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Abstrakt

V poslednich letech se dostava do poptedi zajmu vyuziti tzv. 3D kultur a organoidi jako
modelovych systému pro translacni a preklinicky vyzkum, zejména pro potieby testovani
novych druht 1éciv. Standartni pfistupy studia zahrnuji jak invazivni pfistupy
biochemické ¢i molekularné biologické analyzy, tak i neinvazivni metody optické. Mezi
zakladni optické metody, uzivané ke studiu organoidil patii zejména riizné mikroskopické
techniky, které poskytuji detailni informace o struktufe, ale jsou naro¢né Casové i na
experimentalni vybaveni. Pro rozsahlejsi studie by byl vyhodny systém automatické
analyzy, umoziujici testovani velkého poctu vzorka. Tato prace je zaméfena na vyvoj
zafizeni pro vysoce propustnou automatickou analyzu organoidnich struktur na bazi
mikrotitracnich desticek pro biomedicinské aplikace. Je provedena literarni reserSe
neinvazivnich optickych metod, vhodnych pro analyzu 3D bunéénych kultur a organoidd.
Jsou diskutovany nutné Upravy existujici platformy na fenotypizaci fas. Déle pak je
navrzen experiment za u¢elem otestovani funk¢nosti takto upraveného systému. Praktické
vyuziti v klinické praxi je otestovano navrzenym experimentem reakce sferoidii na
vybrana cytostatika. V diskuzi jsou rozebrany dosazené vysledky a poznatky celé prace

jsou shrnuty v zavéru.

Kli¢ova slova
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mCherry



Abstract

Nowadays, the organoids structures has become more popular as suitable model
systems for clinical research, particularly for development of new medication and drug
screening. The standard study approaches include invazive biochemical or molecular-
biology analysis as well as non-invasive optical approaches. Among optical methods,
various microscopy techniques can give a very detailed information about the structure
of organoids. However, the microscopy is time consuming as well as it puts a great
demand on instrumentation. Therefore, the microscopy is not suitable for high content
analysis of multiple samples. This work is focused on the development of the device
and experimental technique for high-throughput screenings of organoids structures for
biomedical applications based on microtitrate plates. Literatre search for non-invasive
optical methods, suitable for analysis of organoid structures. The necessary
adjustements of existing system for algae phenotypization are discussed. An experiment
was made to test functionality of designed system. Practical use for clinical use is tested
by the experiment of spheroids reaction to selected cytostatics. The results and findings

are discussed in the conclusion.
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UVOD

Vyzkum rakoviny v poslednich desetiletich ptinesl vyznamny pokrok v diagnostice a
1écbeé. Nicméné rakovina reprezentuje stale jedno z nejCastéjSich onemocnéni ve
vedlejSich ucinki, zlepSeni kvality Zivota a délky pieziti pacientd.

Konvenéni metody testovani antitumordlnich preparati zahrnuji testy na dvoj-
dimenzionalnich (2D) buné¢nych kulturach, imobilizovanych bunéénych liniich, které
nedostateéné reprodukuji interakce mezi buiikami, heterogenni morfologii realnych
tumort a ptirozené mikro prostfedi. Navic zivo¢isné modely, které jsou Casto zavedené v
ramci farmakologického testovani, mohou poskytovat rozdilnou odpovéd’, nebo mit jiné
vedlejsi tcinky pii pokusech o aplikaci na lidsky organismus. Organoidy, jako miniatury
in vivo tkani a organt, by mohly nabidnout ¢aste¢né pieklenuti zminénych problému.
Organoidy jsou troj-dimenzionalni (3D) struktury, které mohou byt vytvorené takika
z jakychkoliv bun¢k, tvoficich solidni tkané a organy, napt. z embryonalnich kmenovych
bun¢k, indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék, somatickych bunék i
rakovinnych bunék. Organoidy vytvofené z tkani primarnich tumord by dokonce mohly
slouzit jako pacient-specificky model pro testovani a nastavovani individuélnich terapii
na miru. Vysledky nejnovéjSich studii ukazuji, ze léCba testovana na rakovinnych
organoidech/tumoroidech/sferoidech, vérné odrazi odpovéd’ gastrointestinalnich nadort
a umoznuje predpovidat reakce pacienta na terapii [1-5].

Ptedpokladem vyuziti in vitro organoidnich struktur pro individualni terapie nebo vyvoj
lé¢iv vyZzaduje sméfovani jak v technologii tkanovych kultur, tak metod zobrazovani a
dalsich analyz organoidi ve sméru vysoko-propustného screeningu (High-throughput
Screening, HTS). Kultivace se ptesouva do mikrotitracnich desti¢ek (microtitrate plates,
MTP) formatu minimaln¢ 96 nebo 384 jamek. Objevily se také prvni platformy tzv.
“organ-na-cipu” [6] . Velky diraz se také klade na vyvoj neinvazivnich a rychlych
mikroskopickych metod a minimalizaci nezddoucich jevi v disledku zdlouhavé svételné
expozice pii standardni fluorescen¢ni nebo konfokalni mikroskopii [7].

Cilem mé prace bylo otestovat potencidl testovani sferoidi v 384 jamkové MTP s
vyuZitim komponent platformy AlgaeScreen firmy PSI, spol. s r.o., ktera byla plivodné

navrZzena pro kultivaci a screening fas. Jelikoz systém AlgaeScreen neni zatim



standardnim produktem, vétSina prace probihala na urovni testovani prototypli a
konceptt, pficemz diraz byl kladen zejména na moznosti a optimalizaci detekéni metody,

makroskopického zobrazovani fluorescence na urovni celé¢ MTP.



1. TEORETICKA CAST

1.1. Organoidni struktury

Sferoidem nazyvame 3D in-vitro tkanovou kulturu, sloZzenou z organové specifického
typu bun¢k [8]. Tyto struktury obsahuji populaci kmenovych bungk, ktera je schopna
samostatné obnovy. Za specifickych podminek pak tyto bunky diferencuji a proliferuji
tak, ze organoidni tkan vykazuje prostorovou organizaci a funkcionalitu odpovidajici
puvodnimu orgéanu.

Organoidy mohou byt generovany jak ze vzorki tkéni, obsahujicich dospélé kmenové
buiiky, z jednotlivych dospélych kmenovych bunék, tak i diferenciaci pluripotentnich
kmenovych bunék. Organoid je schopen rustu diky pfitomnosti aktivni populace
kmenovych bunék. Riizné tkané vyzaduji vlastni specifické kultivacni podminky, obecné
jsou vhodné pluripotentni kmenové buiiky nebo tkanové specifické progenitorové bunky
ulozeny ve vhodné extracelularni matrix, kterou je nejcastéji Matrigel® [9]. Kultivace
probiha ve vhodném médiu, obsahujicim specifické rustové faktory, napodobujici in vivo
signaly, potfebné pro udrzeni spravnych podminek populace kmenovych bunék. Pti
dodrZeni téchto podminek kmenové bunky proliferuji a samoorganizuji se do 3D
organoidnich struktur, které mohou byt uchovavany. Mezi nejbéznéji pouzivané tkané
pro kultivaci organoidu fadime tkané stiev [10], pankreatu [11], ledvin [12], prostaty
[13], plic [14], mozku [15] a sitnice [16].

Objeveni postupti, které umoznuji tvorbu a kultivaci organoida, umoznilo zasadni pokrok
ve vyzkumu kmenovych buné¢k za posledni dekadu [17]. Vyzkum organoidnich struktur,
ma vyznamny potencial jako nastroj pro studium Siroké skaly predméti, veetné vyvojové
biologie, patologie onemocnéni a bunééné biologie. Tato technologie ma také obrovsky
potencial pro regenerativni medicinu, protoze organoidy hypoteticky predstavuji moznost
pro autologni a alogenni bunétné terapie, nahrazeni poskozené nebo nemocné tkané
populacemi kmenovych bun¢k [8,17,18].

Vyznamné se v§ak modely organoidl uplatiiuji v translaénim a preklinickém vyzkumu, a
to jednak pro potieby vyvoje 1¢éki, screeningu Iékové toxicity, €i rozvoji individualnich
terapii [19]. Nejnovéjsi studie ukazuji, ze vysledky testovani 1é¢iv na 2D bunécénych
kulturach mtizou byt pteneseny do in vivo chemoterapie jen omezené. Jednim z problému

je vznik rezistence na terapeutikum, kterd dost mozna prameni z prostorového uspoiadani

9



bun¢k vtumoru, narozdil od 2D bunéénych monovrstev, kterym chybi ptvodni
heterogenita tumoru, histologicka architektura a komplexni interakce mezi bunikami a

extracelularni matrix [20]. Dalsi vyhody a nevyhody jsou shrnuty v obrazovém piehledu

(viz Obrazek 1).

