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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva moznostmiremi viability kultivovanych ZivéiSnych bugk pomoci
jejich barveni flouresceénimi indikatory. A to calceinem AM a ethidium homwdrem-1.
Jsou zde také uvedeny podminky a moZnosti kultivaieeciSnych burk. Déle jsou

vytvoieny programy v Matlabu pro detekci viabity zvolemymetodami.
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ethidium homodimer-1, intracelularni esterazoktiviaa

ABSTRACT

This work is aimed to explain to possibilities oéasuring viability of cultivated animal cells

by staining cells with fluorescent probes. Flouesdcprobes described in this work are
calcein AM and ethidium homodimer-1. There are amtioned conditions and possibilities
of cell cultivation. Additionaly there were creatptbgrams for cell’s viabillity detection in

Matlab.
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1. Uvod

Bunééné kultury pati mezi zakladni techniky pouzivané v zakladnim kkapaném
vyzkumu. Redstavuji dlezity zdroj materialu pro pokusy. Bémé kultury maji v porovnani
s laboratornim zvétem nebo izolovanym organem zasadni vyhody. Pdiaityprobihaji na
jediném typu bugk a jeho vysledky nejsou ovhevany jinymi tkagmi a burgcnymi
populacemi. Kultivované hiky jsou také velmi vhodné pro pokusyi pichZz dochazi k jejich
zniceni. Existuji vSak wita omezeni, &které typy busk je obtizné kultivovat a kultivované
buiky navic rostou v kultivenim médiu, jehoZz slozeni je odliSné od sloZeniimitib
prostedi v organismu. Tyto in vitro kultivované itky tedy mohou vykazovat odliSné
vlastnosti, nez hiky v organismu. Zdrojem Zziwgsnych bugk pro kultivaci je obvykle
laboratorni zwie (potkan, mys, kralik atd.).é8ina bugk je tzv. adherentnich, to znamena,
Ze rostou na vhodném povrchu. Abyiky v laboratornich podminkéachgzivaly je teba jim
zajistit odpovidajici podminky a to vhodny povrchltikvacni nadoby, kultivéni médium,
spravnou teplotu (obvykle cca 37°C), atmosféru bbgai zvySené mnozstvi GQcca 5%) a
vysokou relativni vihkost vzduchuigs 90%). [1]

Viabilita burgk je jednim ze zakladnich paranigtkteré jsou fi praci s bugicnymi

kulturami posuzovany. Testovani viability a cytatoty je zaloZeno na zjighi podilu Zivych

a mrtvych buk v populaci. Stanoveni viability bék je zaloZzeno na detekci Zivétn
dulezitych funkci, které jsou sledovany pomoci &ard fluorescetnimi sondami. Mezi tyto
funkce pati nag. intracelularni esterdzova aktivita, integritaopfasmatické membrany,
existence transmembranového potencialu a intraéelulpH. Pro detekci bdk muZzeme
pouzit flouresceini mikroskop nebo [tokovy cytometr, ktery je ale pouzitelny jen pro
volné buiky. [1] [2]



2. Kultivace zivatisnych bunek

Bunky pro zaloZeni buitné kultury ziskavame nggsgji z pokusnych zvat.
Bunééna kultura nize vzniknout pimo z kousku tkah kultivované za vhodnych podminek.
Obvykle je ale nutné nejive izolovat jednotlivé bitky a to mechanickym rozvainim tkarg
nebo enzymatickym natravenim mezib&mé matrix enzymy jako je naptrypsin. Takto
ziskanou kulturu butk ozn&ujeme jako primarni kulturu. Bilky se namnozi aipnesou do
novych kultiv&nich nadob. Tento proces se oirja jako pasaz a vznika sekundarni kultura.

Ziskané biiky obvykle zpravidla obsahuji % riznych typi. Kulturu je proto nutné
vycistit. Pouzité metody mohou byizné, nap. se vyuZije toho, Ze zkoumanénky mnohem
rychleji piirastaji (adheruji) na kultivai médium, médium také ime byt toxické pro ostatni
typy burek nebo Ize vyuzit centrifugaci, kdy semby rozdli podle své hmotnosti. Mén
husté buiky zastavaji na povrchu a hustSi se propadaji ke dnimiV@obrou metodou je
fluorescenci aktivované b&mé ftidéni (FACS), kdy se hiky obarvi specialnimi
fluorescekiné znatenymi protilatkami proti vybranym antigém. Buiky prochazeji velmi
tenkou kapilarou jedna po druhé a jsourozany laserem, tiime odrazené a proslécio,
tim ukime o jaky typ biikky se jedna, naslednse buiky elektrostaticky vychyly a jsou
zachycovany v zachytnych kdimkach.

Aby buiky v podminkéach in vitroi@zivaly a dale segtily je nutné, aby nily spravné
podminky a to je naphydrofilni povrch kultivéni nadoby ke kterému mohourtky prirast.
Nekteré typy busk (nag. krevni givodu) naopak vyzaduji kultivaci v suspenzi. V tomto
piipact je s kultiv&ni nadobou neustale pohybovano. Velk&éwa burk vyZzaduje teplotu
okolo 37°C a atmosféru s obsahem cca 5% &@hkost asi 90% a hodnotu pHpizné 7,4.
Kultivaéni médium vytvéi tenkou vrstvu kapaliny nad tkami a nélo by mit sloZeni blizké
sloZzeni extracelularni tekutiny. Toto médium obgahanorganické soli, pufry, glukézu,
vitaminy, fistové faktory a dalSi piabné latky. Sis soli obsahuje napEarkv vyvazeny
roztok soli nebo Dulbeéw roztok soli pufrovany fosfaty (D-PBS). Do kultirdch médii
muze byt také pdano sérum, které daplje ristové faktory, inhibitory proteaz nebo
napomaha adhezi b&ék Pouzivd se ndpbovinni sérum nebo sérum ziskané z telecich
zarodki. Sérum ma takeé vliv nast a diferenciaci buik.

Bunky se v bui¢né kultie mnoZzi térsf exponencialéy a to az do chvile, kdy se
zatnou navzajemesre dotykat. Kratce fed tim, nez kultura dosdhne tohoto stavu je vhodné
buinky naredit a gemistit do novych nadob. Adherentninky je treba oddlit od povrchu
kultivacni nadoby. Proto je nutné odstranititikové a vapenaté ionty oplachnutim Bkin
roztokem EDTA a kratké natraveni trypsinem.

VétSinu burk nelze kultivovat donekoiea. Po kolika pasazich dojde k zestarnuti
kultury a buiky se uz nedli. Nékdy k zestarnuti nedojde aiiky se @&li neomezed, tyto
kultury se ozn&uji jako imortalizované. Tuto vlastnost maji obwykkultury tvdaené
nadorovymi bikami. [1] [2] [3] [4]



Izolace kardiomyocyti

Kardiomyocyty byly ziskany z doslych potkari (Rattus norweigicus) metodou
enzymatické disociace. Vyoperovana srdce byla skaagu promyvana po dobu 30s
roztokem Tyrodu (0,9 mmol/l Caglpii konstantnim pitoku 5ml/min. Déale byla srdce
promyvana bezvapenatym roztokem Tyrodu obsahujladtagenazy a proteazy. Naslédn
byly srd&ni komory rozdleny na malé kousky. Kousky byly uchovany v roztdigrodu a
jemns promichany. Po 30s bylo médium wmino za stadardni roztok Tyrodu (0,9 mmol/l
CaCl) a ogt promichany po dobu 10s.*

