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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva viabilitou bun¢k. Popisuje princip fluorescence, fluorescen¢ni metody,
fluorescencni mikroskopii a metodu barveni buné¢k pomoci specialniho kitu obsahujici
barviva calcein AM a ethidium homodimer. Dale je zde popsan program pro analyzu a
vyhodnoceni viability na dvou odlisnych bunéénych kulturach.

KLICOVA SLOVA

Viabilita bunék, fluorescence, fluorescencni mikroskopie, calcein AM, ethidium homodimer

ABSTRACT

This work discusses the viability of cells. It describes the principle of fluorescence,
fluorescent methods, fluorescent microskopy and the method of dyeing of the cells with a
special kit that contains calcein AM and ethidium homodimer dyes. Further it describes the
program for analysis and evaluation of viability on two different cellular cultures.
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1 Uvod

Tato bakalarska prace je zaméfena na mefeni viability bunck. Snazi se piiblizit a popsat
termin viabilita, princip fluorescence, jeji hlavni charakteristiky a zakladni fluorescencni
metody. Jsou zde popsany zakladni typy fluorescenénich mikroskopi s diirazem na rastrovaci
konfokalni mikroskop, ktery byl pouzit pro ziskani sady snimkt krevnich buné¢k a fibroblasta.
Pro posouzeni viability jsou nezbytna specialni fluorescenéni barviva. V této praci je kratce
popsana metoda barveni bun€k a princip zobrazeni pomoci fluorescenénich barviv calceinu
AM a ethidia homodimeru. Na zaklad¢ navrzené metody pro optické vyhodnoceni viability
byl realizovan v prostiedi LabVIEW program, jehoz jednotlivé funkce jsou zde popsany a
vysvétleny. S vyuzitim vytvofeného programu byly ziskané snimky krevnich bunék a

fibroblastii podrobeny méteni, roztfidény na Zivé a mrtvé a ndsledné vyhodnoceny.

2 Viabilita bunék

Viabilita je definovana jako schopnost bun¢k se mnozit a vykazovat metabolickou aktivitu
v danych podminkach. Jednim slovem ji mtizeme vyjadtit jako Zivotaschopnost. Je to jeden ze
zékladnich parametrti, které jsou pii praci s bunéénymi kulturami posuzovany. Testovani
zivotaschopnosti a cytotoxicity je zaloZzeno na méfeni podilu zivych a mrtvych bunék v
populaci. K uréovani Zivotaschopnosti se nejéastéji pouzivaji fluorescen¢ni a kalorimetrické

testy, dal$i moznosti jsou testy vyuzivajici radionuklidy nebo metody ptisobeni barviv.

Pro pouziti svételné mikroskopie se nejCastéji pouziva klasické barvivo methylenova
modi, naopak u fluorescencni mikroskopie vyuzivame znaceni buné¢k citlivymi a ¢asto velmi
selektivnimi barvivy. Mezi tato barviva patii zejména DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole),
akridinovd oranz, propidium jodid (PI), hexidium jodid, SYTO®9. VSechna tato uvedena
barviva vykazuji fluorescenci, a to na riznych vinovych délkach. Tato metoda je zaloZzena na
selektivni propustnosti plazmatické membrany za piedpokladu pln¢ zachované funkéni
aktivity buiiky. Membrany Zzivych buné€k maji schopnost zabranit pronikani barviva do
cytoplazmy, naopak membrany mrtvych bunék nejsou schopné tomuto procesu zabranit.
Rozdily v zabarveni bunék se projevi také tim, Ze barvivo, které projde membranou do buriky,
je chemicky zménéno metabolickymi procesy v cytoplazmé a ztrati schopnost fluorescence.

Urceni zivotaschopnosti bunck spociva ve vyhodnoceni poctu rtizné zbarvenych bungk.

V dnesni dobé se zacinaji stale vice pouzivat smési riznych barviv, které se oznacuji jako
kity. Tyto Kity dokazi béhem nékolika minut kvantitativné rozliSit zivé a mrtvé bunky.
Nejcastéji se pouZzivaji pro rozliseni dvou bakterialnich druht. Ptikladem kitu vyuZivajici se k
posuzovani zivotaschopnosti bakterialnich bunék je kit LIVE/DEAD® BacLight Bacterial
Viability Kits. Obsahuje dvé fluorescencni barviva - SYTO® 9 a PI. Barvivo SYTO® 9
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vstupuje do bunky neporuSenymi membranami, zatimco druhé barvivo Pl prostupuje pouze

poskozenymi membranami bakteridlnich bunék.

Dalsim moznym zpuasobem uréovani zivotaschopnosti je detekce funkéniho metabolismu
bun¢k. U této metody se zabyvame zjistovanim piitomnosti produktu metabolismu, ktery ma
jiné vlastnosti nez substrat, z néhoz vznika. Principem téchto testi je tedy schopnost zZivé
bunky metabolizovat substrat na derivat, ktery je mozno nasledné detekovat ¢i kvantifikovat

napiiklad méfenim fluorescence. [1] , [2]

3 Fluorescence

Pti zakladnim popisu fluorescence vychdzime z predpokladu, Ze atomy se nachazi bud’
s minimalni hodnotou energie elektronti v zakladnim energetickém stavu, nebo ve stavech
excitovanych, kdy jeden nebo vice elektroni obsazuji vyssi energetické hladiny. K excitaci
dochazi, jestlize atomu dodame energii. Pokud néktery elektron z vyssi energetické hladiny
obsadi skokem volny energeticky stav, dochazi k ndvratu atomu ze stavu excitovaného do
stavu zdkladniho. Atom pii tomto procesu vyzaii kvantum elektromagnetického zafeni.
Elektromagnetické zafeni vznikajici pfi prechodu z metastabilniho do zdkladniho stavu je
ozna¢ovano jako luminiscence. Trva-li metastabilni stav kratce, hovoifime obvykle o

fluorescenci, trva-li del$i dobu, hovofime o fosforescenci. [3]
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Obr. 1: Excitace a fluorescence. [21]



3.1 Princip fluorescence

Fluorescence je nejcastéji charakteristicka pro fluorescen¢ni barviva nebo fluorofory, které
obsahuji aromatické uhlovodiky nebo heterocykly. Je to proces skladajici se ze tii zakladnich
stupnu, které popisuje Jablonského diagram [Obr. 2].

p
® ;

=
g hvey (4 hvey, LSD
L

Obr. 2: Princip fluorescence. [8]

Prvni stupen - buzeni. Fluorofor je nejprve ozaren elektromagnetickym zafenim z externiho
zdroje o uréité vinové délce. Zdrojem zafeni nejcastéji byva zarovka nebo laser. Po vstiebani
fotonu o energii hve Se atomy fluoroforu dostanou do excitovaného stavu S;.

Druhy stupenn — excitovany stav. Excitovany stav trva urcitou dobu, nejcastéji 1-10
nanosekund. Béhem této doby fluorofor prochazi mnoha konforma¢nimi zménami, a také
interaguje s jeho molekulovym prostiedim. Cast absorbované energie pieda molekula ve

formé tepelné energie svému okoli (na diagramu znazornéno vinovkou).

Treti stupein — emise. Zbyla energie hvgy je vyzatena formou fluorescenéniho fotonu a
fluorofor se vraci do svého zakladniho stavu Sp. Vzhledem ke ztraté energie bé&hem
excitovaného stavu je energie tohoto fotonu niz$i, ale s delsi vinovou délkou nez u budiciho
fotonu. Rozdil v energii nebo vinové délce (hvex - hvey) se nazyva Stokesiv posun. Stokesav

posun ma zasadni vyznam pro citlivost fluorescen¢nich technik. [8]
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Excitace a emise hraji dilezitou roli u fluorescen¢nich barviv, pro kazdé barvivo je
charakteristické urcité excitatni a emisni spektrum. Na Obr. 3 je ukéazka excitatniho a

emisniho spektra calceinu AM, ktery se projevuje siln¢ zelenou fluorescenci kolem 515 nm.

Absorption
Fluorescence emission

|
T

1
T

350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Obr. 3: Excita¢ni a emisni spektrum Calceinu AM (pii ph 9,0). [22]

Mezi hlavni charakteristiky fluorescence patri:

1. intenzita — charakterizuje pocet fotonu, které prochazeji v daném sméru jednotkovou
plochou za jednotku ¢asu

2. spektralni sloZzeni — je spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval

vlnovych délek nebo frekvenci

polarizace — je smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny

4. doba dohasinani — je dana vnitini dobou Zivota excitovaného stavu, z n¢hoz dochazi
k emisi; tizce souvisi s pochody vedoucimi k nezaiivé deaktivaci tohoto stavu

5. koheren¢ni vlastnosti — jSou vztahy mezi faizemi svételnych vin [4]

w

3.2 Fluorescen¢ni metody

Fluorescen¢ni metody pouzivame piedevs§im tehdy, kdyz potiebujeme zviditelnit
urité latky a struktury v buinice. Nékteré fluorofory (DAPI, ethidium bromid, propidium
jodid) se sami o sob¢ vazou na urcité molekuly, jejich pouziti nazyvame piima fluorescence.
Pro vétSinu struktur v burnice ovSem neexistuje fluorofor, ktery by se na né€ specificky vazal. V
takovém piipadé se pouzivaji specialni protilatky s navazanymi fluorofory, které se specificky
vazou na téméf jakykoli druh molekuly. Tato metoda se nazyva ptima imunofluorescence.
ProtoZe mame k dispozici celé barevné spektrum fluoroforfi, miiZeme zviditelnit vice riznych

struktur v téze bunce a sledovat tak jejich vzajemnou lokalizaci. [7]
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3.3 Rozdéleni fluoroforu

Fluorofory jsou latky, jejichz podstatou je absorbce svétla urité vinové délky a
naslednéd schopnost emitovat svétlo o delsi vinové délce. Muzeme je rozdélit do dvou
zakladnich tfid, na vnitini fluorofory schopné vlastni fluorescence, které se V pfirodé
vyskytuji ptirozené a na vnéjsi fluorofory, které jsou pridavany ke vzorkdam.

