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Abstrakt

Predmétem bakalarské prace je vypracovani reserse k prepoctiim faze na hodnoty suché
hmoty bunky a provedeni experimentii, které ovéruji vyznam suché hmoty bunky. Teore-
ticka ¢ast pojednava nejdiive o historii holografické mikroskopie a v§voji holografie na UFI
FSI VUT v Brné. Déle se zabyva transmisnim holografickym mikroskopem. Je zde uveden
strucné jeho konstrukéni popis a zakladni instrukce pro praci s timto mikroskopem. Poté
je v teoretické ¢asti pojednano o vyznamu obrazové faze. Jsou zde uvedeny dva pristupy
k interpretaci fazového zpozdéni a také je zde vypracovana reserse k prepocttim faze na su-
chou hmotu butiky (podle H. G. Daviese a M. H. F. Wilkinse, G. Popescua, G. Dunna
a D. Zichy). V experimentalni ¢&sti je nejdiive popsana kultivace bunék, poté piiprava
vzorku pro pozorovani a nasledné zpracovani dat. Druha polovina experimentalni ¢asti
je zaméfena primo na provedené experimenty. Ve vSech experimentech byly pozorovany
buniky K2 (plné oznaceni LW13K2). Nejdiive byla pozorovana nutriéni deprivace bunék
a poté bunécny rust.

Summary

Subject of this bachelor’s thesis is to create an overview of conversions of phase profile to
the values of dry mass and to realize experiments verifying the importance of dry mass.
In the theoretical part, the history of the holographic microscopy and the development
of the holographic microscopy on IPE FME BUT in Brno are summarized. The transmis-
sion holographic microscope is also described. This thesis covers its construction descrip-
tion and basic working instructions. The theoretical part also deals with the importance of
image phase. Two approaches are presented for the interpretation of the phase delay and
there is research on phase conversions to dry cell mass (according to H. G. Davies and M.
H. F. Wilkins, G. Popescue, G. Dunn and D. Zicha). In the experimental part cultivation
of cells, preparation of observation sample and processing of data are described. This part
of thesis is also focused on laboratory experiments. Cells K2 (full name LW13K2) were
observed in all experiments. First experiments deal with nutritional deprivation of cells
and later with cell growth.

Klicova slova
Holograficka mikroskopie, fazové zobrazeni, ekvivalent suché hmoty, bunéény rtst, nutriéni
deprivace bunék.
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1. UVOD

1. Uvod

Péstovani a pozorovani bunécnych kultur i samotnych bunék je nedilnou soucasti
vyzkumu, diagnostiky i lécby. Uplatiuje se v genovém inzenyrstvi, v biotechnologiich,
ve farmaceutickém pramyslu, pii ptipravé oc¢kovacich protilatek apod. Ackoli se nejednéa
o novinku, je toto odvétvi stale rozvijejici se a prinosné.

Snaha o pozorovani malych objektt a jejich struktur, které nejsou pouhym okem vi-
ditelné, vedla k vyvoji optickych mikroskopii. Zobrazovani ve vSech typech mikroskopt
vzniké interferenci pfimého svétla (nerozptyleného vzorkem) a svétla rozptyleného vzor-
kem. Protoze nékteré objekty jsou mikroskopem dobie viditelné a dalsi nikoliv, jsou ob-
jekty rozdéleny podle interakce svételné viny a objektu na dvé skupiny: amplitudové a fa-
zové. Objekty amplitudové méni amplitudu prochézejiciho svétla, objekty fazové méni
fazi svétla.

V biologii se lze casto setkat s transparentnimi vzorky (buinkami), které malo roz-
ptyluji a odrazeji svétlo, a proto se fadi mezi objekty fazové. Aby bylo moZné pozorovat
zivé bunky, véetné jejich pohybti a reakci na vnéjsi prostiedi, je nezbytné je uchovavat
ve fyziologickych tekutinach (fyziologicky roztok, kultiva¢ni média). K samotnym pozo-
rovanim se pouzivaji specialni kultiva¢ni komutrky v rizném provedeni a modifikacich
(naptiklad komirky stacionérni a pritokové). Pfi zkouméni v bézném optickém mikro-
skopu, ktery nedokaze zaznamenat primo zménu faze, je jejich obraz malo kontrastni
v porovnani s pozadim svétlého pole. Pro zvyseni kontrastu se pouziva barveni nebo spe-
cialnich mikroskopickych zobrazovacich metod, jakymi jsou napriklad metoda klasického
fazového kontrastu ¢i interferencni mikroskopie. Ve fluorescencéni mikroskopii, v interfe-
ren¢ni mikroskopii a v klasickém fazovém kontrastu se vyuziva toho, ze médium, bunky
a jejich jednotlivé ¢asti se lisi indexem lomu, ktery spolecné s tloustkou vzorku ovliviiuje
tazi prochazejiciho svétla.

Interferencéni mikroskopie

Interferen¢ni mikroskopie je zobrazovaci metoda, kterd vyuziva interference svételnych
svazkll prochéazejicich pfedmétovou a referenc¢ni vétvi. Diky zédznamu interference a vy-
hodnoceni interferen¢niho obrazce 1ze stanovit zpozdéni predmétového svételného svazku
(rozdil fazi interferujicich vln) zpisobené prichodem pies objekt.

Interferenéni mikroskopy 1ze rozdélit do dvou skupin podle tihlu, ktery svirda predmeé-
tovy a referen¢ni svazek ve vystupni roviné. V piipadé, kde je tento uhel nulovy (resp.
témét nulovy) a paprsky se schézeji v ose (in-line), jedna se o interferometrické mikro-
skopy. K ziskani aplné informace o predmétové viné, tj. o jeji amplitudé a fazi, je nutné
zaznamenat vice snimku liSicich se definovanym fazovym posuvem. Jestlize je tento tthel
nenulovy, pak se jednd o mimoosovou interferenci (off-axis) a mikroskopy se nazyvaji
holografické. Z jediného snimku (hologramu) je mozné ziskat kompletni informaci o pred-
métové viné [1].

Déle lze interferen¢ni mikroskopy rozdélit na mikroskopy reflexni a transmisni. V pii-
padé reflexnich mikroskopt se svételny svazek od vzorku odréazi. Tento typ mikroskopt
se pouziva ke zkoumani povrchii (topografie). V pfipadé transmisnich mikroskopu svételny
svazek vzorkem prochézi a je vhodny k biologickym aplikacim [2].



Vyhodou interferen¢ni mikroskopie je, ze pozorovani probiha bez barveni, tzn. bez to-
xickych efekttt pro zivou buiiku, coz umoziuje v redlném case pozorovat zmény v buice.
Velikost zmény faze zévisi na tloustce butiky a rozdilu indexu lomu bunky a média. Za-
roven je velikost zmény faze piimo timérna mnozstvi suché hmoty a je tedy mozné bunky
opticky vazit nebo vyhodnocovat zmény hustoty vnitrobunééné hmoty [3]. Tyto zmény
jsou v relaci s déji, kterymi bunka béhem bunééného cyklu prochéazi. Prikladem takového
déje je bunécny riust nebo déleni.

K experimentim této prace byl pouzit transmisni holograficky mikroskop, a proto je
v nasledujicich kapitolach psano pouze o této skupiné interferencnich mikroskopi.

Dalsi pouzité metody

Dalsi metody byly v ramci bakalarské prace pouzity pro vizualni kontrolu bunék ptred
zahajenim snimani. Jednalo se o klasicky fazovy kontrast a diferencialni interferencni
kontrast.

