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ABSTRAKT

Cilem této prace je sestavit literarni reSersi v oblasti méreni membranového napéti
pomoci napétové citlivych barviv a navrhnout postup méreni membranového napéti
na dostupnych bunkach s vyuzitim napétové citlivého barviva di-4-ANEPPS
arealizovat ho. Prace obsahuje uvod do elektrofyziologie ZivociSnych bunék,
vysvétluje fluorescenci a jeji typické vlastnosti a vénuje se popisu fluorescencniho
mikroskopu. Dokument se z ¢asti vénuje charakterizaci a rozdéleni napét'ové citlivych
barviv. Velka ¢ast prace obsahuje popis realizace a méreni experimentu. V dokumentu
jsou také zahrnuty rizné metody méreni a zpracovani vsech vysledkii.
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ABSTRACT

The aim of this work is to make a literature search in the measurement of membrane
voltage using voltage-sensitive dyes and suggest a method for measuring
the membrane voltage on the available cells using the voltage-sensitive dye
di-4-ANEPPS and its further implementation. The work contains an introduction
to electrophysiology of cells, and explains typical fluorescence characteristics. The
thesis contains the description of a fluorescence microscope. The document presents
characteristics of voltage-sensitive dyes and their distribution. A large part of the
work describes the implementation and measurement of the experiment.
The document also includes different methods for measuring and processing of all
results.
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Uvod

Studium elektrofyziologickych jevli v laboratofich pfinasi neustdle nové poznatky.
Bioelektrické déje a jejich signaly hraji dlileZitou roli pro rizeni v§ech organi lidského
téla, jako je napriklad kontrakce srde¢niho svalu, kterou je zajiSténa jedna
ze zakladnich Zivotnich funkci lidského téla. Snimani elektrickych signali z povrchu
téla slouZzi jako zaklad pro rlizné diagnostické metody, jako jsou napriklad
elektrokardiografie, elektroencefalografie a jiné. Dalsi udrovni pro snimdani
biologickych signald je snimani signalt na bunécné drovni, o které pojednava tato
prace.

Cilem této diplomové prace je vytvorit reSersi na téma metody fluorescencni
a konfokalni mikroskopie s vyuzitim napétové citlivych barviv pro méreni zmén
membranového napéti a vybrat vhodnou metodu méreni membranového napéti
s vyuzitim napétové citlivych sond. Napétové citliva barviva umoZinuji méreni
membranové elektrické aktivity na bunkach, kde je méreni pomoci mikroelektrod
nevhodné nebo nedostacujici. Jednim z cilu v této praci je navrhnout postup méreni
membranového napéti na dostupnych volnych bunikkdch s vyuzitim napétové citlivé
sondy di-4-ANEPPS na konfokalnim mikroskopu.

Uvodni kapitoly objasriuji zakladni elektrofyziologii bunék a jejich snimani
pomoci modernich zobrazovacich technik. Prace dale pojednava o vlastnostech
a funkcich napétové citlivych barviv a je v ni vénovana velka ¢ast popisu experimentu
s témito latkami.

Dal$im cilem diplomové prace je realizace experimentu. Experiment ukazuje
chovani napétové citlivych barviv v konfokalni mikroskopii. Tato velka cast prace
také obsahuje malou kapitolu o jiné metodé, ktera pomaha interpretovat vysledky
napét'oveé citlivého barviva.

Zavér prace zahrnuje navrhnuti programového prostredi pro prehlednou

praci s namérenymi vysledky, ve kterém se snadno analyzuji namérena data. Veskeré

vysledky jsou nasledné zhodnoceny.



1. Elektrofyziologie bunéek

1.1 Popis buriky

Buiiky jsou zdkladni strukturdlni a funkéni jednotky vSech zivych organismi.
Organismy se déli na jednobunécné (naprt. bakterie), skladajici se z jedné bunky
a mnohobunéc¢né, mezi néz patri zejména rostliny, houby a ZivoCichové. Kazda bunka
miZe prijimat Ziviny, prevadét je na energii, vykonavat specializované funkce a podle
potfeby se mnozit. Bunky se déli na dva =zakladni typy: prokaryotické
a eukaryotické. Prokaryotické buiniky jsou jednobunécné organismy, které
se nerozvijeji do mnohobunécnych struktur. Nékteré bakterie rostou ve vlaknech
nebo ve shluku bunék, ale kazdd buiika v kolonii je stejnd a schopnd samotné

existence. [1][2][31]

Prokaryoticka burika Eukaryoticka burika

plazmaticka membrana

cytoplazma
DNA

nukleoid

jadro

ribosomy

0,1-10 um ' ' |
10 - 100 pm

obr. 1: Obrdzek typické bakterie a lidské buriky. Eukaryota ukazuje typické uspordddni vnitinich
organel, véetné jddra. Na prokaryotické burice Ize vidét bakteridlni DNA, kterd se nachdzi

v nukleotidu [3]

Prokaryoty se od eukaryot lisi na zakladé jaderné organizace, konkrétné
nedostatkem jaderné membrany u prokaryot. Tyto burlky také postradaji nékteré
intracelularni organely, které jsou charakteristické pro eukaryotické buriky (obr. 1).

Vétsina z funkci organel, jakymi jsou mitochondrie, chloroplasty nebo Golgiho aparat,



je zajistovana zprokaryotické plazmatické membrany. Genetické informace
v prokaryotické burice jsou obsaZeny v nukleoidu pomoci struktury DNA1 [2][31][36]
Vznik eukaryotické bunky byl milnikem v evoluci Zivota. Prestoze eukaryoty
pouzivaji stejny geneticky kod a metabolické procesy jako prokaryoty, vysSi mira
jejich organizac¢ni komplexnosti dovolila vyvoj mnohobunécnych organismi. [1][29]
Mezi eukaryotické organismy patifi houby, zvirata, rostliny i nékteré
jednobunéc¢né organismy. Hlavni a velmi vyznamny rozdil mezi prokaryoty
a eukaryoty je ten, Ze eukaryotické bumnky obsahuji organely s membranou, kde
probihaji metabolické aktivity bunky. Nejdtlezitéjsi rozdil je pritomnost jadra, kde

membrana jadra je obklopena kolem DNA. [2][3][18]

1.2 Bunécna membrana

Bunécna membrana je tenkd polopropustna membrana, ktera obklopuje cytoplazmu
bunék. Jejim tkolem je chranit integritu vnitiniho prostredi bunky tim, Ze dovoluje
vstup nékterym latkdm do bunky a nékterym ven. VSechny Zivé bunky a mnoho
organel jsou ohrani¢eny tenkymi membranami. Bunétnd membrana je primarné
sloZend ze smési proteinli a lipida. V zavislosti na funkci a poloze membrany
v organismu muzou lipidy tvorit 20 az 80 procent celé membrany, zbytek jsou
proteiny. Zatimco lipidy udrZuji pruZnost membrany, proteiny sleduji a udrzuji
chemické prostredi v burnice a pomahaji pri prevodu molekul pfes membranu. [4][1]
Zakladni c¢innosti buriky jsou prijimani Zivin a odvadéni odpadu. Veskeré
latky musi projit buné¢nou membranou. Transport latek mtiZe probihat difuzi nebo
osmdzou. Vylucovani latek mize dojit také pomoci exostézy, kdy se latky vazou
na bunénou membranu zevnitt, ktera se pak otevie, aby vytvorila kapsu, a tim jsou
odpadni latky vypuzovany do vnéjSiho prostiedi. Na opacném principu funguje
endocytoza. Existuji také pripady, kdy se molekuly pohybuji pfes membranu z oblasti
nizké koncentrace do oblasti s vyssi koncentraci. Pro takovy prenos je potreba zdroje
energie, ktera pumpuje molekuly proti koncentratnimu spadu. Tento proces

se nazyva aktivni transport. [5][2][1]

1 DNA - Deoxyribonukleova kyselina



1.3 Klidové membranové napéti

Z hlediska elektrickych jevi na trovni buiikky vynechame vSechny buné¢né struktury
a soustfedime se pouze na membranu bunky, extracelularni a intracelularni prostredi
a ionty, které jsou vobou prostredich obsaZeny. Intracelularni a extracelularni
koncentrace iontl je rizna. V obou prostredich se vyskytuji hlavné kationty Na*, K+,

Ca2+ a aniont CI. Jednotlivé koncentrace jsou rozldéleny takto:

