hodnot Bq pro obé buriky nejvice shodoval.

V ramci zvolenych segmentli se u dvou shoduji rozptyly hodnot Bg, z ¢ehoZ je mozné
usuzovat, ze zde dochazi k podobnym déjim u obou dcefinych bunék. Zaroven je tak castecné
zodpovézena 1 druhd otazka, tedy zdali pribéh veli€iny By neovliviiuje nastaveni mikroskopu,
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rekonstrukce faze a nasledné zpracovani obrazu. Ocekéavanou situaci by byla shoda pribéhti
ve vSech segmentech, coz nebylo potvrzeno.

Sledovani ristu

Podobné¢ jako v ptipadé DPD byly vSechny ¢tyfi bunééné cykly vyhodnoceny pomoci vypocti
veli¢iny Mg (viz odstavec 4.3), kterd souvisi se zménami hmotnosti a objemu bunky
Vv zavislosti na ¢ase. Problém, zdali M je ur¢eno hmotnosti i objemem buiky, je diskutovan
v odstavci 4.3. Pro vypocet byla pouzita pouze maska zahrnujici celou buiku. Pocate¢ni
a koncovy okamzik byl zvolen stejné¢ jako v pripadé DPD. Obrazek 5.9 ukazuje ziskané
prabéhy pro vSechny ¢tyfi cykly. Vodorovna osa ma stejny vyznam jako u grafii na Obrazku
5.2. Modfe oznacené body zvyraziiuji prubéh Mg uvnitt plochy zahrnujici jesté nerozdélenou,
matetskou buriku, ¢ervené oznafené body pak jiz vyznaCuji pribéh pro oblast zahrnujici
pouze samostatnou dcetfinou buiiku. Vyjimku tvoii buiika 4, nebot’ malad ¢ast matetské bunky
se nachazela mimo zorné pole a nebylo tak mozné pomoci masky vybrat oblast, ktera by
zahrnovala celou buiiku. V odpovidajicim grafu tedy neni vyznacena. Prubéh dcefiné bunky
je prolozen regresni ptimkou. Veli¢ina r’ oznacuje koeficient determinace [6].

+ Burfka 1-matefskda S<_ Burika 1 - dcefina
Mq = 4,393 + 0,005%q; 1> = 0,5376
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+ Bufika 3 - matefskd x_ Bufika 3 - dcefina
Mq= 1,5728 + 0,0007*%q; r> = 0,9491

3,0 , s s , s
2700 3700 4700 5700 6700 7700
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Obrazek 5.9: Casovy pribéh veli¢iny My pro jednotlivé buiiky. Na vodorovné ose je pofadi
snimkil od zacatku pozorovani s ¢asovym intervalem 20 s mezi jednotlivymi snimky.

Rovnice (4.21) v odstavci 4.3 popisuje souvislost veli¢iny Mgy S hmotnosti a objemem
buniky. Podminkou mitotického dé€leni je, aby bunka zdvojnésobila pocet vSech substanci v ni
obsazenych a tim tedy i pfiblizné zdvojnasobila svoji hmotnost [5]. VSechny zaznamenané
priub¢hy My vykazuji dva shodné rysy. Pro kazdou dcefinou buiiku byl zaznamenan rostouci
trend a dale hodnoty Mg pro matefskou butiku jsou dvojndsobné oproti hodnotdm pro dcefiné
buiiky na zacatku cyklu, coz by odpovidalo rozdéleni pivodni buiiky na dvé s poloviéni
hmotnosti.

Problém muze predstavovat fakt, Ze v prib&hu cyklu méni buiika svlij objem nezavisle na
zménach hmotnosti. Pokud Mg zévisi 1 na objemu butiky, pak bez jeho znalosti v daném case
je interpretace zmén celkové hmotnosti buiiky z vySe uvedenych dat nemozna.

5.1.2 EXPERIMENT 2 — DELENi DVOUJADERNE BUNKY

Pro tento experiment byly pouZity bunky typu A3. Ze suspenze staré tfi dny byly do
staciondrni komtrky nasazeny s hustotou 20 bun€k na 1 mm®. Do komirky bylo ptidano
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kultivatni médium MI1H. Komirka byla poté uzaviena a vlozena na nékolik hodin do

inkubatoru. Po nastaveni mikroskopu bylo zapocato se snimanim. Vstupni parametry udava
Tabulka 5.7.