Klasicky fazovy kontrast

Klasicky fazovy (Zernikuv) kontrast vyuziva interference svételné viny, kterd prochézi ob-
jektem beze zmény (nulty difrakéni fad) a vlny, kterad je objektem difraktovana (ostatni
difrakéni Fady). Svételny svazek nejdiive prochazi kondenzorovym mezikruzim, a tim
vznika duty svételny kuzel. Po priichodu kondenzorem svételny svazek prochazi vzor-
kem, kde jedna cast prochéazi bez difrakce a druha je objektem difraktovana. Obé viny
dale prochézeji objektivem a fazovou destickou (ve tvaru mezikruzi) umisténou v zadni
ohniskové roviné objektivu. Fazova desticka posouva fazi svételné viny rozptylené objek-
tem vuci nerozptylené svételné viné. Nasledné jsou oba svazky fokusovany do obrazové
roviny, kde dochézi k interferenci. Rozdily faze se projevi kontrastni zménou intenzity
(amplitudy).

Nevyhodou klasického fazového kontrastu je existence halo efekti. V disledku lomu
svétla na sténach objektu vznika jasné zareni, které znemozinuje ur¢it pfesnou hranici
mezi objektem a okolim. A pravé detekce okraju buiiky je dilezita pro studium bunék [4].

Diferencialni interferené¢éni kontrast

Nomarského diferencidlni interferencni kontrast (DIC) prevadi rozdily v optické dréaze
na rozdily intenzity pomoci dvou modifikovanych Wollastonovych hranolt. Prvni Wollas-
tontv hranol slouzi jako déli¢ polarizovaného svételného svazku. Rozdélené svazky s vza-
jemné kolmymi rovinami polarizace dale prochazeji optickou soustavou blizko sebe, ale
v jemné odlisSnych smeérech. Po prichodu vzorkem a optickou soustavou jsou svételné
svazky skladany dohromady druhym Wollastonovym hranolem. Po prichodu svételnych
svazkl analyzatorem (zajistuje stejnou polarizaci svételnych svazki) dochézi k interfe-
renci. Vzorek je pozorovan s viditelnymi rozdily v intenzité.

Vyhodou metody DIC je dobré rozliseni a nepfitomnost halo efektti. Nevyhodou je
vznik silné zaricich parazitnich obrazi, které vznikaji pti zobrazovani dvojlomnych vzorki.
Ptesto neni v biologickych experimentech tato metoda prili§ vyuzivana, jelikoz vétsina
kultiva¢nich materidla je vyrobena z dvojlomnych latek (napf. Petriho miska), které pii
pozorovani touto metodou silné zafi [5].



1. UVOD
Cile a rozdéleni prace

Prvnim cilem této prace je vypracovat resersi zptisobt prepoctu fazového posuvu v bunice
na ekvivalent suché hmoty a kriticky vybrat jeden ze zptisobii prepoctu, ktery bude déle
ve vypoctech této prace pouzivan. Dalsim cilem je provedeni odpovidajicich experimentii
za pouziti digitalniho holografického mikroskopu v transmisnim mdédu. Tento mikroskop
méii fazové zpozdéni zplisobené prichodem svételného svazku transparentnim objektem,
a proto se hodi k méfeni rozlozeni ekvivalentu suché hmoty v buriice.

Samotna bakalarska prace, nesouci nazev Mereni rozloZeni ekvivalentu suché hmoty
bunky kvantitativnim fdzovym kontrastem koherenci rizeného holografického mikroskopu,
je rozdélena do tii ¢asti. V prvni ¢asti je pojednano o holografické mikroskopii od jeji
stru¢né historie aZ po konstrukéni popis konkrétniho holografického mikroskopu na UFI
FSI VUT v Brné a zpracovani hologramu. Druha ¢ast je zaméfena na vyznam obrazové
faze a prepocty fazového posuvu na hodnoty ekvivalentu suché hmoty. Posledni, tfeti
Cast se vénuje samotnym experimenttim (nutriéni deprivace bunék, rist bunék), které
oveéruji vyznam ekvivalentu suché hmoty jako diilezitého parametru udavajici informaci
o bunééném ristu.



2. Holograficka mikroskopie
2.1. Historie

Holografie (z feckého holos — tplny a grafie — zdznam) vychéazi z principu holografic-
kého zobrazeni objeveného v roce 1948 D. Gaborem, ktery za polozeni téchto teoretickych
zékladi ziskal v roce 1971 Nobelovu cenu. Pfestoze holograficka (resp. interferencéni) mik-
roskopie jako jedind umoznovala zobrazit i zméfit rozdily optické drahy, nebyla docenéna.
Dalsi vyvoj nastal po roce 1952, kdy H. G. Davies a M. H. F. Wilkins publikovali, Ze roz-
dily optické drahy jsou pfimo imérné mnozstvi suché hmoty objektu [3]. Nasledné etapa
prisla s objevenim laseru v roce 1960, kdy T. H. Maiman poprvé predvedl laser jako kohe-
rentni zdroj monochromatického zafeni. Pro holografickou mikroskopii je laser ideadlnim
sveételnym zdrojem, diky své dlouhé koherencni délce. Prvni trojrozmérny zaznam, jehoz
motivem byl vlak, se podafilo vytvorit védcim na michiganské univerzité pod vedenim
E. Leitha a J. Upatniekse v roce 1964 [0].

I pfes tyto pokroky nebyla holograficka (resp. interferen¢ni) mikroskopie prakticky
vyuzivana kvili slozitému usporadani, vysoké porizovaci cené a také proto, ze nebyla
moznost ukladani a zpracovani velkého mnozstvi dat. Pro bézné pozorovani bunék bylo
pouzivano jinych mikroskopickych metod (klasicky fazovy kontrast, diferencidlni interfere-
n¢ni mikroskopie atd.). Az rozvoj vypocetni techniky a digitalntho zadznamu ozivil zajem
o holografickou mikroskopii. Dnesni digitalni holografické mikroskopy (DHM) obsahuji
kromé optické soustavy i digitalni detekéni zafizeni a jsou propojeny s pocitacem, ktery
umoznuje okamzity zadznam a zpracovani hologramu.

V dnesni dobé jsou holografické mikroskopy pouzivany ve vyzkumnych centrech pro
ruzné biologické aplikace, avSak v bézné medicinské praxi se zatim prili§ nevyuzivaji [5].

2.2. Vyvoj holografie na UFI FSI VUT

V Laboratofi optické mikroskopie na UFI FSI VUT v Brné byl prvni holograficky mikro-
skop zkonstruovan R. Chmelikem a Z. Harnou [7]. V roce 1999 v ramci svych diplomovych
praci zacaly vyvijet transmisni holograficky mikroskop I. Chytkova [3] a M. Prokopova
[9]. Pozdéji v ramci doktorského studia M. Prokopové byl vytvoren prvni prototyp [10],
na ktery navazal svoji praci P. Kolman. V ramci své dizertacni prace P. Kolman [I]
navrhl a zkonstruoval transmisni holograficky mikroskop s mimoosovym achromatickym
a prostorové invariantnim interferometrem (dale jen CCHM, z anglického Coherence-Con-
trolled Holographic Microscope). Celkové schéma CCHM je na obrazku 2.1 a fotografie
holografického mikroskopu pouzivaného v laboratoii Experimentalni biofotoniky na UFI
FSI VUT v Brné je na obrazku 2.2.

Tento mikroskop je neustale vyvijen (konstrukéné i softwarové) a je v soucasnosti
pouzivan k pozorovani biologickych vzorkt, predevsim zivotnich cykli bunék a bunécné
dynamiky. Pro biologické aplikace je mikroskop vybaven termoizola¢nim boxem, ktery je
vyhfivan bud proudicim vzduchem nebo dvémi topnymi systémy, jenz ohfivaji podsta-
vec pod mikroskopem a posuvny stolek. Ohfivani termoizola¢niho boxu zajistuje stabilni
teplotu béhem pozorovani. Tento mikroskop byl pouzit i k experimentim této prace.



2. HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIE

Obréazek 2.1: Celkové schéma holografického mikroskopu vytvorené P. Kolmanem [1].