Kultivace kardiomyocytua

Primarni neonatéalni potkanni kardiomyocyty bylykaisy z 2 - 5 dni starych potkian
Potkani byly uspani diethyl éterem a zabiti dekagit Srdce byla vyjmuta a disociovana ve
vyvazeném roztoku soli obsahujicim 20mM HEPES, 2@ NaCl, 1 mM NaHPQ,,
5.5 mM glukézy, 5,4 mM KCIl a 0.8 mM MgS@pH 7,3-7,4). Kardiomycyty byly izolovany
natravenim trypsinem nasledrbyly buiky umistny do média sestavajiciho z DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) a média 199 Jla4xidavkem kaského séra (10%),
séra z telecich zarodk(5%), penicilinu (100 pg/ml) a streptomycinu (1Q@/ml). Buiky
byly nechany v kultivéni nadols po dobu 1,5 - 2 hodiny, aby se umozZnila adhezatrish
typa burgk (srdeni fibroblasty). Neadhesivni bky (kardiomyocyty) byly peneseny, omyty
a zcentrifugovany po dobu 10 mirki pL200 min’. Suspenze bwk byla penesena do
kultivagnich nédob pokrytych kolagenem v mnoZzstvi 50000&kuma cnf. Buiky byly
kultivovany po dobu 72 hodinipteplot 37°C, koncentraci kysliku 21% a koncentraci,CO
5%. Pak bylo kultivani médium nahrazeno médiem obsahujicim DMEM, ro#i@® (1:4),
penicilin (100 pg/ml) a streptomycyn (100 pg/ml).*

* Protokoly k izolaci a kultivaci kardiomyeytyly laska¥¢ poskytnuty Mgr. Skopalikem z
Masarykovy univezity v Bén



3. Kardiomyocyty

Kardiomyocyt je zakladni stavebni jednotkati¢pé pruhované svalové tkarsrdce.
Kardiomyocyty jsou vyplény paralel@ uspdadanymi myofibrilami, které se skladaji z
tenkych aktinovych filament a tlustych myosinovyfdament. Jedna se o cylindrické iiky
dlouhé cca 9Qum a Siroké cca 1um se specifickymi mitochondriemi vyrgicimi velké
mnoZzstvi energie aerobnim metabolismem prdeteptou praci srdce. [5]

Obr. 1: Snimek kardiomyocytu z konfokalniho flagergniho mikroskopu [6]

Kardiomyocyty lze ziskavatifpravou z embryonalnich kmenovych kkrziskané
nag. z mySich embryi. Tyto liky pati mezi pluripotentni kmenové bky, pro réz je
typickd schopnost sebeobnovy a diferenciace dohvEeézarodeénych listi. Embryonalni
kmenové biiky musi byt v pitbéhu kultivace stimulovanyiznymi chemickymi latkami, aby
doslo k jejich diferenciaci v kardiomyocyty. Embngini kmenové hiky se poprvé poddo
izolovat z pokusnych mySi v roce 198ddeim Martinovi a dale Evansovi a Kaufmanovi.
Lidské embryonalni kmenové tky se podslo izolovat az v roce 1998 tymu Jamese
Thomsona. U mysi se ziskavaji embryonalni kmenani&ybz 3,5 denniho embrya a u lidi z
5. az 6. denniho. [1]
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4. Metody detekce viability

Metod detekce viability existuje celéada. Zde jsou popsany jednak zékladni
neflouresceéni a zejména pak metody vyuzivaji fluorescenci.

4.1. Nefluorescetni

Tyto metody vyuzivaji obarveni zkoumanych &kiwvhodnym indikatorem. Detekce
viability maze probihat nap pomoci spektrofotometru.

4.1.1. Barveni trypanovou modti

Jedna se o n&gstji pouzivanou metodu detekce viability kkn Na buky se
aplikuje 0,4% roztok trypanové midd Trypanova motlje z burk aktivreé transportovana
ven. Zivé buiky tedy Zistavaji bezbarvé, iy s porusenou cytoplasmatickou membranou se

zbarvi do modra.
CH3

CHg
NHz OH OH  MHz
NzH HzN
NaDaS S03Na Naly s 504Na

Obr.2: Strukturni vzorec trypanové niof¥]

4.1.2. MTT test

Tato metoda je zaloZzena na redukci ZIutédhoT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) na fialovy nerozpustngrhazan. K redukci MTT dochazi na
mitochondrialnich membranach Zzivych Bkn Formazan se rozpustifigg@gnim silného
detergentu a zabarveni se vyhodnocuje spektrofdtmkye pii vinové délce cca 540 nm.
Hodnota absorbance duje procento Zivych buwk (¢im vysSi, tim vice Zivych buk).
Rychlost tvorby formazanu odpovida aktévilychacihofettzce a odrazi tak metabolickou
aktivitu buiky. Princip konverze byl popsan v roce 1954 Blackei®@peerem a metoda byla
zavedena do laboratorni praxe Mosmanem v roce {283 kolorimetricky test stanoveni
zivotnosti burk). [8]

N CH,
|
N:&LJ\\S \CHS
} CH;
JQ N g
= N/’ e /I\ |
o J \[\ | ®N=NC—N—N’ N/:CH3

o Br ~ N

Obr. 3: Vzorec MTT [9] Obr. 4. Vzaréormazanu [9]
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4.2. Fluorescetni

Fluorescetini metody detekce viability 1ze rodd do nekolika nasledujicich skupin:
negastjSimi jsou n&treni intracelularni esterasové aktivity, sledovaeimbranoveé integrity a
existence transmembranového potencidlu, datgembyt vyuZivana detekce resgima
aktivity ¢i meéreni intracelularniho pH.

4.2.1. Sondy zaloZené na detekci integrity cytoplamatické membrany

Stanoveni viabilty butk pomoci detekce integrity cytoplasmatické membrgmy
zaloZzeno na pouziti latek, které za normalnich mbsti do biiky nepronikaji nebo jsou
rychle vylwwovany ven z buk. Je-li cytoplasmaticka membrana porusena poudiia se
navaze na nukleové kyseliny a jeji fluorescencezwgi nebo dojde k posunu spektra
fluorescence. Biky s poruSenou cytoplasmatickou membranou nejsovazmvany za
Zivotaschopné.

Typické fluorescetni sondy tohoto typu jsou ethidium bromid a propidijodid.
Propidium jodid je fenentrolinové interkafd cinidlo, které se vaze na nukleové kyseliny. Po
jeho navéazani se intenzita fluorescence zvysi avaearse posune jeji spektrumdervené.
Ethidium bromid pronika do bék, avSak zZiva biika jej vy€siuje ven. Ethidium bromid je
vhodny k detekci menSich poSkozeni &tnych funkci nez propidium jodid. MozZnou
alternativou kd&mto sondam jsou barviva SYTOX od firmy Moleculaolpes. U &chto sond
dochéazi az k 500 nasobnému zesileni fluorescene@zi® na nukleové kyseliny. Proto jsou
vhodn& pedevSim pro bakterie, které obsahuji thémkleovych kyselin, nez ZzZi¢@&Ené
buiky. Dalsi vhodnou latkou je také ethidium homodinekterém se zminim pogd [2]

= =N Cabls
'CH,CH, Br (CHy); —N—CH; -
O T
Obr. 5:  Vzorec ethidium bromidu [2] Obr. 6:z&fec propidium jodidu [2]
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Obr. 7: Potkani fibroblasty barvené propidiumigzsn [10]

4.2.2. Sondy zaloZené na intracelularni aktivitesteraz

V tomto pipad se vyuZivaji pedevSim lipofilni nefluorescéni latky schopné
pronikat do budk difuzi, nasled& jsou enzymaticky jf@meneény na latky fluorescemi
nesouci naboj. Proto jsou tyto latky vilkdch zadrzovany. Tyto sondy jsou navic zavislé na
integritt cytoplasmatické membrany, protoze je-li tato memnhrporusena, jsou tyto latky
vyplavovany ven z hiky.