[Na*]e >> [Nat];, (1)
[K*]e << [K*]i, (2)
[Ca*]e >> [Ca]s, (3)
[CI]e >> [CLTs, (4)

kde e znaci extracelularni prostiredi a i intracelularni prostiredi. Nepropustnost iontt
pies fosfolipidovou dvojvrstvu umoznuje buiice zachovat rtizné koncentrace ionti
mezi vnittkem a vnéjSkem buiiky tim, Ze brani pasivni difuzi iontl z oblasti o vyssi
koncentraci do oblasti s niz8i koncentraci. Rozdilem elektrickych potencialu mezi
intracelularnim a extracelularnim prostfedim vznikne membranové napéti.
V plasmatické membrané jsou obsaZeny kandly a prenaSece, které plni specifické
funkce pro zachovani klidového membranového napéti. Kanaly a prenaSece jsou
tvoreny makromolekulami bilkovin a funguji jako transportni mechanismy,
kdy umoziiuji prenos iontli pies nevodivou fosfolipidovou membranu. Pokud
se membrana v daném okamziku stane propustnou pro urcité ionty, zacnou tyto ionty
prochazet membranou z mista vétSi koncentrace do mista s mensi koncentraci.
Piresunem ionti se narusi elektrickd rovnovdaha a v membrané se vytvori elektrické
pole, které ma opacny gradient oproti koncentra¢nimu gradientu. Pri ustaleni

elektrického proudu protékajiccho membranou dojde krovnovdznému napéti
pro dané ionty. Toto rovnovazné napéti je dano Nernstovou rovnici
0y = BT e
X7 gF X7’ (5)
kde R je plynova konstanta, T absolutni teplota, F Faradayiv ndboj a zje pocet
elementarnich nabojd, které nese iont Xz Pro komplexnéjsi popis elektrickych jevi
na membrané musime zahrnout vSechny ionty, které prochazeji pres membranu. Tyto

iontové priichody skrz membranu mtzZeme v elektrickém nahradnim schématu burky
7



zobrazit jako jednotlivé vodivosti vsérii snapétovymi zdroji o velikosti
rovnovazného napéti jednotlivych kanald. Fosfolipidova dvojvrstva izoluje dvé vodiva
prostfedi a miZeme ji nahradit kapacitou. Spojenim jednotlivych sloZek ziskdme

nahradni elektrické schéma membrany burnky (obr. 2). [6][7][8][19]

L

8Na 8ca Bk 8al

|12

UNa UCa UK UCI

| !

obr. 2: Nahradni elektrické schéma bunécné membrdny

Z predchoziho vykladu a vytvoreného nahradniho elektrického schématu

buniky mtzeme urcit klidové membranové napéti (Umk) pomoci vztahu

U, = InaUna + 9xUk + 9caUca + 9ciUci
m 9na T Ik T Gca T 9

: (6)

kde g predstavuje vodivosti a U je napéti jednotlivych iontl. Realnd bunécna
membrana obsahuje mnohem vice prvki, ale pro zakladni pochopeni funkce
klidového membranového napéti postac¢i popsané Casti ndhradniho schématu.

[6][8][19][33]



2. Fluorescence

Pro detekci, zobrazeni buné¢nych struktur a procesti na buné¢né urovni se jiz dlouho
vyuzivaji barviva. Dnes mnoho pouZivanych barviv obsahuje fluorescen¢ni vlastnosti,
jelikoZ fluorescencni molekuly mohou byt detekovany s mimoradnou presnosti
a selektivitou. Luminiscence je emise svétla z jakékoliv latky a nastane
od elektronicky excitovanych stavii. Luminiscence je formalné rozdélend do dvou
kategorii - fluorescence a fosforescence - v zavislosti na povaze excitovaného stavu.
Nékteré bunky jsou po absorpci svételné energie schopné excitace do vyssiho
energetického stavu. Energie excitovaného stavu, kterou nelze udrzet na dlouhou
dobu, se zmenSuje, coZ ma za ndasledek emisi svételné energie. Tento proces
vyzarovani svétla se nazyva fluorescence. [9][10]

Latka potrebna pro fluorescenci je fluorofor, coz je molekula, ktera
je schopna fluoreskovat. Ve svém zakladnim stavu ma molekula fluoroforu relativné
malou energii, stabilni usporaddni a nemiize fluoreskovat. Pfi dopadu svétla
z externiho zdroje zareni na molekulu fluoroforu miize molekula absorbovat
svételnou energii. Pokud je absorbovana energie dostate¢ni, molekula se dostane
do vys$siho energetického stavu, tzv. excitovaného stavu. Tento proces se nazyva
excitace. [12][30]

Existuje nékolik excitovanych stavili, neboli energetickych hladin, na které
flourofor miize dosdhnout v zavislosti na vilnové délce a energii svételného zdroje.

Vv

Vzhledem ktomu, Ze fluorofor je nestabilni na vySSich excitovanych hladinach,
dochazi k presunuti molekuly do nejniZSiho energetického excitovaného stavu, ktery
je ¢aste¢né stabilni. Cas, kdy je fluorofor v excitovanych stavech, se nazyva excitaéni
doba a je vrozmezi 101> az 109 sekund. Po uplynuti excita¢ni doby se fluorofor
preskupi z casteCné stabilniho stavu zpatky na zakladni stav, pricemZ se uvolni
prebytek energie a dojde kvyzareni (emisi) svétla. Pokud emise pretrvava déle
po ukonceni excitacniho svétla, vznika jev zvany fosforescence. Viditelné spektrum
svétla je v rozmezi priblizné od 400 nm po 700 nm. Svétlo s kratsi vinovou délkou

ma vysSi frekvenci a vétsi energii nez svétlo s delSi vinovou délkou, které ma naopak

nizsi frekvenci a tim i mensi energii (obr. 3).



frekvence

ya
N\

400 nm A 700 nm

obr. 3: Spektrum viditelného svétla

JelikoZ emitované svétlo ma menSi energii neZ svétlo absorbované, dojde k posunu
mezi spektrem svétla absorbovaného fluoroforem béhem excitace a spektrem
emitovaného svétla. Z toho plyne, Ze emitované svétlo bude mit jinou barvu neZ svétlo
absorbované molekulou. [9][12][14]

Emise svétla vraci fluorofor do jeho ptivodniho ustadleného stavu. Molekula
je schopna absorbovat energii znovu a miiZe projit celym procesem opakované (obr.
4). Tato vlastnost umozni molekule generovat svételny signal vicekrat, coz je velmi
uzite¢né ve fluorescencni mikroskopii, kde se tohoto jevu vyuZziva, jelikoz tim umozni

velmi citlivé sniman{ biologickych preparati. [41][42]

AR

excitované \
stavy 2 T~

¢astecné stabilni stav

_— emise
3| ——  svétla

stabilni stav

A

A>>Ay

excitacni
svétlo

obr. 4: Zobrazeny cyklus fluorescence rozdéleny na Ctyri faze (1 - excitace, 2 - presunuti
molekuly do nejnizsiho energetického excitovaného stavu, 3 - emise svétla a ndvrat fluoroforu

do jeho ustdleného stavu , 4 - excitacni zdieni)
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Redalné fluorofor nemiiZe emitovat svétlo donekonecna. Struktura molekuly
je v excitovanych stavech nestabilni a je nachylna k degradaci. Pri opakovaném
ozarovani vzorku muze dojit k destrukci molekuly, tim se ukonc¢i cyklus fluorescence
a sledovany vzorek postupné ztraci celkovou intenzitu emisniho zareni a dochazi

k vybélovani vzorku (photobleaching).[9][12][13][16]
2.1 Fluorescencni mikroskop

Zakladni funkci fluorescen¢niho mikroskopu je ozareni vzorku s pozZadovanym
specifickym pasmem vinovych délek a nasledné oddéleni mnohem mensi emitované
fluorescence z excita¢niho svétla. Pii spravné konfiguraci mikroskopu dopada
na detektor emise svétla tak, aby se vysledné fluorescenc¢ni struktury prekryvaly
s vysokym kontrastem proti velmi tmavému pozadi. Limity detekce jsou obvykle dany
tmavosti pozadi a excitacni svétlo je typicky nékolik set tisic az milionkrat jasnéjsi

nez je emitovana fluorescence. [12][14][17][20]

N

emisni filtr

excitacni filtr

zdroj svétla

= (= dichroické zrcadlo

%Vzorek

obr. 5: Zdkladnf princip fluorescencniho mikroskopu [43]

Zakladni princip fluorescen¢niho mikroskopu je zobrazen na obr. 5. Jelikoz
pro excitaci molekul fluoroforu je potreba specifické excitatni svétlo o danych
vinovych délkach, musime umistit za svételny zdroj excitacni filtr, ktery propousti
pouze pozadované vinové délky. Typickym svételnym zdrojem je xenonova lampa

nebo rtutova vybojka. Svétlo o excitatni vinové délce odraZené od dichroického

11



zrcadla je pres objektiv zaméreno na vzorek. Vyzarena energie ze vzorku prochazi
zpatky objektivem pres dichroické zrcadlo, které propousti svétlo dale na emisni filtr.
Ten propusti potfebné emitované svétlo do okularu a nasledné miize dojit k detekci
fluorescence. [10][15][43]

Moderni fluorescen¢ni mikroskopy kombinuji velkou kvalitu optickych
komponent svykonnymi pocitaCovymi prvky. Tim je pri digitdlnim snimani
obrazu dosaZeno velmi vysoké kvality snimani, ta pak daleko prevySuje prosté

pozorovani, které ma lidské oko. [10][14][16]
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3. Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopy nabizi nékolik vyhod oproti béZnym optickym mikroskoptm.
Mohou ovladat hloubku ostrosti, eliminovat z obrazu rozostrené prvky a jejich velkou
vyhodou je vyssi rozliSovaci schopnost dana detekci svétla pouze z ohniskové roviny
mikroskopu. Klicem konfokalni mikroskopie je pouZiti prostorové filtrace
k odstranéni ¢asti mimo zaostreni svétla, nebo odleskl ve vzorcich, které maji vétsi
tloustku nez rovina zaostieni. Zde nastal obrovsky prillom v popularité konfokalni
mikroskopie v poslednich letech. Caste¢né kvili relativni snadnosti, s niz miZe
mimoiadné kvalitni snimky ziskat ze vzorki pripravenych pro konvenc¢ni optickou

mikroskopii, a také kvili velkému mnozstvi aplikaci v mnoha oblastech soucasného

védeckého vyzkumu. [44][13][14]

| = fotonasobicovy detektor

dirkova clona —

fluorescenéni rozostiené paprsky

bariéroy filtr
laserovy
excitacni zdroj

zaostiené paprsky

dichromatické zrcadlo =

excitacni
\paprsky

objekviv
dirkova

clona

} ohniskové roviny

obr. 6: Princip konfokdIniho mikroskopu [13]