Obrazek 2.2: Fotografie holografického mikroskopu v laboratori Experimentalni biofoto-
niky na UFI FSI VUT v Brné.



3. Mikroskop CCHM
3.1. Konstrukéni popis mikroskopu CCHM

V dizertacni praci P. Kolmana je konstrukéni popis CCHM proveden do detaili, a proto
v této praci je optické usporadani pouze nastinéno. Zakladni schéma optického usporadani
je uvedeno na obrazku 3.1. V zakladnim rozdéleni se mikroskop CCHM sklada ze stejnych
casti jako klasicky opticky mikroskop, a to z osvétlovaci a zobrazovaci soustavy a detek-
toru. Zasadni rozdil CCHM od bézného optického mikroskopu je existence dvou vétvi,
které jsou opticky ekvivalentni a zrcadlové symetrické. Kazda z téchto vétvi obsahuje dva
shodné objektivy.

Osvétlovaci soustava se sklada ze zdroje svétla, matnice (M), clonek (C), interferen-
¢niho filtru (IF) a objektivu (O). Zdrojem bilého svétla je halogenova lampa. Vybérem
clony se urcuje prostorova koherence svétla. Pri pouziti clony s mensim primérem se
dosdhne vyssi prostorové koherence, a tim i lepsi interference, ovSem snizi se tim intenzita
osvétleni.

Za clonou je umistén vymeénik filtri, ze kterého je mozné vybrat jeden z interferenc-
nich filtra. Obvykle je pouzivan filtr s maximalni propustnosti na vinové délce 650 nm
a s pologifkou maxima propustnosti 10 nm. Cervené svétlo je vhodné pro zkoumani biolo-
gickych objektt, protoze ma nizsi energii nez bilé svétlo, a protoze je biologickymi objekty
malo rozptylovano.

Objektiv (O) zobrazuje svétlo pies zrcatko (Z1) na difrakéni miizku (DM), kterd je
pouzita jako deéli¢ svételného svazku a je vyrobend litograficky se 150 vrypy na milimetr.
Na ni svazek difraktuje a zrcatky (Z2 a Z3) je vybran 1. a —1. difrakéni fad, které tvori
svazky pfedmeétové a referencni vétve. Objektiv zobrazuje zdroj pres zrcatka do zadni ro-
viny kondenzort a tim zajistuje rovhomérné osvétleni predmétu. Jedna se o tzv. Kohlerovo
osvétleni.

Svazek predmétové vétve prochazi kondenzorem (K2) a pfedmétem do objektivu (02),
ktery predmét zobrazuje do vystupni roviny. Referencni vétev ma stejnou konstrukci
az na to, ze mezi kondenzorem (K1) a objektivem (O1) je pouze referen¢ni objekt. Re-
ferenc¢ni objekt a pfedmét by se mély v idedlnim piipadé lisit pouze o pritomnost zobra-
zovaného pfedmétu. Svazky z obou vétvi jsou zrcatky (Z4, Z5) smérovany do vystupni
roviny, kde interferuji. Takto vznikly hologram je zobrazen pomoci vystupniho objektivu
umisténého za vystupni rovinou na ¢ip CCD kamery. Funkci objektivu je zvétsit obraz
tak, aby byly interferenc¢ni prouzky rozlisitelné kamerou.

3.2. Prace s mikroskopem

Ptfed samotnym méfenim je nezbytné nastavit mikroskop pro pozorovani — nastavit in-
terferenci predmétové a referencni viny. Pro usnadnéni 1ze nejdiive zaosttit na difrakéni
miizku bez vzorku, poté zaostiit obé vétve. Jednotlivé vétve se zaostiuji zvlast, nejdiive
je predmétova vétev zaviena a vétev referencni se zaostfuje a naopak. Zaostiuje se bud
na okraj mrizky, nebo na rizné necistoty, které se na miizce obvykle vyskytuji a které
usnadnuji posouzeni ostrosti. Poté jsou obrazy skladany na sebe a po prizptisobeni op-
tické délky predmétové vétve je dosazeno interference. Komtrky, které obsahuji stejné
médium, jsou nasledné vlozeny do vétvi mikroskopu. Komirka, ktera se vklada do pred-
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métové vétve, obsahuje navic kromé média i samotné vzorky (butiky). Proces zaostfovani
je s komirkami zopakovan. V programu CCHM?2, vytvofeném L. Kvasnicou, se nastavi
parametry (interval snimani, primérovani etc.), a poté je mozné zahdjit samotné snimani.
Program CCHM2 uklada data, ktera nasledné zpracovava a zobrazuje. Dokaze v realném
case zobrazit obrazy amplitudy, intenzity, navazané faze a také hologramy, které samotné

staci na rekonstrukci a analyzu obrazu.
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Obrazek 3.1: Optické usporadani koherenci fizeného holografického mikroskopu: M — mat-
interferencni filtr, O, O1 a O2 — objektivy, Z1-Z5 — zrcatka, DM —

nice, C — clony, IF —
difrakéni m¥izka, K1 a K2 — kondenzory. Pfevzato z [11].



3.3. ZPRACOVANI HOLOGRAMU
3.3. Zpracovani hologramu

Zpracovani hologramt probiha v programu CCHMZ2. Aby nebyl pifi snimani pocitac¢ za-
tizen, bylo mozné nastavit hodnoty prahovani, a aby bylo celkové zpracovani pod lepsi
vizualni kontrolou, zpracovani probihalo v offline médu. K rekonstrukci obrazu je pou-
zivano fourierovskych metod, diky kterym je z hologramu vypocten obraz amplitudy,
intenzity a nenavazané faze. Vice o rekonstruk¢énim algoritmu a podminkach je napsano
v [1], [2]. V pFipadé, Ze se zkoumaji prithledné vzorky, kli¢ovou veli¢inou pro vyhodnoceni
snimku je zména faze svétla, a proto je dale zpracovavan obraz nenavazané faze. Jelikoz se
jedna o funkci periodickou, objevuji se v obraze skoky, které se daji odstranit prictenim
nebo odectenim 27n, kde n je celé cislo. Takto upraveny obraz se oznacuje jako obraz
navazané faze.

Fazovy rozdil svételnych svazki prochazejicich referencéni a pfedmétovou vétvi je pfimo
umérny rozdilu jejich optickych drah:

AD(ry) = B,(2.) — B,(2,9) = T OPD(z.y), (31)

kde A® je fazovy rozdil svételnych svazkii, @, faze svételného svazku prochazejici refe-
ren¢ni vétvi, &, faze svételného svazku prochézejici predmétovou vétvi, A je vinova délka
svétla ze zdroje a OPD je rozdil optickych drah. OPD je dén indexem lomu a tloustkou
vzorku. V idedlnim piipadé, kdy se jedna o dvé identické komurky se vzorkem o tloustce
t (obrazek 3.2), je OPD dan pouze rozdilem indext lomu vzorku n,, a prostiedi n,, a je
roven:

OPD(z,y) = [nm(h—t(z,y)) + nu(z,y)t(z,y)] — (nnh)
= (nvz - nm)t(xa y) = An(aj,y)t(x, y)7 (32)
kde OPD je rozdil optickych drah, n, index lomu média, n,, index lomu vzorku,

t tloustka vzorku, h je vyska komirky a An je rozdil indext lomu.
Po dosazeni vyrazu (3.2) do rovnice (3.1):

2m 2m
referencni vétev pfedmétova vétev
nm n‘J’Z nm
= | <
~ 1
1
v v

Obrazek 3.2: Znézornéni optickych drah v referen¢ni a predmétové vétvi mikroskopu
CCHM,; n,, — index lomu média, n,, — index lomu vzorku, ¢t — tloustka vzorku, h — vyska
komtrek.
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4. Vyznam obrazové faze

V nésledujici kapitole jsou uvedeny dva pristupy objevujici se v dostupné literature
k prepoctu fazového posuvu zpiisobeného bunkou na hodnoty ekvivalentu suché hmoty
[12]. Fazovym posuvem se jiz rozumi posuv faze navizané. Dale jsou zde uvedeny kon-
krétni prepocty faze na suchou hmotu. Suchou hmotou se rozumi bezvodny obsah bunky
(proteiny, lipidy, sacharidy).

