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Osnova prednasky

* Definice (tkanového) inzenyrstvi, propojeni
s dalsimi predmety studia

* Mikroskopické metody:
» Opticka

» Fluorescencni

» Elektronovd mikroskopie



Inzenyrstvi

Technicka disciplina, ktera aplikuje technicke
a védecké poznatky, vyuziva zakonu prirody

a prirodnich i lidskych prostredku k vytvareni
materialu, staveb, stroju, systému a procesu,
které splnuji bezpecnostni i funkcni kritéria

s ohledem na ekonomiku, spolec¢nost a zivotni
prostredi



Tkanové inzenyrstvi

Interdisciplinarni obor vyuzivajici znalosti
inzenyrstvi a prirodnich véd k vyvoji
biologickych nahrad slouzicich k obnove,
zachovani nebo zlepseni funkci tkani nebo

organu

(Langer et Vacanti, 1993)

,vacanti mouse” — slavny experiment
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Bunécna biologie

= cytologie

* Déjiny jsou spjaty s objevy mikroskopie -
pozorovani buneék pomoci optické /
fluorescencni / elektronové mikroskopie

* Velikost bunék obvykle 5-20 um



Porovnani mikroskopickych metod

Maximalni

rozliSovaci

schopnost
Lidské oko 0,2 mm
Opticky mikroskop 20-2 000x 200 nm
Elektronovy 1 000-250 000x 0,5nm

mikroskop



Figure 9-1 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Figure 9-2 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Historie svetelné mikroskopie

17. stoleti

* Robert Hook (1665, Anglie) — pozorovani korku
— komurky ,,cellulae”

* Anthony van Leeuwenhoek (Nizozemi) —
sestrojeni prvnich mikroskopt - pozorovani
prvoku, bakterii, spermii, objev krve
v kapilarach,...



Historie svetelné mikroskopie

19. stoleti

* Vznik bunécné biologie jako samostatné vedy

— rozSifrena mikroskopie k pozorovani zivych
bunék

* Matthias Schleiden (botanik, 1838), Theodor
Schwann (zoolog, 1839) — bunky jsou
univerzalnimi stavebnimi jednotkami vsech
zivych tkani = zaklady bunécné teorie



Opticky mikroskop

Vynalezen v 17. stoleti

Dnes rutinné pouzivan v kazdé biologickeé
laboratofri

Soustava 3 optickych soustav: osvetlovaci
soustava, objektiv, okular + mechanické casti

Pozorovani bunek (cytoplazmaticka
membrana, jadro)
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Figure 9-3a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Dostupné z: https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-

svetelne mikroskopy&lang=cz&goonpage, 26.2.2023



https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-svetelne_mikroskopy&lang=cz&goonpage
https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-svetelne_mikroskopy&lang=cz&goonpage

Rozlisovaci schopnost mikroskopu

e Omezena vinovou délkou sveéetla

 Numericka apertura (N.A.)=vlastnost
objektivu — ovliviuje rozliSovaci schopnost R

‘R=k * (A/N.A.) ‘
k — opticka konstanta (0,61)
A - vinova délka pouzitého svetla

(0,55 u zlutozeleného sveétla)




RozlisSovaci schopnost

R=k * (A/N.A.)
Vypocitejte rozliSovaci schopnost objektivu s
témito charakteristikami:

Zvétseni 10x / N.A.0,25
Zvétseni 20x / N.A. 0,40
k=0,61
A=0,55



Pozorovani predmeétu

» Vv dopadajicim svétle — episkopické osvétleni
» Vv prochazejicim svétle — diaskopické osvétleni

T LN ; TR\ 7 58 \
SEMHV:200kV  SEM MAG: 1000 x (1 ‘
WD: 15.17 mm Det: SE 50 um

View field: 277 ym  Date(m/d/y): 01/10/17 FT TUL Liberec




/Zobrazovaci metody

 Metoda prochazejiciho svetla — zakladni

usporadani, pozorovanym objektem prochazi
svetlo

 Metoda tmaveho pole — objekt je osvéetleny
ze stran, paprsky se o néj odrazi a lamou =
do objektivu vstupuje svétlo rozptylené
predmeétem, zobrazeni sviticiho objektu

na tmavém pozadi - zvyseni kontrastu
zobrazovaneého objektu



Zobrazeni vlaken
tazenych metodou
drawing — prochazejici
svétlo (A), tmavé pole (B).