2D monovrstvy 3D EBs 3D organoidy
chnndvuché. ('(wt?lls!\1i. » o Blizké 3D in vivo prostiedi tkani, vhodné l\_lapnfiohuji 3Din \'{'v(f prostiedi
vysoky bunéény vytézek u hPSC ristu a diferenciaci pro studium 3D bunéenych interakei lidskych bunék a tkéni
i buik: @ 2 iabilni Siroce vyuzivané pro diferenciaci 3 Mohou byt ziskény z hPSCs,
Homogenni buiiky, méné variabilni Zarodeénych vrstev dospélych kménovych bungk,
T - = = = ¢ch a dospélyeh tkani
g Universalni, vhodné pro diferenciaci, funkéni testy, . D B plodovych a dospélych tkéni
3 snimani s vysokym obrazovym vytézkem a sledovani b 100 ey dospelosti diferencuji
s kinetiky jednotlivych bun¢k neZ 2D vrstvy Vysoka ¢istota,
> - g 2 S g " vysoka bunéénd a genomova stabilita
Uniformni chovani po vystaveni rastovym faktorim L .
a chemickym slouceninam Skalovatelna produkce v biorcaktorech
Dlouhodobé déleni v in vitro
Vhodné pro nizko/vysoko-propustné e . ) organoidnich kulturach
screenovani lékové toxicity Adaptabilni na riizné suspensni kultury
Mohou byt vyuzity pro fyziologicky
Nezbytné pro generace organoidu, zalozené na L X o . I relevantni funkéni testy, modelovani nemoci
epitelialni tkani Adaptabilni na mikrofluidni ,,organy na ¢ipu a testy Iékové toxicity
Meitiosie 3D b stiedi oiovY Fist Generuji komplikované bunéné struktury NeumoZfiuji hostitelské prostfedi pro rozvoj
Neumoziiuje 3D in vivo prostiedi pro vyvojovy rist E ) kmenovych bungk
oy N o o gty . Nenabizeji neurdlni. endokrinni a distalni
> Mén¢ se v dospélosti diferencuji v porovnani s EBs Znacna variabilita ve velikostech . e A
) imunologické signaly
<}
s
? Nz\ln‘onmﬁ!m)cvn?‘ul;.\cc v ZI) bunéénych liniich Vy3si bunééna heterogenita nez 2D monovrstvy ) -
z mohou brénit jejich pouziti a organoidni systémy Omezena schopnost propoustét Iéciva
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Zavisi na malych molekulich, zvysujicich Nevhodné pro snimani obrazii s vysokym Omczcn’a vyuiuclm’)st pro sniméni obrazi
cinnost jednotlivych bungk c obrazovym vytézkem a testy Iékové toxicity 8 ")"5"“)'"}‘ “b”‘Z“‘)’l‘“ "):1§ch‘1‘ a vysoko-
propustny test lékové toxicity

Obrazek 1 - Struény piehled vyhod a nevyhod organoidnich struktur [8]

1.2. Metody studia organoidnich struktur

Organoidy lze analyzovat na zéklad¢ velkého mnozstvi biologickych, molekuldrnich,
genetickych nebo chemickych testi. Dal§i moZnosti je vyuziti metod optické analyzy.
Nekteré metody studia biologickych materialt pak vyzaduji pevnou fixaci vzorku, nebo
sesbirani materialu z velkého poc¢tu bunék, coz ma za nasledek destrukci vzorku a limitaci
dat na jediny ¢asovy okamzik analyzy. Tim se ztrati velké mnozstvi informaci tykajicich
se prostorového rozlozeni, morfologie, heterogenity a casového vyvoje. Z tohoto divodu
jsou preferované techniky analyzy, které zachovaji integritu vzorku, a to zejména metody
optické.

Diky malé velikosti organoidil jimi svétlo snadno prochazi a je tedy vyuzitelné pro méteni
vSech bun¢k organoidu. Pouzivané zéateni z viditelné ¢asti spektra je bez ioniza¢ni €¢inkt
a umoziuje tedy sledovani organoidi v case. Optické metody, vyuzivajici vysokého
rozliSeni, pak zprostfedkovavaji moznost bunééné analyzy, identifikace a kvantifikace
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bunécné heterogenity a heterogenity chovani na pifipadné pouzité biologicky aktivni
latky.

Vzhledem k rozmérum organoidnich struktur (pramér 50-500 mikrometri) se nejcastéji
vyuzivaji mikroskopické techniky, a to jak svételna mikroskopie, nebo mikroskopie s
fazovym kontrastem, tak fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie. Principy jednotlivych
mikroskopickych technik popisuji detailngji v samostatnych kapitolach. Kazdou z téchto
metod lze Gspésné vyuzit k zisku rtizného druhu informaci, jako nejlepsi se tedy jevi
pouziti kombinovanych pfistupii a s tim spojeny vysoky informacni vytézek a pestra skala
pouzitelnosti v praxi [20].

Nejcastéji pouzivanou mikroskopickou metodou studia organoidd je fluorescenéni
mikroskopie. Dtvodem je existence velkého mnozstvi exogennich fluorofort,
fluorescencnich barviv, Siroké skaly fluorescencnich proteinii a také pfitomnosti
autofluorescen¢nich slouéenin (kolagen, metabolické koenzymy), které se ptirozené
vyskytuji v bunikdch a které jsou Casto soucasti nékterého z bunéénych pochodl. Na
ptiklad Walsh a kolektiv pouzili fluorescen¢nich vlastnosti kofaktori FAD a NADH, coz
umoznilo hodnoceni metabolismu buniky a zaroven vedlo k G¢inné detekci premalignich
transformaci v bunce [21,22].

Mezi dalsi rutinné vyuZivané metody patii konfokalni fluorescenéni mikroskopie, které
umoziuje separovat signal z riznych vrstev vzorku, a tak rekonstruovat 3D informaci.
Wengzel a kolektiv identifikovali pomoci techniky mDSLM (multidirectional digital
scanned light-sheet microscopy) 9 slou¢enin z bézn¢ dostupnych knihoven 1é¢iv, které
specificky u¢inkovaly na buiiky vnitiniho jadra multicelularnich tumorovych sféroidd,
zatimco buniky vnéjsi obalky nebo 2D bunécné kultury nebyly t€mito 1é¢ivy ovlivnéné
[23].

Pti analyze lze uspéSné kombinovat svételnou 1 fluorescenéni mikroskopii. Jako ptiklad

je uveden vyzkum onemocnéni cystické fibrozy, provadény Dekkers a kolektivem. [24]

1.2.1.Svételna mikroskopie
Svételna mikroskopie predstavuje jednu z nejzéakladnéjsich metod, pouzivanou k
optické analyze objektl. Principy svételné mikroskopie vyuziva pfistroj, zvany opticky
mikroskop, ktery za pomoci optickych soustav zlepSuje rozliSovaci schopnost oka az

tisickrat [25].
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Mezi zakladni soucdsti patii svételny aparat, objektiv a okular, které jsou mechanickou
soustavou doplnény ve funkéni celek optického mikroskopu.

Funkci optického aparatu je zajisténi co nejdokonalejsiho osvétleni predmétové roviny
mikroskopu. Hlavni funkci je zajisténi spravného sméru a intenzity k adekvatnimu
prosviceni preparatu. Osvétlovaci aparat je tvofen zdrojem svétla, korektorovou clonou,
polni (aperturni) clonou a kondenzorem s kondenzorovou clonou. Jako zdroj svétla se
nejcastéji pouziva halogenova lampa o vykonu 50-100 W, ptipadné xenonova vybojka o
vykonu 75-150 W. Ukolem korektorové clony je soustfedit paprsky vychéazejici ze zdroje
svétla. Za touto korektorovou clonou je pak umisténa clona polni, ktera determinuje
pramér svétla jdouciho do kondenzoru. Mirou uzavieni polni clony pak volime urcity
kompromis mezi kontrastem a hloubkou ostrosti na jedné stran¢ a rozliSenim detailt a
barevného rozliSeni na stran¢ druhé. Kondenzor kondenzuje svétlo v soumérném kuzelu
smérem k preparatu, kondenzorova clona pak upravuje thel paprski pti vrcholu
svételn¢ho kuzelu. Pfi zcela oteviené kondenzorové cloné je thel paprski vétsi, obraz
mikroskopu ztraci barevnou hloubku a kontrast, je svétlejsi a s lepSim rozlisenim. Naopak
pii clon¢ zaviené je uhel paprskid mensi, obraz nabyva barevnou hloubku a kontrast,
zaroven se vsak stava mén¢ zietelnym. Nejvyssiho informaéniho vytézku je dosazeno v
pripad¢, ze je osvétleno pouze zorné pole objektivu [26,27].

Nejdulezitéjsi soucasti mikroskopu je objektiv, jeho kvalita zna¢né determinuje zvétSeni
a vyslednou kvalitu obrazu. Dale pak mnozstvi Cocek, které v zavislosti na své funkci
maji potiebny tvar a optickou mohutnost. Tyto ¢ocky jsou soustfedény do skupin
v tripletech a dupletech, nebo jsou samostatné a pevné umisténé v objektivovém tubusu.
Rozlozeni, pocet a tvar ¢ocCek se 1iSi v zavislosti na typu objektivu a vyrazné ovlivituje
vSechny parametry objektivu. Cela soustava ¢ocek pak dohromady funkéné tvoii Cocku
spojnou. Objektiv produkuje obraz zvétSeny a pievraceny. Zakladnimi parametry
objektivu jsou numerickd apertura objektivu, ohniskova vzdalenost objektivu, zvétSeni
objektivu a svételnost objektivu. Numerickd apertura zavisi na indexu lomu a aperturnim
uhlu a je dana vztahem (viz NA=n.sin(a) (Rovnice 1), kde NA je hodnota numerické
apertury, n je index lomu a a aperturni thel. Numericka apertura je pfimo Gumeérna
rozliSovaci mezi mikroskopu. Je tedy nejzasadnéjsi charakteristikou objektivu.