4.1. Homogenni typ bunék

Prvni pfistup [13],[14],[15] plati pfedevsim pro homogenni typ bunék, jako jsou napiiklad
cervené krvinky. Bunka je aproximovana jedinou hodnotou indexu lomu, protoze indexy
lomu jednotlivych ¢asti jsou témér stejné (ny, = 1,395). Pak fazovy obraz odpovida sku-
teCnému tvaru bunky a hodnota zpozdéni faze AP je primo prepoctena na vysku burky
t: 5
A

Ve vztahu 4.1 predstavuje AP fazovy rozdil, A vlnovou délku svétla zdroje, ¢ tloustku
bunky, ny, index lomu bunky a n,, index lomu média.

Cervené krvinky jsou nejbéznéjsi krevni buiiky, u savcil se vyskytuji bez jadra v bi-
konkavnim tvaru (obrazky 4.1(a), (b)). Jejich vyska se pohybuje okolo 2 pm [16].

B <o

Obréazek 4.1: (a) Hustra¢ni obrazek ¢ervené krvinky vytvoreny pomoci elektronového mi-
kroskopu. Prevzato z [17], (b) Fazovy profil ¢ervené krvinky vytvofeny z méfeni na holo-
grafickém mikroskopu. Prevzato z [18].

AD(z,y) = == (m1, — nu)t(z, y). (4.1)

4.2. Heterogenni typ bunék

V druhém pfistupu [13],[19],[20], ktery plati pro heterogenni typ bunék obsahujici or-
ganely s riznymi indexy lomu, je hodnota faze interpretovana jako hustota bunky a jeji
zmény. Tvar bunék neodpovida fazovému obrazu. V tabulce 4.1 jsou uvedeny indexy lomu
nékterych slozek bunky.
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Slozka bunky | cytoplazma | jddro | melanin | mitochondrie
Index lomu n 1,37 1,39 1,70 1,42

Tabulka 4.1: Tabulka indext lomu pro nékteré slozky buiiky, prevzato z [21].

Na mirné nehomogenni typ bunék lze aplikovat prvni pristup, kdy jsou hodnoty indext
aproximovany jedinou hodnotou a hodnoty faze jsou prepocteny na piibliznou vysku
buniky. Typické hodnoty indexii lomu bunéénych slozek se pohybuji v intervalu
1,37 — 1,41 [21].

Refrakéni vlastnosti bunky vykazuji vysokou zavislost na celkové koncentraci suché
hmoty bunky [3]:

n(z,y) = ng+ aCl(x,y), (4.2)

kde ng je index lomu média, C' je koncentrace suché hmoty v buiice a je vyjadiena jako
hmotnost na jednotku objemu roztoku (v g/ml), parametr « je specificky refrakéni pii-
rustek (v ml/g). Rizné slozky buiiky maji odlisné hodnoty refrakéniho pfirtstku « (viz
tabulka 4.2).

Slozka buriky lipidy | proteiny | DNA | hemoglobin
Refrakéni piiristek a [ml/g] | 0,14 0,18 0,18 0,19

Tabulka 4.2: Tabulka specifickych refrakénich prirtistk pro nékteré slozky bunky, pie-
vzato z [22].

Biologické vzorky (burtiky) jsou slozené predevsim z proteinti, nukleovych kyselin a kar-
bohydrati. Kazdéa z téchto makromolekul je slozena prevazné z lehkych atomi jako jsou
napriklad uhlik, kyslik a vodik. Elektrony v lehkjch atomech interaguji se svétlem po-
dobnym zptisobem. Protoze specifické refrakéni prirtistky charakterizuji stupen interakce
se svétlem, jsou specifické refrakéni piirtstky makromolekul velmi podobné [22]. Jejich
typické hodnoty se pohybuji v rozmezi 0,18 — 0,21 ml/g. Protoze se tyto hodnoty ptilis
nelisi, jejich rozdily lze zanedbat, a proto je zpozdéni faze pfimo tmeérné suché hmoté
burniky. I dalsi geometrické parametry (obsah bunééné plochy, objem buriky, kulatost, Sik-
most, Spic¢atost) lze obdrzet ptimo ze zpozdéni faze, aniz by bylo nutné oddélit index lomu
a vysku bunky [12].

4.2.1. Prepocty faze na suchou hmotu

V roce 1952 zjistili H. G. Davies a M. H. F. Wilkins [3], Zze bunééné interferometrie
umoznuje kvantitativné pozorovat rist bunék a dalsi zmény v pribéhu jednoho bunééného
cyklu, aniz by byla ziva buika fixovana nebo jinak poskozena. Rozdil optickych drah
(OPD) zpusobeny prichodem svételného svazku pies buiiku je pfimo tmérny ekvivalentu
suché hmoty. Hodnoty suché hmoty pak lze vyjadrit ze vztahu:

m = (OPDIA (4.3)

X

kde m predstavuje suchou hmotu buiky v pg, (OPD) primérny rozdil optickych drah
v pm, A piedstavuje bunéénou plochu v um? a y specificky refrakéni pifrtistek v um?-pg=!.
X je rovno 100« a hodnoty « lze vyjadiit ze vztahu (4.2).

10
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Z tohoto vztahu (4.3) vychéazi vSechny dal$i uvedené prepocty, které byly nalezeny
v dostupné literatufe a lisi se pouze pouzitou konstantou. Podle G. Popescua [13] lze (po
pouziti vyse zminéného vztahu 4.2) pomoci zpozdéni faze svételného svazku ur¢it plosnou
hustotu suché hmoty.

o(x,y) = 2;\QACI>(x, Y), (4.4)

kde o piedstavuje plosnou hustotu suché hmoty v pg- um=2, X vilnovou délku zdroje v pm,
« specificky refrakéni piiristek v um? - pg=! a A® fazovy rozdil v radidnech.

7 prumérné hodnoty plosné hustoty suché hmoty lze jiz snadno urcit samotnou hod-
notu suché hmoty.

m= (o)A = 2A<A<I>>A, (4.5)

yiye;

kde m predstavuje suchou hmotu buriky v pg, (o) pramérnou plognou hustotu suché
hmoty v pg - um~2, A plochu buiiky v pm?, A vlnovou délku zdroje v um, o specificky
refrakéni piirtistek v pm? - pg=t a (A®) primérny fazovy rozdil v radidnech.

Dalsi pfepocet uvadi G. Dunn a D. Zicha [23], podle kterych 1ze suchou hmotu vyjadfit
nasledovné:

m = (B)AB. (4.6)

Ve vzorci (4.6) m predstavuje suchou hmotu butiky v pg, (®) pramérny fazovy posuv
v radidnech, A buné¢nou plochu v ym? a 8 udavd mnozstvi hustoty suché hmoty
(v pg -um~2), které zptisobi fazové zpozdéni rovné jedné vinové délce pouzitého svétla.
V ¢lanku [23] je pfedpokladana pfima tmeéra mezi vinovou délkou a plosnou hustotou
a pro vlnovou délku 546 nm je uvedena hodnota 3 = 3 pg -um~2. V této praci se viak
pouziva zdroj s vlnovou délkou 650 nm, proto je nutné hodnotu hustoty pro tuto vinovou
délku prepocitat.

4.2.2. Aplikace vzorcu

Pro ovéfeni vysSe uvedenych vztaht (4.3) az (4.6) byly provedeny vypocty suché hmoty
buiiky pro modelovou situaci s parametry uvedenymi v tabulce 4.3.