Konfokalni princip laserového skenovani je schematicky uveden na obr. 6.
Koherentni svétlo emitované z laserového systému (excitacni zdroj) prochazi malym
otvorem, ktery se nachazi v konjugované roviné (konfokalni) se skenovacim bodem
na vzorku a druhé clony umisténé v predni Casti detektoru (fotonasobice). Laser

se odrazi od dichromatického zrcadla a skenuje napri¢ vzorkem v definované
13



ohniskové roviné, sekundarni fluorescence vyzarované z bodii na vzorku (ve stejné
ohniskové roviné) projde zpét pres dichromatické zrcadlo a clonu, kde je signal
detekovan. [13][20][37]

Vyznamné je mnozstvi fluorescen¢niho zareni, které se vyskytuje v bodech
nad a pod ohniskovou rovinou a tvori tzv. rozostrené roviny. Jen mala cast
rozostreného zareni projde konfokalni bodovou clonkou a vétSina z tohoto vnéjsiho
svétla neni detekovana fotonasobicem a neprispiva kvyslednému obrazu.
Dichromatické zrcadlo, bariérovy filtr a excitacni filtr plni podobné funkce jako
identické komponenty ve fluorescencnim mikroskopu. [14][13][26]

V tradic¢ni fluorescen¢ni mikroskopii je cely vzorek podroben intenzivnimu
osvétleni z nekoherentniho zdroje a vysledny obraz ze sekundarni fluorescen¢ni
emise lze zobrazit pfimo v okularech, nebo se promita na povrch elektronického pole
detektoru. Na rozdil od tohoto jednoduchého konceptu, je mechanismus vytvareni
obrazu v konfokalni mikroskopii zasadné odliSny. Jak bylo uvedeno vyse, konfokalni
fluorescenc¢ni mikroskop se sklada z nékolika laserovych zdroji buzeni, skenovaci
hlavy s optickymi a elektronickymi soucastkami, elektronickych detektort (obvykle
fotonasobice) a pocitacem pro ziskavani, zpracovani, analyzovani a zobrazovani
obrazi. Skenovaci hlava je v centru konfokdlniho systému aje zodpovédna jak
za rastrovani, tak za sbér fotonovych signalt ze vzorku, které jsou nutné k sestaveni
vysledného obrazu. Typicka skenovaci hlava obsahuje vstupy z externich laserovych
zdrojli, fluorescencnich filtri, dichromatického zrcadla, rastrovaciho snimaciho
zrcadlového systému, variabilni clony pro generovani konfokalnitho obrazu
a detektori fotondsobice naladénych na rizné fluorescenéni vinové délky.

[14][27][45]
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obr. 7: Skenovaci jednotka konfokdlniho mikroskopu [13]

V konfokalnim mikroskopu jsou fotonasobicové detektory a laserovy zdroj
svétla oddéleny od snimaného vzorku objektivem. Komponenty vnitiniho
fluorescenc¢niho filtru (napf. excitacni a bariérové filtry, dichromatické zrcadla) a ND?
filtry jsou obsaZeny v ramci skenovaciho zarizeni (obr. 7). Interferencni a ND filtry
se nachazi vrotujici hlavé, kterou lze vlozit do svételné drahy. Excita¢ni laserovy
paprsek je propojen se skenovaci jednotkou optickym vlakny, po kterém nasleduje
paprskovy expandér, ktery umoziuje tenkému laserovému paprsku zcela zaplnit
misto objektivu za clonou (viz. obr. 6). [13][44][45]

Jednim z nejdilezitéjSich prvkia skenovaci jednotky je dirkova clona, ktera
funguje jako prostorovy filtr na sdruzZené obrazové roviné umisténé primo pied
fotonasobicem. Obvykle mikroskopy obsahuji vice clon s riznou velikosti otvoru.
Clony slouzi k vylouc¢eni fluorescenc¢nich signaldi, které se nachazi mimo zaostienou
rovinu umisténych nad a pod ohniskovou rovinou, které jsou promitané clonou jako
interferencni prouzky, které maji primeér vétSi nez ty, které tvoii obraz. Tyto
interferen¢ni prouzky jsou rozloZeny na pomérné velké ploSe, takZe jen mala ¢ast

svétla pochazejiciho z rovin mimo ohnisko prochazi otvorem clony. Tato clona také

2 ND filtr (neutral density - Sedy filtr) je filtr, ktery redukuje, nebo modifikuje intenzitu vSech vilnovych
délek svétla (idedlné stejnomérné).
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slouZi pro odstranéni velkého mnoZstvi rozptyleného svétla prochazejiciho optickym
systémem. [13][14][21]

Nevyhody konfokalni mikroskopie jsou zejména dany omezenim poctem
excitacnich vlnovych délek u pouZitého laseru, ktery pracuje ve velmi uzkych
pasmech vinové délky a pro ultrafialové oblasti je vyroba ndkladna. Dalsi nevyhoda
je Skodlivy charakter vysoké intenzity zareni na Zivé bunky a tkané. Konfokalni
mikroskopy jsou pro své vlastnosti, i pres své nevyhody, nenahraditelnymi pristroji

v nékterych odvétvich védy. [23][44][45]

16



4. Napétoveé zavisla barviva

Optickd méreni membranového potencidlu pomoci napétové citlivych barviv jsou
prospésna v mnoha rtznych podminkach. Jednou z vyhod je méfeni z mnoha mist
najednou. Tohoto se vyuziva zejména ve zkoumani nervového systému, kdy je aktivni
Fada mist, které potrebujeme snimat soucasné. Velkou vyhodou je neinvazivni méreni
na preparatech. Kromé toho mizeme pouzit optické méfeni tam, kde neni mozné
pouzit klasické elektrody z dlivodu velmi malych rozmért nebo tam, kde by elektrody
mohly poskodit zkoumany vzorek. Nékteré optické vlastnosti barviv vazanych
na membranu jsou citlivé na membranovy potencial véetné fluorescence, absorpce,
dichroismu, dvojlomu a jinych. Nicméné vétSina pouzivanych barviv se tyka
fluorescence nebo absorpce. Barviva, ktera maji tyto vlastnosti, jsou rozdéleny
do dvou skupin, pomald a rychld. Pomala barviva reaguji na zmény potencialu
vrozmezi{ milisekund az sekund a pouzivaji se pro méreni klidového potencialu
ve velkém souboru identickych bunék. Jejich pomalé odezvy z nich délaji nevhodna
barviva pro pouZiti u rychlejsich druhli nervové aktivity. Odezva u rychlych barviv
je fadové v mikrosekundach. Zmény jsou malé, ale Ffada barviv je dostatecné citliva

i pro zmény u ak¢niho potencialu. [24][46][47][49][38]

rychla barviva o o
extraceluldrni prostredi
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pomala barviva
= —  extracelularni prostredi

-+ -+ -+ -+ , + + 4+ + + + + +
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+ - + - + - - - - = = -
- & i intracelularni prostfedi
- - -

obr. 8: Mechanismus rychlych a pomalych barviv [46]
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Barviva s rychlou odezvou prochazeji elektrickym polem fizenym zménami
vintramolekularnim rozloZeni naboje, které vytvareji odpovidajici zmény
spektralniho profilu nebo intenzity jejich fluorescence (barevné zmény v obr. 8).
Pomala barviva jsou tvorena lipofilnimi anionty nebo kationty, které jsou premistény
pres membranu prostrednictvim elektroforetického mechanismu. Fluorescen¢ni
zmény spojené s membranovym pierozdélenim vzniknou zdutsledkd citlivosti
barviva kintracelularnimu a extracelularnimu prostredi. Proto rychlost odezvy
je dana rychlosti zakladnich procesti - rychla intramolekularni redistribuce elektront

oproti relativné pomalému transportu molekul pies membranu. [20][25][46][49][39]
4.1 di-4-ANEPPS

ANEP 3 barviva jsou velmi dobré citlivé sondy pro detekci malych zmén
membranového napéti. Di-4-ANEPPS* (obr. 9) ma pomérné rovnomeérnou zmeénu

intenzity fluorescence (10 % na 100 mV) v riznych tkanich, burikdch a membranach.

g v N—cH=cH
OSCHIN =

N[(CH,,),CH,l,

obr. 9: Chemickd struktura napétoveé citlivého barviva di-4-ANEPPS

Pfi pouZiti téchto latek barviva prochazeji zménami v jejich elektronové
strukturie, a proto se méni jejich fluorescentni spektrum v zavislosti na zménach
v okolnim elektrickém poli. Tato optickd odezva je dostatecné rychld pro pouZiti
v méreni excitabilnich bunék. Tyto barviva navic zobrazi napétové zavisly posun
vjejich excitacnim spektru, coZ umozni kvantifikaci membranového potencialu.
[25][47][50][32]

Barviva typu ANEPP samy o sobé nevykazuji fluorescenci. Jejich

fluorescencni spektrum se projevi az pri navazani na dané latky. Proto se maxima

3 ANEP - aminonaphthylethenylpyridinium
4 Molekularni vzorec barviva: C2sH3sN203S
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excitaCnich a emisnich spekter u téchto barviv méni v zavislosti na prostredi, v némz

je barvivo navazané. [47]

100 ] A
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relativni intenzita [34]
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obr. 10: Excita¢ni (modré) a emisni (Cervené) spektrum navdzaného barviva di-4-ANEPPS [47]