Prikladem sond této kategorie je mafuorescein diacetat (FDA), karboxylfluorescein
diacetat (CFDA) nebo calcein AM. FDA rychle difupel@o burk, ale vnikly fluorescein je
Spatrt zadrzovan. CFDA pomaleji pronikad do navSak po hydrolyze je v bkach Iépe
zadrzovan. Calcein AM (AM znamena acetoxymethyem®sje sodasti kometniho kitu
LIVE/DEAD od firmy Molecular Probes a bude dale pap v této praci. [2]

11 1l 1l 11
(CH3COCHLOCCH;)oN N(CH2COCH;0CCH3),

o)
O y 9 CHp CH. O
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HyC )\O - O/LCH;}

Obr. 8: Vzorec fluorescein diacetétu [2] ObrMxorec calceinu AM [2]
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4.2.3. Sondy zaloZzené na transmembranovém potendcial

Transmembranovy potencial je udrzové@nnosti iontovych pump a iie tedy byt
povazovan za jeden ze ztiakivotaschopnosti biky. Pouzivame tzv. distrikai sondy, jsou
to lipofilni barviva, kterd mohou vodrpronikat cytoplasmatickou membranou.

Existuji kationické sondy, které se vychytavaji algsizovanych bikach. Rikladem
takové sondy rize byt rhodamin 123. Pak existuji anionické soridgré se hromadi v
depolarizovanych hikach, jako je nap bis-oxonol (BOX). Pouzitiéthto sond pro gieni
viability je obtizné, protoZze koncentrace barvivimracelularni tekutié je také ovlivena
propustnosti obalovych vrstatinnosti iontovych kanél velikosti bugk atd. [2]

4.2.4. Sondy zaloZené na intracelularnim pH

Hodnota intracelularniho pH je dal$im ukazatelembwity buiky. Ziva buika ma
schopnost udrzovat stalé intracelularni pH. Detakantnu intracelularnino pH je mozné
pomoci sond, jejichz excitai a emisni spektra seéni v zavislosti na pH. Takovou sondou
muze byt fluorescein, karboxylfluorescein nebo kasglworescein diacetat sukcinimidyl
ester (CFSA-SE). Tato metodaibe byt pouZita i pro bakterie. [2]

4.3. LIVE/DEAD e Viability/Cytotoxicity Kit

LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Assay Kit od firmyMolecular Probesipdstavuje
dvoubarevny flouresceéni test viability Ziv@iSnych bugk zaloZzeny na saasné detekci
Zivych a mrtvych buék pomoci dvou fluorescénich sond. Tyto sondy & viabilitu na
zéklad intracelularni esterazové aktivity a integrity apfasmatické membréany. Bylo
zjisttno, Ze Calcein AM a Ethidium homodimer-1 jsou nephjSi indikatory pro toto
pouZziti.

Tento kit je vhodny pro pouziti s floures¢aim mikroskopem nebo fokovym
cytometrem a jinymi systémy zaloZzenymi na detekmrescence. Tento kit je pouZzitelny pro
vétSinu eukariotickych buik, ne vSak pro bakterie nebo kvasinky. Tato metgela
spolehliwjSi a mnohem vice citlivh nez barveni trypanovoulino

Spolehlivost LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity testlbyla owienatradou laborati.
Publikované vysledky zahrnuji gfeni cytoxického efektu faktoru nadorové nekrézy )N
B-amyloid proteinu, tetradotoxinu (TTX) vazicihoreesodikové kanaly a dalsi. [11]

4.3.1. Princip metody

Zivé buiky jsou charakterizovany iffomnosti intracelularni esterdzové aktivity.
Pavodre nefluorescetni calcein AM je enzymaticky roz§ien na sila flouresenéni calcein.
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Calcein je doke zadrzovan v Zivych lilkdch a vydava silnou flourescenci zelené barvy (cca
515 nm). Ethidium homodimer-1 (EthD-1) pronikd danék s poruSenou cytoplasmatickou
membranou a jeho fluorescence se 40x zvysi poévaanukleové kyseliny. Takto vazany
EthD-1 se projevuje jagnéervenou fluorescenci (cca 635 nm). EthD-1 je z divipurek
vylucovan. Zjiséni viability buiky zalezi na fyzikédlnich a biochemickych vlastnokte
buiky. Cytotoxicita, kterd neovliwje integritu cytoplasmatické membrany nebo
intracelularni esterazovou aktivitu nemusi byttiggina touto metodou. Flourescence pozadi
je pri pouziti této metody velmi nizk4, protoze tytdkiatémetr nevykazuji flourescenci dokud
nedojde k reakci v hiké&ch. [11]

ex em L
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Obr. 10: Excitani a emisni spektrum calceinu AM [12]
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Obr. 11: Excitani a emisni spektrum EthD-1 vazaného na nukleoséliy [13]
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5. Princip méireni

5.1. Fluorescence

Atomy se nachazeji kuv zakladnim energetickém stavu nebo ve stavu @saniem.
Zakladni energeticky stav je charakterizovan mimiinhodnotou energie elektrdnExcitace
znamena, ze 1 nebo vice elekfratostavaji na vyssi energetické hladiny. K tompqgéeba,
aby atom absorboval energii, ktera je rovna minmhabzdilu mezi zakladni energetickym
stavem a energii vysledného stavu. Extrémniipaoem excitace je ionizace, v tomidpact
elektrony zcela opousti elektrostatické pole jaatanu. Excitovany atom se v excitovaném
stavu nachazi jen velmi kratkou dobu 1010° s), poté elektrony obsazuiji nizni energetické
hladiny. To je provdzeno vznikem kvanta elektroneigphého z#eni. Na zéakladl toho
vznikaji emisni spektra atam a molekul. Nkteré excitované stavy maji vySSi
pravdEpodobnost a vznika metastabilni stav. V metastahilstavu mohou atomy existovat
mnohonésobh delsi dobu, minuty az hodiny. Elektromagnetick&ené vznikajici pi
pirechodu atorin nebo molekul z excitovaného stavu do zakladnibwusse oznalje jako
luminiscence. Luminiscenci roZldijeme na fluorescenci, pokud metastabilni staa fien
kratce a na fosforescenci, pokud metastabilnitsta@vdéle. [14]

: -

EXCITACE EMISE

Obr. 12: Znazorni excitace a emise
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5.2. Fluorescetini mikroskop

Fluorescetini mikroskop je modifikaci klasického optického moikkopu. Od #ho se
liSi zejména pouzitim dalSiho zdroje¢da (xenonova nebo rfova vybojka), dichroickym
zrcadlem a pouzitim excitaiho a emisniho (bariérového) filtru. Xenonové \ilgomisto
halogenové Zarovky jako zdrojeétha se pouziva z tohoutdodu, Zefada fluorescefmich
indikator vyZzaduje excitaci UV z&nim. Mikroskopicky obraz vzorkuime byt pozorovan
piimo ainicemi nebo ¢asgji zaznamenavan specialni CCD kamerou nebo digitaln
fotoaparatem. Takto zaznamenany obraz nebo videaméze obvykle dale zpracovavan a
vyhodnocovan.