VInova délka zdroje A = 650 nm
Primérny celkovy fazovy posuv (®) = 1,95 rad
Pramérny rozdil optickych drah | (OPD) = 0,202 pm
Plocha burky A = 225 pym?

Tabulka 4.3: Tabulka hodnot pouzitych pro prepocet faze na suchou hmotu.

1. Prepocet podle H. G. Daviese [3]
x = 0,18 pm®-pg™"

(OPD)[pm]A [pm?] 0,202 - 225
X [pm?-pg=l] 0,18

m [pg] = [pg] = 252,5 pg

11



4.2. HETEROGENNI TYP BUNEK
2. Pfepocet podle G. Popescua [13]
a=0,2 pm’®-pg~t

A [pm] ~ 650-107°

o [pgpm?] = (®)frad] = = —o—

= 1,95 [pg-um™2] = 1,1208 pg- um 2
S [y - pa-T] ;95 [pg- pm™"] = 1,1208 pg- pm

m [pg] = (o) [pg- pm~*]A [pm?] = 1,1208 - 225 [pg] = 252,2 pg

3. Pfepocet podle G. Dunna a D. Zichy [23]

A=546nm ............... B =3pg-pum-
A=650nm ............... f=3,571 pg - pm >
®)[rad ,
m [pg] = < >2[7T la (1?6 [pg - pm %] = +225- 3,571 [pg] = 249,4 pg

4.2.3. Shrnuti

V tabulce 4.4 jsou uvedené vysledky prepoctii faze na suchou hmotu podle jednotlivych
pristupt. Ziskané vysledky odpovidaji biologickym predpokladim.

prepocet podle H. G. Daviese a M. H. F. Wilkinse | m = 252,5 pg
prepocet podle G. Popescua m = 252,2 pg
prepocet podle G. Dunna a D. Zichy m = 2494 pg

Tabulka 4.4: Tabulka vyslednych hodnot suché hmoty ziskanych z modelovych vypocti.

Protoze se tyto hodnoty suché hmoty od sebe pfili§ nelisi, a protoze v posledni dobé
je nejvice citovan prepocet podle G. Popescua, i v této praci bude dale pouzivan pravé
tento prepocet:

M = (o)A = =~ (AB)A. (4.7)

12
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5. Experiment s bunkami K2

V nasledujici kapitole je nejdiive obecné popsana kultivace buné€k, nasledné ptiprava
experimenti, zpracovani a vyhodnoceni namérenych dat a nakonec jsou predstaveny vy-
sledky jednotlivych méfeni, ve kterych bylo cilem pozorovat zmény suché hmoty bunék.
Celkem byla provedena ¢tyti méreni. V prvnich dvou ptipadech byl proveden experiment
nutri¢ni deprivace bunék, kdy bunky nemély dostatek zivin a v disledku toho ztracely
na suché hmoté. Ve druhych dvou pripadech byl proveden opac¢ny experiment — rist
bunek, kdy buinky meély dostatek zivin, a proto mohly béhem sniméni déle rtst. Jako
vzorky byly pouzity nadorové nemetastazujici embryonalni fibroplasty inbredniho potkana
Louis Lewis. Tyto buiiky jsou oznacovany jako K2 (plné oznaceni LW13K2) a byly kulti-
vovany v laboratofi Experimentalni biofotoniky na UFI FSI VUT v Brné. Vechna méfeni
probihala na holografickém mikroskopu CCHM. Tento mikroskop je neustale softwaroveé
i konstrukéné vyvijen, mezi prvnim a druhym méfenim byl naptiklad zménén zptisob
vyhtivani boxu a byly vylepseny posuvy stolki.

5.1. Priprava experimentu

5.1.1. Kultivace bunék

Bunécéné linie jsou dlouhodobé uchovavany v zamrazeném stavu v kapalném dusiku.
Bunécéné linie, které jsou aktualné pouzivané k experimenttim, jsou kultivovany v kul-
tiva¢nich lahvickach v inkubatoru Sanyo MCO-18AIC pii ideédlni teploté pro jejich rist
37°C s 3,5% koncentraci CO,. Pfi kultivaci bunék je nutné pracovat ve sterilnim pro-
stfedi a udrzovat celkovou ¢istotu. Proto veskera manipulace probiha ve flow-boxu MSC
Advantage, ve kterém je diky proudéni vzduchu zabranéno vzniku p¥ipadné kontaminace.

Bunky K2 byly péstovany v kultivacnim médiu uchycené na povrch kultivacéni lahvicky
v inkubéatoru. Ke kultivaci bunék bylo pouzito médium M1H, které bylo obohaceno o fe-
talni teleci sérum (FTS), které slouzi jako Ziviny pro buiky. Celkové sloZeni média M1H
k nalezeni v [2]. Kultiva¢ni médium bylo nezbytné jednou za urc¢itou dobu vymeénit. V mo-
menté, kdy bunky vytvorily konfluentni porost, bylo potieba je ztrypsinizovat. V tomto
procesu dochazi k oddéleni bunék od povrchu, popis tohoto procesu je detailné popsan
v [24]. Po provedeni trypsinizace byly butiky pfepoéitany v Briicknerové komurce v mik-
roskopu s fazovym kontrastem. Urcity pocet bunék (cca 20 000) byl vloZen do kultivaéni
lahvicky, ktera byla nasledné doplnéna médiem a takto ptripravena suspenze se mohla déle
kultivovat. Ostatni bunky jsou udrzovany ve zkumavkach ve stavu suspenze v lednicich
pfi teploté 5°C (fadové nékolik dni) a slouzi k piipravé vzorkl pro experimenty.

Rist bunék byl kontrolovan v klasickém fazovym kontrastu (obrazek 5.1) a v diferen-
ciadlnim interferenénim kontrastu (obrazek 5.2).
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(a)

40 um

Obrazek 5.1: Bunky K2 v klasickém fazovém kontrastu pti pouziti objektivu se zvétsenim
(a) 20x a (b) 40x.

Obrazek 5.2: Bunky K2 v diferenciadlnim interferen¢nim kontrastu pfi pouziti objektivu
se zvétsenim 20X.

5.1.2. Priprava vzorku pro pozorovani

Buiiky byly nasazeny do komtrek a vloZeny do inkubétoru (koncentrace 12 bunék na mm?).
Po dvou dnech kultivace bunék v inkubatoru bylo v prvnich dvou méfenich médium M1H
vyménéno za fyziologicky roztok HBBS (z anglického vyrazu Hanks Balanced Salt Solu-
tion). Bunky v roztoku HBBS nemaji dostatek Zivin, a proto zacnou hladovét. Do pied-
métové komurky byly vlozeny buniky v roztoku HBBS, v referencni komtirce byl jen roztok
HBBS.

Ve tretim a ¢tvrtém meéreni bylo médium M1H vyménéno za médium F10, které ma
témér stejné slozeni jako M1H, pouze neobsahuje pH indikator fenolovou ¢erven. Médium
F10 je vice transparentni a obsahuje teleci sérum (FTS), a proto jsou v ném buiiky lépe
viditelné a maji v ném dostatek zivin pro dalsi rist. Do pfedmétové komurky byly vlozeny
buiiky s médiem F10, do referen¢ni komirky bylo vloZeno pouze médium F10.

Poté, co byly pfipraveny piislusné komutrky pro jednotlivé experimenty, byly komirky
vlozeny do referencéni a predmétové vétve mikroskopu CCHM. Schéma komtrky je na ob-
razku 5.3.

14



5. EXPERIMENT S BUNKAMI K2
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Obrazek 5.3: Stacionarni komurka je slozena ze dvou krycich skli¢ek o tloustce 0,17 mm
a kovového mezikruzi. Spodni kryci sklicko je napevno prilepeno ke kovovému mezikruzi,
horni kryci sklicko je po nasazeni bunék prichyceno vazelinou.