Excita¢ni vinové délky pro méreni u téchto barviv se pohybuji v rozmezi hodnot okolo
450 az 510 nm. Emise fluorescence lze detekovat nad hodnoty 570 nm, pifitom
maximum emisniho spektra se pohybuje kolem hodnoty 780 nm. Stokes(iv posun
barviva di-4-ANEPPS je tedy piiblizné 210 nm (obr. 10). Tyto hodnoty uvadi vyrobce

pro navazané barvivo na bunky vroztoku pii pouziti pufru o hodnoté pH 7,4.
[21][47][48]

19



5. Experiment

5.1 Popis experimentu

Pro biology je burika zakladni stavebni jednotka Zivota, ktera obsahuje Fadu riznych
organel plnici své specifické ukoly a spolecné umoZziuji bunce, aby vykonavala
své zivotné dilezité funkce. Z elektrického hlediska vSak vnitini struktura nenf prili§
dtlezitd a na buiiku lze pohliZet jako na vodivou cytoplasmu ohranicenou izola¢ni
membranou, ktera je obklopena vodivou extracelularni tekutinou. Mala nerovnovaha
v koncentraci iontd, s prebytecnymi ionty nahromadénych v blizkosti membrany
zplsobuji vysledné klidové membranové napéti (obr. 11a). Umisténim bunky
do elektrického pole zpiisobime lokalni redistribuci naboje na obou stranach

membrany (obr. 11b). [51][40]

membranové

cytoplasma
(elektrolyt)

membréna
(dielektrikum)

extraceluladrni tekutina

(elektrolyt) \

obr. 11: RozloZeni ndboje na burice pri vloZeni buriky do elektrického pole

Vysledkem je indukované membranové napéti, které se sc¢itd s klidovym
membranovym napétim a mizi po vypnuti elektrického pole. U bunék s jednoduchymi
tvary lze indukované membranové napéti vypocitat analyticky. Pro sférické bunky
muzeme pouzit Schwanovu rovnici

DA, = gEr * cos0 , (7)
kde ®An reprezentuje indukované membranové napéti a hodnota E nam udava
velikost intenzity elektrického pole (obr. 12). Rovnice udava, Ze napéti je umérné sile

pole a velikosti bunky a sleduje funkci kosinus podél membrany. Z obr. 12 je patrné,

Ze nejvyssi hodnoty napéti budou pri thlu o rovno 0° a 180°, to znamena, Ze podle
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sméru intenzity elektrického pole budou mista s maximalni hodnotou napéti
na membrané leZet nejbliZe priloZenym elektrodam. [52]

AD,,/Er
E //\

A\ 4

O 3/2 -

1 4+
1/2 <+

0

90° 180° 270° 360°
_1/2 -
1 -

Bunécnd membrana

_3/2 -
obr. 12: Zdvislost velikosti napéti na membrdné, vzhledem k jeji pozici

Pro slozitéjsi tvary bunék se indukované napéti muze znacné liSit
od kosinové funkce a musi byt vypocteno Ciselné, pomoci pocitace nebo
experimentalné pomoci napétové citlivych barviv. Jedno z napétové citlivych barviv,
které je pouZito v naSem experimentu je di-4-ANEPPS. U tohoto barviva je emisni

a excitaCni spektrum zavislé na membranovém napéti. [51]
5.2 Priprava vzorku

Pro experiment je nutno mit prichystané kultivované buiiky. Do eppendorfové
zkumavky napipetujeme 1ml zakladniho roztoku (tyrodu) a ptriddme 100 pl
pripravenych bunécénych kultur. Pro sledovani zmén pod konfokalnim mikroskopem
je nutno pouZit barvivo, které bude napétoveé zavislé. Pro nas experiment je pouzito
2,5 ul barviva di-4-ANEPPS, které priddme do zkumavky s butikami. MnoZstvi barviva
mliZeme vhodné upravovat béhem jednotlivych méreni, abychom dosahli
conejlepsich vysledku. Pri pouziti velkého mnoZstvi se barvivo muze dostat
i do vnitra bunék a také mize byt obsazeno v extracelularnim prostiedi, coz by nam
zpusobovalo nechténé fluoreskujici elementy. Dale musime odmérit 10 pl pluronicu.
Pluronic umoznuje barvivu navazat se na membranu buiiky. Po piipravé roztoku se
musi bunlky nechat inkubovat alesponn dvacet minut. Po inkubaci je moZné vzorek

centrifugovat, bunky se tak oddéli od zbytku roztoku, a tim se mizeme zbavit
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prebytecného barviva, které se nezachyti na membrané. Pripraveny vzorek

jiz miiZeme sledovat v konfokalnim mikroskopu (obr. 13). [28]

obr. 13: Snimek buriky pod konfokdlnim mikroskopem pri pouZiti di-4-ANEPPS barviva (zvétseni
mikroskopu 64x)

5.3 Elektrodovy systém

Pro sledovani zmén napétové citlivého barviva v konfokalnim mikroskopu je nutné
vyvolat zmény elektrického pole v misce s buritkami. Pro vyvolani téchto zmén lze
pouzit vice metod. Jednou z moZnosti je vytvorit elektrické pole kolem bunék pomoci
elektrodového systému. V konfokalni mikroskopii pouZivame pro snimani vzorku
misky se stredovou jamkou. BéZné dodavané stimulacni elektrody vSak nedosahnou
na dno jamky v misce. Pro nasS experiment bylo proto nutno vyrobit elektrodovy
systém, ktery bude stimulovat vzorek v roviné bunék. Pro vyrobu téchto elektrod
jsme pouZili béZné dostupné soucastky (obr. 14). Elektrody dosahuji aZ na dno jamky

uprostred misky, a tim stimuluji buriky v jejich roviné.
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obr. 14: Vyrobeny elektrodovy systém

Primér samotnych elektrod by meél byt co nejmensi, idedlné o velikosti
stimulovanych bunék (obr. 11b). OvSem umisténi takovych elektrod do roviny
stimulované buriky je v naSem experimentu nemozné, navic mechanické a elektrické
vlastnosti takového vodiCe jsou neredlné. Proto jsou pouZity elektrody o primeéru
0,5 mm. Pro vytvoreni elektrického pole kolem elektrod je nutno jednotlivé elektrody
izolovat, aby mezi nimi netekl elektricky proud, a tim neposkodil buriky. Cely
stimulac¢ni systém obsahuje zdroj elektrického napéti a pocitac, ktery nam generuje
napétové pulsy. Napétové pulsy ndm stimuluji preparat v konfokalnim mikroskopu
vytvorenym elektrickym polem mezi elektrodami, které zptsobi zménu citlivosti
pouZzitého barviva (di-4-ANEPPS).

Dal$i metodou pro zménu elektrického napéti na buiice je zména roztoku,
v niZ se bunky nachazeji. Pokud zaménime roztok kolem bunék roztokem o jiném
rozloZeni iontd, zméni se i potencidl na bunécnych membranach. Roztok mizeme
precerpavat pomoci perfuzni pumpy. Nevyhodou této metody je pomald zména

elektrického pole v roztoku.
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5.4 Zpracovani vysledku

Pro zkoumani zmén na membranach bunék mame k dispozici konfokalni mikroskop
Leica TCS SP8 X. Leica dodava s mikroskopem i software pro zpracovani a nastaveni
veskerych vlastnosti mikroskopu (obr. 15). Miizeme zde volit excita¢ni vinovou délku

mikroskopu i typ detektoru.

obr. 15: Screenshot programového prostiedi mikroskopu

Program umoZnuje zmérit také emisni spektrum méreného vzorku.
Po nastaveni excita¢niho zareni se spusti automaticka detekce emisni fluorescence.
Emisni spektrum jsme zmérili u barviva di-4-ANEPPS navazaného na bunécnou
membranu vazivovych bunék. Maximalni hodnota intenzity emisniho zafeni byla
privlnové délce A=600nm. Emisni spektra stejného barviva se mohou ménit

v zavislosti na pouzitém roztoku nebo typu bunék.
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obr. 16: Namérené emisni spektrum vzorku

DalSimi parametry pro snimani jsou format obrazu a frekvence skenovani.
Tyto dvé hodnoty jsou pro nas velmi dilezité, jelikoz nam udavaji poCet nasnimanych
snimku za sekundu (tab. 1). Pocet snimkl za sekundu musime zvolit s ohledem
na Sirku stimula¢niho impulsu. Rychlost snimani nastavujeme tak, abychom s jistotou
méli snimky pri stimulaci elektrickym polem (v dobé trvani elektrického impulsu

stimula¢nim systémem) i bez ného.

tab. 1: Rychlost snimdni mikroskopu v zdvislosti na formdtu a frekvenci snimdn{

Pocet snimkii za sekundu
frekvence\format 64x64 512x32 512x512 1024x1024
200 Hz 5,78 10,75 0,773 0,388
1000 Hz 25 41,67 3,79 1,92
1800 Hz 39,65 61,22 6,68 3,43

ZvySenim frekvence snimani se sniZi doba akvizice a tim i kvalita snimku. Zaroven
vSak dostaneme vétsi pocet snimkid za sekundu (obr. 17 Frame Rate). Format
zobrazované oblasti také ovliviiuje rychlost snimani mikroskopu a to tak, Ze pfi
mensich formatech rychlost snimani vzrista. Pri méreni musime zvolit idealni
kombinaci v§ech parametri pro ziskani co nejlepsi sekvence snimkii. Pfi dostatecném
mnozstvi snimk miizeme jednotlivé hodnoty primeérovat a eliminovat tak nékteré
chyby zplisobené nepiesnostmi pti méreni.