Vlastni fluorescence bunc¢k je dana ptfedevSim proteiny, pro které je charakteristicka
schopnost fluoreskovat v ultrafialové oblasti spektra. Mezi hlavni proteinové fluorofory patii
aromatické aminokyseliny tryptofan (Try), tyrozin (Tyr) a fenylalanin (Phe). Jejich absorpéni
pas lezi mezi 240 a 300 nm. Vlastni fluorescenci mizeme dale nalézt u cytochromu,
hemoglobinu, myoglobinu a chlorofylu, kde probiha ve viditelné oblasti spektra.

Nevlastni fluorescence jsou schopné vn¢j$i fluorofory, které se ptidavaji ke studovanému
vzorku. Pokud se ke studovanému vzorku vazou kovalentné, nazyvaji se fluorescencni

znacky, pokud se vazi nekovalentné, jedna se fluorescen¢ni sondy. [6]

3.3.1 Fluorescen¢ni znacky

Fluorescencni znacky se nejCastéji pouzivaji k fluorescencnimu znaceni proteind, kdy
se kovalentné¢ vazou na jejich aminové nebo histidinové bo¢ni fetézce, thiolové skupiny atd.
K nejznaméjsim fluorescen¢nim znackam patii fluoresceinizothiokynat (FITC) a
tetrametylrhodaminizothiokyanat (TRITC), které se pouzivaji v imunofluorescen¢nich

metodach.

3.3.2 Fluorescenc¢ni sondy

Fluorescencni sondy maji Casté vyuziti v analytické chemii, biologii a medicing.
Pouzivaji se ve fluorescen¢ni spektroskopii, fluorescenéni mikroskopii jako sondy pro
polaritu prostiedi nebo jako membranové sondy. V dnesni dobé jsou znamy tisice sond.
Testovani viability a cytotoxicity je zaloZzeno na méfeni podilu zivych a mrtvych bunék v
populaci.

Jako dilezita sonda zivotnosti bunék slouzi pfedevsim diky svému vysokému zachytu v
zivych butikach a silné fluorescenci calcein AM. Podobnym typem takovych sond jsou
ethidium bromid a propidium jodid - barviva pro nukleové kyseliny, ktera neprostupuji
membranou zivych buné€k. Mezi sondy zivotnosti dale fadime takové sondy, které jsou
aktivnimi buitkami oxidovany nebo redukovany, sondy citlivé na transmembranovy potencial,
pH nebo Ca2+.
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3.3.3 Fluorescen¢ni indikatory

Mezi fluorescencni indikatory fadime takové fluorofory, které jsou spektralné citlivé na
urcité latky. Tyto indikatory vykazuji spektralni posuv v zavislosti na pfitomnosti urcité latky,
nebo vykazuji zvySeni intenzity fluorescence bez spektralniho posuvu v ptitomnosti dané
latky. Prikladem mitize byt napiiklad Fura-2, coz je indikator vykazujici spektralni posuv v
ptitomnosti Ca2+ a Calcium green naopak vykazuje zvySenou intenzitu fluorescence bez

spektralniho posuvu v piitomnosti Ca2+. [6]

4  Fluorescen¢ni metody pro zjiSovani viability bunék

Testy bunétné Zivotaschopnosti zaloZzené na fluorescencnich metodach nabizeji mnoho
vyhod oproti tradi¢nim kalorimetrickym testim. Mezi tyto fluorescenéni metody fadime
zjistovani viability na fluorescenénim mikroskopu, fluorimetru nebo prutokovém cytometru.

4.1 Testy viability vyuzivajici aktivity esteraz

Do této skupiny patii fluorogenni esterdzové substraty, calcein AM a razné
fluorescencni diacetatové derivaty, které jsou pasivné vlozeny do bunék a slouzi zde jako
sondy, jez mé&fi jak enzymatickou aktivitu, tak membranovou integritu. Jako elektricky
neutralni ¢i téméf neutralni molekuly se tyto sondy volné difunduji do vétSiny bunék. Jakmile
se dostanou dovniti burnky, jsou tyto nefluorescencni sondy pieménény nespecifickymi
intracelularnimi esterazami na fluorescenéni produkty nesouci elektricky naboj. Diky tomu

jsou zadrzovany buiikami s neporusenymi plazmatickymi membranami.

Pfi vybéru vhodné sondy je dilezit¢é dbat na schopnost priniku do bunék a nasledné
zadrZzovani v intracelularnim prostoru. Jako uzite¢na fluorescenéni sonda se ¢asto Vyuziva
calcein AM. Vystupuje jako prvni ukazatel zivotaschopnosti bunék v dusledku své vynikajici
schopnosti zadrzovat se v bufice a relativni necitlivosti jeho fluorescence na pH. Diive se také
Casto vyuzival fluorescein diacetat (FDA), avsak jeho nevyhodou je rychly unik z bungk, a
proto se od néj uz dnes upousti. V dneSni dobé se ¢asto vyuziva diacetat carboxyfluorescein
(CFDA), ktery byl pivodné pouzit k mé&feni intracelularniho pH, ale brzy byl upraven pro
pouziti jako ukazatel viability bunék. Vyhodou CFDA je jeho schopnost dobie se zadrzovat
Vv burice po hydrolyze. [9] , [10]
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4.2 Testy viability na zakladé neporusenosti plazmatické membrany

Tyto testy jsou =zalozeny na schopnosti neporusené¢ plazmatické membrany
nepropoustét urcitd barviva do nitra buniky. V ptipad¢ poskozeni plazmatické membrany se
tato barviva navdzou na vnitfni strukturu bunky a dojde k zesileni fluorescence. VétSina
téchto barviv se v bunice vaze na nukleové kyseliny, a proto je lze pouzit u vétsiny typt
bun¢k. Piikladem je barvivo SYTOX Green, coZ je vysoce afinitni sonda, ktera snadno
pronika do eukaryotickych bunék, a to jak gram-pozitivnich, tak gram-negativnich bakterii s
oslabenymi plazmatickymi membranami. Plazmatické membrany zivych bunék toto barvivo
zcela vyloudi. Po kratké inkubaci barviva SYTOX s nukleovymi kyselinami za¢nou mrtvé
bakterie jasné zelené fluoreskovat v ¢asti spektra kolem 488 nm. DalSim barvivem, které byva

touto metodou vyuzivané, je naptiklad proprium bromid. [9] , [10]

4.3 Testy viability zaloZené na oxidaci a redukci

U bunék aerobnich organismii jsou zastoupeny reaktivni formy kysliku (ROS)
Vv ur¢itém kontrolovaném poméru. Ptikladem reaktivnich forem kysliku jsou kyslikové ionty a
peroxidy. ROS forma je ptirodni vedlejsi produkt normalniho metabolismu kysliku v buiice a
hraje vyznamnou roli v bunéné signalizaci. Za podminek oxidativniho stresu je ROS
produkce vyrazné vzrostld, coz vede k nésledné zméné¢ membranovych lipidii, proteini a
nukleovych kyselin. Oxida¢ni poskozeni téchto molekul je spojeno se starnutim a s riznymi
patologickymi ptihodami. Metabolicky aktivni buitky mohou oxidovat nebo redukovat sondy,
diky kterym mizeme hodnotit miru Zivotaschopnosti a celkové bunééné zdravi. Jako piiklad
lze uvést dluorescein, rhodamin a dalsi barvy, které mohou byt chemicky zménény na
bezbarvé nefluorescenéni LEUCO barviva. Tyto "dihydro" derivaty se snadno oxiduji zpét na
matei'ska barviva za pomoci nékteré z forem reaktivnich kyslikovych radikali. [9]

4.4 Testy viability zaloZzené na transmembranovych potenciometrickych
barvivech

Zivotaschopné buiiky obsahuji soubor iontovych pump a kanald, které udrzuji
intracelularni koncentraci iontll a transmembranovy potencial. Aktivni Gdrzba iontového
gradientu kon¢i, kdyz buiika umird. Pro zjiStovani transmembranového potencidlu existuje
cela fada sond. Jedna se o distribuéni sondy, které volné prochazeji plazmatickou membranou
do bungk a hromadi se v nich v zavislosti na jejich naboji. Pfikladem mutize byt kationicka
sonda rhodamin 123, kterd se pouZivda pro posouzeni Zivotaschopnosti lymfocyt. Dalsi

potencialné citliva barviva, jez se ukazala jako uzitecné pro posuzovani zivotaschopnosti, jSou
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pro rychlou odezvu barvivo styryl a pro pomalou reakci oxono. Vyuziti potenciometrickych
sond k detekci viability je pomérné komplikované, nebot koncentrace barviva je v
intracelularnim prostoru ovlivnéna nejen velikosti membranového potencidlu, ale také

velikosti buné€k, ptitomnosti vazebnych mist a ¢innosti transmembranovych pump. [9] , [10]

