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Abstrakt

Upravy povrchov materialov pre kontakt so Zivymi tkanivami a napodobenie prirodzeného
prostredia bunky je stale viac predmetom zdujmu pre ich potencionalne vyuzitie v tkanivovom
inzinierstve. Jedna z moznosti modifikovat’ povrch materidlu je vystavenie materidlu i¢inkom
plazmy elektrického vyboja v parach cyklopropylaminu. V tomto type plazmy dochadza
k nizkotlakovej plazmovej polymerizacii, ktord vytvori tenku povrchovu vrstvu obsahujicu
aminové skupiny. Ako sledovacia technika bol pouzity multimodalny holograficky mikroskop
MHM Q-Phase pre ur¢enie biokompatibility takychto materidlov. Ten umoziuje pozorovanie
v kvantitativnom fazovom zobrazeni, kde je faza priamo umerna suchej hmote bunky. Z toho
vychadza moznost urcenia roéznych parametrov buniek, ktoré sa stavaji parametrami
urcujucimi biokompatibilitu materidlov. Na zéklade vysledkov, tenké vrstvy bohaté na aminové
skupiny zlepsili podmienky pre adhéziu a proliferaciu buniek.

KPucéové slova

Multimodalny holograficky mikroskop, kvantitativny fazovy obraz, plazmova polymerizacia,
adhézia buniek

Abstract

Surface treatment of materials for the cell-surface interaction and imitating intrinsic
environment of cells is still subject of matter for their potentional usage in the bioengineering.
One of the options to modify the surface of material is exhibiting them to effects of plasma of
electrical discharge in steam of cyclopropylamine. In this type of plasma, the low pressure
plasma polymerization takes place, which creates thin amine-rich layer. There is an assumption
that this type of layer is appropriate for cell adhesion and proliferation. As a superior technique
for a label-free monitoring of the cell-surface interaction, multimodal holographic microscope
(MHM) Q-Phase was exploited to determine the biocompatibility of materials. MHM enables
observation in quantitative phase imaging, where the phase is directly proportional to the cell
dry mass. This gives opportunity to define various features able to determine the
biocompatibility of materials. According to the results amine-rich films enhanced the
conditions for the cell adhesion and proliferation.
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adhesion
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1. Uvod do interferenénej mikroskopie

V dnesnej dobe je mikroskopia neoddelitelnou sucastou mnohych vednych disciplin. Jednou
z nich je cytoldgia, oblast’ zaoberajuica sa bunkami zivych organizmov. Pozorovanie takychto
objektov pod svetelnym mikroskopom nardza na problém. Bunky patria medzi transparentné
objekty, tzn. objekty, ktoré slabo absorbuju a rozptyluju svetlo. Tieto objekty sa tiez nazyvaji
fazové kvoli posunu faze svetla spésobeného rozdielnym indexom lomu objektu od okolia. Oko
je schopné vnimat’ len rozdiely intenzity svetla, teda kvadrat komplexnej amplitady. To
znamena, ze tieto objekty sa stavaji pre oko takmer neviditelné. S rieSenim priSiel Frits
Zernike, ktory vynasiel mikroskopiu s fazovym kontrastom (Nobelova cena 1953) [1,2]. Tato
metoda umoziuje fazovy posun svetla, sposobeny objektom, zmenit na rozdiely jasu v obraze.
S d’al§imi zlepSeniami fazového kontrastu prisli Normanski a Hoffman[3,4]. Napriek tomu tieto
metddy stdle neumoznuji kvantitativnu detekciu fazy. Celkové rieSenie poskytla az
interferen¢néd mikroskopia s prichodom digitdlnych kamier.

Obecne sa interferencné mikroskopy delia podl'a uhlu medzi referen¢nou a predmetovou
vetvou na osové (in-line) resp. mimoosové (off-axis), ktoré spolu zvieraju nulovy resp.
nenulovy uhol.

Osové usporiadanie [5,6-9] nepozaduje pouzitie koherentnych zdrojov, z ¢oho vyplyva
vyznamné potlaéenie koherentného $umu a hibkové diskriminacia pomocou koherenénej brany
[10]. Nevyhoda spociva v rekonStrukcii predmetovej viny, kedy je potrebné
zaznamenat viacero hologramov s réznymi fazovymi posunmi.

Mimoosové systémy[ 11,12], oznaCované aj ako digitalne holografické mikroskopy (DHM)
pozaduju pouzitie koherentnych zdrojov pre vytvorenie interferencného obrazca. Takéto
osvetlenie ale degraduje kvalitu zobrazenia vplyvom parazitnych frekvencii a koherentného
Sumu a znemoZznuje pozorovanie preparatov v rozptylnom prostredi. Tiez lateralne rozliSenie
DHM je nizSie v porovnani s konvenénymi optickymi mikroskopmi. Vyhodou je, ze pre
rekonstrukciu postaci jediny snimok Co zrychluje zobrazovanie a umoziluje pozorovat
dynamické deje.
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2. Historia interferen¢nej mikroskopie

Zrod holografie prichadza s menom Dennis Gabor v roku 1947. Vtedy Gabor pracoval
na usporiadani elektrénovych mikroskopov, ktoré podla vypoctov mali mat’ mnohonasobne
vacsiu rozliSovaciu schopnost’ ako optické mikroskopy. Problém, ktorému Gabor celil bol
v nepresnosti fokusovania elektronovych vin pomocou magnetickych SoSoviek a dalich
skresleni [13]. Gabor dufal, Ze sa mu podari tento problém vyrieSit pomocou optickych
komponentov a oCakaval, ze elektronovy hologram moéze byt zrekonstruovany vo viditelnom
spektre so zvacSenim Aviditerné/Aelektron , CO sa ukazalo byt neuspesné. Gaborove rieSenie prislo
s napadom skombinovat’ objektovu vinu s referencnou za vytvorenia interferencného obrazca.
Obrazec obsahoval vsetky informdacie o rozdiele fazy medzi objektovym a referenénym
zvizkom. Interferenény obrazec bol zaznamenany vo forme priestorovo premennej
priepustnosti amplitddy, pouzitim striebornej halogenidovej fotografickej emulzie.
Po spracovani bola emulzia osvietena referencnou vinou. Pévodna vina, vratane jej faze, bola
zrekonStruovana pomocou difrakcie. Gaborovi ale stalo v ceste eSte par prekazok k progresu
tejto metddy. Jedna z nich bola, Ze svetelny zdroj s koherentnou dizkou viac ako par milimetrov
neboli jednoducho dostupné. Tento problém sa ale vyriesil s prichodom laseru a v roku 1971
obdrzal Gabor Nobelovu cenu za fyziku. Na Gaborov obdivuhodny napad naviazali v 60.
rokoch Leith a Upatnieks, ktory prisli s ndpadom mimoosového usporiadania, ¢o polozilo
dalSie zaklady holografie.

Gaborove povodné usporiadanie je na obr. 1. Bodovy zdroj monochromatického svetla
je kolimovany Sosovkou, kde vysledny kolimovany zvidzok osvetl'uje polopriepustny objekt.
Svetlo difraktuje na objekte a rozkladd sa na dve Casti - rozptyleni a nerozptylenl Cast.
Fotograficky film zaznamena Fresnelov difrakény obrazec vystupujuci z objektu.
Vo vzdialenosti z za objektom zaznamenal film distribiciu intenzity generovanu interferenciou
rozptylenej a nerozptylenej Casti.

Film

Objekt
Sosovka ;,"

X

‘d
\_Y—)

z

Obr. 1 : Zaznam Gaborovho hologramu. Prevzaté a upravené z [17].

