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UvoD

Tkanové inzenyrstvi je multidisciplinarnim oborem, ve kterém se uplatiiuji poznatky z oblasti
inZenyrstvi, biomaterialli, biologie a mediciny. Biomaterialy ve 2D ¢i 3D struktuie poskytuji
vhodny substrat pro adhezi, rast a ptfipadnou diferenciaci bunék. 3D biomaterial (scaffold)
muze byt osazen i vice bunéénymi typy najednou. Pro potieby tkdnového inZenyrstvi jsou
tedy potifebné mikroskopické metody zobrazujici jednotlivé buiiky v 2D ¢i 3D kulturach, a
dale pak moznost zobrazeni celych tkanovych fezl. Pozorovat mizeme morfologii celych
bun¢k, jednotlivé proteinové struktury uvnitt bunky, bunééné receptory, mezibunécnou
hmotu, strukturu daného biomaterialu, interakci bunék s biomateridlem, atd.. Dulezitou
vyhodou je také moznost nedestruktivniho a minimalné invazivniho zobrazovani struktur
(napf. pozorovani morfologie zivych bun€k (nativni mikroskopovéani) nebo mikroskopovani
tkanovych feza, pti kterych jsou bez poskozeni zachovany jednotlivé struktury).

V nasledujicich kapitolach budou zminény jednotlivé mikroskopické metody, se kterymi se
muizeme v tkdflovém inZenyrstvi setkat: inverzni mikroskopie, metoda fazového kontrastu,
fluorescen¢ni mikroskopie a laserova konfokalni skenovaci mikroskopie. Budou diskutovany
moznosti, vyhody a nevyhody danych mikroskopickych technik.

INVERZNI MIKROSKOPIE

V tkanovém inzenyrstvi s vyhodou pouzivame tzv. invertované ¢i inverzni (pfevracené)
mikroskopy. Objektivy se nachazi pod vzorkem a zdroj svétla a kondenzor nad vzorkem.
Samotny vzorek je umistén na posuvném stolku s riznymi ,,spacery* - vlozkami pro umisténi
kultivacnich a desticek (Obrdzek I). Pozorovani je tedy provadéno skrze dno kultivacni misky
a je mozno se piibliZit k pozorovanému objektu bez namoceni objektivu do kultiva¢niho
média a naruSeni sterilnich podminek tkanové kultury. Miizeme tak pozorovat objekty nejen
na krycim sklicku, ale 1 v uzaviené Petriho misce, kultivaéni desticce ¢i kultivacni lahvi. Dale
pak mame moZznost pozorovani objektd volné plovoucich v kapalindich — napf. dosud
neadherované bunky nebo bunky v suspenzi. Vyhodou je také volny prostor nad vzorkem,
ktery ndm dovoluje snadnéj$i manipulaci se vzorkem pii pozorovani. Naopak nevyhodou
tohoto uspofddani je omezeni pracovni vzdélenosti objektivu tloustkou dna kultivaéni
nadoby. Zvlasté¢ u objektivli s vétSsim zvetSenim (40x a vice) ma toto omezeni vliv na
numerickou aperturu a tedy svételnost objektivu, coz ma vliv predevSim na pozorovani
slabsich zdrojt zafeni ve fluorescen¢ni mikroskopii.
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Samoziejmosti je u vétSiny mikoskopt pouzivanych v laboratofich tkanovych kultur také
moznost sniméani a pfenosu obrazu do pocitace pro moznost pozdéjSich analyz pofizenych
obrazd.
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Obrazek 1 - Invertovany mikroskop pouzivany v laboratorich tkanovych kultur
(zdroj:www.microscopeworld.com).

METODA FAZOVEHO KONTRASTU

Metoda fazového kontrastu je zaloZend na posunu faze svétla prochéazejiciho transparentnim
vzorkem bez rozptyleni (background light) vi¢i svétlu rozptylenému strukturami vzorku
(speciment scattered light) a pfevedenim tohoto fazového posunu na rozdil intenzity svétla
pomoci jejich interference v obrazové roviné (Obrdzek 2). Vzorek je osvétlovan skrze
kruhovou $térbinu (zelend), nerozptylené svétlo (Cervena) pak prochazi v objektivu skrze
optické elementy, které ho ztlumi a posunou ve fazi, coz umozni vhodnou interferenci
S rozptylenym svétlem (zlutd), kterd nam kontrastné zobrazi struktury vzorku.

Fazovy kontrast ndm umoziuje oproti konvenéni mikroskopii svételného pole pozorovat
vyraznéji kontury bunék, a tedy jejich morfologii. Dale jsou ve fazovém kontrastu patrné i
dalsi struktury jako bunécné jadro ¢i nékteré organely. Buitky miiZeme pozorovat ve 2D nebo
v tenkych trasparentnich konstruktech. Na zékladé morfologie tedy miZeme odliSit nekteré
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bunééné typy ¢i pozorovat hustotu bunék v kultuie (Obrdzek 2).
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Obrdazek 2 — princip pozorovani pomoci fazového kontrastu (zdroj: wikipedia.org), dale
priklad kmenovych bunék z tukové tkané kratce po nasazeni — 1. den kultury (nékteré bunky
Jjsou jiz adherované a rozprostrené, nékteré bunky jsou zatim kulaté, mohou se rozprostrit
pozdéji), druha fotografie pak predstavuje ostriivek, ze kterého vyriistaji kmenove buniky 7.
den bunécné kultury.

ZADANI

Vasim tkolem bude zafixovat, obarvit a ndsledné pozorovat a dokumentovat bunky (kmenové
buiiky z tukové tkané€, endotelové burky, kostni bunky linie Saos2) adherované v kultivacni
desticce.

PRISTROIJE

e Laminarni box

e (CO2 inkubator

e Invertovany mikroskop s fazovym kontrastem a fluorescenci
e Zafizeni na pfipravu ultracisté vody

DALSI POMUCKY

e Bunééna kultura - nasazena na Sesti jamkové kultivacéni desce (6-well) v cca 60%
konfluenci
e rukavice

e plastové pipety (Pasteurovy pipety)
e mechanické pipety
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$picky k mechanickym pipetam

mikrozkumavky (eppendorfky) ¢i 15ml centrifuga¢ni zkumavky (dle mnozstvi barvenych
vzorki)

stojan na mikrozkumavky/zkumavky

kadinka (50 ml nebo vétsi)

hlinikova folie

minutka na méfeni ¢asu

FIXACE BUNEK A PRIPRAVA VZORKU

=
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Vezmeme kultivacni desticku s adherovanymi buitkami z inkubétoru

Opatrn¢ odsajeme z jamek kultivacni médium do kadinky mechanickou pipetou nebo
Pasteurovou pipetou - !pozor, aby nedoslo i k odsati ¢i poskozeni bunék! (Spicku pipety
mit pfi kraji jamky)

Ptidame 500 pl PBS - Inutno ménit $picky na mechenické pipeté, aby nedoslo ke
kontaminaci zasobnich roztoki! !nutno pracovat rychle, aby bunky v jamkach nevyschly!
Odsajeme PBS do kadinky

Do jamek ptidame 500 pl 70% ethanolu (poptipadé 4% paraformaldehydu)

Fixujeme 10-15 min pii pokojové teploté

Ethanol odsajeme do kadinky

Do jamek piidame 500 ul PBS

Takto fixované buiky jsou stabilni a mizeme je do nasledného barveni uchovat pfi teploté
4°C
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