NA = n.sin(«) (Rovnice 1)[25]

12



Ohniskovéa vzdalenost objektivu je ur€ena vzdalenosti predmétového ohniska objektivu
od predmétové hlavni roviny. Ohniskova vzdalenost ovliviiuje zvétSeni objektivu a tim i
celkové zvétSeni mikroskopu. ZvétSeni objektivu je urceno ohniskovou vzdalenosti
objektivu, objektiv pak zajist'uje piicné zvétSeni. Svételnost objektivu popisuje odpor, jez
objektiv klade prochazejicimu svétlu. Svételnost je urCena pomérem ohniskové
vzdalenosti (f) K priméru kuzelu svétla, vychazejiciho z kondenzorové clony. Idealni
svételnost objektivu je f:1, prakticky nejlepsi svételnost objektivu se pak pohybuje okolo
hodnoty f:1,4 [25].

Primarné 1ze pomoci svételné mikroskopie pozorovat objekty amplitudoveé, jez pfi
pozorovani ve svétlém poli absorbuji svétlo a tim méni jeho amplitudu. Takovou zménu
amplitudy lidské oko zachyti jako zménu jasu (intenzity). Pokud téleso neabsorbuje
svétlo, neni mozné jejich pozorovani za pomoci svételné mikroskopie. Takova télesa
nazyvame objekty fazové [25].

Zvysené absorpce svétla 1ze dosahnout i barvenim vzorku, takovy postup se vSak pro

analyzu organoidl nehodi, nebot’ zpravidla vede k usmrceni Zivého vzorku.

1.2.2.Mikroskopie s vyuzitim fazového kontrastu
Oproti  principim svételné mikroskopie, kterd umoZiiuje pozorovani objektl
amplitudovych, mikroskopie s vyuZzitim fazového kontrastu umoZiuje pozorovani
objekt fazovych. Jako objekty fazové oznacujeme takové objekty, které se od svého
okoli 1181 hlavné indexem lomu. Jelikoz vzhledem ke svému okoli nejevi zménu absorpce
svétla, sledujeme u nich posun faze svételné viny. Takové objekty by principy svételné
mikroskopie byly pozorovatelné pouze za pomoci specialnich barviv a s tim spojenym
prevodem na objekty amplitudové. Obarveni vSak vede k usmrceni pozorovaného
objektu, coz pro analyzu organoidl je jev nezadouci. Vhodnéjs$i variantou je pouziti
principtt mikroskopie s vyuzitim fazového kontrastu. Principem takové mikroskopie je
pfeména fazové zmény vinéni na zmény intenzity svétla. Obraz objektu v obrazovém
ohnisku objektivu vznika interferenci vinéni ptimého, prochazejiciho objektem a vinéni
difrakéniho, posunutého na fazovém objektu. Vysledny obraz je vSak nepozorovatelny,
jelikoz rozdily v indexu lomu pfedmétu a okoli jsou velice malé. VIinéni ptimé a difrakéni
1ze odd¢lit, coz je nezbytnou podminkou pro modulaci amplitudy a faze svétla pfimého,

a to bez ovlivnéni svétla difrakéniho a naopak. Tohoto je docileno umisténim tzv. fazové
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desky (ve tvaru prstence), ktera posunuje fazi pfimého svétla pii interferenci obou druhti
vinéni. Vysledkem této interference je pak vznik kontrastniho fazového obrazu.
Nejvyraznéjsi fazovy kontrast vznika pfi fdzovém rozdilu % vinové délky pouZzitého
svétla. V praxi pak rozliSujeme fazovy kontrast pozitivni, kdy je faze pfimého vinéni
posouvana vzhledem k vInéni difrakénimu o +1/4 A a fazovy kontrast negativni, kdy je

faze vinéni posouvana 0 1/4 A od vInéni difrakéniho [28].

1.2.3.Fluorescen¢ni mikroskopie
Fluorescenéni mikroskopie je zalozena na zobrazeni fluorescen¢ni emise z molekuly
fluoroforu po vybuzeni excitacnim svétlem. Fluorofory mohou byt pfirozené soucasti
struktur (jako nukleové kyseliny, pigment, ...) nebo uméla barviva piipadné
fluorescen¢ni proteiny jako GFP. Zékladnim ptedpokladem pro uspé$né pouziti
fluorescen¢ni mikroskopie je dobré oddéleni excitujiciho svétla od fluorescencni emise,
kter¢ Ize odstranit pouzitim specifického tzv. emisniho filtru pied detektorem. Vysledkem
jsou barevné zafici struktury v temném poli.
Jednou z hlavnich vyhod fluorescen¢ni mikroskopie je jeji vysoka citlivost, fluoreskujici
molekuly jsou detekovatelné jiz pfi velmi malych koncentracich. To je umoznéno
vysokym kontrastem vic¢i pozadi. Typicky fluorescenéni obraz ma podobu jasného
(svétlého) signdlu na tmavém pozadi. Toho je dosazeno za pomoci dvojice filtrGi pro
oddéleni excita¢niho a emisniho spektra. Jedna se tedy o filtry excitacni a emisni (Viz
Obrazek 6). Filtr excitacni vymezuje rozsah vinovych délek zafeni, pouzitych pro
excitaci, naopak filtr emisni vydéluje tu cast spektra, jez pfedstavuje hlavn€ snimany
signal. Spravnou kombinaci téchto dvou filtr dosahujeme minimalizace signalu pozadi
a pozadovan¢ho vysokého kontrastu. S vysokou citlivosti Gizce souvisi moznost pouZiti
vyrazné¢ nizSich koncentraci detekénich cinidel, a tedy SetrngjSiho zachazeni se
zkoumanym vzorkem [29].
Vzhledem k existenci fotoaktivnich latek v pfirodé¢ a snadné moznosti jejich genetické
modifikace do ZivociSnych bunék bez ovlivnéni Zivotaschopnosti bunky ¢i organismu
jsou metody fluorescenéni mikroskopie vhodné k analyze organoidnich systému.
Jednou z nejcastéji pouzivanych metod je analyza metodami fluorescencni mikroskopie,
a to diky existenci velkého mnozstvi opticky aktivnich latek pfirozené se vyskytujicich

v v

uvniti bunék, popiipad¢ Ucastnicich se n€kterého z bunéénych pochodi. Kupiikladu
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Walsh a kolektiv nejcastéji vyuzivaji fluorescencnich vlastnosti FAD a NADH, coz
umoziuje hodnoceni metabolismu buiiky a zaroven vede k uc¢inné detekci premalignich
transformaci v bunice [21,22]. Ptfi analyze Ize uspésné kombinovat svételnou i
fluorescen¢ni mikroskopii, jako naptiklad pii vyzkumu onemocnéni cystické fibrozy,

provadéném Dekkers a kolektivem [24].

Tepelny filtr

Zavérka

Slot pro filtry
]
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Vybojka

Obrazek 2 - Schéma fluorescenéniho mikroskopu [30]

1.2.4. Konfokalni mikroskopie
Vyhodou konfokalni mikroskopie oproti pfedchozi metodé je potlaceni signalu z rovin
pod a nad zaostfenim a s tim spojend moZnost snimani optickych fezii. Skladanim
takovych fezi pak 1ze pozorovany objekt zrekonstruovat jako 3D model. Hlavni pfednosti
laseru je jeho specificka vlnova délka zafeni, kterou neni potteba dale filtrovat.
Omezenim ale je fakt, Ze vysoce intenzivni osvétleni vzorku pfispiva k rychlejsimu
vysviceni fluoroforti v misté snimani a v misté, kudy prochazi paprsek k mistu zaostteni.
Dle principu snimani rozdélujeme konfokalni mikroskopii na laserovou tadkovaci
konfokalni mikroskopii a konfokalni mikroskopii s rotujicim diskem [31]. Vzhledem
k moznosti rekonstrukce snimanych fezti do 3D modelt je konfokalni mikroskopie jedna

z vhodnych technik k analyze organoidnich struktur.
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1.24.1. Laserova radkovaci konfokalni mikroskopie

Zakladnimi komponenty laserové fadkovaci konfokalni mikroskopie (CLSM — Confocal
laser scanning microscopy) jsou laser, déli¢ paprsku, skener, ¢ocka objektivu, voli¢
hloubky priniku paprsku a $térbina v konfokalni roviné.