Rekonstrukcia hologramu je na obr. 2. Osvietenim hologramu, teda rekonStrukciou, dostavame
dva obrazy zo vzdialenosti z a —z, redlny a virtualny. Nevyhodou Gaborovho usporiadania je,
ze pre rekonstrukciu je potreba zaznamenat’ niekol’ko snimkov s ré6znymi fazovymi posunmi.

Vyznamny rozvoj a zdokonalenie Gaborovej metody priniesla dvojica Leith
a Upatnieks [31]. Leith a Upatnieks navrhli off-axis usporiadanie zabezpecujice zachovanie
informacie o faze v jedinom holograme.
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Obr. 2: Rekonstrukcia Gaborovho hologramu. Prevzaté a upravené z [17].

Obr. 3 znazoriuje zaznam off-axis hologramu, kde ide v podstate o Gaborovu metdédu doplnenu
o monochromaticky rovinny referencny zvdzok. Predmetova vlna difraktuje na objekte,
kde meni svoju amplitidu a fazu a pokracuje d’alej ako Fresnelov difrakény obrazec. Pred
fotografickym filmom wvznikd Struktura hologramu, kedy interferuje predmetova vilna
s referenénou. Jednotnil $trukturu interferencie tychto dvoch vin ovplyviiuje difraktovana vina

predmetovej vetvy. Tym vznikd hologram s informéciou o amplitide a faze.

Film

]

T A TR T A D AN

SN
=

| KEF A
=

Obr. 3: Off-axis usporiadanie Leith a Upatnieks. Prevzaté a upravené z [17].
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3. Holografia na VUT

Za pociatok holografickej mikroskopie na VUT by sme mohli povazovat’ rok 1999 kedy R.
Chmelik a Z. Harna publikovali prace o novo postavenom mimoosovom holografickom
mikroskope vyuzivajicom nekoherentné svetlo a achromaticky interferometer [14,15].
Zamerom stavby tohto mikroskopu bolo docielit’ optickych rezov z konfokalnej mikroskopie
nerastrovacou metodou. Vyuzitie mal najst’ pri vysoko presnom merani povrchov. Na zaklade
toho bol zvoleny reflexny mod. Optickd schéma mikroskopu je na obr. 4.

CCD

Obr. 4 Schéma holografického mikroskopu vyuzivajici reflexiu. Zdroj svetla (Z). Osvetl'ovacia optika (OS), Difrakéna
mriezka (DM), Zrkadla (Z1, Z2). Deli¢e zvizkov(DS1, DS2), Objektivy (O1, 02, O3), Referen¢né zrkadlo (RZ), Vzorka
(Vz), Vystupna rovina (VR). Prevzaté z [16]

3.1. Koherenciou riadeny holograficky mikroskop (CCHM) prvej generacie

Dalsim krokom vo vyvoji bolo usporiadanie vyvinuté Kolmanom a Chmelikom [18]. Ilo o
mikroskop prvej generacie nazyvany koherenciou riadeny holograficky mikroskop (CCHM).
Transmisné usporiadanie ho predurovalo na vyuzitie pozorovania biologickych vzoriek.
Mikroskop pracuje v l'ubovolnom stupni koherencie pouZitého svetla. Tymto sa stava
koherencia novym parametrom urcujicim vlastnosti mikroskopu. Pri vysokom stupni
koherencie svetla odpovedaju vlastnosti mikroskopu vlastnostiam komer¢nych holografickych
mikroskopov. Vznikd koherenny Sum a parazitické interferencie. Na druhej strane je zase
mozné numericky preostrovat’ vo velkom rozsahu a vytvorit’ 3D zobrazenie z jediného
hologramu. Znizovanim casovej a priestorovej koherencie sa zacCinaji prejavovat’ konfokalne
vlastnosti spdsobené koherencnou branou, kedy sa stracaju spominané nevyhody [18]. Efekt
koherencnej brany bol overeny viacerymi pracami [19,20,21].

Hlavnym dévodom kons$trukcie CCHM prvej generacie bolo pozorovanie buniek in
vitro. Pozorovanie v kvantitativnom fazovom kontraste umoznuje zobrazit bunky s
dostato¢nym kontrastom bez pouzitia fluorescencnych farbiv. Optické usporiadanie je na obr.
5.
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Obr. 5 Schéma CCHM prvej generacie: Zdroj (S), Sosovka (L), Difrakénd mriezka (D), Zrkadlo (M), Kolektor (C), Objektiv
(0), Vzorka (Vz), Referenénd vetva (R), Vystupna rovina (OP), Sosovka (OL). Prevzaté z [18]

3.2. CCHM druhej generacie

CCHM prvej generdcie znamenal velky krok vpred a podal pomocnt ruku pri vyvoji CCHM
druhej generacie, ktory bol navrhnuty prave kvoli nedostatkom prvej generacie. Pri vyvoji tejto
novej koncepcie CCHM vzniklo niekol’ko navrhov optického usporiadania mikroskopu. VSetky
koncepcie boli zalozené na off-axis holografii s vyuzitim difrakénych mriezok na zaistenie
achromaticity interferometra podla [22]. Tvorba navrhov optickych usporiadani sa drzala
poziadavkou ako achromaticita, asovo a priestorovo nekoherentné osvetlenie, neobmedzena
priepustnost’ v celom viditel'nom spektre a viac v [28]. Tieto ndvrhy podporili vznik kone¢ného
navrhu novej koncepcie mikroskopu CCHM druhej generacie.

3.3. Multimodalny holograficky mikroskop (MHM) Q-Phase

Multimodalny holograficky mikroskop navrhnuty na VUT UFI v Brne skonstruovany
v spolupraci s firmou TESCAN Brno s.r.0. vychadza z druhej generacie koherenciou riadené¢ho
holografického mikroskopu. Oproti druhej generacii boli urobené zmeny pre zvySenie
uzivatel'ského komfortu. Ugastnici tohto projektu boli oceneni Najlepsou spolupracou roku
2013 [29]. MHM dokazZe pracovat’ v troch modoch zobrazenia: transmisny, reflexny a epi-
fluorescenény mod.

3.3.1. Optické usporiadanie transmisného médu MHM Q-Phase

MHM Q-Phase pozostava z osvetl'ovacej sustavy, zobrazovacej ststavy a z detektoru. Vyuziva
optické usporiadanie zaloZené na interferometre Mach-Zehnderovho typu pre achromaticku
mimoosovu holografiu.

PloSny zdroj generuje priestorovo 1ic¢asovo nekoherentné svetlo prechadzajice
kolektorom, ktory zobrazuje rovinu zdroja do prednej ohniskovej roviny kondenzoru pre
zaistenie Koéhlerovho zobrazenia. Svetlo je rozdelené delicom zvédzkov do dvoch vetiev,
referenCnej a objektovej. Referencna aobjektova vetva su  tvorené zhodnymi
optickymi prvkami pre vytvorenie rovnakej optickej drahy, poZadovanej nizkokoheretnym
zdrojom.