/Zobrazovaci metody

 Metoda fazoveho kontrastu — vyuziva se pro
zviditelnéni neobarvenych fazovych objektu,
napfr. bunék

* Frits Zernik (Nizozemi, 1932) — objev fazového
kontrastu, 1953 Nobelova cena ze fyziku

e Specialni desticka s kruhovou stérbinou
(kondenzor), fazova desticka (objektiv) -
pozorovani detailu bunék



(A) o (B)

Bunka zobrazena pomoci metody prochazejiciho svétla (A),
fazovym kontrastem (B).

Figure 9-8 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Inverzni mikroskopie

* rozdilné umisténi optické soustavy — objektiv
se nachazi pod pozorovanym objektem, zdroj
svetla a kondenzor nad nim, vyuziva metodu
fazového kontrastu

* Pozorovani bunécnych kultur v kultivacnich
nadobach / Petriho miskach (korekce
na silnéjsi stéeny - omezené zvéetseni)




Konfokalni mikroskopie

* umoznuje sledovat 3D objekty s
nezanedbatelnou tloustkou

* Snimani jednotlivych optickych rovin
pozorovaného objektu — rekonstrukce 3D
obrazu —
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Pollen Grain Serial Optical Sections by Confocal Microscopy

Figure 6

Dostupné z: https://www.olympus-lifescience.com/es/microscope-
resource/primer/techniques/confocal/confocalintro/ (10.7.2022)



https://www.olympus-lifescience.com/es/microscope-resource/primer/techniques/confocal/confocalintro/
https://www.olympus-lifescience.com/es/microscope-resource/primer/techniques/confocal/confocalintro/

Fluorescencni mikroskopie

* opticka mikroskopie vyuzivajici fluorescenci
k zobrazeni specifickych struktur

* Fluorescence = absorpce kvanta zareni -
emise zareni o delsi vinové délce

* Usporddani mikroskopu: osvétleni (rtutova
vybojka) - excitacni filtr - polopropustné
(dichroické) zrcadlo - emisni filtr



3 3 second barrier filter: cuts out
unwanted fluorescent signals,
passing the specific green
fluorescein emission between
520 and 560 nm

LIGHT
SOURCE HEDt )

1

2 beam-splitting mirror: reflects
light below 510 nm but
transmits light above 510 nm

1 first barrier filter: lets through
only blue light with a wavelength
between 450 and 490 nm

y— objective lens
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Figure 9-13 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Obarveni bunécnych jader — DAPI Obarveni bunécnych jader — PI

Kombinace barveni jader a
aktinovych filament (cytoplazmy):
DAPI+phalloidin-FITC




Fluorescencni Zobrazovana Excitacni | Emisni

barvivo struktura vinova vinova

délka délka

Propidium jodid Bunécné jadro 5355nm 617 nm
(PI) (vazba na DNA, RNA) (Cervenad)
4',6-diamidin-2- Bunécné jadro 358 nm 461 nm
fenylindol (DAPI) (vazba na DNA) (modra)
Phalloidin- Aktinova vlakna 495 nm 520 nm
fluorescein cytoskeletu (zelend)

isothiokyanat
(FITC)
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Dostupné z : https://www.antibody-creativebiolabs.com/immunofluorescence-if.htm (10.7.2022)



https://www.antibody-creativebiolabs.com/immunofluorescence-if.htm
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Figure 9-14 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



A — phalloidin-TRITC — aktinovy vlakna

B — anti-vinkulin - fokalni adheze Pouzito stejné barveni u jiného
C — DAPI — bunécna jadra typu bunéek

D — souhrnné barveni

Dostupné z: https://www.sigmaaldrich.cn/CN/zh/product/mm/fak100 (7.2.2024)


https://www.sigmaaldrich.cn/CN/zh/product/mm/fak100

Elektronovy mikroskop

* Vynalezen ve 30. letech 20. stoleti

* Pro zobrazeni je vyuzit proud elektronu
ve vakuu

e Zaporne nabité elektrony — moznost urychleni
elektrickym napétim

» Skenovaci elektronova mikroskopie
» Transmisni elektronova mikroskopie
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Figure 9-42 (part 1 of 2) Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