4.5 Testy viability zaloZené na bunééném pH

Vsechny zivé buiniky udrzuji vnitfni prostfedi o stdlé hodnoté pH. K méfeni
intracelularniho pH se vyuzivaji specialni fluorescentni sondy, které maji pH-dependentni
excitacni a emisni spektrum. V uréitém rozmezi hodnot pH dochazi k posunu jednotlivych
maxim, nebo ke zméné intenzity. Tyto metody se pouzivaji minimaln¢, ukazkou sond
vyuZzivajicich tuto metodu jsou fluorescein nebo karboxyfluorescein. [10]

5 Mikroskopie

5.1 Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskopie je velmi cennym nastrojem pro studium bunék a
bunéénych ¢asti mikroorgasnismi. Tento mikroskop je velmi podobny klasickému optickému
mikroskopu, jeho odlisnosti je pouze doplnéni o velice silny zdroj svétla a dva typy filtri.
Pouzitim vhodnych fluoroforii je mozné rozlisit jednotlivé bunééné prvky a také rozlisit zivé a
mrtvé buiky. Fluorescentni mikroskopy vyuzivaji schopnost nékterych latek absorbovat
svétlo o uréité vinové délce a toto svétlo nasledné emitovat jako viditelné svétlo o delsi
vinové délce. Vétsinou se vyuziva dlouhovinného ultrafialového zatfeni a ptilehlé oblasti
viditelného spektra emitovaného halogenovymi lampami. Ultrafialovému svétlu musi byt
piizpisobena optika kondenzoru, zbytek optického systému je stejny jako u bézného
optického mikroskopu. Pfidany jsou pouze dva filtry - bariérovy chranici lidsky zrak pied
zbytkovym UV zafenim, ktery je umistén mezi okem a vzorkem, a excita¢ni filtr, ktery je
umistén mezi zdrojem svétla a vzorkem a umoziluje excitovat jednotlivé fluorofory svétlem o

vybranych vinovych délkach.
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Obr. 4: Excita¢ni a bariérovy filtr. [13]

Fluorescencni mikroskopie je dnes nejpouzivanéjSi metodou pro detekci specifickych
molekul, jako jsou proteiny, lipidy nebo polysacharidy bez nutnosti jejich zni¢eni. Nevyhodou
této mikroskopie je fakt, ze okem, poptipadé kamerou pii sebelepSim zaostieni, detekujeme téz

Cast svételného signalu pod a nad rovinou ostrosti. [3] , [11] , [12]

5.2 Konfokalni mikroskop

Pro pozorovani zivych bunék se cCasto pouzivda modifikace fluorescencniho
mikroskopu zvana konfokalni mikroskopie. Zakladni rozdil mezi fluorescencnim a
konfokalnim mikroskopem je rozliSovaci schopnost. Nevyhodou této metody je to, ze pro
ziskani silnych signall potfebujeme mimotadné silny zdroj svétla typu laser. Déle je potieba
specialni technologie pro detekce fotoni z roviny ostrosti. Tyto fakta se odrazi na cené

ptistroje, ktera je n€kolikanasobné vyssi nez u klasického fluorescen¢niho mikroskopu. [12]

Svétlo z fokalniho bodu ¢ocky objektivu dava ostry obraz, naopak svétlo z jiného bodu je také
zobrazeno cockami mikroskopu, ale jeho obraz neni vtomto piipadé ostry. Konfokalni
mikroskop pouziva takzvany “pinhole”, coZ je bodova clonka, ktera odfiltruje neostry signal.
Pinhole je konjugovan s fokalnim bodem cocky. Pokud je pinhole mensi, ztracime uzite¢né
svétlo, pokud je vétsi, pronika vice svétla mimo ohnisko. Z uspotfadani mikroskopu vyplyva,
ze v jednom kroku ziskavame informaci pouze o jednom bodu, a proto pro ziskani obrazu z

celé roviny je nutné vytvorit sérii snimku. [13]
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Obr. 5: Bodové ohnisko konfokalniho mikroskopu. [13]

Podle mechanismu rastrovani rozliSujeme dva zékladni typy konfokalnich mikroskopi.

52.1 LSCM

LSCM (Laser Scanning Confocal Microscope) = Laserovy rastrovaci konfokalni
mikroskop. Tento typ obsahuje skenovaci zafizeni, které zafizuje posun ohniska excitujiciho
laserového paprsku. Obraz celé zaostfené roviny je pak ziskan rastrovanim bod po bodu
pomoci objektivu, ktery se posouva nad vzorkem. Osvétleni je realizovano bodovym zdrojem
svétla, vétSinou laserovym paprskem fokusovanym na clonku. Dale obsahuje excitacni filtr,
dichroické zrcatko, emisni filtr a detektor, coz je fotondsobiC s piipojenym pocitaCem. Pri
analyze obrazu je zobrazen pouze jeden bod ze vzorku. Skenovanim bod po bodu je
naskenovan cely vzorek v riznych optickych rovinach. Toto skenovani je fizeno pocitacem,
ktery sestavi velmi ¢isty 3D obraz, ktery umozni zobrazeni vzorku z libovolné strany.
Laserového skenovani konfokalni mikroskop (LSCM) je v soucasné dob¢ nejpouzivan€jsi pro
biomedicinské vyzkumné aplikace. [13] , [14]

522 TSCM

TSCM (Tandem Scanning Confocal Microscope) = mikroskop s rotujicim diskem.
Tento typ obsahuje misto skenujiciho zafizeni rotujici Nipkowlv kotoué, ktery je tvofen
mnoha navzajem oddélenymi clonkami. Vzorek je vétSinou pozorovan v realném cCase
okularem nebo chlazenou CCD kamerou. [13]
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5.3 Srovnani fluorescenéni a konfokalni mikroskopie

Fluorescencni mikroskop ptfedpoklada nekone¢né malou tloustku vzorku, pfi
zkoumani silnych vzorkl je kvalita zobrazeni nepfiznivé ovliviiovana ptekryvanim obrazu
roviny, do niz je mikroskop pravé zaostien. Naopak konfokdlni mikroskop ma vyssi
rozliSovaci schopnost danou detekci svétla pouze z ohniskové roviny mikroskopu, pfitomnost
pinhole eliminuje neostry signal. Dale umoznuje tomografické 3D rekonstrukce obrazu.
Nevyhodou je 5x az 10x vyss$i pofizovaci cena a nutnost pouziti silného zdroje svétla typu
laseru a specidlni technologii detekce fotonti. U fluorescen¢niho mikroskopu je jako zdroj
svétla pouzita rtutova vybojka, vyhodou je podstatné niz§i potizovaci cena. [12]

Vybojka Laser

Polni clona Excitac¢ni dirkovana clona

-

= - Excita¢ni filtr memm/m—_ _ Fxcitadni filtr

Okular |
A _ Fotonasobic
il T
A |
" Objektiv_—+ \ M Emisni filte
Emisni filtr Emisni dirkovana clona

Obr. 6: Fluorescenéni a konfokalni mikroskop. [13]

5.4 Laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop LEICA TCS SP8

Mikroskop Leica TCS SP8 je konfokalni mikroskop, ktery byl navrzen pro vysokou
rychlost a optimalni G¢innost fotonu. VSechny jeho optické komponenty jsou sladény tak, aby
vedly ke sprdvnému kontrastu obrazu a k zobrazeni Zivotaschopnych bunék ve sledovaném
vzorku. K detekcei je pouzit citlivy vysokorychlostni snimaci systém, ktery umoziuje vytvofit

v v

vzorku.

Konfokalni mikroskop Leica je vybaven FOV skenerem (Field Of View - Zorné pole), ktery
umozni zobrazit vSechny exemplafe v jednom zabéru a Tandemovym skenerem (FOV
kombinovany srezonannim skenerem), ktery je vhodny pro vysokorychlostni FRAP
experimenty s rozpustnymi proteiny. Déle je vybaven plynovym laserem, coz je
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monochromaticky zdroj svétla idealni pro spektralni separaci, tuhym laserem a bilym laserem,
ktery umozni komplexni spektroskopické zobrazeni. Pfistroj je vybaven CS2 a IRAPO

objektivy a skenovaci optiku specializovanou na konkrétni aplikace.

Kombinace vysoce vykonné optiky, rychlého konfokalniho skeneru a nejcitlivéjsiho
detek¢niho systém se Leica TCS SP8 fadi ke Spickam na trhu. TCS SP8 ma k dispozici rizné
volitelné ptislusenstvi, které umoznuje Siroké spektrum zobrazovacich aplikaci pro rtzné

potteby vyzkumu. [15]

6 Fluorescencni barviva pro testovani viability bunék

Jak jiz bylo zminéno vySe, ke stanoveni podilu Zivych a mrtvych bun€k slouzi cela
fada specifickych barviv. Kromé ¢asto pouzivanych fluorogennich substratovych esteraz, jako
fluorescein diacetat (FDA) nebo calcein AM, barviv pro nukleové kyseliny - SYTOX Green
nebo TOTO a dalsich fluorescen¢nich sond, at' uz zaloZenych na transmembranovém
potencialu, pH, Ca2+ nebo oxidaci a redukci, existuji také jesté celé sady pro testovani
viability.