5.2. Zpracovani nameérenych dat

Z hologramti 1ze pomoci programu CCHM?2 ziskat nenavézanou fazi, ze které lze poté
ziskat fazi navdzanou. Analyza navazané faze probihala v programu ImageJ (obréazek
5.4).

EoX

File Edit Image Process Analyze Pluging Window Help
O/Q)c8 < 4]~ a|a]o] 2] |mfsds]a] | | =]

Freehand selections

(1]
-

Obrazek 5.4: Panel nastroji programu ImagelJ.

5.2.1. ImagelJ

Program ImageJ je volné dostupny program uréeny pro zpracovani a analyzu obrazu. Pro-
gram dokéaze zobrazovat a zpracovavat 8-, 16- a 32-bitové obrazy a také pracovat s mnoha
obrazovymi formaty — TIFF, JPEG, RAW atd. Podporuje zobrazeni sérii obrazii v jednom
okné i jejich sériovou analyzu. Program umoznuje pocitat plosné statistiky v definovaném
vybéru. Umoziuje métit vzdalenosti a thly, dokaze vytvorit histogramy a ¢arové profily,
podporuje standardni funkce zpracovani obrazu jako jsou logické a aritmetické operace
mezi obrazy, manipulace s kontrastem, Fourierovy analyzy, ostfeni, vyhlazovani, detekce
hran a medianové filtrovani. Program podporuje také zobrazeni vétsiho poc¢tu oken sou-
¢asné. Vice v [25].

5.2.2. Analyza dat

Snimky navéazané faze (obrazek 5.5(a)) byly otevieny piikazem Image sequence (File
= Import = Image sequence). Poté byl upraven kontrast pro lepsi vizudlni kontrolu
(Image = Adjust = Brightness/Contrast). ProtoZe byl pouzivan 32-bitovy format TIFF,
ktery uchovava pouze ¢isla, operace Brightness/Contrast zménila jen zobrazeni. Protoze
se ve vSech pripadech méreni jednalo o dlouhodobéa ¢asova pozorovani, kdy bunka ztustava
na stejném misté mrizky, byly také porizeny snimky pozadi. Pozadim se rozumi snimek,
na kterém se nenachézeji bunky. Tyto snimky byly pak v programu ImagelJ odecteny
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5.2. ZPRACOVANI NAMERENYCH DAT

od snimkd s butikami (Process = Image calculator). Déle bylo potfeba buitku odpraho-
vat od pozadi (Image = Adjust = Threshold). Hodnota prahovani byla ziskana empiricky
a zkontrolovana pomoci histogramu (Analyze = Histogram), ktery je vidét na obrazku
5.5(b). Na bimodélnim histogramu (pro objekt a pozadi) je hodnota prahovani vybrana
z lokdlniho minima leziciho mezi dvéma piky histogramu. Vysledkem prahovani je obraz,
na kterém je Cervenou barvou oznacena buiika a ¢ernou barvou je oznaceno pozadi.

(a) (b)

poeadi

(0,06

/ Tamilea

-1, 200 (1, G

Obréazek 5.5: (a) Snimek navazané faze buriky, (b) histogram pouZity pii kontrole hodnoty
prahovani.

V dalsim kroku byla buika oznacena prikazem Freehand selections tak, aby na vSech
snimcich byla cela bunka uvniti oznacené oblasti, ve které bude probihat analyza. Od-
prahovana a oznaCend burika je zobrazena na obrazku 5.6(a). Poté bylo mozné spustit
samotnou analyzu (Analyze = Analyze particles). Vystupy téchto méfeni byly nastaveny
v Analyze set measurements. V nasem piipadé byla jako vystup zvolena pouze suma cel-
kové faze buriky (Integrated Density). Tyto hodnoty lze zobrazit v samostatném okné
Results. Zaroven lze vykreslit i hranici buiiky (obrazek 5.6(b)). Hodnoty celkové faze byly
déle vyhodnocovany.

Obrazek 5.6: (a) Odprahovana a ohrani¢end buiika, (b) vykreslend hranice buiiky
v pritbéhu analyzy dat v programu ImagelJ.
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5. EXPERIMENT S BUNKAMI K2

5.2.3. Vyhodnoceni

Pomoci programu ImageJ byly ziskdny hodnoty celkové faze A®. Jedna se o soucet hodnot
v jednotlivych pixelech (p), které byly oznaceny jako burka:

ij
Pii pouziti objektivii se zvétSenim 10x plocha A, = 0,2 pum? odpovida 1 pixelu,
a proto bylo potfeba hodnoty ziskané pomoci programu ImageJ vynasobit ¢islem 0,2.

Plocha bunky A je rovna:
A =pA,. (5.2)

Po dosazeni predchozich vztaht 5.1 a 5.2 byly ziskané hodnoty celkové faze na plochu
prepocteny na hodnoty ekvivalentu suché hmoty podle jiz uvedeného vzorce od
G. Popescua (4.7).

A @pA _ LAq)A
2T

P

. (5.3)

kde M predstavuje hodnoty ekvivalentu suché hmoty, A vlnovou délku zdroje, o spe-
cificky refrakéni prirtstek, A® hodnoty celkové faze a A, plochu pixelu.

" 2ra P

5.3. Nutri¢ni deprivace

V tomto experimentu byla pozorovana nutri¢ni deprivace bunék. Jednalo se o dlouhodobé
snimani bunék K2 v roztoku HBBS, ve kterém bylo cilem na nahodné vybrané buice po-
zorovat ubytek suché hmoty. Bunky se nachézely v roztoku HBBS, ktery neobsahoval
ziviny. Prvni méfeni probihalo po dobu 18 hodin s intervalem sniméni 60 s, druhé méteni
probihalo 30 hodin s intervalem snimani 120 s. Druhé sniméani bylo zahajeno az 5 ho-
din poté, co byly bunky s médiem vlozeny do komiirky a do pfislusné vétve mikroskopu,
na rozdil od prvniho sniméni, které bylo spusténo ihned. Béhem snimani nebyl mikroskop
po celou dobu idealné naladén a zvyseny Sum v disledku rozladéni znemozioval automa-
tickou detekci hranice mezi buiikou a okolim, proto bylo nutné data vizualné kontrolovat
a vzhledem k velkému poctu dat byl pro vyhodnoceni pouzit kazdy desaty ziskany snimek
(hologram).

5.3.1. Prvni méreni
Parametry pozorovani a nastaveni mikroskopu

Pred mérenim byl mikroskop nastaven stejnym zptisobem, jak bylo uvedeno v sekci 3.2.
Béhem prvniho pozorovani byla udrzovana teplota na hodnoté 37°C (optimdlni teplota
pro buriky). Pro dosaZeni a ustéleni této teploty byly na holografickém mikroskopu za-
pnuty dva topné systémy priblizné o dva dny diive. Prvni systém vyhtiva podstavec pod
mikroskopem (Zulova deska) a tim vytvaii stabilni teplotni gradient uvnit¥ termoizolac-
niho boxu obklopujiciho mikroskop. Aby vzduch dosahl teploty okolo 30°C, byla deska
zahfivana na 67°C. Druhy topny systém ohfiva posuvny stolek se vzorkem, a proto zde
byla nastavena primo teplota 37°C.
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5.3. NUTRICNI DEPRIVACE

V tomto experimentu byly pouzity objektivy se zvétsenim 10x, s numerickou aper-
turou NA = 0,25, filtr s maximalni propustnosti na vlnové délce A\ = 650 nm a clona
s prumérem 3 mm. Jednalo se o ¢asosbérné snimani s intervalem 60 sekund a primeéro-
vanim 3 snimkl za sekundu. Dtlezité parametry nastaveni experimentu jsou shrnuty
v tabulce 5.1.