TEM



Interakce elektronu s preparatem

Primarni svazek
elektront

Augerovy_«

elektrony OdraZené elektrony

/ Seki indarni elektrony

-~

Rentgenové
zareni

trony

Preparat

Absorbove



Skenovaci elektronova mikroskopie

Pozorovani povrchu objektu

* Detekce sekundarnich (SE) / zpétné
odrazenych elektronu (BSE)

e Velka hloubka ostrosti
* Urychlovaci napeéeti 0,1-30 kV

* Pozorovani struktury scaffoldu, porustani
povrchu bunék tkanového nosice (nelze rozlisit
jednotlivé bunky)
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Figure 9-49 (part 1 of 2) Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Skenovaci elektronova mikroskopie

* Priprava vzorku s bunkami: fixace
(glutaraldehyd) - odvodnéni

* Pred pozorovanim je nutné zvyseni povrchoveée
vodivosti (potazeni vrstvou kovu — Au, Pt)

» Casto moZnost detekce prvkového sloZeni
pomoci energiove dispersniho analyzatoru
(EDS) — detekce rtg zareni



Fibroblast po 24 hodinach na nanovlakenném scaffoldu — rozprostfeny (A),
zakulaceny (B).
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Fibroblast po 14 dnech kultivace na nanovlakenném scaffoldu — ¢aste€na pokryti
povrchu scaffoldu (A), plné pokryti povrchu scaffoldu (konfluence) (B).
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Transmisni elektronova mikroskopie

e Zobrazeni struktury pomoci detekce proslych
elektronu

* Urychlovaci napéti 100-400 kV

* Specialni priprava vzorku — ultratenké rezy
(10-500 nm)

 Umoznuje pozorovani detailtu bunék
* Vyuziti pro analyzu materialu



Rez burikou Struktura kolagennich vilaken
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Dostupné z:

https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Fibers of Collagen Type |
Figure 9-45 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) - TEM.jpg (7.2.2024)



https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Fibers_of_Collagen_Type_I_-_TEM.jpg
https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Fibers_of_Collagen_Type_I_-_TEM.jpg

Shrnuti = zkouskoveé otazky

* Opticka mikroskopie — prochazejici svétlo /
tmavé pole / fazovy kontrast / inverzni /
konfokalni / fluorescenéni mikroskopie

* Elektronova mikroskopie — skenovaci /
transmisni



Diskuse

Které mikroskopické metody jsou vyuzitelné
spise pro pozorovani bunek a které jsou
vyhodnéjsi pro materialovou analyzu?



Ukol 1

Seradte mikroskopické metody podle rozlisovaci
schopnosti:

» Fluorescencéni mikroskopie
» Skenovaci elektronova mikroskopie
» Optickd mikroskopie

» Transmisni elektronova mikroskopie



Domaci ukol

»Z Ceho je slozené maso?
» Lze vytvorit maso in vitro = ,ve zkumavce“
(v laboratornich podminkach)




1. Harvest of cells through biopsy 2. Selection of different types of
from live animal ssssssssssnns]p cells from the host
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Balasubramanian et al. The Epic of In Vitro Meat Production—A Fiction into Reality. Foods, 2021. DOI:
10.3390/foods10061395



Environmental issues > ‘
Minimal Carbon footprint> =
Animal welfare >

+ Advantages

mm Disadvantages

Balasubramanian et al. The Epic of In Vitro Meat Production—A Fiction into Reality. Foods, 2021. DOI:
10.3390/foods10061395



Stiffiness
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Fig.1 | Schematic illustration of the proposed strategy. a Muscle and fat tissues  nutridonal and sensorial properties of cultured meat. ¢ Assembled cultured meat

consisting slaughtered beef determine the organoleptic properties of beef, composed of the 2-dimensional meat blocks with highly differentiated cells owns
b Scaffold engineering for controlling myogenesis and adipogenesis affects the beef-like organoleptic properties.

Lee et al. Cultured meat with enriched organoleptic properties by regulating cell differentiation. Nature Communications,
2024. DOI:10.1038/s41467-023-44359-9
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