6.1 LIVE/DEAD BacL.ight kit

Prikladem takové sady muze byt kit LIVE/DEAD, ktery je schopen jednoduse
rozeznat zivé a mrtvé bunky. Sada je zaloZena na kombinaci dvou fluorescencnich barviv s
odlisnou schopnosti priniku do cytoplasmatické membrany v zavislosti na jeji neporusenosti.
Obe¢ tyto fluorescencni barviva maji specifickou vazbu na DNA. Piikladem konkrétniho kitu
je napiiklad LIVE/DEAD BacLight kit, ktery obsahuje fluorescenéni barviva SYTO 9 a
proprium jodid. Fluorochrom SYTO9 ma zelenou fluorescenci a prochazi jak poruSenymi tak
i neporusenymi membranami vSech bakterialnich bunék. Naopak Propidium jodid - PI, pro
ktery je charakteristickd ervend fluorescence, se dostane jen do mikroorganismi s poruSenou
membranou. Pii kombinaci obou téchto fluorochromii pak buniky s neporusenou membranou
fluoreskuji zelen¢ a oznaCujeme je tedy za zivé, naopak mikroorganismy s poruSenou

membranou, které fluoreskuji ¢ervené, povazujeme za mrtvé. [16]

6.2 LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit *for mammalian cells*

DalSim kitem je naptiklad LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit *for mammalian
cells*, coz je kit ureny pro hodnoceni sav¢ich bun¢k. Zakladem tohoto kitu jsou dvé
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fluorescen¢éni barviva calcein AM a ethidium homodimer (EthD-1). Princip tohoto kitu je
velmi podobny ptfedchozimu kitu. Calcein AM je barvivo, které za standardnich podminek
nefluoreskuje, vlivem vsSudypfitomnych intracelularnich esterdz, vSak dochazi k jeho
rozstépeni na zelené¢ fluoreskujici calcein, ktery je v zivych bunkach dobfe zadrzovan.
Naopak ethidium homodimer, pro ktery je charakteristicka ¢ervena fluorescence, prochazi
pouze poskozenou membranou mrtvych bunék a po vazbé na DNA se jeho fluorescence jesté
nékolikanasobn¢ zvysi. Tento typ je vhodny pro pouziti u vétSiny eukaryontnich bunék,

nepouziva se vsak u bakterii nebo kvasinek.

Relativni pocet zivych a mrtvych bunék mizeme vyjadiit v procentech z celkového poctu
bunék. Mrtvé bunky se vyznacuje intenzivni fluorescenci pii 600 nm a slabou fluorescenci
kolem 530 nm.

Procento Zivych bunék lze vypocitat z fluorescence jako:

0/ "7 5% 51 — F(530)sam—F(530)min 0
Q) Y% Zivych bunék F(530) 1y F (530 X 100%

Procento mrtvych bunék lze vypocitat z fluorescence jako:

F(645)sam—F(645)min
F(645)max—F(645)min

2 % Mrtvych bunék =

X 100%

- F(530)s,, Je fluorescence na 530 nm v experimentalnim bunééném vzorku
oznaceném barvivy EthD-1 a calceinem AM.

- F(530),,in je fluorescence na 530 nm, kde jsou vSechny nebo téméf vSechny bunky
7ivé a jsou oznaceny pouze barvivem EthD-1.

- F(530),,4x Je fluorescence na 530 nm, kde jsou vSechny nebo téméf vSechny bunky
Zivé a jsou oznacené pouze barvivem calcein AM.

- F(645)sam Je fluorescence na 645 nm v experimentalnim bunééném vzorku
oznac¢eném barvivy EthD-1 a calceinem AM.

- F(645),,in Je fluorescence na 645 nm, kde jsou vSechny buiky mrtvé a jsou oznaceny
pouze barvivem calcein AM.

- F(645),,4, Je fluorescence na 645 nm, kde jsou vSechny buniky mrtvé a jsou

oznaceny pouze barvivem EthD-1.

[51. [17]
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Na obrazku nize [Obr. 7] mizeme vidét excitacni (pferuSovana kiivka) a emisni spektra obou
pouzitych barviv. Calcein je zobrazen zelenou kfivkou, naopak modrou kiivkou je zobrazen
ethidium homodimer.

520130
ooz 620450

40 &0 80 {00
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Obr. 7: Excita¢ni a emisni spektra pouzitych barviv. [23]

7 Navrh metody pro optické vyhodnoceni viability bunék

7.1 Typ zkoumanych bunék

K méfeni viability pomoci kitu LIVE/DEAD jsem mél k dispozici dva typy bunék.
Prvnim typem byly krevni buiiky z velmi cerstvého vzorku, druhym typem bunék byly
fibroblasty, které¢ mély obsahovat vice mrtvych bunék.

7.1.1 Krevni buiiky

VSsechny krevni buiiky se tvofi z nediferencovanych krevnich bunck kostni diené.
Naslednym délenim kmenovych bun€k vznikne cela fada zralych krevnich bunék, které mayji
vlastni specifickou funkci. Zékladni déleni bun€k je na erytrocyty, trombocyty a leukocyty,
délicich se na granulocyty a agranulocyty:

Neutrofilni granulocyty jsou zralé buiniky, na rozdil od nezralych neutrofilnich granulocytii
maji méalo endoplazmatického retikula, maly pocet mitochondrii a relativné¢ maly Golgiho
aparat. Obsahuji vétSinou 500-1000 specifickych granul, ¢asto ve tvaru podobnému ryzi.
Neutrofilni granulocyty slouZzi k fagocytdze cizorodych latek a dale se Casto uplatiiuji pri

zanétlivych reakcich.
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Eozinofilni granulocyty jsou bilé krvinky, které obsahuji kolem 200 zrn. Uvnitf zrn je
enzymaticka vybava eozinofilu a jeden, nebo vice krystalkti. Pocet eozinofilnich granulocyti

stoupa pii alergickych reakcich.

Bazofilni granulocyty jsou leukocyty, jejichz zrna maji jemné vrstevnaté uspotadani.
Vznikaji patrné z Golgiho apardtu. Diky tomu, Ze obsahuji heparin a histamin, maji

antikoagula¢ni u¢inky. Plsobi protisrazlivé a pomahaji rozsitit cévy.

Lymfocyty maji jadro s jadérkem, které je viditelné u zralych forem jen po specidlnim
barveni. Mitochondrie jsou u nich ojedin€lé. Podili se na produkci protilaitek a bunécéné
imunité uchovavaji informace o antigenech.

Monocyty jsou bilé krvinky, které maji jadro méné ¢lenéné nez ostatni krevni buiiky. Jejich
cytoplazma obsahuje vice mitochondrii a jemnd azurofilni granula. Maji schopnost
fagocytozy.

Neuplné butiky jsou bunéc¢né utvary ohrani¢ené cytoplazmatickou membranou, které nemaji
jadro a chybi v nich nckteré organely pfitomné v nezralych vyvojovych stadiich. Mezi
neuplné bunky fadime erytrocyty a krevni desticky. Erytrocyty jsou bezjaderné bunky, které
obsahuji hemoglobin. Jejich hlavni funkci je pfenos kysliku a oxidu uhli¢itého. Hlavni

vyznam krevnich desti¢ek je funkce pii zastavé krvaceni. [18]

7.1.2 Fibroblasty

Fibroblasty byly poprvé popsany na konci 19. stoleti. Jsou to bufiky vazivové tkané a
tvofi jednu z hlavnich slozek bunécéného tkanového mikroprostredi. Jejich zdkladnim tkolem
je udrzovani homeostazy a celistvosti zdravych bunék. Déle se aktivné podili pfi procesech
tkanové reparace, pii procesech hojeni a jizveni tkané. Fibroblasty jsou S$tihlé bunky

hvézdicovitého tvaru s charakteristickymi uniformnimi jadry a jemnym chromatinem. [20]

7.2 Priprava bunék

Méfené butiky byly odebrany z krve pacientti ve Fakultni nemocnici v Brné. Krev po
odbéru podléha rychlé koagulaci, a proto je nutné pouzit vhodného antikoagula¢niho ¢inidla.
K  ziskanym  vzorkim se  ptidavaji  latky jako  heparin, citrat, EDTA
(EthyleneDiamineTetraacetic Acid), ACD (Acid Citrate Dextrose) nebo oxalat. Kazda z
téchto latek ma odlisny mechanismus pusobeni, je tedy dulezité urcit, ktera z nich je pro
konkrétni vyzkum nejvhodnéjsi. Pro kultivované buiky je typické, Ze se s nartstajicim ¢asem

rapidné méni procentudlni zastoupeni jednotlivych typit bunék uvniti kultury. Po odbéru krve
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je proto nutné co nejdiive vyseparovat ze ziskaného vzorku jen tu ¢ast bunék, kterd je pro
dany vyzkum pottebnd. Timto se zabrani nezadoucimu nartstu populace nepottebnych bunék.
napiiklad separace pomoci média vyuzivajiciho hustotni gradient, centrifugaci nebo dalsi
metody vyuzivajici rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti separovanych bunék. Zde patti
metody zalozené na rozdilné velikosti bun¢k, rozdilné reakci na zménu osmotického tlaku

nebo schopnost monocytii a makrofagl prilnout na povrch plasti.