Digitalni kamera
(fotoaparat)

Xenonova nebo
rtutova vybojka

Ocnice
Drzak filtru =wy

Ochranny
UV filtr

Ridici
jednotka
mikroskopu

Zakladna =——

mikroskopu "
Halogenova

Sbérna lampa

Filtry ¢otka

Obr. 13: Schéma fluoresaamho mikroskopu [15]

Obr. 14: Rttiova vybojka pro fluorescéni mikroskopii
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Swtlo z xenonové vybojky prochazi nejprve exditan filtrem, ktery omezi spektrum
swtla jen na pozadovany rozsah vinovych délek. Naslea s¥tlo odrazi od dichroického
zrcadla a pes objektiv oz8 vzorek. Dichroické zrcadlo je velmigsny barevny filtr, ktery
dokaze odrazet nebo propati&\wtio v zavislosti na jeho vinové délce. Ve vzorkydiok
excitaci fluorescetmiho indikatoru a okam#tdojde k emisi z&ni o delSi vinové délce. Toto
emitované z&eni prochazi dichroickym zrcadlemiipo a dale jsou z & emisnim
(bariéerovym) filtrem vyfiltrovan poZadovany rozsatnovych délek. Takto vyfiltrovany
swtelny svazek n¥i k CCD kamée nebo fotoaparatu, kde je nasniman. Dichroickadtog
excitaini a emisni filtr dohromady t¥btzv. flourescetni kostku, ktera je zékladni stasti
fluoresceiniho mikroskopu.

Vystupni svételny svazek

Emisni
(bariérovy)
filtr

Dichroické
zrcadlo

Vstupni
svetelny svazek

Excitaéni filtr

Obr. 15: Fluoresceni kostka [15]

5.3. Pouzita detekni jednotka

Ke snimani obrazu z floureseémiho mikroskopu pouZzijeme digitalni fotoaparat
Nikon D80. Tento fotoaparét je vybaven CCD senzocenvznerech 23,6mm x 15,8mm a
rozliSeni 10,2 megapixiel Citlivost je nastavitelnd v rozmezi ISO 100 a®1800. Snimky o
rozmerech 3872 x 2592 pixeljsou ukladany ve formatu JPEG na gédavou kartu typu SD.
Flourescetini kamera je pro naSe pouziti nevhodnd, protoZenaié rozliSeni a snima obraz
jen v odstinech Sedi. Pouzity fotoaparat ma ofilmirescesini kamée nevyhodu v jeho nizSi
citlivosti a tedy v nutnosti pouzivat del&&sy expozice. To ale v naSemigadt nevadi,
protoZe pouzité hiky se nehybou a tzv. fotovflovani (photobleaching), tedy slabnuti
fluorescence pouzitych fluoresagrich indikatof v disledku intenzivniho ozavani je
minimalni. [16] [17]
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Obr. 16: Nikon D80 [16]

5.4. MeEreni viability bunék pomoci barveni trypanovou modi

Detekce viability bugk za pouziti trypanové maidje zakladni a nejjednodussi
pouzivana metoda. Je zaloZena na skaigti, Ze tma¥ modré barvivo trypanova mbdge
Zivymi buikami aktivré transportovano z jejich intracelularnino presi. Zivé buiky jsou
tedy nezbarvené a mrtvé synhodré. Tato metoda gak mére citlivym a lehce poskozené
buiky obvykle Zistavaji nezbarvené. Velkou vyhodou tohotésagbu barveni butk je ale to,
Ze k nmetreni st&i bézny swtelny mikroskop.
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Obr. 17: Izolované potkani kardiomyocyty bérvmyéanovou mot|
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5.5. Mereni viability bunék pomoci barveni calceinem

V tomto prvnim pipadt pouzijeme k detekci viability bék calcein AM. Calcein
AM je fluorescekini sonda, kterda daé pronika do bukk a v zivych biikach je navic daie
zadrZzovana. Po excitaci vydava jaselené s#tlo o vinové délce cca 515nm. V mrtvych
buikach, které uz nemaiji intracelularni esterazovdivittk calcein AM nebude roz&pen na
fluorescekini calcein a tyto hiky tedy nebudou v obraze viditelné. Abychom mohli
detekovat, jak Zivé, tak i mrtvé tky potrebujeme dalSi snimek zkoumanych &yrientokrat
neflouresceéni snimek ve sstlém poli. Tento snimek zobrazi vSechnyiky bez ohledu na
to, zda jsou Zivé nebo ne. d& mrtvych busk ziskame jednoduSe tim, Ze otdne pdet
Zivych burgk (obarvenych calceinem) od celkovéhatooburek ze snimku ve si#lém poli.
[11]

5.5.1. Pouzité filtry

Pouzity budou filtry od firmy Thorlabs. V naSerrigac se jedna o sadu MDF-GFP,
ktera je utéena k pozorovani vzoikbarvenych GFP (green fluorescent protein). Vlastino
filtra v této sad jsou pro naSedely vhodné.

Sada sestava zdhto filtri: excita&niho filtru MF 475-35, dichroického zrcadla
MD 498 a emisniho filtru MF 525-39. Prvaiislo v nazvu filtru zn& stredni gendSenou
vinovou délkugislo za pomikou pak diku pasma. [18]

475i38 525038

40 60 80 100
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Obr. 18: Exciténi a emisni spektra calceinu a filtry [19]

Na obrazku¢.18 jsou zobrazena exditd spektra {arkovanacara) a emisni spektra
calceinu a takéignaSena pasma zvolenych filtPrvni Sedy pruh p#texcitanimu filtru a
druhy filtru emisnimu.
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Obr. 19: Spektra pouzitych fitt20]

Excitaéni filtr MD 475-35 propousti vinové délky v rozsad®b0 - 475 nm, tedy
modroucast spektra. Na obrazkutieme vidt, Ze dichroické zrcadlo MD 498 odrazicde
vinovych délek 450 - 490 nm a propousti vinové &R0 nm a vysSi. Emisni filtr MF 525-
39 propousti sstlo o vinovych délkach 505 - 590 nm.

5.6. Meéreni viability pomoci kitu LIVE/DEAD®

Zde budeme detekovat viabilitu biknpomoci kitu LIVE/DEAD od firmy Molecular
Probes. Tento kit obsahuje @¥luorescerni sondy a to calcein AM, ktery byl pouzit v
piredchozim fipact a ethidium homodimer-1 (EthD-1). EthD-1 je latkaera pronika do
burgk s porusenou cytoplasmatickou membranou a poévaalnukleové kyseliny siin(az
40x) zvysi svou fluorescenci. EthD-1 vydavérvené sstlo o vinové délce cca 635nm.
Excitatni spektra calceinu a EthD-1 séekryvaji a je proto mozné pouzit excia filtr
MF 475-35 jako v pedchozim fipact. Na rozdil od barveni samotnym calceinem, v tomto
piipad uvidime Zivé (zelené) a mrtvéefvené) biiky v jednom obraze. VyZaduje to vSak
pouzit barevny fotoaparat pro zachyceni obrazup®uziti cernobilé fluorescami kamery
by nebylo mozné rozliSit mrtvé bky od Zivych. Rozsah vinovych délek emitovanéhétlav
je zde ¥tSi, nez v pedchozim fipact. Z toho divodu nepouzijeme emisni filtr. Snimany tedy
budou vinové délky delSi nez cca 500nm. [11]

21



5.6.1. Pouziteé filtry

Excitatni filtr MF 475-35 a dichroické zrcadlo MD 498 pageine stejné, jako ip
barveni samotnych calceinem, protoZe exnitaspektra calceinu a EthD-1 s@ste&né
piekryvaji. Emisni filtr je pdeba pouzit takovy, aby propoéstinové délky 500 nm a delSi.
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Obr. 20: Excitani a emisni spektra calceinu a EthD-1 a filtry [19]

Z obrazkue.20 je patrné fekryvani excitaénich spekter calceinu a EthD-1 (zel&aéa
pafti calceinu,ervena EthD-1). Prvni Sedy pruh zobrazuje pasieogsené emisnim filtrem
MF 475-35, druhy Sedy pruh ukazuje rozsah vinowjélek, které by @y byt propoustny
emisnim filtrem. Pouzité dichroické zrcadlo propdutove délky nad cca 500 nm.