Laser plni funkci zdroje zafeni, jeho paprsek prochazi délicem paprsku, coz je filtr
s funkci oddéleni excita¢niho paprsku od emitovaného svétla. Dale paprsek laseru
prochazi ptes objektiv svelkou aperturou a je zaméfen na zkoumany preparat
(viz Obrazek 3). Obraz se pfi této metode nevytvaii cely najednou, ale je vytvaien bod po
bodu, z divodu skenovani paprskem je vzdy osvétlen pouze jeden bod. Signal odrazeny
od preparétu prochazi clonou se $térbinou V konfokalni roving, kde dojde k odstranéni
mimoohniskovych poloh a naskenovany signal je snimén fotodetektorem S
fotonasobicem. Vysledny obraz je pak zobrazen na monitoru. Laserovy paprsek je
rozkmitdvan za pomoci svazku zrcadel, coz umoziuje fadkovéani a tim vznikly fez
preparatem ve 2D rovin€. Zménou hloubky priniku zafeni je umoznéno snimani dals§i 2D
roviny. Rekonstrukci takto vzniklych 2D fezl pak dostavame 3D obraz zkoumaného
preparatu [32].

Oproti tradi¢ni svételné mikroskopii je zde za pomoci Stérbiny odfiltrovan signal
prichazejici z oblasti mimo obrazovou rovinu zaostieni. Pokud by takovy signal odstranén
nebyl, svétlo ptichdzejici z jinych Casti by se piekryvalo se svétlem tvoricim obraz a cely
vysledny obraz by byl rozmazany.

Nevyhodou konfokalni mikroskopie je samotny zdroj svétla laser. Soustfedéni
intenzivniho laserového paprsku na snimany bod je preparat dlouhodobé vystaven
neptiznivym Gc¢inkim laseru. Nutnost snimani obrazu bod po bodu pak vyrazné¢ ovliviiuje
casovou narocnost takové analyzy [33] .

Konfokalni mikroskopie je hojné pouzivanou metodou studia organoidnich struktur. Zde
Devarasetty a kolektiv vyuzili barveni organoidi za ucelem zjisténi jejich viability.
Kbarveni byl pouzit LIVE/DEAD viability/cytotoxicity kit (2 upl/ml ethidium
homodimer-1 a 0,5 pl/ml kalcein acetoxymethyl) [34].
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Obrazek 3- Schéma laserového rastrovaciho konfokéalniho mikroskopu [33]

1.2.4.2. Konfokalni mikroskopie s rotujicim diskem

Stejné€ jako u CLSM, i zde je zdrojem svétla laser. Rozdil je vSak v draze, kterou signal
projde smérem od zdroje pies preparat az K vyslednému zobrazeni. U konfokalni
mikroskopie s rotujicim diskem (SDCLM - Spinning disc confocal laser scanning
microscopy) je svétlo zamé&fovano na preparat pres rotujici disk, na némz se nachazi velké
mnozstvi clonek. Diky tomuto faktu je moZné snimani né€kolika bodl najednou s tim
spojené¢ zrychleni celého procesu zobrazeni. Kazda mikrococka kolektorového disku ma
pridruzenou dirku, kterd je bocn€ vyrovnéna na druhém (Stérbinovém) disku a axialné
umisténa na ohniskové roviné mikrococek. Disky jsou upevnény na spolecné hiideli,
ktera je pohanéna na vysokou rychlost elektrickym motorem. Dirky (a mikrococ¢ky) jsou
uspotadany ve vzoru, ktery snima zorné pole definované velikosti clony a zvétSenim
objektivem mikroskopu. Skenovaci laserové paprsky pak excituji fluorescenéni znaceni
ve vzorku. Fluorescen¢ni emise jsou nejvice intenzivni v misté zaostfeni, tedy ohniskové
roving. Cast tohoto svétla se vraci podél excitaéni cesty, kde je piednostné vybrana
stejnymi "konfokalnimi" $térbinami. Mezi obéma disky se nachazi dichroické zrcadlo,
které odrazi zafeni emisni vinové délky a odd€luje laserové emise od jakéhokoli

excitaéniho svétla odrazeného nebo rozptyleného z mikroskopické optiky. Geometrie
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emisni cesty vede k konfokalnimu fluorescenénimu signélu s extrémné nizkym hlukem
na pozadi.
Tato metoda je vhodna pro sledovani rychlych déju v zivych systémech. Nevyhodou

takového systému je pak nizsi rozliSovaci schopnost [35].

Laser
Kolektorovy disk 1+ ~Mikro¢ocka
)
S° %o o°o°°d Kamera
=1
o =) o O =
Scoo Co o o
Scoo Py d O
<7 “oos Cocka
Dichroické o
Stérbina Konfokalni zobrazeni
zrdcadlo L
<= Stérbina

Objektivova Eocka @ —
<~ Konfokalni

o o7 rovina
Vzorek /

TVzorek

Mimoohniskova rovina

Obrazek 4 - Schéma konfokalniho mikroskopu s rotujicim diskem [35]

1.2.5.Wide field fluorescencni mikroskopie

Jedna se o zobrazovaci techniku, pfi niZ je cely zkoumany vzorek osvicen zarenim o
definované vinové délce. Zde je patrny principialni rozdil od konfokalni mikroskopie,
kde je excitacni paprsek fokusovan do definovaného bodu zkoumaného vzorku
(viz Obrazek 5). Jako zdroj zafeni jsou nejcastéji pouzity halogenové ¢i LED panely, a to
s ohledem na poZadovanou vlnovou délku, pro nase pouziti fluorescencnich technik pak
LED panely [36].

Vyhodou takové techniky je rychlé zobrazovani obrazkl s vysokym rozliSenim, coz lze
prakticky vyuzit napt. u vzorkli, vyzadujicich pobyt ve stalém prostiedi a dlouhodoba

absence takového prostfedi by na né¢ mohla mit destruktivni charakter. Wide field
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techniky se vyznacuji rychlosti skenovani, tim padem lze citlivé vzorky vyjmout

z idealniho prostfedi pouze na kratkou dobu, kterd pro né neni ohrozujici.

Konfokalni mikroskopie Wide field mikroskopie
Vzorek Vzorek
Stérbina
Zdroj zateni i Zdroj zéateni

Obrazek 5 — Schéma rozdilu principt konfokalni mikroskopie a wide field
mikroskopie [37]

1.3. Testovani modelovych protinadorovych léciv
s vyuzitim sferoidi nadorovych bunék

I ptes urcité komplikace se sferoidy v souc¢asné dobé jevi byt slibnym modelem pro
studium riznych aspekti rakoviny a testovani reakce noveé vyvijenych preparati na tyto
typy rakovinného bujeni. Na jedné strané se klade diraz na optimalizaci pfipravy
stabiln¢ reprodukovatelnych stabilnich sferoidd a organoidi z tumort riznych organd,
nebo konstrukce komplexnich multi-organovych systémi [6,38-40]. Na stran¢ druhé se
vyvoj ubird smérem optimalizace analytickych a detekénich metod smérem ke
komplexni, multidimenzionalni fenotypizaci zkoumanych objektd (tzv. High-content
Screening, HCT), minimalizovat nezadoucich vlivii méfeni a tim moznosti sledovani

zivych 3D objektt v ¢ase (4D), miniaturizaci a automatizaci [41].
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Ptinosna byla implementace organoidnich kultivaci do velkoformatovych
mikrotitracnich desticek (96, 384 nebo 1536 jamek), ktera posunula vyuziti tohoto
systému smérem k vysoce propustnému screeningu (HTS) 1éciv.

Nové¢ se také testuji koncepty integrace mikrofluidnich technologii, tzv. organy-na-cipu.
Jejich vyhodou je precizni kontrola lokalniho prostfedi, moznosti dynamické stimulace

bunck a vytvoteni fyziologicky relevantniho mikroprostredi [42].
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2. MATERIALY, METODY A PRiISTROJOVA
ZAKLADNA

2.1. Zobrazovani optickych markeru fluorescence

Organoidni struktury kultivované v 384 jamkové MTP byly zobrazovéany s vyuzitim
makroskopického fluorescenéniho zobrazovaciho systému na bazi zafizeni FluorCam,
které vyuziva 12 nebo 16 mm objektiv umoziujici zobrazovani celé MTP v jednom
snimku. Vyhodou této metody je rychlosti snimani a nedestruktivni charakter méteni pro
bunécné struktury.

Mezi dalsi bézné€ vyuzivané systémy, slouzici pro zobrazovani optickych markert, patii
ImageXpress Micro Automated Imaging System firmy Molecular Devices, vyuzivany na
BFU AV CR. Tento systém je vybaven laserovym automatickym zaostfovanim, objektivy
Nicon s1 az 100nasobnym zvétSenim a automatickym c¢tyfpolohovym méni¢em
objektivii. Soucasti tohoto systému je také pétipolohovy méni¢ filtri pro specificka
fluorescenéni a histochemicka barviva a pln¢ automatickym X-Y stolkem na vzorek
schopnym zmény hloubky priniku zafeni s krokem 100 nm. K analyze pak tento systém

pouziva software MetaXpress 5.1 [43,44].

2.2. Metodika pripravy vzorki

Jako vhodny experimentalni model byly vybrany bunécné linie rakoviny tlustého stfeva
DLD-1 (DLD-1 wt) [45] a odvozeny klon s deleci geny BRCA2 (DLD-1 BRCA2 -/-).
Oba klony byly virovou transfekci stabilné transfekovany plazmidem konstitutivné
exprimujicim protein mCherry (rLV.EF1.mCherry-9, TaKaRa). Excitaéni maximum
tohoto proteinu je na vinové délce 587 nm, emisni maximum lezi na hodnoté 610 nm (viz

Obrazek 6).
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Obrazek 6 - Excita¢ni a emisni spektra proteinu mCherry s vyznacenym excitacnim

(zelena Céara) a emisnim (modré ¢ara) maximem [46]

Desticky byly pfipravovany Mgr. Terezou Suchdnkovou Ph.D.na Biofyzikalnim ustavu
AV CR.