V piipad¢ fibroblasti je nejjednodussi odbér koznich bunck. Tkan se lokalné znecitlivi
a vydezinfikuje etanolem. Po odpafeni etanolu se odebere podkozni tkan zasahujici az do
Skary. Ktomu, aby bylo moZzné fibroblasty dostatecné kultivovat, je zapottebi odebrat
minimalné¢ 5x3x2 mm tkané. Z odebrané tkéané¢ se v laboratofi izoluji konkrétni fibroblasty.
[19]

7.3 Metoda barveni bunék

Kbarveni bunék byl pouzit komer¢né dostupny kit LIVE/DEAD®
Viability/Cytotoxicity. Tento kit je tvofen dvéma riznymi barvivy, calceinem AM a ethidium
homodimerem. Vyhodou pouzit¢ho kitu oproti alternativhim metoddm je vyssSi rychlost,
citlivost, bezpecnost a niz§i nakladnost. Do zkumavky obsahujici zhruba 0,5 ml bunék se
postupné piida 1,5 pl calceinu AM a 1,5 ul ethidium homodimeru. Zbytek zkumavky se
doplni fyziologickym roztokem. K tomu, aby se pouZita barviva spravné navazala, je nutné
nechat zkumavku 30 — 45 minut inkubovat.

Po inkubaci je mozné testovany vzorek umistit na prithledné sklicko a zacit snimat
mikroskopem. Vzhledem k tomu, ze barvivo podléha fluorescenci aZ po interakci s bunéénou
strukturou, je uroven pozadi snimku nizka. P¥i piipravé preparatu je dulezité zvolit vhodnou
koncentraci obou barviv. Doporucuje se pouzivat spiSe niz§i koncentrace, aby nedoslo
k piebarveni Zivych bun€k na mrtvé nebo naopak. Spravna koncentrace se lisi v zavislosti na
zkoumaném typu buiiky, a proto je vhodné ptipravit si vice preparatii o riznych koncentracich

a zkuSebnim snimkem vybrat ten s nejvhodné;jsi koncentraci. [5] , [17]

7.3.1 Snimky krevnich bunék

Na nasledujicich snimcich jsou zobrazeny krevni buriky po barveni kitem, které byly potizené
konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP8. Prvni snimek zobrazuje fluoreskujici buiky
soucasn¢ s prichozim svétlem, na druhém snimku je zobrazena pouze samostatna

fluorescence Zivych a mrtvych bunék.
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Obr. 8: Snimek zobrazujici sou¢asné fluorescenci a prichozi svétlo (Na tomto snimku jsou zobrazeny
fluoreskujici i nefluoreskujici buiiky a zaroven jejich struktura). Snimek byl potizen mikroskopem
Leica TCS SPS.

Obr. 9: Obarvené buriky s fluorescenci. Snimek byl pofizen mikroskopem Leica TCS SP8.
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7.3.2 Snimky fibroblasti
Na snimcich nize je zobrazena fluorescence obarvenych bunék fibroblasti. Prvni snimek

zobrazuje celé zorné pole mikroskopu, druhy snimek se zamétuje na detail.

Obr. 10: Obarvené burtiky s fluorescenci. Snimek byl pofizen mikroskopem Leica TCS SP8.

Obr. 11: Detail fluorescence fibroblast. Snimek byl pofizen mikroskopem Leica TCS SP8.
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7.4 Obrazova analyza

Ze ziskanych snimka je nutné stanovit viabilitu, tedy statisticky urcit zastoupeni zivych
a mrtvych bunék. Navrzeny program by mél pocitat buiiky v obraze jako jednotlivé objekty

V prostoru a zobrazit jejich pocet.

7.4.1 LabVIEW

K realizaci programu pro obrazovou analyzu nasnimanych vzorki jsem zvolil grafické
programovaci prostfedi LabVIEW. Hlavni vyhodou tohoto programu je, Ze umoziiuje nahradit
celou fadu hardwarovych pfistroji pomoci jejich virtualni realizace. Celé prostiedi je feSeno
graficky, a proto neni nutné ovladat specialni programovaci jazyk. Pti praci uzivatel spojuje
jednotlivé specifické funkéni bloky postupné za sebe, podobné jako pti tvorbé diagramu. Pro
realizaci programu uren¢ho na obrazové zpracovani je nutné standardni verzi LabVIEW

dovybavit specialnimi moduly pro obrazové zpracovani IMAQ a VISION.

7.4.2 Navrh metody

Nacéteni Lo Oriznuti tprava jasu a Rozdéle’em’
obrazu obrazu kontrastu barevnych
spekter
Slozka Eliminace Eliminace &astic Analyza
— (RED) —— Prahovani Vyplnéni dér — malych ] dotykajicichse | — mrtvych
objekti okraje bunék
Slozka Eliminace Eliminace Castic Analyza
—| (GREEN) [—| Prabovani Vyplnéni dér malich || dotikajicichse | ., |  iivch
i objekta skeaje bunék

Obr. 12: Navrh principu metody stanoveni viability.
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7.4.3 Popis blokového schématu

Nacteni obrazu — prvnim krokem je nacteni snimku z konfokalniho mikroskopu do pocitace.
Tedy vstupni analogovy signal je pfeveden do diskrétni podoby a ve formé digitdlniho obrazu

ulozen.

Oriznuti obrazu — nasleduje vybér optimalni Casti snimku, kdy se vyfizne vybrana c¢ast.
Timto si zvolime tu Cast obrazu, ktera nds bude zajimat a nepotiebna cast snimku je

odstranéna.

Uprava jasu a Kkontrastu — Vv této Casti se snaZime najit co mozna nejvhodnéj$i zobrazeni
snimku pro nésledné vyhodnoceni. Timto ptredzpracovanim chceme docilit zvyraznéni, nebo

potlaceni urcitych rysti v obraze, které budou dale dulezité.

Rozdéleni barevnych spekter — nacteny obraz je ve formatu RGB. Pro detekci viability nas
zajimaji dva kanaly Red a Green. Cervena slozka slouzi pro detekci mrtvych bunék, naopak

zelena slozka je urcena pro detekci bunck zivych. Nasledné se ob¢ slozky vyhodnocuji zvlast.

Prahovani — prahovanim se snaZime odstranit nezddouci ¢asti z obrazu. Nastavenim urcitého
prahu si zvolime, které body maji byt viditelné, a které naopak byt viditelné nemaji. Body,
majici jas vyssi nez je hodnota nastaveného prahu, jsou zachovany, a body, jejichz jas je nizsi

nez hodnota prahu, jsou dale brany jako pozadi.

Vyplnéni dér — pii zpracovavani obrazu se nékteré buiky zaCnou jevit jako porusené,
piipadné¢ se v nich objevuji diry. Je tedy nutné vhodnym algoritmem tyto diry zacelit.

Nejcastéji se k této operaci pouziva metoda dilatace.

Eliminace malych objekti — na pozadi se obfas mizou objevit mensi objekty, které by
mohly byt myIn¢ detekovany jako buiiky. K této operaci se obvykle pouziva metoda eroze,
kdy jsou objekty v obraze postupné naruSovany. Vétsi struktury budou zachovany a malé

objekty jsou poté zcela odstranény.

Odstranéni ¢astic dotykajicich se okraje — pokud chceme eliminovat Castice, které se
dotykaji okraje, je mozné pouzit tuto funkci. Bunky dotykajici se okraje nebudou jiz déle

zpracovavany.

Analyza bunék — pro spocitani poéti bunék v jednotlivych kanalech je potieba zvolit
vhodnou funkci v LabVIEW, kterd tuto operaci vykond. Sectenim obou kanali ziskame

celkovy pocet bun€k v nasnimaném obraze.
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8 Realizace programu pro vlastni analyzu bunék

8.1 Casti programu

Nize jsou popsany jednotlivé ¢asti programu postupné tak, jak dochazi ke zpracovavani
konkrétniho snimku. Vzdy je nejprve popsana Cast v Block diagramu a nasledné jsou

zobrazeny ukézky ¢innosti jednotlivych funkci ve Front panelu.

8.1.1 Nacéteni obrazu

Pocatecni casti programu je funkce pro nacitani snimki, které byly pofizeny na
konfokalnim mikroskopu. Tato ¢ast je tvofena blokem File dialog, ktery po spusténi
programu otevie dialogové okno pro vybér soubort (snimkil), s nimiz chceme pracovat. Dale
je zde zastoupen blok GetFileInfo, ktery ziska informace o souborech ve formatu BMP,
TIFF, JPEG, JPEG2000, PNG a AIPD. Nasleduje blok IMAQ Create slouzici jako do¢asna
pamét’ pro snimek a blok ReadFile, ktery umozni pieéteni a nasledné pievedeni vSech pixela

pro dalsi praci se snimkem.

oW ¥ W w ¥ ¥
* ¥

File Dialog
selected path ¥

IMAQ,
~ Lo

Obr. 13: Schéma pro naéteni obrazovych snimkt z disku (LabVIEW).
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8.1.2 Uprava kontrastu a jasu

Pro upravu kontrastu a jasu slouzi blok ColorBCGLookup, ktery umoziuje zménu
kontrastu, jasu a gama korekce pro jednotlivé barevné slozky zvIast. V mém programu neni
tento blok v cyklu, a proto je nutné nastavit parametry jesté pied spusténim. Pro mé snimky

obarvené kitem Live/Dead je tato realizace mimo cyklus plné dostacujici.