Délezitym prvkom je transmisné difrakéna mrieZzka, ktora je umiestnena v ohniskovej
rovine tubusovej SoSovky referencnej vetvy mikroskopu a je zobrazend do vystupnej roviny
podla zédkladného principu navrhnutého Leithom [27]. Povrch difrakénej mriezky je priamo
zobrazeny vystupnym objektivom do vystupnej roviny. Zvizok rozlozeny do difrakénych radov
je obmedzeny filtrom, ktory prepusta len 1. rad. Tym, Ze je vyuzity len prvy rad, Struktira

16


https://cs.wikipedia.org/wiki/%C3%96

vrypov mriezky nie je vo vystupnej rovine rozliSend. AZ interferenciou referencného
a predmetového zvizku vznikd vo vystupnej rovine interferencnd Struktira. Vysledna
interferencna Struktira je teda tvorena ststavou pruzkov rovnobeznych s vrypmi mriezky. Tato
Struktira ma priestorovu frekvenciu zhodnu s priestorovou frekvenciou f; vrypov difrakéne;j
mriezky znizenu vplyvom zvicSenia mor vystupného objektivu. Tuto frekvenciu nazyvame
nosnou frekvenciou fc a plati [28]:

_ e

Moy,

fc (3.1)

Pre achromaticitu interferometru je rozhodujuce spravne nastavenie uhla g (uhol medzi
referenénou a predmetovou vetvou vo vystupnej rovine) pre vietky pouzité vinové dizky. Inak
je vyrazne ovplyvneny kontrast interferenénych prazkov. To znamend, ze su kladené vysoké
naroky na precizne zosadenie optickych prvkov sustavy.

Obr. 6 Schéma MHM Q-Phase: Zdroj (S), Apertarna clona (A), Filter (F), Kolektorova Sosovka (Kol), Zrkadlo (Z),
Kondenzory (K1, K2), Vzorka (P), Referen¢ny objekt (R), Objektivy (O1, O2), Difrakéna mriezka (DM), Deli¢ zvizku,
Tubusové sosovky (T1, T2), Vystupné objektivy (V1, V2), Vystupna rovina (VR), Detektor (D). Prevzaté z [34]
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3.3.2. Spustenie a nastavenie MHM Q-Phase

Mikroskop (obr. 7) sa spusta pomocou vel'kého centralneho spinaca umiestneného na boxe.
MHM Q-PHASE pouziva svoj vlastny software Q-PHASE, vdaka ktorému je takmer plne
automatizovany. Priamy kontakt s mikroskopom nastava jedine pri vkladani vzorku a sklicok,
zasuvani pol'nej clony a jej doostrenia. Mikroskop vyuziva 5 objektivov (zvicsSenie: 4x, 10x,
20x, 40x, 60x) a farebné filtre, z ktorych najviac vyuzivany je filter s vinovou dizkou 650nm.
Dal§im dolezitym parametrom pre experiment je hodnota apertiirnej clony, ktorou uréujeme
hodnotu priestorovej koherencie. MHM udrzuje po cely ¢as zhodni konStantnu teplotu
v referencnej a objektovej vetve, tak aby boli zabezpecené vhodné podmienky pre pozorovanie
zivych buniek.

Obr.7: Multimodalny holograficky mikroskop na tstave experimentalnej biofotoniky na VUT v Brne.

Samotné nastavenie MHM pre experiment spociva v zapnuti lampy a vloZeni vzorky.
Dalej je potreba absolutnym ostrenim najst’ rovinu vzorku. Zasunie sa polna clona, ktort
doostrujeme pomocou manualne otacavej hlavice v predmetovej vetve a v referencnej vetve
pomocou vlozenych skli¢ok. Néasledne pol'nu clonu otvorime. Obrazy su automaticky zosadené
na seba. V d’alSom kroku je treba naladit’ interferenciu, ¢o je docielené automaticky. Nakoniec
podl'a potreby doostrujeme obraz pomocou relativneho ostrenia. Priebezné doostrovanie obrazu
prebieha pocas celého experimentu kvdli nerovnostiam, ¢o znemoziiuje automatické zberanie
dat.

3.3.3. Numerické spracovanie hologramu

Hologram vzniknuty interferenciou vetiev je zaznamenany na CCD kameru. Hologram je
vlastne intenzitny obraz, v ktorom je implicitne uchovana informécia o amplitude a faze. Je
numericky spracovavany softwarom pocitaca. Ten pouziva metddy rychlej Fourierovej
transformacie (FFT).

Na hologram je aplikovand FFT. Tym je ziskané spektrum priestorovych frekvencii,
v ktorom su zrejmé 3 oblasti (viz. obr. 8b). Prostrednd oblast’ je DC komponent, ktory vypoveda
o homogénnom pozadi a pre d’alsie Gcely je neuzitoény. Dalsie dva ¢leny s symetricky
rozlozené vzhl'adom k DC komponentu asu od neho vzdialené o hodnotu priestorovej
frekvencie interferen¢nych pruzkov. Vyrezom sa vyberie jeden z tychto dvoch ¢lenov tak, Ze
jeho maximalnu intenzitu umiestnime do stredu vyrezu a aplikujeme inverznu FFT (IFFT).
Ziskame tak komplexnu amplitidu zobrazenia vzorky. Z nej je mozné vypocitat fazu
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a intenzitu predmetovej viny. Intenzitny obraz odpovedd obrazu konvenc¢ného optického
mikroskopu a fazovy obraz odpoveda zmene optickej drahy predmetovej viny voci referencnej,
sposobenej vzorkou [28].TakZe uhol komplexného ¢&isla odpoveda rozdielu fazy dvoch vin
a kvadrat modulu urcuje intenzitu zobrazenia. Pre uhol plati:

Im[a(x,y)]

ox,y) = arctan(Re[a(x D] 3.2

kde a(x,y) je komplexna amplitida. Ak sa vo fdzovom obraze objavia skoky rozdielu fazy,
vzniknuté v miestach, kde faza dosahuje hodnot +m, je nutné ich odstranit’ a fAzu naviazat
(unwrapping) [30]. Odstranenie sa prevedie pri¢itanim, alebo od¢itanim hodnoty 2mn, kde # je

celé Cislo. Ku skokom dochédza z definicie funkcie arctan(x), ktora je definovanéd len na
intervale (— % ; g).

a)

b)

Obr. 8: Spracovanie obrazu: a) hologram, b) spektrum priestorovych frekvencii, ¢) obraz amplitudy, d) obraz faze, e) obraz
naviazanej faze. Prevzaté z [Kovarova 4]

K ziskaniu kvalitného obrazu je eSte potrebné kompenzovat’ deforméciu fdze spdsobent
nepresnostami optického systému, jeho aberaciami, neidedlnou poziciou vzorky, c¢i
nedokonalou rekonStrukciou predmetovej viny. Toto rieSia dve metddy, Statisticka (vyZaduje
manualny zasah) a dynamicka (automatickd). St zaloZené na vytvoreni polynomiélnej plochy,
ktora ¢o najpresnejSie kopiruje deformované pozadie. Tato plocha je od¢itand od obrazu faze
[25].
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4. Vyznam faze v obraze

Fézové zobrazenie objektov v MHM Q-PHASE poskytuje kvantitativnu informaciu faze. T4 je
umernd drahovému rozdielnu objektovej a referencnej vetvy (obr.9). Tento rozdiel je
vyjadreny nasledovne [24]:

2 2
Ap(x,y) = TH [ (h—d(x,)) +n. (x,y)d(x, )] - ;nmh

o 4.1
= Td(-x; Y)An(x. }’)

kde 1 je vlnova dizka osvetlenia, 7, je index lomu média, 7. je index lomu bunky, % je vyska
pozorovacej komorky, d je vyska bunky a An je rozdiel medzi indexom lomu bunky a média.

Np o

|

Obr. 9: Znazornenie optickych drah predmetovej (vl'avo) a referencnej vetvy (vpravo); nm — index lomu média, ny — index
lomu bunky, d — vyska bunky, h vyska pozorovacej komorky.