25



Format:
Speed :
Bidirectional X:

Zoom factor:  ©
Zoom In:
Image Size : 24.60 pm * 5.86 pm

Pixel Size : 390.53 nm * 390.53 nm

Optical Section: 0.896 pm &

Optimize xy Format
Pixel Dwell Time: 3.90 ps Frame Rate: 40/s
Line Average : 1
Line Accu: 1

Frame Average : 1

1k (4K 4k b

Frame Accu: 1
Auto Gain

Rotation:

o

Pinhole :

obr. 17: Nastaveni akvizicnich parametrii snimaného obrazu v programovém prostredi

mikroskopu

Programové prostiedi mikroskopu nabizi mnoho dalSich moZnosti, jakymi
jsou napriklad nastaveni oboustranného skenovani (obr. 17 Bidirectional X),

a4

priamérovani radkl nebo celého obrazu (obr. 17 Line Average, Frame Average) a dalsi,

které nam udavaji jak kvalitu obrazu, tak i rychlost snimani. Pro vSechny méreni

pouzijeme imerzni objektiv se zvétSenim 64x.
5.5 Program pro zpracovani vysledku

Experiment vyzadoval naméreni nékolika desitek obrazovych dat a sekvenci. Kazdé
jednotlivé méreni jsme museli vyhodnotit, proto pro lepsi analyzu namérenych
vysledkli bylo vhodné vytvorit prehledny program, ve kterém snadno zpracujeme
nameérena data.

Po spusSténi aplikace se zobrazi hlavni okno, které tvori zakladni Cast

programu. Hlavni okno je rozdéleno na dvé ¢asti. Prvni ¢ast obsahuje ovladaci prvky
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programu a ve druhé Ccasti jsou zobrazeny informace o namérenych datech,

se kterymi pravé pracujeme (obr. 18).

Vaoltage sensitive dyes (di-4-anepps) | = 28 |

— zample infarmation

Load data Resolution: 512 x 512
Speed: 600 Hz

[directory: . fzamples) Images per second: 2,29

Mumber of images: 49
Pulzes durstion: 2 =

Pulzes on: 0-30

o | Mean fitter Electrodes pozition:
Windowy size: |7 - T
Show waveforms O
Exit
. -

obr. 18: Hlavni okno programu. Vlevo se nachdzi ovlddaci panel pro prdci s namérenymi daty,

vpravo jsou informace o analyzované sekvenci dat

Program umoZziuje kliknutim na tlacitko Load data nacist naméfend data,
kterd jsou uloZena ve sloZce samples. Pripravenych sekvenci jsou vice nez dvé desitky.
Kazdé jednotlivé méreni je uloZzeno v samostatném souboru pomoci trirozmérné
matice. V prvnich dvou dimenzich matice je uloZen nasnimany obraz, tfeti rozmér
udava pocet obrazl v sekvenci, tedy jeji délku. Z tohoto diivodu program dokaze
zpracovat i sekvence, které nebyly vytvoreny specidlné pro tuto aplikaci a také jina
trirozmérna data, ktera jsou uloZena podobnou metodou. Pro piiklad jsou ve sloZce
samples dva soubory - data_121206_1 a data_121206_1, u kterych nemame informace
0 piresném nastaveni parametri. Jsou to tedy Cisté tfirozmérna data, ktera pomoci
programu miiZeme také zpracovavat. Tato data ze dvou méreni slouzila pro ovéreni
spravné funkce snimani mikroskopu.

Po nacteni dat se nam aktivuje tlacitko Choose area to analyze, které nam
zobrazi okno snasnimanou bunkou v konfokalnim fluorescentnim mikroskopu.

V tomto okné si interaktivné vybereme oblast, kterou chceme analyzovat (obr. 19).

27



Po vybéru oblasti k analyze se spocita jasovy profil dané ¢asti membrany nasledovné:
program normalizuje osmibitovy obraz na Sedotonovy s rozmezi hodnot od nuly
pojednicku. Tmavé, malo fluoreskujici pixely nalezi nizkym hodnotam jasu
(Cerna = 0) a naopak svétlé body (nejvétsi jas - bila = 1) vykazuji velkou fluorescenci
barviva. Pfi zméné napéti na membrané bunky by mélo dojit ke zméné intenzity
fluorescence, a tim i ke zméné jasové hodnoty v obrazu, kterou budeme analyzovat.
Pro kazdy obraz sekvence se spocitd primérnd hodnota jasu ve vybrané oblasti.

Vykreslenim téchto priimérnych hodnot za sebou ziskame jednodimenzionalni jasovy

profil zkoumané oblasti membrany.

&) Figure 1

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help

_"I_;H:! [:3 +\_\€T?@I=h._£' @J DE

obr. 19: Okno s nasnimanou burikou pro vybér oblasti urcené k detekci jasového profilu celé

sekvence

Vypocitany jasovy profil mizeme v programu dale upravovat. Jelikoz

pfisnimani sekvenci pomoci konfokalniho mikroskopu c¢asto dochazi k velkému
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Sumu, je vétSinou vhodné vysledky pred interpretaci filtrovat. V programu je pouzita
jednoducha filtrace priameérovanim. Uzivatel si miiZe zvolit velikost okna filtru
v zavislosti na charakteristickych vlastnostech jednotlivych sekvenci (obr. 18 Window
size). Velikost okna filtru znamen3, kolik jasovych hodnot bude program priimérovat.
Poslednim prvkem ovladaciho panelu programu je moZnost zobrazeni
vypocitanych jasovych profild. Tlacitko Show waveforms vykresli nefiltrovany jasovy
profil nebo profil pred i po filtraci v zavislosti na nastaveni filtru v programu (obr.

20). Cely program je vytvoren ve vyvojovém prostiedi Matlab verze 7.8.0 (R2009a).

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help

:ujjlﬂqi.tﬂ [::‘,‘ +\_\@@Qﬁf'ﬂ; |:| m O

Without filtering
0.096

pulses on
0.094 pulses off

0.092

brightness [-]

0.09

0.088 ' '
0

10 15
t[s]
With filtering

pulses on
pulses off

brightness [-]

obr. 20: Vykresleni jasovych krivek vypoctenych programem pied a po filtraci. Cervend ¢dst

znaci signdl pri spusténych pulsech, v modré Edsti byly pulsy vypnuty
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5.6 Nameérené vysledky s pouzitim elektrodového systému

Pro experiment jsme méli moznost pouZit vazivové bunlky - mysi fibroblasty.
Po zapojeni stimulatniho systému kcelé sestavé (stimulace, mikroskop, vzorek,
pocitac) mizeme mérit odezvu napétove citlivého barviva navazaného na membranu
bunikky. U vSech méreni jsme pouzivali obdélnikové pulsy, jejichz minimum mélo
hodnotu 0 mV a maximalni hodnota napéti byla 30 mV. Siiku pulst jsme volili
v zavislosti na parametrech jednotlivych méreni. Nejcastéji jsme pouzivali délku
pulsii 2's, vostatnich ptipadech 0,5s, 1s nebo 5 s. Vexperimentu jsme nemeéli
moznost synchronizace stimulacnich impulsi s programovym prostredim
mikroskopu, proto jsme spoustéli stimulaci manualné.

JelikoZ pti snimani dochazelo k velkému Sumu v obrazech a tim i k zasSuméni
jasového profilu celé sekvence (obr. 21), museli jsme po kazdém meéreni sekvence

zpracovat a urcit dalsi postup méieni, abychom dosahli co nejlepsich vysledkii.

0.078

spusténé pulsy
zastavené pulsy

1

0.076

0.074

I

I

0.07 [t

0.068 | J\;\\

jas []

0.066

wiR AL L

0.06

1

=
=

:
2 4 6 8 10 12
t[s]

=

0.058"
0

obr. 21: OrigindIni nasnimand sekvence z konfokdIniho mikroskopu postiZend sumem. Sekvence

odpovidd cislu méreni 22 z tab. 2

30



V experimentu jsme pouzivali rtizné kombinace v nastaveni akvizi¢nich

parametri. Souhrn vybranych méreni ukazuje tab. 2.

tab. 2: Souhrn vybranych mérenf s riiznymi parametry

| fychlostj o |obousm potet
Eislo sekvence roz.Ilsenl snimani | poCet snimkl | érné , priimé&rovani
[pixely] skeneru za sekundu sken,ova ¥2dku
[hz] ni
1 1024 x 1024 1800 3,43 ano 1
2 512 x 512 600 2,29 ano 1
3 512 x 512 600 2,29 ano 1
4 128 x 128 100 1,51 ano 1
5 128 x 128 600 8,6 ano 1
6 128 x 128 600 8,6 ano 1
7 128 x 128 700 9,99 ano 1
8 128 x 128 1000 2,51 ne 3
9 128 x 128 1000 7.3 ne 1
10 128 x 128 1000 13,89 ano 1
11 128 x 128 1000 13,89 ano 1
12 128 x 128 1400 3,5 ne 3
13 128 x 128 1800 4,42 ne 3
14 64 x 64 400 5,78 ne 1
15 64 x 64 1000 4,5 ne 3
16 64 x 64 1800 8,36 ne 3
17 64 x 16 30 2,97 ano 1
18 64 x 16 200 18,87 ano 1
19 64 x 16 400 6,54 ne 3
20 64 x 16 700 11,27 ne 3
21 64 x 16 1400 21,81 ne 3
22 64 x 16 1800 25,21 ne 3
23 64 x 16 1800 25,21 ne 3