Tabulka 5.7: Vstupni parametry experimentu 2 (udaje tykajici se nastaveni kamery nebyly
zapsany).

Nastaveni mikroskopu

Objektivy 20x/0,40
Pramér clony 4 mm
Nastaveni parametr kamery
Zisk

Expozice

Chlazeni

Priimérovani

Nastaveni snimani

Interval 10s
Celkovy pocet snimktl 333
Odpovidajici doba 55 min 30 s

Na Obrazku 5.10 je vyobrazena sekvence s rekonstruovanou fazi a odpovidajicimi DPD
s intervalem 200 s (20 snimki). Na obrazku rekonstruované faze 5.10 a je vidét setfazeni
sesterskych chromatid v ekvatoridlni roviné mitotického vieténka. Sefazené chromatidy jsou
pozorovatelné na rekonstruované fazi, ale DPD na snimku a jejich pozici zobrazuji jesté Iépe
zelenym pruhem jdoucim pfes stfed buiiky, nebot’ z tohoto mista se chromatidy posunuly
smerem k polim vieténka a doslo zde tak k ubytku hmoty. Na obrdzcich b - ¢ béhem anataze
dochazi k dalsi separaci chromatid (zelené Sipky), na obrazku d Ize jiz rozpoznat Ctyfi skupiny
chromatid, z ¢ehoz lze usuzovat, ze jde o dvoujadernou bunku. Na obrazku d s probihajici
telofazi je také znat poloha kontraktilniho prstence (Cervené Sipky) na tfech mistech na misto
obvyklych dvou. Na obrazku h vidime zdanlivé tfi separované buiky, jedna se vsak déli do
prostoru a prekryva buiiku pod sebou, ¢emuz odpovida i zvySeni ploSné koncentrace suché
hmoty. Obrazek 5.11 ukazuje Casovy prub¢h a histogram Cetnosti By. Z grafu pro casovy
prubéh je ziejmé, Ze ptiblizné uprostied vybrané sekvence dosSlo ke skokovému utlumu
piesunti suché hmoty. Podivame-li se na obrazky s rekonstruovanou fazi, jde o dobu mezi
snimky d a e, tedy pfedél mezi telofazi a cytokinezi. Béhem postupujici cytokineze dochazi
opét k nartstu hodnot B
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Obrazek 5.10: Zaznam d¢leni dvoujaderné bunky typu A3 pomoci rekonstruované faze
a DPD. M¢titko uvedené na prvnim snimku je spolecné pro vSechny snimky. Zelené Sipky
oznacuji chromatidy a ¢ervené kontraktilni prstenec. V ptipadé DPD jsou mista s ptibytkem

suché hmoty ozna¢ena Cervenou S$kalou, mista s ibytkem zelenou $kalou. Interval mezi
snimky je 200 s.
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Obrazek 5.11: Casovy priibéh a histogram &etnosti veli¢iny By pro dvoujadernou buiiku typu
A3.

5.1.3 ZAVER

Pomoci transmisniho holografického mikroskopu je moZzné sledovat jednotlivé faze
bunécéného cyklu a kvantitativné je vyhodnocovat. K vyhodnoceni miize byt pouzita metoda
DPD a sledovani ristu. Pro casosbérnd pozorovani vice bunécnych cykli se ukazalo
vyhodnéjsi pouziti objektivii 10x/0,25. Vyvarujeme se tak problému, Ze by se pohybujici
bunika dostala po kratké dobé mimo zorné pole. Pozorovani lze tak provadét témét bez
obsluhy. Pro detailngj$i zaznam kratkodobych d&ji v bunce je vhodné pouziti objektivi
20x/0,40. Pouzitim objektivi s vét§im zvétsenim bychom mohli byt schopni zobrazit vnitini
strukturu buiky s vice detaily. Zorné pole by vSak bylo malé a zna¢né by zazilo vybér
pozorovanych objektt.

Vyhodnoceni 1ze provést pouze pro urcitou oblast zorného pole. MiZzeme tak naptiklad
vyhodnotit oblast zahrnujici celou buiiku, nebo jeji ¢ast. V experimentu 1 bylo statistickymi
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metodami prokazano, ze tim ziskdme odliSnou informaci o pohybech buné¢né hmoty béhem
bunécného cyklu.