Objavuju sa dva pristupy v dostupne;j literatire k interpretacii obrazovej faze. Podl'a prvého
z nich zavisi hodnota indexu lomu bunky 7, na obsahu suchej hmoty bunky podl'a vztahu [26]:

ny(x,y) =npy + aC(x,y) 4.2

kde o je refrakény prirastok (ml/g) a C je koncentracia suchej hmoty v roztoku (g/ml). Dalej sa
predpoklada, ze rozne zloZzky bunky maji vel'mi podobné Specifické refrakéné prirastky, a preto
je spomalenie faze svetelnej viny prechddzajicej Zivou bunkou umerné hmote bezvodného
obsahu bunky, teda suchej hmote. Nasledujuci vzt'ah udava plo$nt hustotu suchej hmoty bunky
[26]:

p)
- 4.3
p(x,y) S Ap(x,y)

Druhy pristup aproximuje bunku jedinou hodnotou indexu lomu a informécia o faze je
prepocitand na vySku bunky podla vzt'ahu (4.1). Typické hodnoty aproximécie indexu lomu
bunky st 1,38 - 1,41 [32].

5. Software Q-Phase a segmentacia watershed

Aby sme mohli identifikovat’ a kvalitativne popisat’ ziskané data, teda fibroblasty, je potrebné
ich v obraze najprv spravne vysegmentovat’. Segmentacia sliZi na presné urcenie hranic buniek,
rozdelenie v pripade zhlukovania a odstranenie neziaducich objektov v obraze.

Q-Phase je software vyvinuty na VUT v spolupraci s TESCAN s.r.0. pre automatizaciu
MHM Q-Phase. V ramci biologickych tcelov Q-Phase ponika modul cell detector. Tento
modul pouziva marker-controlled watershed techniku pre segmentéiciu buniek. Segmentaciu
a urCovanie hranic je mozné ladit’ parametrami background threshold, minimum a maximum
cell weight, ¢im sa uddva aj prah pre odstrdnenie nechcenych artefaktov. Vysegmentované
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obrazy st ulozen¢ a d’alej spracovavan¢ v MATLAB-e.

Segmentéaciou rozumieme rozklad obrazu na podmnozinu pixelov, ktoré sa nazyvaja
objekty. Objekty nutne nemusia byt disjunktné. Medzi objektmi sa definuje Specialny objekt,
ktory sa nazyva pozadie. Toto je objekt, ktory nechceme analyzovat. Nasledujice metody su
vyuzivané pri spracovani obrazov v Q-Phase.

Thresholding

Prvou podmienkou pre spravnu segmentaciu pomocou thresholing-u su svetlé objekty na
tmavom pozadi, alebo naopak. Druhou podmienkou je bimodéalne rozloZenie histogramu.
V takomto histograme sa nachadza lokélne minimum, ktoré tvori priblizny prah a rozlozi obraz
do dvoch tried. Po aplikovani thresholdingu vznikd bindrny obraz. Pre zlepSenie metody je
mozné pouzit’ adaptivne prahovanie, kedy sa vybera histogram postupne z kazdej Casti obrazu
a vhodne urci parameter k.

Na obr. 10 je histogram, v ktorom os y urcuje pocetnost’ /(i) hodndt pixelu i.
Rozhodujicim faktorom je spravne uréenie parametru k.

h(i) Trieda 0 Trieda 1
A

K

Obr. 10: Histogram s bimodalnym rozlozenim pocetnosti h(i) s parametrom k.

Dilatacia, Erozia

Tieto operacie sa pouzivaju pre d’alSie spracovanie binarneho obrazu ziskaného prahovanim.
Oznac¢me Oy okolie pixelu x;; (tvar okolia je 'ubovolny). Nech 4 = [a;] je povodny
obraz a B = [bjj] je novy obraz. Ak plati, ze b;; = max Oj;, na A bol pouzity max filter a ak b; =
min Oy, bol pouzity min filter.
Pouzitie filtrov je vidiet na obr. 11. Ak mame svetly objekt a tmavé pozadie max filter
sposobuje zvicsenie objektu a nazveme ho dilataciou a min filter sposobuje zmensenie objektu
a nazveme ho eroziou.
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Opening, Closing

Opening a Closing vyuzivaju erozie a dilatacie. Closing je definovany ako aplikacia dilatacie
nasledovana er6ziou s rovnakym okolim. Opening je opakom Closing-u.

Tieto operacie (aj erdzia a dilatidcia) maji spolo¢ny ndzov morfologické operacie. Ich
vysledkom st rdzne zjednodusenia Struktary objektov, zapliiovanie dier, odstranenie tenkych
Ciar, ale zaroven celkovy tvar objektu sa (zvdcsa) neporusi. Jednotlivé obrazky znazornuju
vysledky aplikacie operacii.

Obr. 61: Vzdy zl'ava doprava a) povodny obraz, b) dilatovany obraz, c) iteracia erdzie, d) opening, e) closing.

Watershed transformdacia a flood-fill

Watershed transformacia (obr. 12) transformuje Sedotonovy obraz na topograficky reliéf. Tato
transformacia sa dosiahne tak, ze hodnotu pixelu budeme povaZovat’ za hodnotu vysky reliéfu.
Potom mdZeme watershed transforméciu povaZovat za transformaciu vytvarajucu horsky
hrebeni, ktory formuje hranice medzi dolinami. Takto vytvoreny povrch zaneme
»zaplavovat“(flood-filling) od minima aak zabrinime spdjaniu zaplavenych oblasti
pochéadzajucich z ré6znych zdrojov, rozdelime obraz na dve rozdielne mnoZiny: catchment
basins a watershed lines. Operéaciu zaplavovanie je mozné vidiet’ na obr. 13.

Obr. 7: Aplikéacia watershed transformacie.
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Obr. 8: Aplikacia zaplavovania (flood-fill).

Marker-controlled watershed segmentdacia MCWS

Tato metdda je vstavand v program Q-PHASE apomocou nej prebieha segmenticia
vystupného fazového obrazu MHM. MCWS kombinovane vyuziva vSetky spominané metody.
Marker-controlled znamena, ze segmentécia je usmeriiovand markermi. Tie slizia k tomu, aby
nedoslo k prehnanej segmentacii. Pocet markerov urcuje pocet vysegmentovanych objektov.

6. Ziskavanie morfologickych parametrov buniek

Obrazy vysegmentovanych buniek boli prevedené do prostredia MATLAB, kde prebicha
identifikacia buniek ako separovanych objektov a vypocet parametrov charakterizujicich
bunky. MATLAB ponuka objektovo orientované programovanie, v ktorom bol napisany M-file
vyuZivajlci vstavant funkciu regionprops. Funkcia regionprops sliiZi na vypocet parametrov
buniek ako obsah plochy bunky, obvod bunky, hustotu suchej hmoty bunky a viac v d’alej
podkapitole 6.1. M-file tiezZ obsahuje kod odstrafiujici objekty mensie ako stanoveny pocet
pixelov a objekty dotykajice sa krajov obrazu, pre zabezpecenie spravnej identifikacie.
Hodnoty parametrov boli pouzité tieZ na vykreslenie boxplotov v MATLAB-e (kapitola 9.).

Tresholded Cell, count. 9

50
100
180
200
250
300
350
400
450
500

550

100 200 200 400 500

Obr. 94: Identifikacia bunieck v MATLAB-e. Vpravo $kala vyjadrujica hodnotu hustoty suchej hmoty bunky v pg/pum?.
V bunkach je vyznacené t'azisko.

23



6.1. Popis morfologickych parametrov buniek + konfluencia

Plocha bunky P

Plocha bunky je pocitand ako suma pixelov, ktoré bunka v obraze obsahuje. Pixely patriace
ploche(priemetu) bunky maji hodnotu n = 1, inak n = 0. Po vynasobeni hodnotou plochy pixelu
S dostavame celkovi plochu bunky P v jednotkach plochy (um?):

P = TliS (61)

-

=1

kde k je poCet pixelov. Plocha bunky P poskytuje informaciu o adhézii a rozlozeni bunky na
povrchu.