Obr. 21: Izolované kardiomyocyty barvené kitem ENDEAD
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5.7. Schéma zpracovani a vyhodnoceniéieni

ZKOUMANY —® FLUORESCENCNI —m DETEKCNI
VZOREK MIKROSKOP JEDNOTKA

?mmmmm¢wmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm?

o DETEKCE ,
ZPRACOVANI ZIVYCH A VYHODNOCEN]
OBRAZU [—® MRTWCH [—®  MERENI
BUNEK

SOFTWARE V PC
Obr. 22: Schéma zpracovani a vyhodnocetieni

Na obr. 22 je uvedeno jednoduché blokové schémsniteo néfeni a vyhodnoceni
ziskanych vysledk Obraz zkoumanych btk je zobrazovan fluoresc&mim mikroskopem a
sniman detadni jednotkou, v naSemiipact digitalnim fotoaparatem Nikon D80. Ziskany
snimek zkoumanych bgk je nutné dale zpracovavat. Konkrétni postup Zavés pouzité
metod. Zejména je nutné obrazekiznout a tim vybrat tzv. oblast zajmu, protoze jas
fluoresceinino snimku je nehomogenni (okraje obrazu jsou é@ndYale je nutné ziskat dva
obrazy, jeden obsahujici Zivé itky a druhy obsahujici liy mrtvé. To je mozné utht
nag. tak, Ze si zobrazime pouze zeleny kanal, kde bade buiky barvené calceinem jasn
swtlé a pozadi mrtvé lhilky tmavé a naopak obraz mrtvych Blkrziskame zobrazenim pouze
cerveného kanalu. V ffpact méteni pouze za pouziti calceinu bude fpba program
modifikovat tak, aby z obrazu bék ve swtléem poli detekoval vSechny hky. V dalSim
kroku se zvysi jas a kontrast obrazu a provederaleopani pro odileni burgk od pozadi.
Nasledi# na obraz aplikujeme matematické morfologické opergako je nap binarni
oteveni, jehoZz Gelem je odstranit z obrazu drobné objekty, kterébigly jinak falesSg
detekovany jako hiky. U snimku budk ve sw¥tléem poli je nutné pouzit funkci pro detekci
hran. Poslednim krokem je samotna detekceclun takto upravenych obréaza jejich
spaitani. Vysledkem je tedy zji&ti paitu Zivych a mrtvych busk ve zkoumaném vzorku,
respektive jejich procentudlni zastoupeni, kterpovyda o viabili¢ burgk v celé bugcné
kultuie. BliZSi popis postupu vlastni detekce je popskapitolach 7.1, 7.2 a 7.3.
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6. Postup néreni

Zde popsany postup dfeni je uten pro kit LIVE/DEAD, v pipad barveni
samotnym calceinem je postup stejny, jen se vynEtha-1.

6.1. Uskladréni a manipulace

Reagencie by #y byt skladovany uzaené, v suchu a ténpii teplot -20°C a nizsi.
Nechte reagencie &t na pokojovou teplotu a centrifugujte je krat¢edpotewenim. Red
opétovnym zmrazeni ddak uzavete lahvéky. Calcein AM je nachylny k hydrolyze pokud je
vystaven vlhkosti. Bpraveny vodny roztok Caleceinu AM jéeba pouzit do 24 hodin od
namichani. EthD-1 je stabilni po dlouhou dobuiediny roztok EhtD-1 v DMSO tive byt
skladovan f teplot -20°C nebo nizsi nejméni rok. [11]

6.2. Hiprava bunék

Volné buiky je treba nejdive zcentrifugovat. Omyjte laly pred aplikaci reagencii.
Omytim je teba odstranit esterazy a dalSi nezadouci latky dianéa kterém hiky
kultivujeme. Esterdzy by ovlivnily vysledekéiieni. Aplikujte na biiky cytotoxickou latku,
jejiz cytotoxicitu chcete zji®vat ed barvenim LIVE/DEAD. [11]

6.3. Ureni optimalni koncentrace roztoka

Optimalni koncentrace roztdk kolisaji v zavislosti na pouzitém typu Ekn
NejlepSich vysledk se dosahne, kdyZz budeme nejprve barvit Zivikpealceinem a posléze

Al

jeS€ dosahneme dosté&t& silné fluorescence.

1. Vyjméte LIVE/DEAD kit z mraziciho boxu a nechte reagenafitat na pokojovou
teplotu.
2. Fipravte si vzorky Zivych a mrtvych bk na sklegnych sklécich.

Vzorek mrtvych bugk I1ze gripravit nag. zabitim Zivych bugk 0,1% roztokem
saponinu po dobu 10min nebo 70% roztokem metarmiopu 30min atd.

3. Na vzorek mrtvych buk aplikujeme roztok EthD-1 v takové koncentracly ab
se jadra burk obarvila jast ¢ervert a zarové tak, aby nedoslo k vyraznému
zabarveni cytoplasmy.

VyzkouSejte koncentrace od Qrhol/l do 1qumol/l.
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Na vzorek mrtvych aplikujte calcein v koncentraezpisobi vyrazné obarveni
cytoplasmy mrtvych buik.

VyzkousSejte koncentrace od Qrhol/l do 1qumol/l.

Na vzorku Zivych butk vyzkouSejte, zda koncentrace roztoku calceinpau
v predchozim kroku zjsobi dostat&nou flourescenci v Zivych likach.

Pokud ne, jefeba zvySit koncentraci calceinu.

Koncentrace reagencii zfge v krocich 3 - 5 by #ty byt optimalni pro zvoleny
typ burek.

6.4. Aplikace reagencii na biiky

Fidejte na biiky 100 - 15@l pracovniho roztoku v koncentracicené v pedchozim
kroku na povrcletvercového kryciho skika, tak aby byly biky zcela ponteny

v roztoku. Inkubace by &a probihat v zakrytych petriho miskach, aby seaaito
kontaminaci nebo vysychéani vzorku.

Inkubujte biiky po dobu 30 - 45minippokojové teplal.

Nasledn pridejte 1Qul ¢erstvého pracovniho roztoku LIVE/DEAD nebo fosfébo
pufru (D-PBS) na&isté podlozni skéko.

Pomoci pinzety otte a vloZte kryci skiko na podlozni sktko. K omezeni
vysychani vzorku rizete uésnit kryci skléko natenim okraj sklicka napg. lakem na
nehty.

Pozorujte obarvené tky pod mikroskopem.

6.5. Barveni trypanovou modti

Napipetujte roztok zkoumanych Bkido zkumavky v fipack, Ze pracujete s
izolovanymi bitkami.

Ridejte na biiky 0,4% roztok trypanové maidv pomsru 1:5.

Dole promichejte.

Nechte v klidu inkubovat po dobu cca Bngki pokojové teplat.