[Hodnoty Red |

ol |

""[Hodnoty Green [

.............

Obr. 14: Usek pro tipravu kontrastu a jasu (LabVIEW).

Na obrazku 15 je ukazka origindlniho nacteného snimku a piiklad zmény jasu a kontrastu po
pouziti funkce ColorBCGLookup.

Obr. 15: Priklad aplikace ColorBCGLookup pro zménu kontrastu a jasu na snimku krevnich bunék.

8.1.3 Vybér oblasti zijmu

Abychom mohli ze snimku vybrat oblast zajmu, ve které nas zajima pocet zivych a
mrtvych bunék, pouzil jsem blok IMAQ Extract, ktery umoZiuje vyjmuti potiebné casti

snimku. V programu ma uzivatel na vybér obdélnik libovolné velikosti dle vlastni potieby.
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Vybér oblasti

Fg::“,ﬂ-b | Global Rectangle |—

Tal

Obr. 16: Funkce pro vybér oblasti zajmu (LabVIEW).

Obdélnik, ktery je na obrazku 17, je mozné rtizné posouvat po snimku a libovolné¢ ménit jeho

velikost. Timto se vybere oblast zajmu, s niz program dale pracuje.

Obr. 17: Ukazka vybéru oblasti zajmu na snimku krevnich bunék.

8.1.4 Rozdéleni barevnych spekter

V nasledujici ¢asti je obraz rozdélen do dvou kanali. V obou kandlech je obraz
preveden pomoci bloki ExtractSingleColorPlane z ptivodniho 32 bitového RGB obrazu do
8 bitového obrazu odpovidajici barevné roviny. V prvnim kanale je z pivodniho snimku
vybrana zelend rovina, naopak ve druhém kandle je vybrdna ¢ervend rovina obrazu. Dale je
kazdy kandl zpracovavan samostatné. Kanal green slouzi pro analyzu zivych bunék, kanal red

pro analyzu bun€k mrtvych, coZ naznacuje obrazek 19.
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Obr. 18: Schéma rozdéleni barevnych spekter a funkce pro pievedeni do odstinu $edi (LabVIEW).

Obrazek 19 zobrazuje rozdéleni pivodniho snimku krevnich bunék do dvou barevnych
kanali. Je zde patrné, Ze v zelené roviné obrazu nejsou mrtvé (Cervené) bunky viditelné a zivé

buiiky maji vyssi kontrast. V ¢ervené roviné je tomu opacné.

Obr. 19: Pavodni snimek krevnich bunék, zelena slozka (vlevo) a ¢ervena slozka (vpravo).

8.1.5 Prahovani

vvvvvv

posuvniku nastavuje ur¢itou hodnotu prahu, a tim stanovuje, které body maji byt zachovany, a
které potlaceny. Tento ukol zde plni funkce IMAQ Threshold ptifazujici hodnotu jedna viem
bodim, jez se vejdou do prahu. Ostatni body budou brany jako pozadi a z obrazu vymizi. Po
této operaci tedy vznikne binarni obraz s hodnotami 0 a 1. Spravné nastaveni prahu je Zadouci

pro ptesné oznaceni bunék a naslednou analyzu.
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| Nastaveni prahu RED
[0

Obr. 20: Funkce pro prahovani obrazu (LabVIEW).

Na obrazku 21 je ukézka prahovani na snimku krevnich bunék. Je patrné, Ze tato operace ma
zasadni vyznam pro dal$i zpracovani, nebot’ nespravnym nastavenim prahu mohou nékteré

mensi objekty zcela vymizet.

Obr. 21: Priklad ptivodniho obrazu (vlevo) a rizné stupné nastaveni prahu.

8.1.6 Vyplnéni dér

Po operaci prahovani se uvniti nékterych objekti (bun€k) vytvoti diry a trhliny, které
mohly vzniknout pfi nastavovani urcitého stupné prahu. Bylo proto vhodné pouzit blok
IMAQ FillHole, ktery vyplni prazdny prostor pixely s hodnotou jedna. Na obrazku 23 je
ukéazka snimku pfed a po aplikovani funkce vyplnéni dér.

[fillhole|-iMAa}~ hmé i

Obr. 22: Funkce FillHole pro vyplnéni dér (LabVIEW).
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Obr. 23: Ptiklad funkce pro vyplnéni dér na snimku krevnich bunék.

8.1.7 Odstranéni malych objekti

V nasnimaném obraze se mohou objevovat malé Castice, které zde zbyly z pozadi po
operaci prahovani. Pokud by tyto Castice zlistaly v obraze zachovany, byly by ve vysledku
mylné zapocitany jako buiky. Je tedy nutné je eliminovat. V programu LabVIEW tuto tlohu
plni blok RemoveParticle, jenz eliminuje ¢astice pomoci morfologické operace eroze. Stupen

eroze si mize uzivatel sdm nastavovat dle potieby.

[Odstranéni malyjch objektd|

odstranenid - IMAQ

Pocet Erozi 2

Obr. 24: Schéma zapojeni funkce pro odstranéni malych objektt v obraze (LabVIEW).

Na obrazku 25 je ukazka odstranéni malych objektl pro stupen eroze 1. Pokud by byl
nastaven vys$i stupeil eroze, mohlo by dojit k mylnému odstranéni vétSich objektii (bungk).

Je proto vhodné nejprve vyzkousSet rizné stupné eroze, aby nedochazelo ke zkresleni.
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Obr. 25: Ptiklad odstranéni malych objektii na snimku krevnich bunék pro stupen eroze 1.

8.1.8 Eliminace ¢astic dotykajicich se okraje snimku

Dal$i moznosti, kterou uzivatel pro praci s pofizenymi snimky muze vyuzit, je
moznost odstranéni Castic, dotykajicich se okraje. Pro tuto funkci je pouzit blok
RejectBorder. Operace je v cyklu Case, aby bylo mozné funkci libovolné zapinat a vypinat.
Ukazka této operace je patrna na obrazku 27.

Obr. 26: Schéma pro odstranéni ¢astic dotykajicich se okraje (LabVIEW).

Obr. 27: Priklad odstranéni ¢astic dotykajicich se okraje na snimku krevnich bunék.

34



8.1.9 Pocitani a zvyraznéni objektu v obraze

Pro spocitani objekti ve zvoleném snimku slouzi blok pro analyzu Particle Analysis,
ktery jednoduse zjisti pocet Castic v obraze a ptivede ho na vystup. Dalsi funkci, jez je vyuzita
pro analyzu, je blok Count Objects, ktery lokalizuje, méti a vyznac¢i obdélnikem hledané
objekty. Takto oznacené objekty jsou v obraze ptehlednéjsi.

Obr. 28: Priklad pouziti funkce Count Objects na snimku krevnich bunék.

8.1.10 Zobrazeni vysledku

Zobrazeni vysledného snimku je asi nejslozitéjSi Casti programu. Bylo totiz nutné
piekryt pivodni nacteny obrazek se snimkem analyzovanych bunék, ktery nese informaci o
poctu a poloze detekovanych bunék. Pivodni snimek je ve formatu RGB jako 32bitovy,

kdezto snimek analyzovanych bungk je 8bitovy.

I Pivodni chrazek

-
[;Mt-‘mn E-"_

|RGE (U32) "’I—I

A vES

IMAQ

Obr. 29: Schéma prolinani analyzovaného snimku s pozadim a nasledné secteni s ptiivodnim obrazkem
(LabVIEW).
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Nejprve se analyzovany snimek bunék pomoci bloku Cast Image pievede z 8bitového
binarniho snimku do 32bitového RGB obrazu. Pro vyrovnani jasové roviny obrazu je pak
zapojen blok ColorEqualize. Nasleduje blok ColorBCGLookup, ktery je zapojen pomoci
funkce Bundle tak, aby bylo mozné postupné prolinat analyzovany snimek S pozadim pomoci
posuvniku. [24]

Obr. 30: Ptiklad postupného prolinani bunék z pozadi pomoci posuvniku.

Dale je tento snimek, ktery je mozné prolinat S pozadim, spojen S originalnim
naCtenym snimkem bunék pomoci funkce Add. Takto spojené snimky jsou pomoci funkce
Copy Overlay piekryty s analyzovanym snimkem bunék, ktery nese informace o poloze
rameckl vyznacujicich bunky. Tato ¢ast je opét v cyklu Case a uzivatel si mize libovolné

zapnout ¢i vypnout ohrani¢eni bun¢k ramecky.