Obvod plochy bunky Op

Obvod plochy bunky je pocitany ako suma pixelov na vnatornej hranici tejto plochy
vynasobeny rozmerom pixelu, pri¢om dostdvame hodnotu v jednotkéach dlzky (um).

Konvexnd plocha KP

Konvexnad plocha je pocitand ako suma pixelov konvexnej plochy bunky. Hranice su
definované ako najmensi konvexny polygon, ktory obsahuje celil plochu bunky. Pre vysledni
hodnotu v jednotkach plochy je pocet pixelov nasobeny plochou jedného pixelu.

Obvod konvexnej plochy Ogp

Obvod konvexnej plochy je pocitany ako suma pixelov vnuatornej hranice tejto plochy
vynasobena vel'kostou pixelu.

Celistvost C

Tento parameter Specifikuje pomer pixelov v ploche bunky a pixelov obsiahnutych v konvexne;j
ploche bunky. Celistvost’ C je teda pocitana ako podiel plochy bunky P a konvexnej plochy KP.

Clenitost I (Identation)
Tento parameter uréuje mieru ¢lenitosti hranice bunky. Clenitost mézeme pogitat’ ako pomer

obvodu konvexnej plochy ku obvodu plochy bunky:

_ Ogp
1= (6.2)

Parameter Clenitost’ nadobuda hodnoty v intervale od nula po jedna, kde hodnoty blizke nule
vypovedaju o hranici bunky, ktora je hladk4 a neclenit4, v opaénom pripade dostavame hodnoty
mensSie ako jedna.

Celkova hodnota faze bunky F a suchej hmoty bunky M

Absolutna hodnota fazy je pocitand ako suma hodndt fazy ¢; (v radidnoch) v
jednotlivych pixeloch patriacich do plochy bunky.

F=) ¢ (6.3)

||'M =
Yy
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Ked’ze faza je priamo imerna rozloZeniu hustoty suchej hmoty bunky, celkova hodnota faze
moéze byt vyjadrend aj v jednotkdch hmotnosti (zvyc€ajne v pikogramoch). Potom mozeme
zaviest’ parameter celkovu suchi hmotu (M), pocitany nasledovne:

M=sS Z pi (6.4)

kde p; je hodnota hustoty suchej hmoty v i-tom pixeli patriacom ploche bunky vo fazovom
obraze.

Priemerna hodnota faze u, a hustoty suchej hmotybunky my,

Parameter p, Specifikuje priemernii hodnotu faze v oblasti bunky. Priemernd hodnota faze je
definovand ako celkova hodnota faze (v radianoch) na plochu bunky (v pixeloch). Této hodnota
vypoveda o miere bunkovej adhézie. Vypocitame ho nasledovne:

1

||'M =
o

Rovnako je mozné zaviest’ priemernt hodnotu hustoty suchej hmoty bunky (pg/pum?):
K
1
my =3 ) (6.6)

Rozptyl hodnot hustoty suchej hmoty Rozs a smerodajna odchylka oy

Tieto parametre udavaji vel'kost’ rozptylu suchej hmoty bunky. Rozptyl a smerodajna odchylka
su dané nasledovne:

k
1 2
Roz, = mZ(pi —my) (6.7)
=

Oy = /Roz(p (6.8)

kde pije hodnota hustoty suchej hmoty v i-tom pixeli patriacom ploche bunky.
Sikmost rozloZenia hodnét hustoty suchejhmoty Skew, (Skewness)

Sikmost je po¢itana z histogramu hodnét faze a opisuje tvar histogramu. Parameter Skew,
udava symetriu distribucie hustoty suchej hmoty v bunke vzhl'adom k strednej hodnote.
Sikmost’ je definovana nasledovne:

3
i=1(pi - mlp) (6.9)
(k — 1)0'43,

S kew(p =
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Hodnoty tohto parametru blizke nule vypovedaju o symetrickej distribtcii hodndt hustoty
suchej hmoty v bunke. Symetrickd distribiicia je charakteristickd pre bunky roztiahnuté
a adherované na povrchu. Na obr. 15 je vidiet mozné hodnoty Skewness.

Obr. 15: Sikmost: vlavo Skew<0, stred Skew=0, vpravo Skew>0
Spicatost rozlozenia hodnot hustoty suchej hmoty Kurt, (Kurtosis)

Tento parameter ziskany z histogramu hodnot suchej hmoty a je pocitany ako:

k 4
Zﬂ(m —my) (6.10)
(k- 1oy

K urty, =

Spicatost’ udava rozsah v akom tvar rozdelenia dat zodpoveda tvaru normalneho rozdelenia. Ak
sa rozdelenie dat blizi normalnemu rozdeleniu, je tento parameter blizky nule.

Konfluencia

Parameter konfluencia udava akd Cast’ obrazu je obsadend bunkami. Konfluencia je pocitana
ako podiel plochy obsadenej bunkami a celkovej plochy obrazu. Po vynasobeni podielu
konstantou ¢ = 100 dostdvame vyjadrenie v percentach.
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7. Testovanie hypotéz v Statistike

Testovanie Statistickych hypotéz je jedna =z najddlezitejSich casti vyhodnocovania
experimentalnych dat v biologickom a medicinskom vyskume. Statistickou analyzou
vyberovych dat ziskanych sledovanim meranej nahodnej veli¢iny v experimente sme schopni
rozhodnut’ o platnosti ur¢it¢tho obecného tvrdenia (Statistickej hypotézy) na Urovni celej
populacie.

Experiment je uskutocneny na sledovanych jednotkach (v nasom pripade bunky), ktoré
experimentator radi do réznych skupin (vyberovych suborov) podla pouzitej pokusnej
intervencie. NajcastejSim typom experimentu je tzv. komparativny experiment, kedy badatel’
(pozorovatel’) pracuje minimalne s dvoma skupinami — tzv. kontrolnou a pokusnou skupinou.
Kontrolna skupina zvyc¢ajne pozostava z jedincov, ktori nie su vystaveni pokusnej intervencii,
ktorej u€inky su Studované. Skupina vystavend skimanému typu pokusného zasahu sa nazyva
experimentalna (pokusnd) skupina. Ciel'om Statistickej analyzy experimentalnych dat je potom
zistenie a kvantitativna Specifikacia rozdielov medzi jednotlivymi skupinami prostrednictvom
Statistickych metdd pre vzajomné porovnanie vyberovych stiborov zc¢astnenych
v experimente.

Statistické hypotéza

Ulohou $tatistickej indukcie je rozhodnit’ na zaklade informacii ziskanych z ndhodnych
vyberov, ¢i prijmeme, alebo zamietneme urciti hypotézu tykajucu sa zékladného suboru.
Statistickou hypotézou rozumieme akékolvek tvrdenie, ktoré sa moze tykat neznamych
parametrov, danych funkcii parametrov, ale tiez tvaru rozdelenia a d’alSich vlastnosti
zakladnych suborov. Pravidlo, ktorym urc¢ime rozhodnutie o platnosti ¢i neplatnosti hypotézy,
sa nazyva Statisticky test. Ak sa Statistické hypotézy tykaju neznamych parametrov a pri
uskutocneni testov hypotéz sa vychddza zo zndmeho rozdelenia sledovanej nahodnej veli¢iny
v zékladnom subore (najcastejSie Gaussové normalne rozdelenie), hovorime zvycajne
o parametrickych testoch. Ak sa Statistické hypotézy tykaju obecnych vlastnosti zdkladného
suboru a prislusSny test nevyzaduje znalost’ typu rozdelenia v zakladnom subore, hovorime
o neparametrickych testoch.