Pozorujte bitky pod mikroskopem. [21]
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7. VWhodnoceni néreni

Vyhodnoceni vysledk mereni viability burkk ziskanych femi vySe popsanymi
metodami probihd pomoci programu v Matlabu. V riigleich podkapitolach je popsana
struktura &chto program a vysw¥tleny matematické operace pouzivanéohto programech.

7.1. Detekce viability buk pomoci trypanové modi

Defetics viech bundk v obrazs

Pfevod na odstiny Automaticka Uprava| | Detekcehran | | . |
sedi (negativ) kontrastu (sobeltiv operator) Binarni dilatace

. L . ~ Detekce zbyvajicich Pocet
—* \yplnéni objektti —® Binarni otevieni [ objektil v obraze ™ ysech bungk
+

&i Ofiznuti
Nacist obrazek || obrazku —

Pocet
Zivych bunék

A

Detelve mrivych bundk v obraze

Prevod na Automaticka uprava Prahovani . -
*  odstiny sedi | " kontrastu ™ Binami otevieni —‘
4Dehskce zbyvajicich N Pocet
objekt(i v obraze mrtvych bunék

Obr. 23: Principialni schéma detekce viability &kipomoci trypanové mad

Prvnim krokem je n#eni obrdzku zkoumanych btlnve swtlém poli a eventualni
ofiznuti obrazku pro odstrani nepouzitelnycitasti obrazu. Nasleduje zpracovani obrazu,
které musi prokhnout dvakréat. Nejprve detekujeme vSechnidypiitomné v obraze a
nasledd jen buiky mrtvé.
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7.1.1. Detekce vSech bk

Prevod barevného obrazu na odstiny Sedi

K pievodu mivodniho barevného obrazu na Sedotonovy pouzijendiine funkci
imadjust, kter4d s vhodnnastavenymi parametryfgvede obraz do negativu. K vlastnimu
pievodu obrazu do odstirsedi je pouzita funkce rgb2gray.

. "y - . ’
e - - . @
l" ¢
ks -

Obr. 25: Sedotdnovy obrazek v negativu
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Automaticka Uprava kontrastu

VyuzZijeme funkce imadjust, kterd upravi kontrastsle@iného obrazku tak, Ze
nejtmavsSimu 1% obrazu jegigélenacerna barva a 1% nejlejSi ¢asti obrazu je ffidélena
bila barva. Dojde tak k zvySeni kontrastu u malotkastnich obrazk Program se tak dokaze

prizpusobit mizné exponovanym sninikn burek.

s ‘q
0‘ 1

Obr. 26: Sed‘otbnovy obrazek @rpo Upra¥ kontrastu

Detekce hran

K detekci hran butk je pouzita fukce edge a konkrétee sobelovym operatorem,
ktery je popsan v dalgasti prace. Vystupen je binarni obraz hranckun

Obr. 27: Binarni obrazek bk po detekci hran
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Binarni dilatace

Funkce imdilate provede binarni dilataci obrazuosizitim kruhového strukturniho
elementu s o danémipnéru. Vysledkem je dilatovany binarni obraz Bkiru kterého dojde
ke ztlustni hran.

Ob.r. 28: Dilatovany obraz bk
Vyplnéni objekta

Funkce imfill vyplni vnitky objekti pro jejich lepSi naslednou detekci.

Binarni otevieni

Zde se ogt pouzije morfologicka operace. Jeji se o binataeiieni, jehoz Gelem je
odstragni malych objeki z obrazu, které by byly faleSetekovany jako hiky.

! 4

Obr. 29: Obrazek bwk po odstraséni malych objeki
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Detekce zbyvajicich objekéi v obraze

Funkce bwboundaries nalezne v obraze okraje ziwyehjobjekt a jejich obvod
ulozi do zvolené progmné, pdet burgk v obraze se rovna pi hodnot v této prosmné.

Obr. 30: Okraje vSech bk na pozadi obrazku v negativu

7.1.2. Detekce mrtvych bugk

Prevod barevného obrazu na odstiny Sedi

Nejprve zobrazimecerveny kanal v negativu. PouZit jeterveny kandl je
nejhvodrgjSi, protoZze tak ziskdme nejlepSi kontrast mezi mmd mrtvymi buikami a
Sedivym pozadim. Nasledujegvod barevného obrazku do odsti®edi. Opt pouzijeme
funkce imadjust a rgb2gray.

Obr. 31: Sedoténovy obrazek krv negativu (jerterveny kanal)
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Automaticka uprava kontrastu

Opet pouzijeme funkci imadjust k automatické uprdsontrastu jako v f@dchozim
pripack.

Prahovani

Funkce im2bw provadirpvod Sedotonového obrazu na bin&earhobily se zvolenym
prahem. Vstupni obraz ma 256 odstiedi, hodnota prahu na®,6 tedy znamena, 2asti
obrazu jejichZ hodnota jasu je nizSi nez 154 bugkné,casti obrazu s jasem vysSim budou
bilé. Prahovani pomaha odstranit nezadouci infoermgmozadi obrazu.

Obr. 32: eﬂrnobily prahovany obraz b&k
Binarni otevieni

Opét pouzijeme funkci imopen realizujici binarni ateni k odstragni malych
objektl z obrazu, které by byly jinak faleSdetekovany jako hiky.
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Obr. 33: Obrazek mrtvych bk po odstraini malych objeki

Detekce zbyvajicich objekéi v obraze

Pouzije se oft funkce bwboundaries.

Obr. 34: Okraje mrtvych bwhk na pozadi Sedotonového obrazu v negativu
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7.2. Detekce viability buk pomoci calceinu

Detekce vsech bunék v obraze

Nadéist obrazek N Ofiznuti |y Prevod na odstiny . Automaticka Uprava_b Detekce hran
ve svétlem poli obrazku Sedi (negativ) kontrastu (sobeluv operator) W

Detekce zbyvajicich

—® Binarni dilatace [® Vyplnéni objektl [ Binarni otevieni ™ objektil v obraze —‘

L, Pocet + Pocet
véech bunék " mrtvych bunék

A

Detekce Zivych bunék v obraze

Nagist Ofiznuti : Ca
fluorescendni obrazku |yl Preyoduna_ | Automaticka uprava | | Prahovani
obrazek odstiny Sedi kontrastu —‘

Detekce zbyvajicich N Pocet
objekt(i v obraze zivych bunék

—® Binarni otevieni [

Obr. 35: Principialni schéma detekce viability 8upomoci calceinu

Prvnim krokem detekce je &teni dvou obrazk identickych bugk, prvnim je
fluoresceini snimek bugk, kde jsou Zivé hiky zobrazeny zelen DalSim snimkem je
obrazek buek ve s¥tlém poli. Oba snimky musi zobrazovat stejiast vzorku a i z&tSeni
objektivu musi byt stejné. Nasledujgiamuti obrazku, protoZze fluores@em podsviceni
burék neni homogenni fetelrg vidime buiky jen ve stredu obrazu.

7.2.1. Detekce vSech bk

Postup je zcela identicky jako ¥ipadt barveni bugk trypanovou moti a je popsan
v kapitole 7.1.1.
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7.2.2. Detekce zZivych bugk

Prevod barevného obrazu na odstiny Sedi

Nejprve zobrazime jen zelenych kanévpdniho obrazu pomoci funkce imadjust s
vhodré nastavenymi parametry, naslédiej prevedeme na Sedoténovy pomoci funkce
rgb2gray.

>

Obr. 36: Rivodni fluorescetni obrazek bugk

-’

Obr. 37: Sedoténovy obrazek n
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Automaticka Uprava kontrastu a prahovani

Stejny postup, jaky je popsan v kapitole 7.1.2.