VSechny parametry ndm ovliviiuji pocet snimkl za sekundu, ktery dokaze

konfokalni mikroskop sejmout a ulozit. PoCet snimkii za sekundu jsme museli zvolit
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4

s ohledem na délku stimulac¢nich pulsti. Pokud byla frekvence obrazu prilis malj,
mohli jsme zvétsit Sitku pulst. VSechny tyto vlastnosti jsme kombinovali tak, aby ndm
vySly co nejlepsi vysledky. Dal$imi parametry, které ovliviiuji rychlost snimani
sekvence, jsou nastaveni priimérovani fadkt nebo obousmérné skenovani. Podle toho
jakou hodnotu priimérovani si nastavime, tolikrat ndm skener mikroskopu nasnima
jediny radek, ktery ndasledné systém zprimeéruje azobrazi. Takto postupuje
pro vSechny radky obrazu. Priimérovani radki ndm zmensuje rychlost snimani, tudiz
pro vétsi hodnotu poctu primérovani nam klesa pocet uloZenych snimki za sekundu.
Naopak obousmérné skenovani zvysi pocet snimktli za sekundu. Pii povoleni tohoto
parametru v programovém nastaveni mikroskopu nadm skener snima radky obrazl
postupné zleva doprava a nasledné zprava doleva. Skener se tak nemusi po kazdém
radku vracet na svou vychozi pozici, a tim nam zvysi rychlost sejmuti jednotlivych
obrazili. V nasem experimentu jsme vyzkouseli vliv primérovani radki i obousmérné
skenovani v zavislosti na pocet snimki za sekundu.

U prvni sekvence z tab. 2 jsme mérili s vyuZitim velkého rozliSeni. RozliSeni
1024 x 1024 pixelti nam zpusobilo rapidni pokles poctu snimkl za sekundu. Proto

jsme zvolili vys$si snimaci frekvenci skeneru, ktera nam zajisti dostate¢nou rychlost

snimani obrazi, vzhledem k délce trvani impulsf.

- spusténé pulsy
v zastavené pulsy
0.0925 | stimulaéni napéti
W 00921
g,
0.0915
0.091 L 1 L 1 |
0 ] 10 15 20 25

t [s]

obr. 22: Filtrovany jasovy profil sekvence Cislo 1 z tab. 2 a namodelované stimulacni napéti

s hodnotami v rozmezi 0 az 30 mV. Velikost okna filtru je 5.

Vyssi rychlost snimani skeneru ndm ovSem zpusobi Kkrats$i akvizi¢ni dobu

piisnimani jednotlivych pixelG, a proto dochazi kvelkému Sumu v obraze.
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Ani po filtraci sekvence (obr. 22) nedostaneme signal, ve kterém by byly jasné

viditelné zmény intenzity jasu v zavislosti na stimula¢nim napéti>.

Pro zvySeni akvizicni doby bylo nutno zmensSit rychlost snimani skeneru.

Nizs$i hodnoty ndm zptlisobi dalsi pokles po¢tu nasnimanych obrazi za jednu sekundu.

Z tohoto diivodu jsme snizili rozliSovaci schopnost mikroskopu, a tim jsme se dostali

na potiebné parametry snimani. Na obr. 23 jsou zpracované jasové profily pro mensi

rozliSeni, a to pro 512 x 512 pixell. Ani u tohoto nastaveni neni mozné rozeznat

zmény fluorescence v zavislosti na stimulacnim napéti. Po vypnuti stimula¢nich

proudi (obr. 23 - modré casti kiivky) jsou viditelna kolisani jasu jako pti spusténych

pulsech (obr. 23 - Cervené Casti krivky).
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obr. 23: Filtrované sekvence pro rozliSeni 512 x 512 pixelil. Cisla u grafii odpovidaji ¢islu

na hodnotu 128 x 128 pixeld.

sekvence z tab. 2. U obou sekvenci jsme pouZili velikost okna filtru 3

DalS$i moZnosti bylo opét sniZovat rozliSeni. Tentokrate jsme se dostali

5 Pokud jsou vymodelované stimula¢ni pulsy zakreslené v grafech, jsou vZdy znazornény Sedé a maji

minimalni hodnotu 0 mV a maximalni 30 mV.
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obr. 24 Filtrované sekvence pro rozliseni 128 x 128 pixelii. Cisla u grafii odpovidaji &islu
sekvence z tab. 2. U sekvence ¢isla 4 jsme pouZili filtr o velikosti okna 3, u pdté sekvence byla

velikost okna 13 a u sedmé 9

Pfi tomto rozliSeni jsme jiZ meéli vétSi moZnosti nastaveni ostatnich
parametrl. U sekvence Cislo 4 byla pouZzitd velmi mald rychlost skeneru (100 Hz)
atim byla dosaZena vyssi kvalita jednotlivych obrazl (vétsi akvizicni Cas, obr. 24).
V ¢asti, kde byla spusSténa stimulace jiZ lze vidét jisté zmény intenzity jasu, ovSem
po vypnuti stimula¢nich pulsu kolisda hodnota jasu podobné jako pri stimulaci.
Z téchto vlastnosti grafu mizeme vyvodit, Ze zména jasu je zpisobena hlavné Sumem.

Jakékoliv zmény parametrti u tohoto rozliSeni nedokazaly vylepsit vysledky.

[ pti pouziti vysokych hodnot poctu snimkili za sekundu byly zmény jasu nezavisle
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na stimulaci buniky. Proto jsme zmensSili rozliSeni, pfi kterém jesté dokaZeme snimat
celou buiiku. S rozliSenim 64 x 64 pixeli jsme nasnimali nékolik sekvenci (obr. 25).

Vysledek byl u vétSiny méreni podobny s predchazejicimi grafy.

Bez filtrace

0.06 spuiténé pulsy

zastavené pulsy

0.058
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t [s]
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U-UEE 1 1 1 1 1 1 1
0

obr. 25: Nasnimand sekvence C¢islo 14 s rozliSenim 64 x 64 pixelii pred a po vyfiltrovdni signdlu

(velikost okna - 7)

Po dal$im zmenseni rozliSeni by se nam jiZ nevesla celd burika do snimaného
pole mikroskopu. U tohoto méfeni ovSem analyzujeme pouze ¢ast bunky, kde
se snazime najit nejvétSi zmény intenzity fluorescence (viz. kapitola 5.1 Popis
experimentu). Proto jsme si nastavili na mikroskopu nejmensi moZné rozliseni, které
¢ini 64 x 16 pixelt.

U nejmensiho moZného rozliSeni jsme dosahli hodnoty aZz 25,21 snimku
za sekundu. Vzhledem ktomu, Ze jsme pouZivali pulsy o minimalni délce 0,5s,
je rychlost snimani obrazi plné dostacujici. Pri tak malém rozliSeni naopak mtiZeme
zvysit dobu akvizice, kdy se zbavime urcitého mnoZstvi Sumu a pritom budeme mit
poiad dostatecné Casové rozliSeni snimkl. Na obr. 26 jsou zobrazeny nékteré tyto

signaly po filtraci.
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obr. 26: Filtrované sekvence pro rozliseni 64 x 16 pixeliis. Cisla u grafii odpovidaji &islu sekvence
z tab. 2. U sekvence Cisla 18 jsme pouZili filtr o velikosti okna 13, u dvacdte sekvence byla

velikost okna 11a u dvacdté treti 21

U vSech namérenych grafi kolisd hodnota jasu nezavisle na stimula¢nim
napéti. Niz$i hodnoty rozliSeni obrazu nam umozZnuji zlepSit ostatni parametry
snimani, avSak ani to nepomaha k lepsim vysledktim.

Vysledné jasové profily jsou hodné zaSuméné, tudiZ nemizeme urcit velikost
zmény intenzity fluorescence na membrané bunky v zavislosti na obdélnikovych
pulsech. Sum v obrazech a nepiesnosti pfi méfeni mohou byt zplisobeny nékolika
nasledujicimi faktory. U nékterych pripravenych vzorkl dochazi k malému pohybu
bunék a pti delSich sekvencich ndm tento pohyb mtZe zptisobovat malé nepiesnosti

ve vysledném jasovém profilu jednotlivych méreni. Pohyb a celkové vSechny vysledky
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nam také ovliviiuje vitalita bunék. Nékteré bunky mohou byt poSkozeny
pri transportu, a tim ztraci své vlastnosti. U jinych méreni zavisi vitalita bunék
najejich stari. Dal$i Sum miZe byt zplisobeny pohyby kolem mikroskopu, kde
i pri malych vibracich dochazi kzna¢nému zaSuméni obrazu. U barviva dochazi
ke ztraté vlastnosti, pokud je vystaveno velkému svétlu, coz muize také ovliviiovat

vysledky. Barvivo kvalitu ztraci také starim, novéjsi barviva maji lepSi vlastnosti,

proto je vhodné vyhnout se star$Sim vzorkiim barviva.
5.7 Metoda zaloZena na vyméné roztoku

Jak uz bylo zminéno, jinou moZnosti pro zménu membranového napéti, a tim
i zménu vlastnosti napétové zavislych barviv navdzanych na membranu bunék,
je zména roztoku (tyrodu), ktery obklopuje bunky. Tato metoda je zaloZena na zméné
koncentrace iontl v riznych extracelularnich roztocich, které nam ovlivni vysledny
elektricky potencial kolem bunék. Ukolem je najit zpfisob, jak zjistit zmény
fluorescence vyplyvajici ze zmén koncentraci latek v extraceluldrnim roztoku, a tim
ziskat odpovéd na reakci barviva v elektrickém prostiedi. Méreni intenzity
fluorescence napétové zavislého barviva pred a po vymeéné tyrodii mizZe byt
komplikované, jelikoz pri ¢erpani roztokli mtize dojit k pohybu bunék, a tim mize
vzniknout problém nasnimat buriku se stejnymi parametry pred vyménou roztoku
apo vyméné roztokid. Nejvétsi nepresnost u této metody miZe byt zplisobena
predevSim nemoznosti zaostfeni mikroskopu na stejnou rovinu bunky pfi jejim
pohybu. Konfokalni mikroskop ndm umoziuje volit si rovinu fezu manudlné a nema
funkci, kterd by detekovala pohyb objektii vose z proto nedojde u méreni
na konfokdlnim mikroskopu k synchronizaci pohybu bunky s volbou roviny rezu
preparatu. Snimky buiniky budou mit v kazdém svém fezu jiné hodnoty intenzity
fluorescence, nezavislé na vlastnostech napétové citlivého barviva, tudiZ tato metoda
nemusi byt prilis vhodna pro méreni zmén vlastnosti navazaného barviva.