Obr. 31: Secteni analyzovaného snimku s ptivodnim obrazkem bez rameckt (100% prolnuti) vlevo a s

ramecky (0% prolnuti) vpravo na snimku krevnich bunék.
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8.2 Uzivatelské prostiedi programu

rd v - 1 -
Vybér oblasti Uprava kontrastu a jasu
| 2 Al
0
1O
|«
]
R
1>
|
| <01
o
10!
| & X
f1280x193 32-bit RGB image 0,69 (27,148)
Hodnoty Red Hodnoty Green Hodnoty Blue
Jas Jas Jas
43300 | fi2300 | 228,00
Kontrast Kontrast Kontrast
7| #5900 | si300 | 5,00
| Gamma Gamma Gamma
e e e s 400 #%0 0
:1960)(720 0.47X 32-bit RGB image 04,0 (0,0) - | 1 | E
Nastaveni prahu GREEN G o4 Eliminace malych objekti _ i"};ﬁ%’# Eliminace malych objekti
UG o Pocet Erozi o e A || PocetEroz
LR O (OR R0 TACL O 2 IR I I8 OCEICR [ ) ™A I R A RN ",
0 50 100 150 200 255 [ 050 100 150 200 255 i
Eliminace okraja STOP P " PRSI Eliminace okraja
Prolnuti vyslednych snimki (Green) | OFE/ON - Prolnutl[\leslednYch snimki (Red) | ik g J)
U P Zobrazeni popiski
azeni popisku 0% 100% 7| OFF/ON
& e v OFF/ON

83  |Podet zivych bungk | 2 | Poet mrtvych bunék

:IZSOXIQS 32-bit RGB image 95,510 (0,0) 31280x193 32-bit RGB image 0,190 (189,2)

Obr. 32: Uzivatelské prostiedi programu pro vlastni analyzu bunék.

V levém hornim rohu uzivatelského prostfedi se nachazi okno pro vybér oblasti, kde je
mozné vybrat libovolnou ¢ast snimku pomoci obdélniku. V okn¢ pro Upravu kontrastu a jasu
se zobrazuje vybrand c¢ast obdélniku s hodnotami jasu a kontrastu, které byly predem

nastaveny v tabulce pod oknem. Ve spodni ¢asti rozhrani je mozné nastavovat parametry pro
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zivé a mrtvé buiky zvlast. Leva ¢ast, kterd je popsana zelenou barvou, slouzi k vyhodnoceni

zivych bungk z obrazu, naopak prava spodni ¢ast slouzi k vyhodnoceni bunék mrtvych.

Uzivatel ma tedy nejprve moznost vybrat si objekt zadjmu, libovolné upravit jas a kontrast pro
rizné slozky RGB obrazu. Déle muize pracovat pro oba kanaly (ziva a mrtva slozka)
oddé€lené. Zde si muze nastavit hodnotu prahu, kterou miize volit v rozsahu 0 az 255. Pro lepsi
orientaci a vhodné nastaveni prahu je Zadouci nastavit posuvnik pro prolnuti vysledného
snimku na hodnotu kolem 90 %. Dale je mozné nastavovat pocet erozi, slouzicich pro
eliminaci malych castic, které by mohly byt omylem detekovany jako bunky. Uzivatel ma
také moznost vypnout zobrazeni buné€k, jez se dotykaji okraje snimku. Pocet bunck, at’ uz
zivych nebo mrtvych, se zobrazuje v samostatném okénku nad zobrazenim vysledného
snimku. Pro lepSi orientaci je také mozné zapnout nebo vypnout zobrazeni detekovanych
bunck ve snimku.

8.3 Navod pro praci s programem

1) Po spusténi programu se zobrazi okno pro vybér obrazka ze souboru. Nejprve je nutné
nacist snimek, se kterym chceme dale pracovat.

2) V okné ,,Vybér oblasti‘‘ je nutné vybrat oblast zajmu, kterou potiebujeme pro
analyzu.

3) Pokud je potteba, je zde moznost upravit kontrast, jas a gamma korekci. Tyto
parametry se musi zadat jesté pied spusténim programu.

4) Nastaveni prahu pro slozku Green je nejlepsi zvolit v rozsahu kolem 70 az 170, pro
Red slozku se nejlépe jevi rozsah 170 az 250 (parametry se mohou liSit v zavislosti na
analyzovaném obraze).

5) Vhodnym nastavenim prahu a prolnuti vyslednych snimkt se snazime, aby program
oznacil spravné bunky v patiicném kanale.

6) Pokud vidime, Ze program detekuje chybné i malé objekty, nebo naopak nedetekuje
veétsi objekty, je nutné upravit pocCet erozi. Vhodné nastaveni poctu erozi je 1-2
(parametry se mohou liSit v zavislosti na analyzovaném obraze).

7) Pokud nechceme pracovat s buiikami, které se dotykaji okraje, je mozné je pfislusnym
tlacitkem vypnout.

8) Na zavér je mozné zobrazit popisky a ohrani¢eni detekovanych bunék. Zapnuti této

funkce je prehlednéjsi spise pro snimky s mensim poctem bunek.
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9 Tridéni zivych a mrtvych bunék

V této kapitole jsou snimky krevnich bunék a fibroblastii podrobeny analyze a pomoci

vytvofeného programu roztiidény na zivé a mrtvé. Na kazdém obrazku nize je v levé Casti

zobrazen pocet a prostorova orientace zivych bunck, v pravé ¢asti je zobrazen pocet a

prostorova orientace mrtvych bunék.

9.1 Analyza krevnich bunék

Z celkového poctu 2075 bungk je na tomto snimku 95,81% zivych a 4,19% mrtvych.

1988 | Pocet Zivych bunék |

87 |PoEet mrtvych bunék |

Obr. 33: Snimek ¢&. 1 krevnich bunék.

Z celkového poctu 256 bunek je na tomto snimku 96,09 % zivych a 3,91 % mrtvych.

246 | Poget zivych bunék |
‘s ;& 2

> W 4 A

10 |Poi':et mrtvych bunék |

3> E

Obr. 34: Vybrana ¢ast snimku ¢. 1 krevnich bunék.
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Z celkového poctu 141 bungk je na tomto snimku 96,45 % zivych a 3,55 % mrtvych.

136 |Poget Zivych bungk |

5 |Po<':et mrtvych bunék [

Obr. 35: Snimek ¢. 2 krevnich bunék.

Pti analyze krevnich bun€k byl nejprve zobrazen pocet zivych a mrtvych bunék z prvniho
snimku (obr. 33). Tento snimek obsahuje 2075 bunék, z toho 1988 (95,81%) tvoti buiiky zivé
a 87 (4,19%) buné¢k tvoii bunky mrtvé. Na obrazku 34 je zachycena ndhodné vybrana cast
prvniho snimku, ktera dosahuje velmi podobného poméru zivych a mrtvych bunck (96,09%
zivych a 3,91% mrtvych). Pro piesnéjsi vyhodnoceni viability byl vystaven analyze i druhy
vzorek krevnich bungk, ktery je na obrazku 35. Pfi porovnani prvniho a druhého snimku je na
druhém snimku patrnd mensi hustota bunék. ProtoZe se jednalo o stejny typ vzorku, ale nové
obarveny, je procento zastoupenych zivych a mrtvych bunék opét srovnatelné (96,45% zivych
a 3,55% mrtvych bungk).

Pro testovany vzorek krevnich bunék, ktery jsem mél k dispozici, je primérna hodnota Zivych
bunék 96,12 % a mrtvych bun¢k 3,88 %o.
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Krevni bunky

Hzivé HEmrtvé

Graf 1: Analyza krevnich bunék.

9.2 Analyza fibroblasta

Z celkového poctu 150 bunék je na tomto snimku 58 % zivych a 42 % mrtvych.

87 |Poéet sivych bungk | 63 | Poget mrtvych bunék |

]
=l =] il

Obr. 36: Snimek ¢. 1 fibroblasti.
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Z celkového poctu 43 bunék je na tomto snimku 58,1 % zivych a 41,9 % mrtvych.

25  |Poet zivych bunik | 18 |Potet mrtvych bunék |

id
=] 4

[+
il

Obr. 37: Vybrana ¢ast snimku ¢. 1 fibroblasti.

Z celkového poctu 71 bun€k je na tomto snimku 62 % zivych a 38 % mrtvych.

44 |Pozet zivych bungk | 27 | Potet mrtvych bunék |

Obr. 38: Snimek ¢&. 2 fibroblastu.

Pro analyzu fibroblastii byly zvoleny opét dva riizné vzorky stejnych bunék. Na obrazku 36 je
prvni snimek fibroblasti, ktery z celkového poc¢tu 150 bunék obsahuje 87 (58 %) zivych a 63
(42 %) mrtvych bunc¢k. Nahodn¢ vybrana c¢ast tohoto prvniho snimku dosahuje témef
identickych parametra (58,1 % zivych a 41,9 % mrtvych bun€k). Druhy snimek, jenz je na
obrazku 38, zobrazuje téze fibroblasty odebrany ze stejného mista, ale nové obarvené. Ze 71
bunék, zde bylo v dobé méteni 44 (62 %) zivych a 27 (38 %) mrtvych.
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Odebrané fibroblasty, které¢ byly podrobeny tiidéni na zivé a mrtvé, obsahuji primérné

59,37 % zivych bun¢k a 40,63 % bunck mrtvych.

Fibroblasty

M zivé HEmrtvé

Graf 2: Analyza fibroblastt.

10 Porovnani obou bunéénych kultur a zhodnoceni

Tato ¢ast se zamcfuje na porovndni naméfenych vysledkd obou typit bunék. Nejprve je
posouzen primérny pocet bunék obsazeny v jednom snimku. Dale je ukazka a popis, jak
rozdilny vliv ma spravné nastaveni prahu pfi analyze na odliSnych typech bun€k. Na zavér
této kapitoly je vyhodnoceni a porovnani viability obou kultur, tedy zastoupeni zivych a

mrtvych bunék.
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10.1 Prumérny pocet bunék v testovanych snimcich

Pramérny pocet bunék ve snimku
900

824

800 -
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400 -

300 ~

200 -

88

. I

Krevni buriky Fibroblasty

100 -

Graf 3: Porovnani po¢tu bunék ve snimku.