Pribéhy DPD vykazuji shodné rysy pro zaznamy celého bunééného cyklu i jednotlivych
dgji. Casové zavislosti DPD vykazuiji skokovy charakter, kdy v uréitych tisecich bundéného
cyklu dochazi k vyraznéjSim presunim suché hmoty, nasledované utlumem a po urcité dobé
opét k vyraznéj$im presuniim (lokdlni maxima v grafech na Obrazku 5.2 zejména pro bunku
3). Dalsim obecnym rysem je, ze praimérnad aktivita nékterych bunék se méni po urcitych
casovych intervalech, takze ¢asova zavislost vykazuje schodovity charakter (grafy na Obrazku
5.2 pro bunky 1 a 2, Obrazek 5.11 pro bunku v experimentu 2). V experimentu 1 pro bunky 1
a 2 bylo dale poukdzano na fakt, ze dv¢ riizné buiiky nachazejici se ve shodném okamziku od
rozdéleni matefské buiky vykazuji v uréitych ¢astech bunécného cyklu shodny prubéh DPD.
Jako mozné vysvétleni se jevi, Ze se v bunice odehravajic shodné procesy.

Sledovanim rtstu byl zjistén rostouci trend veli¢iny Mg, ktera je imérna celkové hmotnosti
buiiky (s pfipadnym vlivem zmén objemu, pokud by index lomu média nebyl shodny
s indexem lomu vnitiniho obsahu buiiky). Stanoveny piedpoklad o zdvojnasobeni hmotnosti
byl prokézan pouze u buiiky 3 (tfeti graf na Obrazku 5.9).

5.2 FAZOVY KONTRAST

Experimenty s pozorovanim bunék v Zernikové fazovém kontrastu byly provedeny na
komer¢nim mikroskopu NIKON Diaphot 300 za ucelem cviceni v laboratofi, pozorovani
déleni buénk typu LF a porovnani ziskanych snimk s transmisnim holografickym
mikroskopem. Celkem byly provedeny dvé casosbérné série s bunikami typu LF. Bunky byly
naneseny na kryci sklicko poloZzené na dno Petriho misky. Ta byla v pfipad¢ jedné série
doplnéna médiem M1H, v ptipadé¢ druhé roztokem F10. Po uzavieni byla Petriho miska
poloZena na stolek mikroskopu a zapocalo snimani.

Rozlozeni intenzity v obrazu ziskaném fazovym kontrastem nezavisi linearné na fazovém
rozdilu mezi objektem a obklopujicim prosttedim jako v pfipadé rekonstrukce faze
V transmisnim holografickém mikroskopu. Metodu DPD a sledovani riistu zde nemtzeme pro
kvantitativni vyhodnoceni pofizenych snimkl pouzit.

Tabulka 5.9 udavd vstupni parametry pozorovani. Na Obrazku 5.12 je vyobrazena
sekvence s probihajici mitosou.

Tabulka 5.9: Vstupni parametry experimentu s mikroskopem s fazovym kontrastem.

Nastaveni mikroskopu
Objektiv 10x/0,25
Filtr (maximalni propustnost) | 540 nm

Nastaveni snimani

Interval 5s
Celkovy pocet snimkii 997
Odpovidajici doba 1hod5s
Vlastnosti vzorku

roztok v kultivaéni nadobé¢ | F10
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50 pm

Obrazek 5.12: Dé¢leni bunky typu LF v mikroskopu s fazovym kontrastem. Interval mezi
snimky je 25 s. Méftitko je shodné pro vSechny snimky.

Na snimku b v Obrazku 5.12 je zachycen ptechod buiiky, nachazejici se uprosted snimku,
do M-faze, na snimku probiha, jedna z fazi mitosy, snimky d-f zobrazuji cytokinezi. Na snimu
d je patrny vyrazny halo-efekt, ktery znemoziuje detailnéji pozorovat jednotlivé ¢asti M-faze.
Ptitomnost téchto artefakti a nelinearni zavislost intenzity svétla obrazu na fazovém rozdilu
mezi objektem a pozadim predstavuje hlavni rozdil v porovnadni s interferen¢nimi
zobrazovacimi metodami, mezi né€Z patii i transmisni holograficky mikroskop.
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V ramci své bakalafské prace jsem se vénoval experimentim s zivymi savéimi bunikami
zametfenych na pozorovani bunééného cyklu a bunééného déleni a moznostem kvantitativniho
vyhodnoceni ziskanych snimki. Rovnéz jsem se seznamil s praci v biologické laboratofi a
ziskal tak pottebny vhled do této problematiky.