Pri Statistickom testovani najprv formulujeme Statistickii hypotézu, tzn. formulaciu
vyskumnej otazky v ramci experimentu do formy nulovej a alternativnej hypotézy, ktoré
kladieme pri testovani proti sebe:

e nulova hypotéza (oznacenie Hp) — tvrdenie, ktoré zvyc€ajne vyjadruje ,,ziadny, teda
nulovy rozdiel” medzi testovanymi sibormi dat. Nulova hypotéza moze byt’ napriklad:
1=0%2, = u, p=konst., apod.

e alternativna hypotéza (oznacenie H;) — popiera platnost nulovej hypotézy Hy. Zvycajne
sa vyjadruje ako ,.existencia diferencie* medzi sibormi, alebo ,.existencie zavislosti*
medzi premennymi. Ide o logicky opak nulovej hypotézy, tzn. napriklad o°; # 0”2, s #
2, 1 # konst.

Pokial pri Statistickom testovani nedokdzeme opak, predpokladame, ze plati nulova hypotéza.
Hladina vyznamnosti testu

Druhy krom pri testovani Statistickych hypotéz spoc¢iva v ur€eni hladiny vyznamnosti testu
(chyba a zvolena experimentdtorom). Je to pravdepodobnost, Ze bude testom zamietnuta
nulova hypotéza pri jej platnosti.

Testovanu hypotézu vzdy prijimame, alebo zamietame na zaklade vysledku ndhodného
vyberu, a preto moze byt zamietnutie i nezamietnutie hypotézy Hy spravne, ale 1 nespravne.
Obecne je mozné sa dopustit’ jednej z 2 chyb:

27



e chyba 1. druhu o — zamietneme hypotézu Hy v pripade jej platnosti
e chyba 2. druhu  — nespravne prijmeme hypotézu Hy v pripade jej neplatnosti

Snahou je volit’ test tak, aby pravdepodobnost’ chyby 1. a 2. druhu bola ¢o najmensia.
Univerzalny test minimalizujici obe chyby neexistuje, pretoze ¢im vacsie je a, tym mensie je
[ anaopak. Chyba a sa zvyc€ajne voli 0,05 (pripadne 0,01) a tym dostaneme 95% (99%) istotu
spravneho rozhodnutia.

Vypocet testovacieho kritéria

Po uréeni vyznamnosti je nasledujicim krokom pri testovani hypotéz vypocet testovacieho
kritéria. Na jeho zaklade uskutocnujeme rozhodnutie o platnosti (neplatnosti) nulovej hypotézy.
Existuje mnoho testovacich Statistik. Vypocet zavisi na povahe dat a testovanej hypotézy.
Testovacie kritéria sa riadia roznymi typmi rozdelenia. Ako testovacie kritérium sluzia
napriklad veli¢iny:

e ¢ (Studentov #-test pre testovanie rozdielu 2 strednych hodnot)
e [ (F-test pre testovanie rozdielu 2 rozptylov)

Obor hodndt testovacieho kritéria rozdel'ujeme pri testovani hypotéz na 2 Casti:

e kriticky obor — obor hodnoét, ktory svedCi v prospech alternativnej hypotézy H;
(zamietame Hy)

e obor prijatia — ak padne vypocitana hodnota testovacieho kritéria do tohto oboru, potom
testovanu nulovi hypotézu Hy nezamietame.

Vymedzenie kritického oboru aoboru prijatia sa udava pomocou kritickych hodnot
testovacieho kritéria, ¢o su Specifické kvantily prislusnych rozdeleni suvisiacich zo zvolenou
hladinou vyznamnosti a. V tejto praci sa vyuziva kvantil 1 — a prisluSného rozdelenia. Kvantily
su tabelované v statistickych tabulkach.

Vysledny krok testovania hypotéz je formuladcia zaveru. To znamend prevedenie
testovacej Statistiky do pravdepodobnostnej Skaly a pocitanie pravdepodobnosti p, ktord udava
hranicu platnosti nulovej hypotézy, tzn. ak je p-hodnota menSia ako hodnota zvolenej hladiny
vyznamnosti, nulova hypotézu zamietneme.

Studentov t-test

T-test patri medzi parametrické testy askuma rozdiel 2 strednych hodnoét. Rozdielnost
vyberovych strednych hodn6t moézu podmieniovat’ ndhodné vplyvy; vo vSeobecnosti to nastane
aj vtedy, ak su obidva vybery z toho istého zédkladné¢ho stiboru. Rozdiel v§ak moze vzniknut’ aj
z toho, Ze vybery st zo zékladnych siborov s rozdielnymi strednymi hodnotami. Podl'a hladiny
vyznamnosti testovacieho kritéria rozdielu strednych hodnét usudzujeme wc€innost’ zmien
podmienok v experimente.

Za predpokladu normalneho rozdelenia s parametrami ¢° a i je vypo&itané testovacie
kritérium # pomocou odhadov s? a x parametrov normalneho rozdelenia.

T-test je mozné rozdelit na jednovyberovy a dvojvyberovy. Jednovyberovy t-test
pouzivame ak pozndme strednt hodnotu zakladného stiboru. Potom nulova hypotéza znie, ze
stredn4 hodnota je rovna konstante. Dvojvyberovy ¢-test delime na parovy a neparovy. Ak je
experiment uskutocneny na jednej skupine jedincov s dvomi meraniami pri nerovnakych
podmienkach pouziva sa parovy t-test. Ak pri experimente skiumame rozdielnost’” dvoch
nezavislych skupin je pouzity neparovy ¢-test. V mojej praci porovnavame stredné hodnoty
dvoch suborov s neznamou strednou hodnotou zékladného stuboru. Z toho dovodu je pouzity
neparovy dvojvyberovy -test.

Hypotéza neparového dvojvyberového t-testu znie: Hy: p; = 2. Vypocet testu vychadza
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z odhadov parametrov obidvoch porovnavanych skupin, tj. aritmetického priemeru x
a vyberového rozptylu s°. U vyberovych siiborov sa vypocitaju vyberové charakteristiky
prvého(x;, s°;) a druhého stboru(xz,s’2). Testované parametre mdzu pochadzat zo suborov
s rovnakymi a nerovnakymi hodnotami rozptylu. Preto je najprv nutné otestovat’ zhodnost
rozptylov dvoch skupin. Na to sluzi F-test, ktory je opisany v d’alSom odstavci. Podl'a vysledku
F-testu zvolime postup pre neparovy z-test.

T-test pri rovnakom rozptyle

Testovacie kritérium:

. X1— Xy | nqny 7.1)

S ny +n,

kde n; a n> su pocty jedincov v dvoch nezavislych suboroch, x; a x> ich aritmetické priemery
a s je celkova smerodajné odchylka pocitana z s; a s>.

Toto testovacie kritérium porovnavame s kritickou hodnotou 7., ktora je tabelovana pre
rozne stupne volnosti f:

f=n+n,—-2 (7.2)
T-test pri nerovnakom rozptyle
Testovacie kritérium:
‘= X1 — X3
S1 2 4 Sy 2 (7.3)
n; N

kde s; a 52 st smerodajné odchylky dvoch nezavislych suborov.
Toto testovacie kritérium porovnavame s kritickou hodnotou 7., ktora je tabelovana pre
rozne stupne volnosti f:

1
f = c2 N (1 _ C)2 (74)
nl - 1 nz - 1
pricom
5,2
__ N
c= 5.7, 52 (7.5)
nq n;
F-test

Ako bolo uvedené v predchadzajuicom odstavcei, pred pouzitim #-testu treba teda overit’, ¢i
mozno rozdiel rozptylov vyberov povaZzovat eSte za ndhodny, alebo Ci je so zretelom na
rozdielnost’ parametrov signifikantny.