Hustota bun¢k ve snimku zélezi na tom, jak moc koncentrovany vzorek bunck se podaftilo
kultivovat. Oba typy bunék, které mi byly poskytnuty z Fakultni nemocnice, byly kultivovany
v takovych koncentracich, jak zobrazuje graf 3. Tato zévislost vySla pouze pro bunécné
kultury, které jsem mél k dispozici. Neznamena to tedy, ze krevni bunky jsou vzdy
koncentrovangjsi nez fibroblasty. Pokud bych mél jinak kultivované vzorky obou bunck, mohl

by graf vypadat opacné.

Pti pohledu na oba typy bun¢k zobrazenych v grafu 3 je jasné patrné, ze krevni buiiky jsou na
snimcich zastoupeny ¢etnéji. Primérny pocet krevnich buné€k ptipadajicich na jeden snimek je
824, kdezto u fibroblastl je to pouhych 88 bungk. Pro analyzu vyse popsanym programem se
snadnéji jevi ur€it zastoupeni zivych a mrtvych bun¢k u méné koncentrovaného vzorku, nebot
je prehlednéjsi. U koncentrovangjstho vzorku dochdzi vlivem velkého poctu bunék
k vzajemnému dotyku a piekryvani bunek, coz snizuje piesnost pfi nastavovani parametrui.
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10.2 VIiv riizného nastaveni prahu na vysledek

Fibroblasty, které jsou z méné koncentrovaného vzorku, jsou prostorové dost volné, ale ve
snimcich maji tendenci tvofit shluky bunck. Pro detekci téchto bun€k je nutné dbat zvysené
opatrnosti pfi nastaveni hranice prahu. Na obrazku 39 je ukazka rizného nastaveni prahovani
pro vzorek fibroblastli. Pfi nastaveni SirS§iho prahu (vlevo) program detekuje shluk bunék jako
jeden objekt, a tedy ho ve vysledku pocita jako jedinou buiku. Pfi nastaveni uzs§iho prahu
(vpravo) sice dojde k ¢aste¢nému rozdéleni shluku, avsak na ukor potlaceni ostatnich bunék
mimo toto seskupeni. Pro tento typ bunék je tedy dulezit¢ vénovat znacnou pozornost

vhodnému nastaveni, aby nedoslo k nepifesnému vyhodnoceni.

Nastaveni prahu GREEN| 7/ Eliminace maljch objekti Nastaveni prahu GREEN| -y o, Eliminace malych objekta
1 - Pocet Erozi R - Pocet Erozi
L e O T
0 50 100 150 200 255 L 0 50 100 150 200 255 I
- Eliminace okraji Eliminace okraji
Prolnuti vyslednych snimki (Green) \ OFF/ON Prolnuti vyslednych snimki (Green) | OFF/ON
U Zobrazeni popiski u Zob i iskd
‘obrazeni popiskd
23 s | OFF/ON e e | OFF/ON
6 | Pocet zivych bungk | 10 | Pocet Fivych bungk

-J -J
hd
-] | -« JJ

Obr. 39: Ruzné nastaveni prahu pro fibroblasty.

Krevni buiiky, které jsou v obraze podstatn¢ koncentrovanéjsi, jasné sviti, ale shluky tvofti
v mensi mife nez fibroblasty. Je proto snadnéjsi je od sebe odlisit. Na obrazku 40 jsou
nastaveny stejné hodnoty prahovani jako pro snimek fibroblastli vyse. Pro krevni bunky se
ovsem vliv shluku ve vysledku v podstaté neprojevi (obr. 40) a pro Sir§i prah (vlevo) a uzsi

préh (vpravo) dosahuje vysledny pocet detekovanych bunék témét totoznych hodnot.
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Obr. 40: Ruzné nastaveni prahu pro krevni bunky.

10.3 Porovnani viability obou bunéénych kultur

Porovnani viability obou bunécnych kultur
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Graf 4: Porovnani viability bunéénych kultur.
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V grafu 4 jsou zobrazeny primérné hodnoty zastoupeni zivych a mrtvych bunék zvlast’ pro
krevni bunky a fibroblasty. Krevni buniky obsahuji 96,12 % zivych a 3,88 % mrtvych bunék.
Pro vzorek fibroblastt je podil zastoupenych mrtvych bunék vyssi a dosahuje 40,63 %, podil
zivych bunék je zde 59,37 %.

Témét zanedbatelné mnozstvi mrtvych krevnich bunék je zpisobeno tim, ze méfeni probihalo
na Cerstvé odebraném vzorku, a proto byla vétsina bunék v dobé méfeni stale zivotaschopna.
U vzorku fibroblastl se nepodafilo tak rychle pfemistit buiiky k méteni na mikroskopu, a tak

je procento zastoupenych mrtvych bunék vyssi.

Z porovnani téchto dvou odlisnych a rizn¢ starych vzorki miizeme usoudit, Ze viabilita bunék
S rostoucim Casem po odebrani velmi rychle klesa. Pokud tedy potiebujeme Zivotaschopné
buiiky, je nezbytné vzorky odebrat idealn¢ hned pied potfebnym testem ¢i métenim. Déle
musime vzit v potaz typ bunék, protoze schopnost ptezit se u riznych typu lisi. Méfené krevni
buiiky a fibroblasty mély podle mého méfeni témét stejnou schopnost pieZit, protoze se u

fibroblastii projevila ztrata Zivotaschopnosti zavisla na staii vzorku.

Viabilitu bun¢k lze vypocitat riznymi metodami, jako napiiklad vypoctem z fluorescence,
ktera je uvedena zhruba v poloving této prace. Ja jsem se vsak dle zadani zaméfil na
prostorové vyhodnoceni viability, kdy jsou bufiky brany jako objekty v obraze a procento

zivych a mrtvych je vypocitano zvlast’ z celkového poctu bunék.

11 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo seznamit se se zakladnimi principy fluorescencnich
metod pro zjiStovani zivotaschopnosti bunék, dale prostudovat metody zobrazovani
pouzivanych v konfokalni mikroskopii, zamétit se na fluorescencni barviva pro stanoveni

viability bunék, navrhnout metodu pro optické vyhodnoceni a realizovat méteni.

Nejprve jsem se snazil popsat zakladni principy fluorescence a jeji hlavni charakteristiky,
seznamit se s typy fluoroforii a se zakladnimi metodami pro zjistovani viability. Poté jsem se
pokusil kratce popsat zakladni vlastnosti fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie, a také se
bliZze seznamit s konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP8, na kterém jsem realizoval vlastni
méfeni. Z metod pro zjiStovani viability jsem se zaméfil hlavné na metodu barveni bunék
pomoci kitu LIVE/DEAD, coZ je smés dvou fluorescencnich barviv calceinu AM a ethidia
homodimeru. Vlastni méfeni pomoci kitu jsem provedl na dvou odlisnych bunéénych
kulturach, na krevnich bunkach a fibroblastech. Soucésti této prace je kratky popis

zkoumanych bun¢k, metoda jejich pfipravy a barveni. Pro vyhodnoceni bun¢k bylo nejprve
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potfeba navrhnout moznou metodu, jak snimky analyzovat a vyhodnotit. Podle navrzeného
schématu jsem nasledn¢ v prostiedi LabVIEW realizoval program pro vyhodnoceni mého
méfeni. Tento program umoziuje Vybrat oblast nahraného snimku, kterou je potieba
vyhodnotit, a nasledné po nastaveni pfisluSnych parametrti zvlast' zobrazi umisténi a pocet
zivych a mrtvych bun¢k. Program pocita buiky v obraze jako jednotlivé objekty v prostoru,
nasledné se vypocitd pocet zivych a mrtvych bun€k ve snimku, které se urci jako viabilita.
Jelikoz fibroblasty tvoii na mych snimcich shluky, byl problém pro tento typ bun¢k spravné
nastavit hodnotu prahu, a proto se touto metodu fibroblasty analyzuji htite nez krevni bunky.
Pro navrZeny program byly pouZity zakladni algoritmy, které odpovidaji zdkladnim znalostem
nabytym pouze b&hem studia a dalSim studiem literatury. Program pfi analyze bunécnych
shlukli jevi mirné nedostatky, kterym by se dalo ptedejit vyvojem pokrocilejSich algoritmi
ptizplisobenych na ur€ity typ bunék.

Vyhodnocenim obou odliSnych bunéénych kultur jsem dosel k pfedpokladanému zavéru,
ktery potvrdil ubytek Zivych bunék ve vzorku v zavislosti na dobé méteni po odbéru. Ve
star§im vzorku fibroblastii se nachazel vétsi procentualni podil zastoupenych mrtvych bunek,

nez ve vzorku krevnich bunék, které jsem vyhodnocoval hned po odebrani.
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14 Seznam pojmi

Pl — proprium jodid

FDA — fluorescein diacetat

CFDA — diacetat carboxy fluorescein

ROS — reaktivni forma kysliku

LSCM - laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop

TSCM — mikroskop s rotujicim diskem
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FOV — zorné pole
EthD-1 — ethidium homodimer-1

AM - acetoxymethylester
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