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Abstrakt:

Jatra jsou nenahraditelnym centrem metabolismu a regulatorem glukézové,
acidobazické a teplotni homeostazy. Jsou ale zivotné dulezita i svou syntetickou,
sekre¢ni a obrannou funkci a poskozeni jater mize vést k vaznym onemocnénim jako
je jaterni cirhéza, hepatitida, po sléze rakovina. V nasi praci pouzivame fluorescencni
optovlaknovy konfokalni mikroskop, abychom ukdézali, jak lze jejich pfi¢inam
porozumét — pomoci pozorovani znakl zdravych tkani na butikach potkana. Cilem nasi
prace je seznamit Ctendie se zakladnimi principy, pomoci niz miizeme studovat
strukturu organt Zivych organismu, vcetné zobrazeni in vivo (pozorovani jater nebo
zaludku ve funkci).

1 Uvod

Fluorescen¢ni mikroskopie vyuzivda nejmodernéjSich poznatkd Iékarské fyziky, a to
fluorescenci. Fluorescence je jev, kdy urcité¢ struktury ve tkénich reaguji na svétlo naSeho
laseru vyzafenim svétla o uréitou vinovou délku nizsiho. Tento rozdil (tzv. Stokes shift) nam
pak miize davat informaci o rtiznych latkdch v pozorovaném vzorku.

Pti pozorovani zivocichl se vSak na piirozenou fluorescenci (autoluminiscenci) spolehnout
nemuizeme (to ndm vsSak zaroven dava kontrolu nad spektry, které v nich pozorujeme), rizné
struktury si ale miizeme zobrazit, pokud nalezneme fluorescencni latky, které budou vstiebany
riznymi ¢astmi tkani.

V nasem experimentu toho docilime za pouziti fluorescen¢niho optovlaknového konfokalniho
mikroskopu Cellvizio Dual Band. Jako mikroskop optovidknovy vyuziva pro pienos informaci
ze vzorku na monitor optickd vlakna, a proto se v pribchu ztrati minimum informace. Je to
mikroskop konfokdlni a proto svétlo z téchto vlaken prochazi malou $térbinou, pomoci niz lze
pfenaSet podobu vzorku do 2D obrazu na monitoru. Pfedtim, neZ se svétlo odrazi od vzorku,
je svétlo totiz zrcadly naklanéno do riznych uhla, tak, ze ziskdme rozliSeni nékolika bodii na
jedno vlakno. Mikroskop je fluorescencni, a tak pomoci poloprostného zrcadla zaroven do
vzorku vysila svétlo dané barvy (proto potfebujeme lasery, jejichz vlastosti zndme) a zaroven
muZeme pozorovat posunuté svétlo, které vzorek sviti nazpét.

2 Pozorovani

Postup

Ke studiu takovych struktur laboratofe uzivaji potkany, protoze zdravotni stavy, které studuji
je na nich mozné pozorovat ve velkém. Na&§ potkan bol na zaciatku uspany pomocou
anestetika isofloran, ktoré mu bolo podavané inhalagne pocas celej dizky experimentu a drzal
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ho v spanku. Organ, ktory sme sa chystali zobrazovat’ sa nachadzal v pravej Casti brusnej
dutiny, konkrétne v okoli poslednych rebier a tu sme viedli rez kozou. Ked’ sme sa dostali k
svalovému tkanivu bru$nej dutiny, rez sme potiahli pozdiZ tzv. bielej &iary, kde sa nachadzaju
prevazne Sl'achovité uchyty svalov a tym padom sa tam vyskytuje najmensie krvacanie pocas
procesu. Ked sa pred nami otvorila brusna dutina zvierata, mohli sme pozorovat’ pecenl
vol'nym okom. Takto by sme vSak nedokazali zobrazit’ jej Struktiru, pretoze i ked pecent
obsahu aj niekol’ko autoflouresc¢entnych latok, obsahuje ich v dostato¢ne malom mnozstve na
to, aby sme ich odmerat’ nedokazali a zaroven ich aj mohli z naSho merania vylucit'.

Na to, aby ju nasa sonda naopak dokdzala zmerat' sme najprv museli do brusnej dutiny
aplikovat’ niekolko kvapiek Akryflavinu, ktory sa ndm naviaze priamo do buniek. Toto
farbivo je svojou farbou origindlne oranzové, av§ak my ho na nameranych vysledkoch vidime
v zelenom odtieni pretoze pocita¢ farby transformuje na RGB.

Pozorovani organii

Ked’ sme po aplikacii farbiva prilozili sondu na pecen, na pocitac¢i sme dokazali rozoznat’ jej
struktiru az do hibky 60 mikrometrov. Dokézali sme pekne rozoznat zvizky buniek a
pozorovat’ ako sa zbiehaju do uz predtym spominanych Sestuholnikovych Struktur.