Pti kultivaci téchto bunék je tieba se striktné drzet pfedepsaného protokolu, sestavajici
z n¢kolika postupnych bodu dle dodavatele [47]:

1) Odstranéni a likvidace obsazeného rustového média.

2) Setrny proplach bunéénych vrstev s vyuzitim roztoku Trypsinu-0,53mM EDTA
(0,25 hmotnostnich procent) odstranéni vSech stop séra, obsahujiciho inhibitor
trypsinu.

3) Pridani 2,0 az 3,0 ml Trypsin-EDTA roztoku do banky a sledovani bunék pod
invertovanym mikroskopem az do rozptylu bunék. Obvykly ¢as tohoto procesu se
pohybuje mezi 5 a 15 minutami. Pro eliminaci shlukovani bun€k je doporuceno
minimalizovat narazy ¢i otfesy bainky. Pro usnadnéni rozptylu je vhodné burky
umistit do prostfedi o teploté 37°C.

4) Ptidani 6,0 az 8,0 ml kompletniho ristového média a odsati bun¢k jemnym
pipetovanim.

5) Ptidani vhodnych alikvot bunééné suspenze do novych kultiva¢nich nadob-

6) Inkubace bunécnych kultur prostiedi o teploté 37°C.

Takto ptipravené bunky byly nasazeny do mikrotitra¢ni desti¢ky Corning 3830 o 384
jamkach po 24 sloupcich a 16 fadach jamek (viz Obrazek 7).
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Obrézek 7 — Pohled na spodni ¢ast MTP desticky Corning 3830 [48]

Kazda jamka je tvofena ¢ernym télem jamky a transparentnim dnem konického tvaru,

desticka je opatfena transparentnim vikem zabranujicim kontaminaci a odparu.

Kombinace transparetniho dna a vika umoziiuje fluorescen¢ni (iluminace a zobrazeni ze

stejné strany) a RGB (reflektan¢ni i transmisni méfeni) snimani. Viko a mikrotitra¢ni

desticka na sebe naléhaji, buiikky v jamkéch vSak nejsou vikem hermeticky uzavieny, pro

rust bunék je dalezita stala atmosféra 5 % CO2, 37 °C.

Desticka byla rozdélena na 2 stejné oddily, kazdy o 12 sloupcich a 16 fadach. Do takto

ptipravené desticky byly nasazeny buriky dle diluéni fady (viz Tabulka 1) s 40 ul zivného

média. Pro kazdou ze 4 koncentraci z kazdé bunécné linie bylo tedy k dispozici 48

replikatt. Po takovém postupu byla desti¢ka odstiedéna na laboratnorni centrifuze (200g

RT,10 min). Takto pfipravené desticky jsou vhodné pro testovani funkénosti systému a

jeho zobrazovacich a analyza¢nich schopnosti.

Tabulka 1 — Pocty bun€k nasazenych do mikrotitra¢ni desti¢ky pro ob& bunééné linie.

DLD-1 wt DLD-1 BRCA 2-/-
fadek/sloupec | 1 12 13 24
1 5000 5000 | 16000 16000
2 5000 5000 | 16000 16000
3 5000 5000 | 16000 16000
4 5000 5000 | 16000 16000
5 2500 2500 | 7500 7500
6 2500 2500 | 7500 7500
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7 2500 2500 | 7500 7500
8 2500 2500 | 7500 7500
9 1000 1000 | 2500 2500
10 1000 1000 | 2500 2500
11 1000 1000 | 2500 2500
12 1000 1000 | 2500 2500
13 500 500 1000 1000
14 500 500 1000 1000
15 500 500 1000 1000
16 500 500 1000 1000

Po inokulaci byly mikrotitracni desticky pfemistény do rlistové banky, kde je udrZzovéana

stalad atmosféra, nutna pro spravny riist a preziti vznikajicich organoidnich struktur. Pro

kazdou koncentraci jsme tedy Videalnim piipadé po 3denni kultivaci ziskali 48

organoidnich struktur. Samotny prubéh ristu téchto struktur (viz Obrazek 8) byl

kontrolovan za pomoci konfokalniho mikroskopu ImageXpress Micro Automated

Imaging System od firmy Molecular Devices s vyuzitim softwaru MetaXpress 5.1 pro

analyzu viability na zakladé pfitomnosti mCherry fluorescen¢niho signalu. 3 dny po této

kultivaci je mozné takto ptipravené destiCky testovat na navrzené konfiguraci pristroje.

2500 bunék

7500 bunék

15 000 bunek

0 hodin

24 hodin

Obrazek 8 — Snimek svételného mikroskopu zachycujici formovéani a rist
organoidnich struktur v zavislosti na poctu pocatecné koncentraci bunék.

Prezentovano s laskavym svolenim Dr. Terezy Suchdnkové, Ph.D.
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2.3. Navrh automatizovaného systému
V soucasné dob¢ vyvijeny systém s komerénim nazvem AlgaeScreen (viz Obrazek 9)
reprezentuje robotizovanou platformu navrzenou pro automatizované experimenty
spojujici kultivace v mikrotitracnich destickdich (MTP) s rgb nebo fluorescencni
analyzou. Komplexni feSeni bude zahrnovat rizné moduly pro kultivaci suspenznich
vzorkt fas, pfipravu vzorkii v MTP a neinvazivni méieni zalozené na digitalni analyze
obrazu. Duraz je kladen na kapacitu systému, a to zejména zavedenim automatizace a
miniaturizace. Pro t¢ely vysoce propustného systému je pak pro potieby této prace kladen

daraz hlavné na optimalizace optické metody.

Inkubatory

FluorCam mikrotitrac¢nich desti¢ek

Inkubatory L
Roboticka ruka
mikrotitra¢nich desti¢ek

Obrazek 9 — Schéma navrzeného pfistroje

Systém Algaescreen je primarné urcen pro analyzu suspenznich vzorki, kde obrazova
analyza je myslena jako analyza primérného signalu z kazdé z jamek MTP. Navrhovany
systém je uzplsoben pro analyzu signalu, ale i morfologie organoidii umisténych v
jednotlivych jamkach MTP.

Zakladnimi soucastmi prototypu systému AlgaeScreen jsou roboticka ruka, inkubator
mikrotitracnich desticek a modul makroskopického zobrazovaciho systému FluorCam,
vychézejici ze stejnojmenného zaifizeni firmy Photon Systems Instruments s r.0. Pro
ucely Sirsiho vyuziti 1ze tento systém doplnit napiiklad o modul automatické pipety a
RGB, hyperspektralni kameru, déale pak o dalsi inkubatory mikrotitracnich desticek a
systéml FluorCam. Pro analyzu organoidi byl implementovan jeden fluorescencni

modul.
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2.3.1.Inkubator mikrotitra¢nich desti¢ek

Pro spravny rist organoidnich struktur je kritickym parametrem udrZeni stalé a pfedem
definované atmosféry. Pro ucely Vvysoce propustné¢ho systému, slouzicimu k analyze
organoidnich struktur, byl testovan a pouzit prototyp inkubatoru miktotitracnich desti¢ek
od firmy Photon Systems Instruments (viz Obrazek 10).

Toto zafizeni je schopno kultivovat na pozadované teploté pii udrzeni stalé vlhkosti a
nastavené atmosféry. Soucasti inkubatoru je regulovatelné LED osvétleni, které je
regulovatelné u kazdé z polic oddélené. Diky moznosti nastaveni v§ech téchto parametri
je zarizeni vyuzitelné v Siroké Skéale védnich oborti. Nastaveni inkubatoru je mozno
provadét pomoci specializovaného softwaru, piipadné pies piipojenou kontrolni
jednotku. Diky moznosti propojeni na pocita¢ lze ve specializovaném softwaru

monitorovat vnitini podminky a funkénost celého inkubatoru.

Obrazek 10 — Prototyp inkubatoru mikrotitra¢nich desticek

2.3.2.Zobrazovaci techniky
Jednotkou zajist'ujici obrazovou akvizici v systému AlgaeScreen je modul FluorCam
firmy Photon Systems Instrument spol, sr.0. (viz Obrazek 11). FluorCam je
makrospkopicky zobrazovaci systém, pracujici na principu fluorescence. Standardni
verze piistroje FluorCam obsahuje n¢kolik synchronizovanych zdroji osvétleni, citlivou
CCD kameru a specialné navrzenou filtraéni soustavu pro spektralni separaci
detekovanych emisnich zafeni. Verze systému tzv. Close FluorCam (uzaviena verze) je

opticky izolovany pfistroj, ktery je vhodny hlavné pro méfeni statickych fluorescen¢nich
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signalt, u kterych by interference okolniho zareni znemoznila detekci fluorescence. Jako
takovy je tedy idedlni volbou pro obrazovou akvizici MTP fluorescenénimi metodami,

tedy 1 jako soucést vysoce propustného systému pro analyzu organoidnich struktur.