Pro vyhodnoceni vlastnosti napétové citlivych barviv pfi zméné
extracelularniho roztoku mutzeme pouzit jinou analyzu, ktera je zaloZena na jejich
emisnich spektrech. Samotné barvivo (di-4-ANEPPS) ma emisni a excitacni spektrum
zavislé na typu bunék, na které je barvivo navazané a také na prostredi, ve kterém se

buniky nachazeji (viz. kapitola 4 Napétoveé zavisla barviva).
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Fluorescence

Vinova délka

obr. 27: Posun emisniho spektra, kde Ag znaci zménu fluorescence v ,modré” édsti, tedy pri
nizsich hodnotdch vinové délky a Ar znaci zménu fluorescence v ,Cervené” Cdsti, tedy pri vyssich

hodnotdch vinovych délek [54]

Spektrum emisni fluorescence je zavislé na mnozstvi cholesterolu
v membrané. Pridepolarizaci buinikky dochazi ke zméné absorpcniho i emisniho
spektra. Zvysenim membranového potencidlu dojde k depolarizaci buiiky a emisni
spektrum se posouva doleva, tedy ke kratSim vinovym délkam. Pti repolarizaci je tato
zména opacng, spektrum se posune do vyssich hodnot vinovych délek (obr. 27). [54]

Pro realizaci méreni touto metodou jsme museli sestavit precerpavaci systém
(obr. 28), kde dojde kvyméné extraceluldrnich roztoki. Hlavnim prvkem
preCerpavaciho systému je perfuzni pumpa, kterd nam umoZni pomalou vyménu
roztokli. Soucasti precerpavaciho systému jsou také dvé hadicky, pricemz jedna
slouzi pro ptivod roztoku do misky s buitkami a druha odvadi prebyte¢ny roztok

z misky do odpadu.
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Smér Cerpani

Namichany roztok Roztok s burikami Odpad

obr. 28: Schéma precerpdvdni roztokii

Nejprve jsme si museli pripravit vzorek bunék, ktery je popsany v kapitole
5.2 Piiprava vzorku. Jedinym rozdilem bude zména zdkladniho tyrodu, ve kterém
se namicha vzorek s burtikami. Tento extracelularni fyziologicky roztok, jsme si museli
pripravit ve dvou variantach tak, aby mély rizné vlastnosti, co se tyce elektrického
potencidlu. Vysledné roztoky budou mit tedy rizné Kkoncentrace Kkladnych
a zapornych iontl. Takto pripraveny vzorek s prvnim roztokem a buinikami jsme
vlozili do misky se stfedovou jamkou, kterd je potrebnd pro snimani obrazi
u konfokalniho mikroskopu. O zménu extracelularnich roztokl se starda perfuzni
pumpa. Pumpa Cerpa druhy zménény tyrod zpripravené nadoby do misky
se vzorkem a zaroven odcerpava prebyte¢né mnozstvi ptivodniho tyrodu smichaného
s novym roztokem o jinych koncentracich kladnych a zapornych iontl (viz. kapitola
5.7.1 Priprava roztokd, obr. 28). Disledkem tohoto cCerpani dojde ke zméné
elektrického potencialu v extracelularnim prostredi a napétové citlivé barvivo zmeéni
sveé vlastnosti.

Pfed samotnou vyménou roztoki si musime zmérit emisni spektrum, které
budeme porovnavat se spektrem po vymeéné tyrodi. Béhem cerpani je dobré sledovat
danou bunku v konfokalnim mikroskopu a pribézné korigovat jeji polohu a rovinu
zobrazeni pomoci ovlddaciho panelu mikroskopu, protoZe srovnavame emisni

spektrum pied vyménou roztokii a spektrum po vyméné roztoki, které nasledné
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zmétime. Z tohoto diivodu musi byt preCerpavani provadéno pomalu, jelikozZ béhem
vymény tyrodd mize dochazet k pohybu bunék, a tim bychom mohli danou buiiku

ztratit ze zorného pole mikroskopu.

5.7.1 Priprava roztoku

Pro tento experiment si opét musime nachystat vzorek s buiikami. Postup pripravy
vzorku bude podobny jako u predchozi metody s pouzitim elektrodového systému.
Hlavnim rozdilem bude zménazakladniho roztoku. Ukolem tohoto externiho
fyziologického roztoku je zajistit buntkkdim podobné sloZeni, jaké ma mezibunécny

prostor. Tyto vlastnosti mizeme ovlivnit zejména podobnym sloZenim iontd.

tab. 3: Rozpis koncentraci ldtek pro extraceluldrni fyziologické roztoky

Slougenin Molarni hmotnost Mnozstvi latek pro M;o;s\’:z;liel:;;ro
4 [g/mol] zékladni tyrod [g/I] praveny ty
(g/1]
NacCl 58,44 7,8894 5,844
KCI 74,55 0,402 7,4556
HEPES 238,3 2,383 2,383
MgCl, 203,3 0,183 0,183
NaH,PO, 156,01 0,0515 0,0515

Pro méfeni je nutné si nachystat dva zakladni roztoky, které budeme
v pribéhu méreni ménit. Jeden roztok slouzi pro klidovy membranovy potencidl,
druhy bude depolarizovat membranu buiiky, a tim bude ménit vlastnosti napétové
citlivych barviv. U obou takto navrZenych zdkladnich roztoki jsme si odmérili jeden
litr deionizované vody. Pro zajiSténi potiebnych vlastnosti jsme v roztoku rozpustili
chemické latky podle tab. 3. Do namichaného roztoku jsme postupné pridavali
tif molarni NaOH, dokud jsme nedosahli hodnoty pH 7,4. Tuto hodnotu jsme nesméli
presahnout, aby nedochazelo k poskozovani bunék. Pro prvni tyrod jsme museli
doplnit 1,3 ml nachystaného NaOH, do upraveného roztoku to bylo 1,2 ml
tif molarniho NaOH.

Rozdilné vlastnosti kladnych a zapornych iontt obou tyrodii jsou zpisobeny

hlavné rozdilnymi koncentracemi NaCl a KCl. U druhého roztoku jsme zaménili
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100 mM NaCl za ekvimolarni mnoZstvi KCl. Tato zména odpovida hodnotam
pouZzitého mnozstvi latek uvedenych v tab. 3.

Pfred samotnym mérenim na konfokdlnim mikroskopu je vhodné pridat
do zakladnich roztoki glukézu a CaClz. Pro kazdy experiment jsme si nachystali 50 ml
téchto roztokd, ve kterych jsme rozpustili 0,0049 g CaCl; a 0,1 g glukdzy podle tab. 4.

Tyto latky maji vliv na chovani bunék a zlepsuji jejich vlastnosti. [55]

tab. 4: MnoZstvi ldtek, pridanych pred samotnym mérenim na konfokdlnim mikroskopu

. .o o1 Mnozstvi latek pro
Slougenin Molarni hmotnost Mnozstvi latek pro upraveny tvrod
v [g/mol] zékladni tyrod [g/1] praveny ty
[8/1]
Glukdza 180,15 2 2
CaCl, 110,98 0,0998 0,0998

Timto jsme si nachystali tyrod, ktery tvori zakladni extracelularni roztok
bunék, dalsi postup je podobny jako u piredchoziho experimentu. Do eppendorfové
zkumavky naméiime 1 ml upraveného zakladniho roztoku, do kterého pridame
100 pl pripravenych bunécnych kultur. Pro obarveni bunék pouZijeme napétové
citlivé barvivo di-4-ANEPPS, kterého bude poti'eba asi 5 pul. MnoZzstvi barviva mizeme
ménit po analyze jednotlivich méfeni experimentu. Cim vice barviva dodame,
tim 1épe zobrazime bunlky pod mikroskopem. Na druhou stranu si musime dat pozor
na to, abychom pti velkém mnoZzstvi barviva nezptisobili nechtény Sum pii snimani.
Prebytecné barvivo muze zptlisobovat fluorescenci v mistech, kde neni navazano
na membranu bunky. U snimani s konfokalnim mikroskopem to ma za nasledek
ruSivé fluoreskujici elementy na pozadi kolem bunék, které by jinak mélo byt cerné.
Dale musime napipetovat 10 ul pluronicu, coZ je latka, ktera umoZnuje barvivu
navazat se na membranu burky. Po pripravé roztoku se musi buriky nechat inkubovat
alespon dvacet minut. Po inkubaci je mozZné vzorek centrifugovat, kdy buriky sednou
na dno zkumavky, a tim mizeme odsat zbytek roztoku s barvivem, které se nenavaze
na membranu bunék. K bunikkam opét doplnime externi fyziologicky roztok. Pro lepsi
vysledky mliZeme vzorek opét centrifugovat, odsat prebytecné barvivo a doplnit
bunky roztokem. Timto postupem se zbavime velkého mnozstvi nenavazaného

barviva na membranu a vzorek je pripraveny k experimentu.