Z dvoch normalne rozdelenych zikladnych stiborov s nezndmymi rozptylmi ¢°; a o°2
vezmeme vzorku s rozsahom n, resp. n2. Vypocitame vyberové rozptyly s?; a s%>. Tieto mézu
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byt rozdielne, aj ked’ ¢°; = ¢°2. Formulujeme nulova hypotézu ¢° = ¢°; = ¢°2 a pytame sa, &i
vyberové hodnoty sthlasia s touto hypotézou, alebo nie.

F-test je zalozeny na vyberovom rozdeleni podielu vyberovych rozptylov pre pripad, ze
obidva vybery st zo zakladnych suborov s tou istou varianciou.

F=-L (7.6)

Znalost’ tohto rozdelenia umoziluje, podobne ako pri inych testovacich metédach, urcit’ obor
prijatia a kriticky obor pre dant pravdepodobnost’ omylu a.

F-rozdelenie ma dva parametre, pocet stupniov vol'nosti f7 a f>. Pre porovnanie variancii
dvoch nezavislych vyberov plati f;=n;— 1 a f>=n>— 1. F-rozdelenie je tabelované. Vypocitanu
hodnotu F porovnavame s tabul’kovou hodnotou F;n1-7 n2-1.

8. Plazmova polymerizacia kultiva¢nych povrchov

Upravy povrchov materialov pre kontakt so Zivymi tkanivami a napodobenie prirodzeného
prostredia bunky je stile viac predmetom zadujmu pre ich potencionalne vyuzitie
v tkanivovom inzinierstve. Plazmova polymerizicia ponuka nendkladni a G¢inni metddu
upravy povrchov pre zvySenie biokompatibility. Plazmova polymerizéacia je vyuziteI'nd na
Sirok Skdlu materidlov a po aplikacii neovplyviiuje samotné vlastnosti materialov.

Jedna z moznosti modifikovat povrch materidlu je vystavenie materialu uc¢inkom
plazmy elektrického vyboja v pardch cyklopropylaminu. V tomto type plazmy dochadza
k nizkotlakovej plazmovej polymerizacii, ktord vytvori tenku povrchovu vrstvu obsahujiucu
aminové¢ skupiny. Predpoklada sa, Ze tento povrch je vhodny pre adhéziu a proliferaciu buniek.
Cielom tejto prace bol tento predpoklad overit pomocou multimodalneho holografického
mikroskopu MHM Q-Phase.

Samotné plazmové polyméry boli pripravené v reaktore s plathami z nerezovej oceli
podla obr. 16. Spodna elektroda bola kapacitne spojend s radiofrekvecnym generatorom.
V reaktore bol vy€erpany vzduch turbomolekuldrnou pumpou abol plneny plynmi
cyklopropylaminu cez hornti uzemnenu elektrodu s komérkami. Depozicia prebiehala 60 min.

gas mixture

—— = blocking capacitor

rf generator

matching unit

Obr. 106: Aparatira pre pripravu plazmovych polymérov.
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9. Experiment

9.1. Motivacia experimentu

Vlastnosti prostredia buniek ovplyvituju parametre ako proliferacia, migracia a diferenciécia,
urcujuce mieru biokompatibility materidlov a schopnosti napodobnit’ prirodzené bunkové
prostredie. Prave povrchy upravené plazmovou polymerizaciou v parach cyklopropylaminu by
mali vykazovat’ vysSiu mieru biokompatibility. Pozorovanie interakcie povrchov materidlov s
bunkami je v zdujme l'udi prave pre aplikacie v Giprave povrchov implantatov, hojenie ran a
pod. Preto ma zmysel sledovat’ interakcie s novymi materialmi pre zlepSenie prostredia a
mozného vyuzitia v medicine.

9.2. Kultivacia buniek

Pre vSetky pozorovania boli pouzit¢ bunky s oznaenim LF (stabilizovana linia l'udskych
podkoznych fibroblastov). Vsetky vzorky LF buniek boli kultivované v laboratérii
Experimentalnej biofotoniky na Ustave fyzikalneho inZinierstva VUT v Brne. Kultivacia
bunkovej linie prebichala pri teplote 37°C a atmosfére 5% CO; v Standardnom médiu M1H.

Obr. 17: Pozorovacia komérka z nerezovej oceli.

9.3. Pozorovanie

Vzorky buniek LF s kontrolnou vrstvou a vrstvou bohatou na aminové skupiny boli pozorované
v MHM Q-PHASE v transmisnom mode pocas troch dni vzdy s pribliznym ¢asovym odstupom
24h. Bolo pozorovanych viacero zornych poli ndhodne rozmiestnenych po preparate, z ktorych
bolo v kazdom dni z oboch vzoriek ziskanych priblizne 100 buniek pre spracovanie. Boli
pouzité objektivy 10x/0,3. Samostatne pre parameter konfluencia boli pouzité objektivy 4x/0,1.
Pre biele svetlo bol pouzity filter s maximalnou priepustnostou na vlnovej dizke 650nm. Pri
sledovani bola v inkubatore MHM Q-PHASE po cely &as teplota 37°C. Statisticky subor bol
testovany na hladine vyznamnosti 0,05 F-testu. 7-test bol rozdeleny podl’a tab. 1 na 4 skupiny
podla hladiny vyznamnosti. Kazda hladina vypoveda o signifikantnosti rozdielu. Bunky boli
umiestnené v nerezovej kruhovej pozorovacej komorke, ktorej dno a uzaver tvorilo kruhové
krycie sklicko. V jednom pripade i$lo o kontrolné sklicko a v druhom o sklicko oSetrené
plazmovou polymerizaciou. Upravu povrchov materialov zabezpeéila skupina zaoberajica sa
plazmovymi technoldgiami CEITEC Brno pod vedenim doc. Mgr. Lenka Zajickova, Ph.D..
Vysledna vrstva upravend plazmovou polymerizaciu ma vysoké zastipenie aminovych skupin.
Hustota sadenia buniek bola 50 buniek/mm?.
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Tabul’ka 1: Rozdelenie t-testu

Pravdepodobnost 0,05 <0,05 <0,01 <0,001
chyby
Slovné _ . . . Vysoko Vel'mi vysoko
vyjadrenie Nesignifikantna Signifikantnd signiyﬁkantné si gniﬁkzntné
Pismenova
symbolika n. s. S. V. S. V. V.s.
Graficka * * % sk
symbolika °

9.4. Vysledky experimentu

Pre grafické znazornenie vysledkov boli z uvedenych parametrov vybrané len niektoré, vhodné pre
popis buniek.

Plocha bunky P

Plocha bunky vypoveda o rozloZeni (roztiahnuti) bunky na povrchu. Porovnanie kontroly
s vrstvou parametrom plocha bunky P S$tatisticky test zamieta nulovi hypotézu na hladine
vyznamnosti a = 0,001 vo vSetkych troch ditoch. To znamend, Ze plocha buniek na vzorke
s plazmou upraveny povrchom je vel'mi vysoko signifikantne vyssia ako na kontrole vzorku.
Znacny rozdiel je zrejmy aj z grafu 1.
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Graf 1: Parameter plocha bunky P pre 1., 2. a 3. deii s vyznacenou hladinou vyznamnosti testu