Obrazek 11 - Modul FluorCam snimajici MTP v prototypu systému AlgaeScreen

Pro pilotni testy byla pouzita verze pfistroje Closed FluorCam obsahujici CCD kameru
typu TOMI-1 s rozlisenim 720 x 560 pixelt s 12bitovym A/D ptevodnikem. Kamera je
schopna snimat zafeni vinovych délek 400—1000 nm. Tento pouzivany typ kamery se
vyznacuje vysokou senzitivitou a je schopna pracovat pii vysokych teplotach az do 50 °C
a vlhkosti vzduchu az 95 %, coz je vzhledem k podminkam, nutnym pro kultivaci bunék,
jeden z dulezitych parametri. CCD kamera snima celou MTP jako celek (viz Obrazek
12), narozdil od konvenéné pouzivanych systému, kde jsou jednotlivé jamky skenovany
postupné. Tento postup vyrazné urychluje ¢asovou narocnost akvizice obrazovych dat,

pohybujicich se v hodnotéach desitek minut na jednu MTP. [49]
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Obrazek 12 - Schéma, znazornujici invertovany systém méteni MTP v navrhovaném
systému

2.3.3.Robotické rameno
Pro manipulaci se vzorkem je v systému AlgaeScreen uréeno robotické rameno Omron
TM12 (viz Obrazek 13).

Obrazek 13 - Robotickd ruka Omron TM12, zajistujici manipulaci se vzorkem v
systému AlgaeScreen [50]

Toto robotické rameno je vhodnym prostfedkem pro automatizovanou manipulaci se
vzorkem, diky velkému mnozstvi kloubt je dobfe programovatelné a citlivé na pohyb
v osach X, Y 1 Z. Potiebnd modifikace této soucasti platformy AlgaeScreen spocivala

V instalaci citlivé ruky, nutné pro Setrnou manipulaci s MTP.

2.4. Modifikace stavajici platformy Algaescreen
Optimalizace stavajici platformy AlgaeScreen pro potieby vysoce propustného

screeningu organoidi byla provedena v nékolika krocich: (1) byla nahrazena pouzita
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kamera modulu FluorCam za kameru svys$im rozliSenim, (2) optimalizovanim
excitacnich svételnych LED panelti do optima pouzitého fluoroforu, (3) zatazenim
automatické kultivace do procesu analyzy a (4) implementace funkci automatické analyzy
organoidnich struktur do stavajici verze databazového softwaru PlantScreen™.

(1) CCD s vyssim rozlisenim: Pro zobrazovaci modul FluorCam byl nutny pfechod na
vys$si fadu CCD kamer TOMI-2. Tato kamera se oproti kamete typu TOMI-1
vyznacuje vy$$im rozliSenim 1360 x 1024 pixelti a A/D ptfevodnikem s 16bitovou
hloubkou. Ostatni dilezité parametry jsou shodné s jiz vyuzivanou kamerou
TOMI-1. Vyssi rozliSeni kamery zvysila pocet pixelll na zobrazovany objekt
organoidu ¢tyfnasobné, ¢imz umoznilo i piesnéjsi analyzu morfologie organoida
v MTP. Do slotu kamery pro filtry pak byl umistén emisni filtr propoustéjici
vinové délky hodnot 600—-650 nm, coz je v souladu s emisnim spektrem proteinu
mCherry (viz Obrazek 6).

(2) Optimalizace excitacniho svétla: standardni verze FluorCamu vyuziva LED
svételné panely s maximum vilnové délky 440 nm nebo 620 nm. Byla tedy nutna
modifikace zabudovanych svételnych LED paneli na vlnové délky blizke
excitaénimu maximu proteinu mCherry (viz Obrazek 6). Dle excita¢niho spektra
mCherry byla realizovana modifikace na LED 530 nm, ktera je pouzitelna i pro
organoidy modifikované YFP (Yellow Fluorescence Protein).

(3) Automaticka kultivace: Do vysledného feSeni vysokopropustného zafizeni pro
analyzu organoidi byl zafazen automaticky inkubator MTP. Diivodem je
eliminace ptipadného mechanického poskozeni organoidii pfi manualnim pienosu
z externiho kultivaéniho zafizeni nebo transportu. Vysledkem takové manipulace
by mohlo byt ovlivnéni tvaru rastovych kiivek, jeZ jsou jednim z hlavnich
vyhodnocovacich faktorti pro analyzu organoidi. Manipulace MTP je fesSena
pomoci automatického robotického ramene.

(4) Implementace softwarovych analyz: Soucasné softwarové prostiedi PlantScreen™
umoznuje ovladdani platformy PlantScreen™, coz je automatizované zatizeni
slouzici k fenotypizaci rostlin. Tento databazovy software bude v budoucnu
upraven na miru pro potieby systému AlgaeScreen a nasim tikolem bylo otestovani

a zavedeni dalSich funkci na automatizovanou analyzu organoidu.
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Prostiedi PlantScreen™ sestdva ze tii podfazenych a kooperujicich casti
PlantScreen™Server, PlantScreen™Database, odpovidajici za komunikaci celého
systému s prislusSnou SQL databazi a PS Data Analyser, umoziujici automatickou
analyzu. Diky propojeni se serverem lze kontrolovat funk¢nost systému a kontrolovat
vysledky obrazové analyzy. Jedna se o obsahly softwarovy balicek ovladajici veskeré
mechanické ¢asti 1 obrazovou akvizici, poskytuje moznost poloautomatické obrazové
analyzy a praci s databazi. Zajist'uje automatické ovladani pohybu snimanych taca ¢i
kvétinaci a aktivaci jednotlivych modult akvizice obrazu v zavislosti na prednastaveném
protokolu. Spolu s vyuzitim prednastavenych masek a vypocitanych prahti se jedna o

idealni zakladni kdmen zamysleného automatického analyzatoru.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Ovéreni fukncionality zobrazovaci soustavy
Pro ovéfeni funkcnosti navrhovaného systému byly pouzity MTP, jejichz kultivace je
popsana v predchozi kapitole. MTP byly méteny v upravené verzi Closed FluorCam,
obsahujici kameru TOMI-1 a rGzné excitacni LED panely 440 nm, 470 nm a 620nm
v kombinaci s emisnim filtrem 600-650 nm a 680-750 nm. Jako idealni kombinaci
excita¢niho svétla a emisniho filtru jsme identifikovali LED 470 nm a emisni okno 600-

v

650 nm, kde byl nejsilnéjsi a nejkontrastnéjsi signal (viz Obrazek 14).

Obrazek 14 — Pseudobarevny snimek, pofizeny piistrojem FluorCam s pouZitim
kamery typu TOMI-1, zobrazujici mikrotitraéni desti¢ku S organoidnimi strukturami
Vv kontrolni skupiné¢ DLD-1 (modry obdélnik) a skupiné DLD-1 s odstranénym tumor
supresorovym genem BRCA2 -/- (Cerveny obdélnik)

Fluorescen¢ni snimky byly analyzovany pomoci softwari FluorCam7 a Matlab.
Manuéln¢ byla vytvofena maska pro 384 jamkovou MTP a po jeji aplikaci doslo
K odstranéni pozadi prahovanim a analyzovany obraz obsahoval pouze piislusny
fluorescencni signal ze sviticich organoidd (viz Obrazek 14 ). Vznikly obraz byl dale
analyzovan, pro jednotlivé objekty byly spocitany pixely a priamérna intenzita
fluorescence pies plochu organoidu pro kazdou z 384 pozic. V sumarnich grafech (viz
Graf 1, Graf 2) jsou zprumérované hodnoty pro kazdou z koncentraci (rizné koncentrace

bunék ve sferoidu) ve 12 sloupcich (technicky replikat) kontrolniho vzorku (wild type) a
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stejnym postupem i pro skupinu bez tumor supresorového genu BRCA 2. Pro kazdou
Z hodnot byla vypocitdna smérodatnd odchylka a vysledné hodnoty byly vyneseny do
grafti.
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Graf 1 - Grafické vyjadieni primérné intenzity snimaného signalu v zavislosti na
dilu¢ni fad¢ u kontrolniho vzorku DLD-1 wt a geneticky upravené skupiny DLD-1
BRCAZ2 -/-, mé&fené na kamete typu TOMI-1
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Graf 2 - Grafické vyjadieni primérného poctu pixeli na objekt snimaného signalu v
zévislosti na dilu¢ni fad¢ u kontrolniho vzorku DLD-1 wt a geneticky upravené
skupiny DLD-1 BRCAZ2 -/-, métené na kamete typu TOMI-1

Analyza za pomoci CCD kamery TOMI-1 vSak nedosahovala uspokojivych vysledkii.
Rozliseni kamery je pfili$ nizké, aby bylo schopno dobfe reflektovat jemné zmény mezi
intenzitami a velikostmi jednotlivych kontrolnich skupin, nelze také jednozna¢né urcit

morfologické parametry (viz Obrazek 15), dulezité pro stanoveni viability. Z tohoto
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divodu jsem byl nucen systém upravit instalaci kamery s vysSim typovym oznacenim

TOMI-2.