Objektivy 10x, numericka apertura NA = 0,25
Clona primér 3 mm

. max. propustnost na A = 650 nm
Filtr 7 :

polositka maxima 10 nm

Primeérovani 3 snimky
Interval snimani 60 s
Teplota podstavce 67°C
Teplota stolku 37°C

Tabulka 5.1: Tabulka dilezitych parametri pii pozorovani v prvnim meéfeni.

Vysledky prvniho méieni

Hodnoty celkové faze byly prepoc¢teny na hodnoty suché hmoty. V tabulce 5.2 jsou uvedeny
vysledky prvniho méfeni ve vybranych ¢asovych okamzicich. Data byla vynesena do grafu
5.7. Tento graf zaznamenava ubytek suché hmoty v zavislosti na case. Jednotlivé body
predstavuji hodnoty suché hmoty, které jsou prolozené klouzavym priimérem. V grafu jsou
¢erchovanymi ¢arami také zaznamenany okamziky, ve kterych byl mikroskop kontrolovan
a pripadné doladovéan.

| 7 [min] | (®)-A. [rad-pm?] | M [pg] |

0 950 546
100 917 927
200 901 518
300 893 513
400 880 205
500 851 489
600 791 455
700 789 454
800 773 447
900 762 438
1000 768 441

Tabulka 5.2: Tabulka hodnot sumy celkové faze ((®)-A.) a suché hmoty (M) pro vybrané
casové okamziky v prvnim méfeni.
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Obrazek 5.7: Zavislost ubytku suché hmoty na ¢ase v prvnim meéfeni. Jednotlivé body
predstavuji hodnoty suché hmoty, které jsou prolozené kiivkou. Tato kfivka vznikla
klouzavym primérem na tyto hodnoty. Cerchované ¢ary oznacuji ¢asy, kdy probéhlo do-

ladovéani mikroskopu.

5.3.2. Druhé méreni

Parametry pozorovani, nastaveni mikroskopu

Mikroskop byl pfed méfenim nastaven klasickym zpiisobem (sekce 3.2). Optiméalni teplota
pro bunky okolo 37°C byla udrzovana pomoci termostatem regulované cirkulace teplého
vzduchu, ktery ohtiva cely prostor uvniti termoizola¢niho boxu CCHM. Aby se tato tep-
lota ustalila, bylo ohfivani spusténo 12 hodin pfed zahajenim experimentu. I v tomto ex-
perimentu byly pouzity objektivy se zvétsenim 10X, s numerickou aperturou NA = 0, 25,
filtr s maximalni propustnosti na vinové délce A = 650 nm a clona s primérem 3 mm.
Jako interval sniméni byl zvolen cas 120 sekund s primeérovanim 3 snimki za sekundu.
Tyto parametry jsou shrnuty v tabulce 5.3.

Objektivy 10x, numericka apertura NA = 0,25
Clona pramér 3 mm

. max. propustnost na A = 650 nm
Filtr 7 :

polositka maxima 10 nm

Primérovani 3 snimky
Interval sniméni 120 s
Teplota termostatu 36,6°C

Tabulka 5.3: Tabulka dilezitych parametrii pfi pozorovani v druhém meéfeni.
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5.3. NUTRICNI DEPRIVACE

Vysledky druhého méreni

V tabulce 5.4 jsou uvedeny vysledky druhého méreni pro vybrané okamziky. Je zde za-
znamenan prepocet hodnot celkové faze na plochu na hodnoty suché hmoty. V grafu
na obrazku 5.8 je zaznamenan ubytek suché hmoty v zévislosti na case. Jednotlivé body
predstavuji hodnoty suché hmoty. Tyto body jsou prolozené kiivkou, ktera vznikla klouza-
vym primérem hodnot suché hmoty. V grafu jsou cerchovanymi ¢arami zaznamenany
okamziky, ve kterych byl mikroskop kontrolovan a doladovéan.

| 7 [min] | (®)-A; [rad-um?] | M [pg] |

0 824 426
100 758 392
200 724 375
300 729 377
400 718 371
500 713 368
600 718 371
700 710 367
800 698 361
900 661 342
1000 650 336
1100 646 334
1200 665 344
1300 664 343
1400 656 339
1500 642 332
1600 614 317
1700 o84 302

Tabulka 5.4: Tabulka hodnot sumy celkové faze ((®)-A.) a suché hmoty (M) pro vybrané
casové okamziky v druhém méfeni.
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Obrazek 5.8: Zavislost ubytku suché hmoty na ¢ase v druhém meéveni. Jednotlivé body
predstavuji hodnoty suché hmoty, které jsou prolozené kiivkou. Tato ki¥ivka vznikla apli-
kaci klouzavého priiméru na tyto hodnoty. Cerchované &ary oznacuji ¢asy, kdy probihalo
doladovéani mikroskopu.

5.3.3. Shrnuti

V obou experimentech byla pozorovana ndhodné vybrana bunka, na které byl sledovan
ubytek suché hmoty, kdyz bunice nebyl poskytnut dostatek zivin. Z grafii na obrazcich
5.7 a 5.8 je patrny ubytek suché hmoty v zavislosti na case. Vétsi skoky byly zptisobeny
rozladénim mikroskopu, v diisledku kterého se zvysil i $um. Sum znemoznil pfesnou de-
tekei hranice mezi butikou a pozadim, a proto vypoctené hodnoty celkové faze (resp. suché
hmoty) pfesné nekopiruji teoretickou klesajici zavislost. V prvnim méfeni mohlo byt da-
1sim divodem rozladovani mikroskopu i nefunkénost nastaveného priamérovani. V druhém

Vv

10 min), ¢imz se snizila teplota — z ideélni teploty pro bunky 37°C na 35°C.

5.4. Rust bunék

Ve tretim a ¢tvrtém méreni byl sledovan rist bunék. Jednalo se o dlouhodobé snimani
bunék K2 v médiu F10, ve kterém bylo cilem na ndhodné vybrané buiice pozorovat rist
bunécné hmoty v zavislosti na case. Tteti méfeni probihalo 13 hodin s intervalem sniméani
60 s, ¢tvrté 13 hodin s intervalem snimani 120 s. Ke zpracovani byl v obou piipadech
pouzit kazdy desaty snimek.
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5.4. RUST BUNEK

5.4.1. Tretl méreni
Parametry pozorovani

V tomto experimentu byla udrzovana idealni teplota pro burky okolo 37°C pomoci cir-
kulace teplého vzduchu. Byly pouzity objektivy se zvétsenim 10X a s numerickou aper-
turou NA = 0,25, filtr s maximalni propustnosti na vlnové délce A\ = 650 nm a clona
s prumérem 1 mm. Jako interval snimani byl zvolen c¢as 60 sekund s primérovanim
3 snimkt za sekundu. Dtilezité parametry experimentu jsou shrnuty v tabulce 5.5.

Objektivy 10x, numericka apertura NA = 0,25
Clona prumér 1 mm

. max. propustnost na A = 650 nm
Filtr 7 :

polositka maxima 10 nm

Primérovani 3 snimky
Interval snimani 60 s
Teplota termostatu 36,6°C

Tabulka 5.5: Tabulka dilezitych parametri pfi pozorovani ve tfetim méfeni.