Obr. 38: Cerobily prahovany obrazek btk

Binarni otevieni a detekce zbyvajicich objeki v obraze

Opet je nutné odstranit z obrazku malé objetky pormecifologické operace binarni
oteweni a detekovat zbyvajici objekty funkci bwbounesri

o’

Obr. 39: Obraz buik po odstrasni malych objeki
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Obr. 40: Detekované zivé tky

7.3. Detekce viability buk pomoci kitu LIVE/DEAD

Nacist obrazek

Detekce Zivych bunék v obraze

™

Ofiznuti Prevod na o
obrazku |l odstiny Sedi | Automaticka uprava | | Prahovani
(zeleny kanal) kontrastu
L L Detekce zbyvajicich N Pocet
—®  Binarni otevieni ™

objektu v obraze

zivych bunék

Detekce mitvych bunék v obraze

—

Ofiznuti Prevod na o
obrazku |y odstiny Sedi |y Automaticka uprava || Prahovani
(&erveny kanal) kontrastu
o L Detekce zbyvajicich Pocet
—® Binarni otevieni ™ »

objektl v obraze

mrtvych bunék

Obr. 41: Principialni schéma detekce viability &upomoci kitu LIVE/DEAD

Pri detekci zivych a mrtvych bk barvenych kitem LIVE/DEAD jsou vyuZivany

stejné postupy a funce, které jiz byly popsanypitkdach 7.2 a 7.3.
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7.4. Pouzité matematické operace

Matematicka morfologie

Matematicka morfologie je zvlastnim advim matematiky, které se zabyva
predzpracovanim a segmentaci obrazu. V matematickdologii se vyuziva bodovych
mnozin a pro vyp&ty jsou pouzity nelinearni operatory pracujici sarem objeki.
Matematicka morfologie byva ngstji aplikovana na binarni obrazy, aleube byt
zobecr®na na obrazy s vice urodmi Sedi. NefasgjSi vyuZiti morfologickych operaci
nachazime i@devSim fi predzpracovani obrazu (zjednoduSovani tvaru, filtr&oenu),
zvyraziovani struktury objekt (vytvareni kostry, ztetovani, ztlu§ovani, konvexni obal),
segmentovani objekiz pozadi a kvalitativnim popisu objékiplocha, hranice, atd.).

Obrazy v matematické morfologiitgdstavuji bodové mnoziny, binarni obraz je
bodova mnoZina AIE?, $edoténovy obraz AE>. E znamena Euklidovsky prostor. Jednotlivé
pixely obrazu jsou adresovanydiva sotiadnicemi (x, y) vzhledem k jejich patku (0,0).

Jestlize tedy budeme binérni obraz chapat jakomdonoZinu X, pak body t¥eci
objekt ozna&ime ¢islem 1 a body tvidci pozadicislem 0. Znazormi je na obr. 37. Kzek
zn&i pacétek (0,0). [22]

|
obr. 42: Bodova mnozinaXE? [22]

Morfologicka transformace

Je dana relaci mezi obrazem (bodovou mnozZinou Xypacky mensi bodovou
mnozinou B (strukturnim elementempnozina B ma utfen p&atek sosadného systému O.
Pri aplikaci morfologické transformaci(X) na obraz X pak jakobyifkladame postuphna
kazdy bod mnoziny X strukturni element B prdsk, aby se jgkryval s péatkem sotadnic
0. [22]

H N i

H B H H

HE N u
@) (b)

obr. 43: Riklady strukturnich elemei{22]
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Binarni dilatace

Jedné se o vektorovy sti dvou mnozin X a E, tedy (x, a) + (y, b) = (X *¥ ¥
+ (a + b). A je popsan rovnici:

X OB ={pUE?: p=x+b, xIX, bOB} 1)

Dilataci lze také vyjaiit jako sjednocené dvou posunutych mnozin, je te. tz
Minkowského sotet.

XOB=] Xu (2)

Dilatace se pouziva k zagimi malych dr a Uzkych zalii v objektech. ZutSi
puvodni velikost objektu. [22]

Obr. 44: Rvodni a dilatovany obraz vpravo [22]

Binarni eroze
Skladd d¢ mnozZiny pomoci Minkovského rozdilu. Jde o dualndrfimlogickou
transformaci k dilataci. Je popsana rovnici:

X©B={p€E:prbe X VbeB} ©)

Pro kazdy bod obrazu p seéje, zda pro vSechna mozna p + b lezi vysledek v X.
Pokud ano, je vysledek 1, jinak 0. Erozizeme vyjadt jako prinik vSech posuinobrazu X
o vektory —h1B:

XeB=(]X, (4)
beB

Eroze se pouziva ke zjednoduSeni struktury, objeiensi, nez je strukturni element
vymizi. [22]
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N

Obr. 45: Rvodni a erodovany obraz vpravo [22]

DalSi morfologické operace jsou rtaptevieni auzaviceni. Oteweni gredstavuje
erozi nasledovanou dilataci:

XeoB=XeoBoB (5)

Uzaweni je dilatace nasledovana erozi:
XeB-(X®B&B (6)

Operace oteeni a uzakeni se pouZzivaji k odstrémi malych objelki z obrazu.
Objekty WtSi nez strukturni elementigtanou nezinény. [22]

Prahovani

Prahovani je nejjednodussitgob segmentace obrazu. Prahovani je transformace
vstupniho Sedotonového obrazu f podle prahu T ety binarni obraz g. Prahovani je
definovano vztahem:

gj=1prof;=To (7)

Za predpokladu, Ze objekty maji vySSi jas nez pozadi,n@inspravié zvolené
hodnot prahu hodnoty 1iedstavuji objekt a hodnoty O pozadi. Pro spravemmentaci je
nutné spravé urcit hodnotu prahu. Ta fize byt nastavena ¢o¢ nebo automaticky dena z
histogramu nebo fizeme pouZit jas@vadaptivni prah. Prahovani je rychla a hardwarov
nenar@éna metoda segmentace olirg22]

Detekce hran

Hrana pedstavuje misto v obraze, kde se prudéairhodnota jasové funkce obrazu
X. Principem gradientnich metod je odhad hodnotigréu jasové funkce pro dany obraz.
Vypocet tohoto odhadu @ize byt realizovan jako dvojrozimé diskrétni konvoluce obrazu X
a vhodné masky H:
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Y=H*X (8)

Existuje celarada gradientnich operafojako Robertg8v operator, Prewiltv nebo
Sobetiv. Vysledkem této konvoluce je Sedotdnovy obraz zsgrazrenymi hranami.
Poslednim krokem je prahovani obrazu, kdy ziskaimé i obraz hran objekt[22] [23]

1 0 10 -1 1 0 -1
R:{ } P=I1 0 -1 S=|2 0 -2

0 -1
10 -1 1 0 -1

Obr. 46: Robertsy, Prewittiv a Sobelv operator [22]

Obr. 47: Rvodni obrazek hiky a obrazek hran lky s pouzitim Sobelova operatoru
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7.5. Grafické uzivatelné prostedi (GUI)

Program pro réreni viability pomoci barveni bgk kitem LIVE/DEAD ma vytvdeno
grafické uzivatelské pragtdi (GUI) v Matlabu, které umanje jednoduSe #mit nastaveni
dulezitych parametr detekce jako je vys oblasti zajmu, nastaveni pfata nastaveni

odstragni malych objek.
o]

Pusndni ohrazek bungk
1 Nakist soubor Ukongit

08r

Potet Zivich bunék | ‘ %

061

Foéet mitvich bunék %
04r
02r
ZIpracovat ohrazek

L L . L I
0 02 04 0B 08 1

Histogram zeleného kanalu

Prah (Zivé buriky) Wira potiaceni maljch objektd (zeleny kanal)

= o

TV —

Mira potlageni maljch objektd (Eerveny kanal)

o B

s Detekovane Zivé buriky 10 Detekovang mrive buflky
081 08r
06+ 061
04 - 04t
02r 0zt
(i 0

Obr. 48: Zakladni okbrazd\-/ka uéivatéiskéﬁé ﬁmﬁt

Nejprve vybereme obrazek hikj které chceme detekovatditkem Naist soubor.
Pozn: snimky butk musi byt ve stejné sloZce jako vlastni program.