Obrazek 15 - Organoidni struktury, snimané piistrojem FluorCam s pouzitim kamery
typu TOMI-1. Jednotlivym organoidnim strukturam odpovida jen n¢kolik pixela

3.2. Optimalizace systému

3.2.1.Skenovani s pomoci vysSi rady CCD kamer
TOMI-2

Vyssi fada kamer s typovym oznacenim TOMI-2 se oproti puivodné pouzité kamete
TOMI-1 (s rozlisenim 720 x 560 px) vyznacuje vys§im rozlisenim (1360 x 1024 px) a
A/D ptevodnikem s 16bitovou hloubkou. Tato skute¢nost ndim umoziuje detailngjsi
sledovani malych objektl, mezi néz patii zkoumané organoidni struktury, coz lze
pozorovat na fluorescenénim obrazku (viz Obrazek 16). Stimto faktem se nam
samoziejm¢ dostavd moZnosti mnohem piesnéjSich analyz zaloZenych na intenzité

signalu a plose, kterou kazda jednotliva organoidni struktura zabira.
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Obrazek 16 - Pseudobarevny snimek, pofizeny pfistrojem FluorCam s pouzitim
kamery typu TOMI-2, zobrazujici mikrotitraéni desti¢ku s organoidnimi strukturami
Vv kontrolni skupiné¢ DLD-1 (modry obdélnik) a skupiné DLD-1 s odstranénym tumor
supresorovym genem BRCA2 -/- (Cerveny obdélnik)

Dalsi vyhodou tohoto typu kamery je také moznost piesnéjSich tvarovych analyz
organoidnich struktur, které jsou dalSim dulezitym parametrem, jeZ je nutné
vyhodnotit pro stanoveni viability. Organoidni struktury by mély byt, sdanou
toleranci, sférické objekty (viz Obrazek 17).

Obrazek 17 - Sférické organoidni struktury snimané pfistrojem FluorCam s pouzitim
kamery typu TOMI-2

Jakékoliv vétsi odchylky od sférického tvaru jsou hodnoceny jako nezadouci (viz
Obrazek 18), proto je jednim z nutnych parametr analyzy organoidnich struktur jejich

sféricita.
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Obrazek 18 - Asférické organoidni struktury snimané piistrojem FluorCam s pouzitim
kamery typu TOMI-2

Stejné, jako u analyzy kamerou typu TOMI-1, byly za pomoci softwarli FluorCam7 a
Matlab zanalyzovdny nasnimané obrazy zprimérovanim poctu pixelli a intenzit
fluorescence pies plochu organoidnich struktur. Vysledné hodnoty byly vyneseny do
grafi (viz Graf 3, Graf 4). Znich je patrna zlepSena schopnost detekce hranic
organoidnich struktur a z toho plynouci vypocitand intenzita ptes plochu organoidu.
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Graf 3 - Grafické vyjadieni primérné intenzity snimaného signalu v zavislosti na
dilu¢ni fadé u kontrolniho vzorku DLD-1 wt a geneticky upravené skupiny DLD-1
BRCAZ2 -/-, méfené na kamete typu TOMI-2
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Graf 4 - Grafické vyjadieni praimérného poétu pixeltl na objekt snimaného signalu v
zavislosti na dilu¢ni fad¢ u kontrolniho vzorku DLD-1 wt a geneticky upravené
skupiny DLD-1 BRCAZ2 -/-, mé&fené na kameie typu TOMI-2

Pro moznosti piesnéjsi morfologické analyzy a zpiesnéni méieni velikosti organoidii jsem
ve skenovacim systému nahradil kameru typu TOMI-2 za experimentdlni kameru

s rozliSenim 12 Mpx.

3.2.2.Skenovani s pomoci experimentalni 12 Mpx

CCD kamery
Nejlepsich vysledkt jsem dosahl pti pouziti experimentalni kamery s rozliSenim 12 Mpx
(4112 x 3006 px). Diky svému vysokému rozliSeni je idealnim nastrojem pro skenovani
organoidnich struktur (viz Obrazek 19) a vyuziti téchto scanii K nasledné obrazové
analyze. Je schopna detailniho snimani jemnych struktur organoidl s diirazem na jejich

morfologické vlastnosti, coZ ndm umoziuje piesnou detekci jejich hranic.
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Obrazek 19 - Pseudobarevny snimek, pofizeny piistrojem FluorCam s pouZzitim
kamery s rozliSenim 12 Mpx, zobrazujici mikrotitraéni desticku S organoidnimi
strukturami v kontrolni skupiné DLD-1 (modry obdélnik) a skupiné¢ DLD-1

S odstranénym tumor supresorovym genem BRCAZ -/- (Cerveny obdélnik)

Obrazek 20 - Sférické organoidni struktury snimané ptistrojem FluorCam s pouZitim
experimentalni kamery s rozliSenim 12 Mpx

Obrazek 21 - Asférické organoidni struktury snimané ptistrojem FluorCam s
pouzitim experimentalni kamery s rozliSenim 12 Mpx

S experimentalni kamerou jsem dosahl nejlepSich vysledkl v porovnéni s pfedchozimi

kamerami typu TOMI-1 a TOMI-2. Oproti piedchozi pouzité kamete je mnohem
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markantnéj$i rozdil v poctech pixell a spocitanych intenzitach pies plochu mezi obéma
bunécnymi kmeny na testovaci desti¢ce (viz Graf 5, Graf 6). Dale pak je vyrazné 1épe
pozorovatelna morfologie organoidnich struktur (viz Obrazek 20, Obrazek 21) a s tim

spojena zlepsend moznost snadn¢ a spravn¢ analyzovat tyto objekty.
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Graf 5 - Grafické vyjadieni primérné intenzity snimaného signalu v zavislosti na
dilu¢ni fad€ u kontrolniho vzorku DLD-1 wt a geneticky upravené skupiny DLD-1
BRCAZ2 -/-, mé&fené na experimentalni kamefe s rozliSenim 12Mpx
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Graf 6 - Grafické vyjadieni primérného poctu pixeli na objekt snimaného signalu v

zéavislosti na dilu¢ni fad¢ u kontrolniho vzorku DLD-1 wt a geneticky upravené
skupiny DLD-1 BRCAZ2 -/-, méfené na experimentalni kamefe s rozlisSenim 12Mpx
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Komer¢né vyuzivany systém ImageXpress Micro Automated Imaging System se
vyznacuje CMOS kamerou o rozliSeni 4,7 Mpx a prostorem pro ulozeni 5 filtrd, oproti
tomu mnou navrzeny systém sestava z 12 Mpx kamery a otoénym zasobnikem pro
uloZeni filtrG az pro 7 filtrti. Tato sestava tak umozinuje vyuziti k SirSimu spektru métfeni
bez nutnosti upravy skenovaciho aparatu, jako naptiklad obmény filtri a zaroven je

vhodny pro rychly screening MTP.

3.3. Limitace makroskopického zobrazovani
Pti konstrukci a testovani analyza¢niho systému jsem narazil na limitacni prvky, které
velkou mérou znemoznovaly UspéSnou detekci organoidnich struktur a tim padem i
funkénost celého systému. Jednou z téchto limitaci jsou artefakty na snimcich projevujici
se jako parové objekty po stranach kazdé z organoidnich struktur, druhou zasadni limitaci
pak byl vznik jedné z objektivovych vad, tzv. vinétace. Ob¢ tyto omezeni se mi

povedlo Gspésné odstranit, ¢imz byla umoznéna funkénost systému.

3.3.1.Crosstalk

Pfi analyze organoidnich struktur experimentalni kamerou s rozliSenim 12Mpx
pravidelné dochazelo ke vzniku falesné pozitivnich oblasti ve v§ech jamkach MTP (viz
Obrazek 22). Tento jev zavadi do analyzy zésadni problém, uméle je jim totiz navySovan
pocet pixelll organoidnich struktur a jejich intenzita, ktera je pocitana jako primér

Z jednotlivych pixeld.

Obrazek 22 - Artefakty, vyraznym zptisobem ovliviiujici analyzu organoidnich
struktur

Pii blizsSim pohledu je patrna stalost intenzity téchto artefakti v obraze, z cehoz lze
predpokladat hardwarovou pfi¢inu tohoto problému. Pro ovéfeni vzniku téchto jevi bylo
nutné slicovat obraz prazdné desticky a desticky s organoidnidmi strukturami. Ve
slicovaném obraze je patrnd shodnd poloha artefakti v méfené desticce s organoidnidmi
strukturami a v méfené prazdné desti¢ce. Lze tedy tvrdit, ze vznikajici artefakty nejsou

vazany na organoidni struktury. Z vysledku scanu (viz Obrazek 23) je zfetelné
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pozorovatelnd symetri¢nost v ose x dle stiedu jamky a orientace téchto artefakti v ose y

smérem k objektivu.

Obrazek 23 - Obrazové artefakty, vzniklé odrazem LED paneli od den jamek MTP
Diky témto zjiSténim jsem byl schopen urcit, Ze tyto artefakty vznikaji odrazem paru
LED panelti od den MTP, na zdkladé¢ ¢ehoz bylo mozné navrhnout efektivni postup

eliminace téchto artefaktu.