Vysledky

V tabulce 5.6 jsou uvedeny vysledky tfetiho méfeni pro vybrané c¢asové okamziky. Je zde
zaznamenan prepocet hodnot celkové faze na hodnoty suché hmoty a v grafu na obrazku
5.9 je zaznamenan rust suché hmoty v zavislosti na case. Jednotlivé body predstavuji
hodnoty suché hmoty, které jsou prolozené klouzavym primérem. V grafu jsou také cer-
chovanymi ¢arami zaznamenany okamziky, ve kterych byl mikroskop kontrolovan.

| 7 [min] | (®)-A; [rad-pum?] | M [pg] |

0 1100 632
100 1115 641
200 1226 705
300 1285 739
400 1367 786
200 1404 807
600 1426 820
700 1483 852
800 1484 853

Tabulka 5.6: Tabulka hodnot sumy celkové faze ((®)-A.) a suché hmoty (M) pro vybrané
casové okamziky ve tfetim méreni.
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Obrazek 5.9: Zavislost suché hmoty na case ve tfetim méfeni. Jednotlivé body predstavuji
hodnoty suché hmoty, které jsou prolozené krivkou. Tato kiivka vznikla aplikaci klouza-
vého priiméru na tyto hodnoty. Cerchované ¢ary oznacuji ¢asy, kdy probihala kontrola

mikroskopu.

5.4.2. Ctvrté méfeni

Parametry pozorovani

V priubéhu tohoto experimentu byla udrzovana teplota okolo 37°C pomoci 2 topnych sys-
tém, které vyhiivaly podstavec pod mikroskopem (Zulovou deska) a posuvny stolek s ko-
murkami. Byly pouzity objektivy se zvétSenim 10x a s numerickou aperturou NA = 0, 25,
filtr s maximalni propustnosti na vlnové délce A = 650 nm a clona s primérem 1 mm.
Jako interval snimani byl zvolen cas 120 sekund s primérovanim 3 snimkt za sekundu.
Dilezité parametry experimentu jsou shrnuty v tabulce 5.7.

Objektivy 10x, numericka apertura NA = 0, 25
Clona pramér 1 mm

. max. propustnost na A = 650 nm
Filtr 7 :

polositka maxima 10 nm

Primérovani 3 snimky
Interval snimani 120 s
Teplota podstavce 67°C
Teplota stolku 37°C

Tabulka 5.7: Tabulka dilezitych parametrii pfi pozorovani ve ¢tvrtém meéreni.
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5.4. RUST BUNEK

Vysledky

Vysledky ¢tvrtého méreni pro vybrané ¢asové okamziky jsou uvedeny tabulce 5.8. V této
tabulce je zaznamenan prepocet celkové faze na suchou hmotu a v grafu na obrazku 5.10
je zaznamenan rust suché hmoty v zavislosti na ¢ase. Na rozdil od predchozich sniméani
nemusel byt mikroskop doladovan.

| 7 [min] [ (®)- A [rad-pm?] | M [pg] |

0 894 514
100 959 551
200 999 574
300 1105 635
400 1436 826
500 1580 908
600 1739 999
700 1858 1068
800 1937 1113

Tabulka 5.8: Tabulka hodnot sumy celkové faze ((®)-A.) a suché hmoty (M) pro vybrané
casové okamziky ve ¢tvrtém meétendi.
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Obrazek 5.10: Zavislost suché hmoty na case ve ¢tvrtém méfeni. Jednotlivé body pted-
stavuji hodnoty suché hmoty, které jsou prolozené krivkou. Tato kiivka vznikla aplikaci
klouzavého priméru na tyto hodnoty.
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5. EXPERIMENT S BUNKAMI K2
5.4.3. Shrnuti

V téchto dvou experimentech byla pozorovana nadhodné vybranad builka, na které byl
pozorovan rust suché hmoty v situaci, kdy bunce bylo poskytnuto dostatek zivin a bunka
mohla dale riist i b€hem snimani. Z grafi na obrazcich 5.9, 5.10 je patrny rist suché hmoty
v zavislosti na case. Vétsi skoky byly zptisobeny rozladénim mikroskopu. Ve tietim méfeni
byly dalsim divodem skoki v hodnotach celkové faze (resp. suché hmoty) i nedistoty,
které byly obsazeny v médiu F10. Médium nebylo pifed snimanim prefiltrovano, proto
obsahovalo necistoty z FTS. Ve ¢tvrtém meéreni se necistotdm ptedeslo prefiltrovanim
média pfed snimanim.
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6. Zavér

V prvni poloviné teoretické ¢asti bylo pojednano nejdfive o historii holografické mi-
kroskopie, poté o vyvoji holografie na UFI FSI VUT v Brné (kapitola 2) a nasledné
o transmisnim holografickém mikroskopu pouzitém k experimentiim této prace, vcetné
jeho konstrukéniho popisu (kapitola 3). V této kapitole bylo také pojednano o zpracovani
hologramu (sekce 3.3).

Ve druhé poloviné teoretické ¢asti byl popsan vyznam obrazové faze (kapitola 4). Byly
zde uvedeny 2 pristupy k interpretaci fdzového posuvu zpusobeného burikou (sekce 4.1
a 4.2). Prvni plati pro homogenni typ bunék (stejny index lomu pro vSechny ¢asti buriky)
a hodnotu zpozdéni faze lze piimo prepocitat na vysku bunky. Druhy pristup plati pro
heterogenni typ bunék (rtzné indexy lomu), kdy je hodnota faze interpretovana jako
hustota bunky a jeji zmény. Nékteré dalsi parametry jakou je i suchd hmota bunky lze
obdrZet pfimo ze zpozdéni faze, aniz by bylo potieba oddélovat index lomu od tloustky
bunky:.

V zéavéru teoretické ¢asti bylo pojednano o prepoctech celkové faze na suchou hmotu
(podle H. G. Daviese a M. H. F. Wilkinse, G. Popescua, G. Dunna a D. Zichy). K vy-
poc¢tim u experimentt byl pouzit pfepocet od G. Popescua, ktery ho aplikoval také na op-
tické vazeni bunék a je v posledni dobé nejvice citovan.

Stézejni ¢ast prace byla tvorena pozorovanim Zivych bunék K2 (kapitola 5). Nejdiive
bylo pojednano o kultivaci bunék, ktera probihala v kultivac¢nich lahvickach s médiem
MI1H v inkubatoru Sanyo MCO-18AIC. Dale bylo pojednano o pfipravé vzorku pro po-
zorovani. Bunky s médiem byly vlozeny do pfedmétové komirky, samotné médium bylo
vlozeno do referen¢ni komiirky. Takto pfipravené komurky jiz bylo mozné vlozit do mi-
kroskopu a pozorovat. Poté bylo v sekci 5.2 popsano zpracovani nameétfenych dat, které
probihalo nejdiive v programu CCHM2 a nésledné v programu ImageJ. V poslednich
dvou sekcich této experimentalni ¢asti (sekce 5.3 a 5.4) byly predstaveny provedené expe-
rimenty. Ke vSem méfenim byl pouzit transmisni holograficky mikroskop (CCHM) a jako
vzorky byly pouzity nddorové nemetastazujici embryonalni fibroplasty inbredniho potkana
Louis Lewis ozna¢ované K2 (plné oznaceni LW13K2). Prvné byly provedeny experimenty
nutriéni deprivace bunék a nasledné experimenty, kdy byl sledovan rist bunék. Ziskana
klesajici (resp. rostouci) zavislost suché hmoty bunék na case je zaznamenana v grafech
na obrazcich 5.7, 5.8, 5.9 a 5.10.

V ramci bakalarské prace byla zvladnuta problematika méreni ekvivalentu suché hmoty
bunék. Ve vSech experimentech (méfeni suché hmoty bunék) byly potvrzeny biologické
predpoklady. V ptipadé, kdy jsou bunky ve vhodném prostiedi, které jim poskytuje do-
statek zivin, mohou dale rist a poté se délit. V opacném piipadé bunky snizuji svoji
hmotnost (resp. suchou hmotu) a pii dlouhodobém nedostatku zivin umiraji. Zmény ekvi-
valentu suché hmoty jsou dilezité predevsim v biologickych aplikacich, avSak méfit je 1ze
jen diky riznym mikroskopickym metodam. Transmisni holograficky mikroskop se jevi
jako vhodny nastroj pro dlouhodoba pozorovani a méteni zivych bunék.
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