Obvod plochy Op

Obvod plochy bunky vypoveda z jednej Casti o ploche bunky az druhej o jej Clenitosti.
Statisticky test ukézal, Ze v prvom dni nebol pozorovany Ziadny signifikantny rozdiel medzi
kontrolnou vrstvou a vrstvou upravenou plazmovou polymerizaciou. V nasledujticich dvoch
dnoch test ukazal signifikantny rozdiel na hladine vyznamnosti = 0,001. Neukaznost’ rozdielu
v prvy deii je mozné odovodnit’ vysledkom z parametru clenitost’ I, ktory tiez nevykazoval
znacny rozdiel v prvom dni. To znamena, Ze bunky 1. defl nie st na upravenej vrstve vyrazne
¢lenitejSie ako na kontrolnej vrstve, teda nemaju ani vacsi obvod plochy. Signifikantne vacsi
rozdiel plochy v prvom dni nemusel dostatocne urcovat’ rozdiel medzi obvodmi vzoriek
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Graf 2: Parameter obvod plochy Op pre 1., 2. a 3. defi s vyznacenou hladinou vyznamnosti testu

Celistvost’ C

Celistvost’ udava (po prenasobeni faktorom c¢ = 100) percentudlnu zhodu plochy bunky P
a konvexnej plochy KP. Cim mensia je hodnota tohto parametru tym Clenitej$ia je bunka.
Rozdielnost’ tohto parametru sa z doterajSich tvah a predpokladov potvrdila v prvom a tretom
dni. Z vysledku vyplyva, ze bunky na upravenom povrchu st ¢lenitejSie. V druhom dni test
neukdazal Ziadny vyznamny rozdiel.
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Graf 3: Parameter celistvost’' C pre 1.,2. a 3. defi s vyznacenou hladinou vyznamnosti testu
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Clenitost' I

Clenitost’ dava do pomeru obvod konvexnej plochy Oxp k obvodu plochy Op. Clenitost je tym
mensia, ¢im ClenitejsSia je bunka. Z testu vyplynula, ze Clenitost’ v trefom dni dosiahla vel'mi
vysoko signifikatne vacsi rozdiel. Z grafu vidiet nizSiu strednti hodnotu pre bunky s
nanesenou vrstvou, z ¢oho plynie ich vicsia Clenitost’.
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Graf 4: Parameter clenitost’ I pre 1., 2. a 3. deii s vyznacenou hladinou vyznamnosti testu
Priemernd hodnota hustoty suchej hmoty my,

Test ukazal vel'mi vysoky signifikantny rozdiel v prvom dni merania, kdezto v d’alSich dvoch
diioch test neukézal ziadny signifikantny rozdiel. To znamena, ze bunky st 1. defi na plazmovo-
upravenom povrchu viac adherované. Rozdiel uz nie je signifikantny v druhom a tretom dni,
z toho vyplyva, ze priemernu hustotu suchej hmoty bunky ovplyviiuje upraveny povrch len
prvy den. To je prekvapujlci zaver, ked’ze so zviacSujucou adhéziu by mal tento parameter
klesat’ za predpokladu, ze bunky maji rovnaku celkovi hodnotu suchej hmoty. To sa ukédzalo

ako nespravny predpoklad, ktory vyvrétil test parametru celkova sucha hmota.
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Celkova hodnota hustoty suchej hmoty M

Celkova hustota suchej hmoty vypovedd o zZivotaschopnosti buniek. Vyznamnost’ rozdielu
parametru M ma stupajicu tendenciu s vacsimi hodnotami pre plazmou upraveny povrch. To

znadi prijatel'nejSie prostredie pre bunku na nanesenej vrstve.
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Graf 6: Parameter celkova hodnota hustoty suchej hmoty M pre 1.,2. a 3. defi s vyznacenou hladinou vyznamnosti testu

Sikmost rozloZenia hodnét hustoty suchej hmoty bunky Skew,

Tento parameter Specifikuje symetriu distribucie hustoty suchej hmoty bunky okolo strednej
hodnoty, takze ddva informéciu o zastupeni hodnot hustoty suchej hmoty v bunke. Vo
vSetkych pripadoch vysla Sikmost’ v kladnych hodnotach s najvacsim rozdielom pre 3. den.
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Graf 7: Parameter Sikmost Skew, pre 1., 2. a 3. defi s vyznacenou hladinou vyznamnosti testu
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Konfluencia

Konfluencia hovori o zhlukovani buniek. T4 je uz z obr. 18 zjavne vyssia pre vrstvu. Bolo
ziskanych 10 obrazov zroznych zornych poli. Priemerné percentudlne zastupenie plochy
obrazu bunkami pre kontrolnu vrstvu resp. upravenu vrstvu je 8% resp. 22%.

Obr. 18: Snimok z MHM Q-Phase zobrazujtci konfluenciu. VI'avo kontrolna vrstva, vpravo upravena vrstva.

9.5 Zhrnutie vysledkov experimentu

Vysledky testov ukazali rozliSovaciu schopnost’ jednotlivych parametrov. Parametre vhodné na
popis diferencii danych vrstiev su plocha bunky P, obvod plochy OP, Clenitost’ I, celkova
hodnota suchej hmoty M, konfluencia. Tie sa vyznacuji hladinou vyznamnosti a = 0,001
v tretom dni. Pomocou tychto parametrov je mozné vyvodit’ zaver, Ze nanesend vrstva je
prijatelnejSim prostredim pre bunky, kedy sa preukazala vyssia adhézia a zivotaschopnost’
buniek na upravenom povrchu.
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10. Zaver

Cielom tejto prace bolo sledovanie bunecnej linie v kvantitativnom fdzovom zobrazeni a
navrhnutie experimentu pre sledovanie vplyvu tenkych vrstiev na chovanie bunecnej linie
v multimodalnom holografickom mikroskope a spracovanie ziskanych dat.

Prva Cast prace pojednava o probléme zobrazenia a kvantitativneho popisu fazovych
objektov, d’alej je stru¢ne opisané rozdelenie interferenénych metdd v mikroskopii a je podana
strucna histéria holografie a holografie na VUT.

V dalSej Casti prace je popisany multimodalny holograficky mikroskop MHM Q-Phase
skonstruovany na VUT. Je opisané optické usporiadanie a software Q-Phase. Tato cast
pojednava aj o vyhodach tohto mikroskopu a moznostiach jeho vyuzitia.

Dalej je popisany vyznam faze v obraze a jej bezprostredné vyuZitie v kvantitativnom
popise zivych buniek. Su popisané techniky segmentacie obrazu ziskaného multimodalnym
holografickym mikroskopom Q-Phase, potrebné pre spravne urcenie parametrov buniek.
Je popisané ziskavanie morfologickych parametrov buniek a ich podrobny jednotlivy popis.

V dalSej casti boli uvedené a opisané pouzité Statistické testy ich kritéria a hladiny
vyznamnosti pre spravne vyhodnotenie experimentalnych dat.

Praca d’alej pojednava o plazmovej polymerizacii o jej vyhodach a samotnom procese
upravy povrchov materidlov.

Experimentalna cast' zahriluje motivaciu experimentu. Je spomenuté, ze vlastnosti
prostredia buniek ovplyviiuji parametre ako proliferdcia, migracia a diferenciacia, urcujice
mieru biokompatibility materialov a schopnosti napodobnit’ prirodzené bunkové prostredie. To
do akej miery biokompatibilnd bola skimand vrstva, mala overit tito préca.

Boli pozorované dve skupiny LF buniek nasadenych na kontrolnil vrstvu a vrstvu
s upravenym povrchom pomocou plazmovej polymerizacie pre zvySenie adhézie. Obidve
skupiny boli pozorované dent po nasadeni v troch diioch s 24 hodinovymi odstupmi pomocou
MHM Q-Phase. Ziskané data boli Statisticky spracované za pomoci F-testu a t-testu.

Z testov a grafov parametrov bol uréeny zaver, ze vytvorena tenka vrstva pomocou
plazmovej polymerizécie v parach cyklopropylaminu zlepSila prostredie bunky a tym zvysila
ich zivotaschopnost’. Bunky boli viac adherované na plazmou upravenom povrchu v porovnani
s kontrolnou vrstvou.
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