Naskytlo sa ndm vSak vela ¢iernych miest, na ktorych sa mohli nachadzat’ bud’ cievy alebo
zl¢ovody. Na to aby sme dokézali presne odliSit’ tieto dve moznosti bolo potkanovi do
krvného obehu aplikované d’alSie farbivo, tentoraz Evans blue alebo Evansova modré. Toto
farbivo sa naviaze na krvné bielkoviny a nasledne prudi celym telom. Zaujimavostou je, ze
toto farbivo je vel'mi silné a v priebehu pol hodiny boli modré potkanove organy, rovnako ako
mu omodrievali aj jeho koncatiny.

Toto farbivo sme pod mikroskopom videli ako Cervené a tym dokazali rozoznat’ cievy od
7I&ovodov. Zl¢ovody zostali na naSom obraze tmavé, pretoze sa v nich nenachadzala Ziadna
krv s naviazanym farbivom, zatial' o cievy sme dokazali sledovat’ vo vyrazne Cervenych
odtietioch.

Dokazali sme rozoznat' malé vlaso¢nice, ktorymi bolo popretkavané tkanivo a vo vicSich
cievach bol dokonca badatel'ny aj nepatrny pohyb Cervenych krviniek.

Jiné

Na rozdiel od Zivo€iSnych tkaniv, rastlinné pletiva obsahujii vysoky pomer autofluores¢nych
latok. Keby chceme merat’ rastlinu rovnakym spdsobom, museli by sme bud’ vziat’ do uvahy
vSetky farbivd, ktoré obsahuje a nasledne ich vylucit’ alebo ich vyuZit' v na§ prospech. Preto
ked” sme sktimali pod mikroskopom listok z rastliny, nemuseli sme mu dodavat’ ziadne
farbivo a i tak sme mali viditeIny vysledok. Boli viditeIné Zilky, ktoré sa v liste nachadzaju
rovnako ako aj v pripade zvieracieho tkaniva. Okolie Ziliek a vlastne vicSina listu mala pod
naSim mikroskopom cCervent farbu. Z toho sa da logicky vydedukovat’, Ze chlorofyl dosahuje
v naSich meraniach vlnovu dizku &erveného svetla. Taktiez sme na rastline narazili aj na akési
zeleno-ziariace objekty ale tie sme neboli schopni d’alej identifikovat, ked’ze listy obsahuju
mnozstvo podobnych latok. Taktiez to mohlo byt sposobené aj nejakymi necistotami na
povrchu listu.

3 Vysledky

Po aplikaci obou barviv jsme ziskali zobrazeni riznych struktur v téle potkana. Dle popisu
jednotlivych orgéni se nam podafilo urcit nejen jatra (obr.1), ale i tukové vacky, vnéjsi obal
zaludku a srst zapadlou do fezu (obr. 2), ¢imz jsme si potvrdili, Ze metodu fluorescencniho



mikroskopu Ize pouzit k rozliSovani organd, popiipadé riznych dalSich struktur a rozpoznat
zdravou tkan od napiiklad nadoru.
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obr. 2: chlupy v fezu tukové bunky povrch jater

4 Shrnuti

Ukazalo se, ze pomoci fluorescenéni mikroskopie 1ze zobrazit rozdily mezi mikroskopickou
stavbou rtiznych tkani (zaludek, jatra, tukové buiiky). Zaroven jsme si ukézali, Ze je mozné
sledovat jak pracuji jatra v realném case.

Tato metdoda ma Siroka Skalu vyuZzitia najmd v medicinskej sfére. Ked'ze je mozné subjekt
pozorovat’ za stavu celkovej anestézie, vSetky Zivotné funkcie mu funguju tak, ako maju.
Operujuci lekar by aj pomocou tejto metddy dokéazal priamo na opera¢nom stole rozoznat
zdravé tkanivo od poSkodeného a rozhodnut’ sa, ako d’alej postupovat. Metdda je momentélne
vyhodnejSia pre objekty, ktoré sa prili§ nehybu, pretoZe napriklad dychanie dokaze narusit’ a
stazit' pozorovanie. Do budicnosti by sa vSak podobné problémy mohli odstranit’ a tym
zlepsit’ celkové fungovanie a hlavne pracovanie s touto metodou.

5 Podékovani

Réadi bychom podékovali Jakubu Otdhalovi, MD, Ph.D., Assoc.Prof. za moznost ucasti na
pokusu a veSkerou pomoc, kterou ndm v souvislosti s realizaci poskytl. Dale bychom chtéli
podekovat FJFI za moZnost ucasti na Tydnu védy.
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obr. 1: Zeleny kanal - 488nm  Cerveny kanal — 660 nm Sloucené kanaly