Vyberte obrazek il il
Oblast hledsani: | 5 GUIS B e =

HDsC_2231

Mista v sfti

Mazew soubon I j Otewiit |
Souboky tpu: (*ipg) * Storng

B %
Obr. 49: N&teni souboru .
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Nasled’ nastavime prahy a miru paténi malych objekt, tedy velikost pod niz
budou malé objekty v obraze odstrap. Nastaveniéchto hodnot se bude liSit u konkrétnich
obrazlki, nag. z divodu iizného pouzitého 2¥Seni objektivu. Klikneme na Zpracovat
obrdzek a objevi se vyskakovaci okno, kde provedeyh& oblasti zajmu a klikneme na
moznost Crop image.

Fle Edit View Insert Tools Deskiop Window Help ~
Dods a0 LL- (3|08 |sD

Copy Postion

Obr. 50: VykEr oblasti zajmu

Spravnému nastaveni pfalmize napomoci zobrazeni histogrambou barevnych
kanah. Vysledkem je tedy zobrazeni mrtvych a zivych dknejich patu, resp. procentualni

vyjadieni
[ Jecead o x]
Natfst soubor Ukantit
Poat Fivjch bungk | 4 | 25 %
Foitet mrtvich bunsk 12 75 %

"
310 Histogram zelengho kanslu

Pral (zivé huriky) Wita potlaent malych objekt (zeleny kandl)
4 2 30
a ‘ »
« »

x 40" Histogram genveho kanalu

Prah (mitvé buiiky) 6 Mita potlagent maljch ohjsktil (ateny kandl)
055 4 ¢
5 5 25
a « »
«

Detekovang mitvé bufiky

Obr. 51: Vysledek detekce
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7.6. Vysledky
Trypanova modr

Obrazeke. 43 ukazuje izolované kardiomyocyty barvené tryparu modi. Je vidt,
Ze kontrast zZivych buk viaci pozadi je pjatelné vysoky a kontrast mrtvych bek je velmi
dobry. Naproti tomu obrazek 44 ukazuje stejnou metodu pouZzitou na vzorekJaanych
burgk, kde je kontrast mnohem nizSi. V tomtéipact by byla jejich detekce mnohem

vvvvvv

jako vhodné. [21]

© 4 /«,_‘
27
2 0 A
/,//',_3 lér7/-
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Obr. 52: Izolovany kardiomyocyty barvené trypanaovoodi

TR e

7/

s !

k
Obr. 53: Kultivované bitky barvené trypanovou méd
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Calcein

Bunky byly barveny caiceinem wvedtni 1:1000. NizSitedini (1:200) zjisobovalo
fluorescencicasté&né i v mrtvych buikach. Ri zobrazeni bugk ve s¥tlém poli neni zelena
fluorescence Zivych bk vibec patrna, je zcelargkryta sétlem halogenové Zarovky.
Detekce budk zobrazenych ve sttém poli je UspSnd u pouzitych izolovanych
kardiomycyti ale obtizn& u vzorku kultivovanych hika Zivé buiky ve fluorescetnim
zobrazeni jsou ddb detekovatelné v oboudipadech.

Obr. 54: lIzolované kardiomyocyty barvené calceinem

Obr. 55: Kultivované biiky barvené calceinem
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Kit LIVE/DEAD

Jak ukazuji nasledujici obrazky, iy barvené kitem LIVE/DEAD (cailcein i
ethidium homodimer-1) vykazuji dobry kontrast prqibzadi a jsou tedy nejlépe a
nejjednoduseji detekovatelné. Problém nehomogeaiw neni vadou samotnych barviv ale
je zpisoben pouzitym zobrazovacim systémem. Tato metodkdzala jako nejvhodjsi, a
to zejména pro kultivované bky. Jako vhodné se ukazaed:ni calceinu 1:1000 a EthD-1
1:500. Pro nedostupnost vhodného emisniho filtdostaténou Stkou propustného pasma
musel byt obraz buwk snimén na dvakrat - nejprve s pouzitim filtru peicein (MF 525-39)

a podruhé s filtrem propousici ¢ervenou oblast (MF 630-69). Vysledné obrazky vanikl
kompozici obou snintkv grafickém programu.

Obr. 56: lIzolované kardiomyocyty barvené kitem ENDEAD

Obr. 57: Kultivované biky barvené kitem LIVE/DEAD
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V této praci jsou popsany podminky a moznosti katte Ziv@iSnych bugk a
uvedeny principy na nichz je mozngiit viabilitu téchto burk pomoci fluorescence. Jsou to
integrita  cytoplasmatické membrany, aktivita inglatarnich esteraz, existence
transmembranového potencialu a stabilni hodnota P&le jsou popsany fluoresaani
indikatory vyuzivajici prvni dva tyto principy, a talcein a ethidium homodimer-1. Dale byl
vytvoien postup pro feni viability pomoci &hto indikatofi, popsan postup detekce
viability a vytvareny @islusné program v Matlabu pro vSechhypouzité zgsoby barveni.
Pro preferovanou metodu barveni vyuzZivajici obouorBtscednich indikatofi, bylo
vytvoieno navic i grafické uzivatelské priesti.

Pri praktické realizaci rieni se ukazalo, Ze vSechny navrzené metody jsozitpmé
pro zkoumané izolované bky, avSak detekce kultivovanych hiknve swtlém poli je velmi
obtizna a pesahuje moznosti vytveného softwaru. Metoda vyuZivajici oba #ovane
fluoresceiini indikatory se ukazala jako spolekisi. DalSim vylepSenim do budoucna by
mohlo byt nap. pouziti mikroskopu s fazovym kontrastem pro lep8brazeni buk ve
swtlém poli nebo konfokalniho fluoresaarino mikroskopu pro detekci barvenych bBkin
kde by se dosahlo vysSiho rozliSeni a odpadl byplpno s nehomogennim podsvicenim.
Vyzvou by také bylo zdokonalit samotny postup dege& vice jej zautomatizovat.
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Seznam zkratek

AM acetoxymethylester

EthD-1 ethidium homodimer-1

FACS fluorescenci aktivované bi¢gné tideni
DMSO di-methyl sulfoxid

D-PBS Dulbectyv roztok soli pufrovany fosfaty
GFP green fluorescent protein

MSC mezenchymalni kmenoveértky
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Prilohy (1) - CD

Na CD jsou vSechny programové gaésti a soubory ptebné ke spushi vytvorenych
progranii. Programy byly vytvieny v Matlabu verze R2008a. Pro spravnou funkcgiaimu
je nutné mit nainstalovan Image procesing toolkkextaké nutné, aby program #spusné
obrazky byly v jedné sloZce. CD také obsahuje tkalRéskou préci v elektronické podéle

formétu pdf.
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