41



5.7.2 Namérené hodnoty

Po preCerpani roztoku doslo kvyméné iontl extraceluldrniho roztoku,
to zptlisobilo depolarizaci buiiky a naslednou zménu fluorescence napétove citlivého

barviva, které je navazané na membranu buinky.

obr. 29: Obrazek nasnimané bunky pred vyménou roztokii (a.) a po vyméné roztokii (b.)

Zména jasu pired a po vymeéné tyrodi neni prilis dobie rozpoznatelna lidskym okem
(obr. 29).

Pro analyzu jsme si museli vytvorit jednoduchy skript, podle kterého
miliZeme urcit zménu intenzity. Oba obrazy jsme si museli pfed samotnou analyzou
slicovat. Pro vypocet relativni odchylky jasu v obou obrazech jsme si urcili oblast
buiikky (membrany), kterou chceme analyzovat (obr. 30). Zptesnéni vysledku

dosdhneme opakovanym meéfenim rtiznych oblasti a vypoctenim jejich priméra.

obr. 30: Vybér oblasti membrdny pro vypocet relativni odchylky fluorescence
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Po tricatém zméreni ndm vysla primérna hodnota relativni odchylky jasu
mezi dvéma obrazy 7,1927 % (obr. 31). Tato hodnota se jiZ pri dalSim méreni prilis
neménila. Primérnd hodnota relativni odchylky se bude liSit v zavislosti na poctu

iteraci jednotlivych méreni odchylek a také na vybéru analyzované oblasti.
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obr. 31: Relativni odchylka fluorescence obrazii buriky pred a po vyméné extraceluldrniho

roztoku

U tohoto méreni intenzity fluorescence napétové zavislého barviva pred
a po vyméné roztokd mohlo dojit k nepresnostem, jelikoz pri Cerpani tyrodd doslo
k pohybu bunék. Pohyb bunék vose x a y jsme vytesili slicovanim obrazl. Vétsi
problém nastal v nasnimani obrazii ve stejné roviné rezu pii pohybu bunky (obr. 29),
kdy jsme si tuto rovinu museli nastavit manualné pomoci ovladaciho panelu
konfokalniho mikroskopu (viz. kapitola 5.7 Metoda zaloZzend na vyméné roztoki).
Proto nemtizeme buiiku nasnimat vzdy ve stejném fezu a tudiZ ndm zménu jasu mize
ovlivnit nejenom zmeéna vlastnosti napétové citlivych barviv, ale také rhzna
fluorescence barviva v riizném fezu buiikou.

Jinou moZnosti srovnani vlastnosti napétové citlivych barviv je zméreni jejich
spektralnich vlastnosti pred a po vyméné fyziologického externiho roztoku. Jak jiz

bylo zminéno emisni spektrum barviva di-4-ANEPPS se méni v zavislosti na typu
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bunék, na které se navaze a také na extracelularni prostredi obklopujici bunky.
Pii vymeéné roztoki dojde k posunu spektra. [49][34][35]

Nejprve jsme si zméfili emisni spektrum vzorku pred vyménou tyrodd.
Po precerpani 10 ml zakladniho externiho roztoku jsme si opét na stejné burice
zmérili emisni spektrum fluorescence. Jednotlivé spektra jsme zprimeérovali a zanesli

do grafu (obr. 32).
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obr. 32: Emisni spektra fluorescence pred a po vyméné roztokii

Po vyméné roztokd doslo k posunu emisniho spektra ke kratSim vinovym
délkam. Podle obr. 32 je zrejmé, Ze vétsi posun spektra nastal na vzestupné casti
spektra. Priimér tohoto posunu ¢ini 5,7193 nm. Primérny posun na sestupné Casti
je o néco mensi (1,3409 nm). Oba tyto posuny jsou charakteristické pro dané roztoky,
kde byly pouZity mysi fibroblasty. Jak jiZ bylo rec¢eno, kazdy roztok ma své specifické
spektralni vlastnosti. Pro presnéjsi analyzu bychom museli experiment opakovat
mnohokrat nezavisle na jednotlivych mérenich s presnym postupem pri pripravé
vzorkl. Nasim mérenim jsme ovSem dokazali, Ze zménou roztokl dojde ke zméné
spektralnich vlastnosti barviva, av§ak z malého po¢tu méreni nemizeme piesné urcit

tyto charakteristickeé vlastnosti barviva navazaného na pouzité bunky.
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Zaver

Cilem této diplomové prace bylo vytvorit reSerSi na téma metody fluorescencni
a konfokalni mikroskopie s vyuZitim napétové citlivych barviv pro méreni zmén
membranového napéti a vybrat vhodnou metodu méreni membranového napéti
s vyuZzitim napétové citlivych sond. Uvodni  kapitoly  pojednavaji
o zakladech elektrofyziologie ZivociSnych bunék, vysvétluji fluorescenci a jeji typické
vlastnosti a vénuji se popisu fluorescen¢niho a konfokalniho mikroskopu. Prace dale
pojednava o vlastnostech afunkcich napétové citlivych barviv a velkd cast
je v ni vénovana popisu experimentu s témito latkami.

Pro experiment bylo nutné stanovit postup pro meéreni membranového
napéti nadostupnych volnych buiikdch s vyuzitim napétové citlivé sondy
di-4-ANEPPS  pomoci konfokdlniho  mikroskopu. Pro stimulaci vzorka
pod konfokalnim mikroskopem je vytvoren elektrodovy systém tak, abychom mohli
snimat obraz z mikroskopu za soucasného pouziti elektrickych pulst, které nam méni
vlastnosti napétové citlivych barviv. Tyto zmény elektrického pole kolem bunék
zplsobuji zménu intenzity fluorescence.

Béhem prace bylo naméreno neékolik desitek sekvenci, obrazovych
a spektralnich dat. VeSkeré namérené vysledky byly zpracovany a analyzovany.
Po kaZzdém meéreni a zpracovani dat se volil postup méreni pro dalSi opakovani
experimentu tak, aby bylo dosazeno co nejlepsich vysledkd. Pro jednodussi analyzu
dat byl vytvoren program, ktery dokaZe prehledné zpracovat namérené vysledky.

Po zpracovani a analyze vSech vysledki namérenych s elektrodovym
systémem bylo zjiSténo, Ze nasnimané zmény fluorescence konfokalnim
mikroskopem v zavislosti na stimulacnich pulsech neodpovidaji teoretickym
predpokladiim. Vysledné jasové profily jsou hodné zasuméné, tudiZ nelze urcit
velikost zmény intenzity fluorescence na membrané bunky v zavislosti
na obdélnikovych pulsech.

Zména intenzity fluorescence je podle teoretickych predpokladii 10 %
na 100 mV. V této praci byly pouZité pulsy o velikosti napéti 30 mV. Celkové zmény
intenzity barviva v experimentu se tedy predpokladaly v rozmezi tfi procent. Velké

mnozstvi Sumu, které bylo mérenim zpisobeno, jiz prevysSuje takto malé zmény
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v uzitecném signalu. Hlavni nepresnosti u tohoto méreni byl samotny konfokalni
mikroskop, ktery neni prizplisobeny ke snimani takto malych zmén intenzity
fluorescence. Ani po pouziti filtrti a rizného nastaveni akvizi¢nich parametri nebylo
mozné detekovat zménu fluorescence v zavislosti na napéti. DalSi Sum a nepresnosti
méreni jsou popsany v kapitole 5.6 Namérené vysledky s pouzitim elektrodového
systému.

Vysledky experimentu se daji interpretovat tak, Ze navrZena metoda neni
vhodnad ke zkoumdni zmén intenzity fluorescence napétové citlivého barviva
di-4-ANNEPS v konfokalni mikroskopii pri pouZiti navrhovaného elektrodového
systému.

Posledni ¢ast prace tvoii metoda zaloZena na vyméné roztokl. Pro tuto
metodu je v praci vyhrazena podstatné mensi ¢ast oproti hlavni zkoumané metodé
s vyuzitim elektrod. Po nékolika mérenich a zpracovani vsech vysledkt byly zjiStény
zmény ve spektralnich vlastnostech barviva navazaného na bunky. V této praci jiz
nebyl prostor pro zkoumani podrobnéjSich spektralnich vlastnosti navazaného

barviva, coz mlze byt téma dal$i samostatné prace.
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A. Popis priloZzenych souborti na CD

Adresar CD:\
e Jan_Tkac_DP.pdf - elektronicka verze diplomové prace
e README.txt - popis souborti na CD
Adresar CD:\Voltage sensitive dyes
e voltage_sensitive_dyes.m - spoustéci soubor hlavniho programu pro analyzu
nasnimanych sekvenci
Adresar CD:\pomocné skripty\posun spekter
e posun_speter.m - soubor pro vypocet posunu spektra v metodé zaloZené na
vymeéné roztoki
Adresar CD:\pomocné skripty\ukladani dat
e ukladani.m - priklad uloZeni sekvence obrazi do souboru
Adresar CD:\pomocné skripty\zména jasu
e brightness_difference.m - soubor pro vypocet zmény jasu u metody zaloZené

na vymeéné roztokul
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