Ve své praci shrnuji zakladni poznatky o eukaryotni buiice a bunééném cyklu, které jsou
pottebné pro kvalitativni zhodnoceni ziskanych pozorovani, tedy bezpecné rozpoznat
jednotlivé faze bunééného cyklu.

StéZejni ¢ast experimentalni ¢asti tvofilo pozorovani bunék v transmisnim holografickém
mikroskopu. V praci je podrobné uveden pribéh experimentu vcetné piipravy vzorku. Dale
zde vysvétluji vyznam fazového rozdilu indukovaného pozorovanym objektem, na zakladé
¢ehoz je poté odvozena a z pouzité literatury prevzata metoda kvantitativniho vyhodnoceni
pomoci dynamickych fazovych diferenci, které sleduji pohyby suché hmoty na zaklad¢
casovych zmén rekonstruované faze. Dale je zde navrzena metoda sledovani ristu bunky a
popsan postup vyhodnocovani snimki pro vybranou oblast v zorném poli.

Z provedenych experimentlt byly pro vyhodnoceni vybrany dvé pozorovani. Soucasti
prvniho jsou nasnimané bunécné cykly ctyf bunék typu A3 caRho, druhé pozorovani pak
zachycuje déleni dvoujaderné buiky typu A3. V ptipadé obou pozorovani byl vzdy sestaven
Casovy prubéh a histogram cCetnosti hodnot dynamickych fazovych diferenci pro oblast
zahrnujici celou bunku a v piipadé bunéénych cykla 1 vnitini oblast buiiky. Pro bunécné cykly
byly dale sestaveny Casové pribéhy sledovani rastu. Déleni dvoujaderné bunky a vybrané
déleni v ramci bunéénych cykli bylo kvalitativné zpracovano s identifikaci pozorovatelnych
organel bunky a jednotlivych fazi bunécného déleni.

Pomoci transmisniho holografického mikroskopu byl detailn¢ zachycen pribéh bunééného
déleni s mozZnosti uréit jednotlivé organely (centrosom, mitotické vieténko, chromatidy, atd.)
a pozorovanim jejich zmén identifikovat faze bunécného déleni.

Casové priibéhy dynamickych fazovych diferenci, vyjadiujicich pohyb suché hmoty, pro
jednotlivé bunky vykazovaly shodné rysy v podobé lokalniho maxima hodnot v dobé dé€leni a
stiidani rastu a atlumu pohybu suché hmoty. Déle byly v pfipadé zaznamenanych buné¢nych
cyklti porovnany hodnoty dynamickych fazovych diferenci pro vnéjsi a vnitini oblast bunky,
rovnéZz byly porovnany jednotlivé cykly mezi sebou a testovany piipadné shody. Bylo
zjisténo, ze sledovanim diferenci pro oblast zahrnujici vnitfek buiiky ziskdme odlisné udaje,
nez kdyz sledujeme oblast zahrnujici celou bunku. Pfedpoklad, ze buiika béhem svého cyklu
musi zdvojnasobit svoji hmotnost, byl potvrzen sledovanim riistu pouze u jedné buinky, u
vSech cyklt byl vSak zaznamenan rostouci trend veli¢iny imérné hmotnosti bunky.

Nakonec bylo pozorovani bunééného cyklu v transmisnim holografickém mikroskopu
porovnano s mikroskopem s fazovym kontrastem. Zjistén byl vyznamny artefakt v podobé
halo-efektu, ktery se vyskytuje v mistech s vysokou koncentraci suché hmoty, coz zahrnuje
ptipad, kdy se bunka déli. Nasledkem je, Ze n€které detaily bunécného déleni nejsme schopni
pozorovat. Nelinearni zavislost intenzity ziskaného obrazu na zméné fize navic znesnadniuje
interpretaci kvantitativniho vyznamu faze daného objektu (v souvislosti s koncentraci suché
hmoty v pfipad¢ burky).

Transmisni holograficky mikroskop je tedy vhodnym nastrojem pro ziskani dlouhodobych
pozorovani zivych bun€k a umoznuje jejich kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni.
Konzistenci ziskanych vysledkli ve vyznamu moZnosti srovnani s jinymi experimenty by bylo
vhodné v dalsi ¢asti vyzkumu ovétit napiiklad pozorovanim odlisnych typii bunék. V piipadé,
ze by se vysledky shodovaly, mohly by tak byt stanoveny urcité vzorce chovani riznych
druht bunék.
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