3.3.2.Vady objektivu

Druhym ze zasadnich omezeni je pak vada objektivu, zvana vinétace. Tato vada je
zpusobena snahou o dosazeni rozumné velkych a lehkych objektivil, ¢ehoz dosahujeme
zmenSenim ¢ocek. Tento fakt mé pak za nasledek ubytek svétla uvnitt tubusu objektivu a

projevuje se ubytkem intenzity v rohovych ¢astech snimku (viz Obrazek 24). [51,52]

I

Obrazek 24 - Obrazek znazornujici objektivovou vadu vinétaci. Obrazek vlevo neni touto
vadou postiZen, obrazek vpravo je postiZzen vinétaci [52]

V ptipadé realizovaného systému mela za nésledek Ubytek intenzity pixeld v rohovych
pozicich analyzované MTP. V disledku pak doSlo k vyraznému znesnadnéni detekce
struktur metodami prahovani, z toho plynouci ovlivnéni plochy téchto struktur a s tim
spojenym ubytkem vypocitané intenzity jednotlivych organoidt. Pro spravnou detekci a
zisk odpovidajicich vysledkli bylo nutné tuto objektivovou vadu korigovat, aby nebyly

ovlivnény vysledky.
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Obrazek 25 - Snimek desti¢ky s organoidnimi strukturami s patrnou objektivovou
vadou vinétaci

3.4. ReSeni limita¢nich vad

3.4.1.Crosstalk

Jelikoz obé vySe popsané vady vyraznou mérou znesnadiiovaly ¢i uplné znemoziovaly
spravnou detekci organoidnich struktur, bylo tieba ob¢ tyto limita¢ni vady odstranit.

K odstranéni artefakti vzniklych odrazem LED panelti od den jamek byla upravena
z pivodniho ¢tvercového profilu masky (viz Obrazek 26) na kruhovy profil, ktery 1épe
reflektoval kruhovy charakter organoidi (viz Obrazek 26).

Obrazek 26 - Obrazek detailu piivodni masky s ¢tvercovym profilem se zvyraznénymi
artefakty v Cervenych krouzcich (Cerveny obdélnik) a nove navrzené masky s kruhovym
profilem, nezahrnujici artefakty do analyzy (modry obdélnik)
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Takto navrzena maska eliminovala odrazové artefakty a nasledné analyza tedy probihala
bez vné&jSiho ovlivnéni. Soucasti softwaru FluorCam?7 je moznost stanoveni minimalniho
poctu pixeld, kterého musi detekovany objekt dosahnout, aby mohl byt vyhodnocen jako
organoidni struktura. Tento prvek pomaha ecliminovat piipadna rezidua crosstalku
neodstranéna z analyzy kruhovymi maskami. Samotna detekce pak funguje na urceni

lokalniho minima z histogramu takové ¢asti obrazu, ktera je definovana maskou.

3.4.2.Vinétace

Bézné pouzivanym postupem pro odstranéni vinétace je zvySeni hodnoty clonky, coz
vSak pro nasi aplikaci nebylo proveditelné. Clonka byla oteviena na nejvyssi moznou
miru za Gcelem zisku co nejvyssiho vytézku.

Z tohoto dtivodu jsem sahl k odlisnému postupu odstranéni této objektivové vady a tim
je Flat Field Correction (FFC), spocivajici vV zohlednéni miry Gtlumu signalu. Za stejného
nastaveni clonky a sensitivity kamery jsem kamerou s rozliSenim 12 Mpx nasnimal
desticku, kterou jsem naplnil fluorescenénim barvivem Basic Blue 0 koncentraci
100 mg/ml (viz Obrazek 27), jehoz optické vlastnosti jsou podobné pouzitému

fluorescenénimu proteinu mCherry.
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Obrazek 27 — Pseudobarevny snimek MTP s fluorescenénim barvivem Basic
Blue, potfizeny experimentalni kamerou s rozliSenim 12Mpx
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Vzhledem ke stejné koncentraci a objemu fluorescen¢niho barviva v kazdé z jamek je
jedinym faktorem, ovliviiujicim ubytek intenzity zafeni objektivova vada vinétace.
Analyzou tohoto méteni jsem byl schopen urcit miru Gtlumu intenzity smérem k rohtim
desticky a zavedenim normalizace kazdého méieni takto zanalyzovanou destickou jsem

byl schopen optickou vadu vinétaci uspé$né eliminovat (viz Obrazek 28).

Obrazek 28 - Vysledny pseudobarevny snimek MTP s organoidnimi strukturami
po korekci FFC

3.5. Hodnocené parametry velikosti sferoidi

Vedlejsi parametry hodnoceni velikosti organoidd, jejiz vyhodnocovani probihalo v
programovém prostiedim Matlab, jsou konvexni obalka, délka a Sitka organoidni
struktury a z nich plynouci excentricita organoidu. K analyze téchto parametri byla
pouzita funkce regionprops. Vstupem do této funkce je binarni obraz, vznikly prahovanim
nasnimané¢ MTP, vystup je v datovém typu struct.

Parametr konvexni obdlka je nejmenSi moZny obdélnik, ktery je moZny organoidni
struktufe opsat a podminkou jejiho spravného vytvoteni je uspésna detekce hran. Pti
vyhodnoceni lze predpokladat, Ze Ctverec lze opsat pouze kruhovité struktufe.
V extrémnich pfipadech (viz Obrazek 29) 1ze vSak ¢tvercem opsat i nesférickou strukturu.

Z toho divodu je nutné tuto metodu kombinovat s excentricitou organoidu.
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konvexni obalka

Obrazek 29 - Snimek organoidni struktury, kterd by mohla byt na zdklad¢ parametru
konvexni obalky faleSn¢ vyhodnocena, jako sféricka

organoidni struktufe (viz Obrazek 30). Excentricita je pak vyjadiovana jako rozdil
vzdalenosti mezi ohnisky elipsy a délkou jeji hlavni osy. Vysledna hodnota excentricity
se pohybuje v rozmezi 0 az 1, pfi¢emz pii hodnoté 0 je analyzovana struktura kruhova,

pro hodnotu 1 se pak jedna o ptimku.

Sitka

~

déﬁ<a

Obrazek 30 - Grafické vyjadieni morfologickych parametrti délka a $itka
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S nastavenou hodnotou tolerance Ize tedy na zaklad€ excentricity a konvexni obalky

vyloucit z analyzy takové struktury, které nejsou sférické.

3.6. Test uinku modelovych cytostatik

Aby bylo mozné realizovany systém objektivné porovnat s komercné dostupnym

automatickym mikroskopem, byl navrzen experiment analyzujici u¢inek modelovych

cytostatik na velikost a viabilitu nadorovych sferoidi. Do MTP s 384 jamkami byly

nasazeny buriky linine DLD-1 mCherry wt, pii¢emz do kazdé jamky bylo nasazeno 500

bunék. Po vytvoreni sferoidt (3. den od kultivace) bylo do vsech tadku 1.-16. sloupce

piidano protinadorové 1é¢ivo Gemcitabin (viz Obrazek 31). Toto cytostatikum

s antimetabolickym Uc¢inkem je pouzivéano k 1é¢b¢ rozmanitych druhti karcinoma [53].

GEMCITABINE (uM)
A 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 0.2 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
B 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
C 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
D 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
E 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 [ 0012 | 0,006
F 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 [ 0012 | 0,006
@ 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
H 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
I 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
J 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 [ 0012 | 0,006
K 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
L 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
M 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
N 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 0,78 | 039 | 0.2 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
0 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 [ 0012 | 0,006
P 200 100 50 25 125 | 625 | 313 | 156 | 078 | 039 | 02 01 | 005 | 002 | 0012 | 0,006
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Obrazek 31 - Rozlozeni testovaci MTP, znazornujici koncentrace protinadorového
1é¢iva Gemcitabin. Prezentovano s laskavym svolenim Dr. Terezy Suchankové, Ph.D.

Naésledujici 3 sloupce analyzované MTP nebyly oSetieny Zadnym lé€ebnym preparatem

a slouzily jako kontrolni skupiny pro stanoveni velikosti a viability. Zbyvajicich 5

sloupcti bylo oSetfeno 1é¢ebnym preparatem 5- fluorouracil (5FU) (viz Obrazek 32).
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5FU (uM

ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 A
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 B
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 ©
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 D
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 E
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 F
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 G
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 H
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 |

ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 J

ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 K
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 L
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 M
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 N
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 (0]
ctrl ctrl ctrl 400 200 100 50 25 P
17 18 19 20 21 22 23 24

Obrazek 32 — RozlozZeni testovaci MTP, znazornujici koncentrace protinadorového
lé¢iva 5-fluorouracil a kontrolnich skupin. Prezentovano s laskavym svolenim Dr.
Terezy Suchankové, Ph.D.

Tento preparat byl zvolen, jelikoz se jedna o cytostatikum s antimetabolickym uc¢inkem,
bézn¢ pouzivané k 1é¢bé karcinomu tlustého streva [54].

S takto ptipravenou MTP byl 7. den od kultivace proveden test, znazornujici reakci
sferoidnich struktur na zvySujici se koncentraci protinadorovych 1éc¢iv, ktery spocival

Vv analyze viability na mnou navrzeném experimentalnim systému (viz Obrazek 33).

Obrazek 33 - Pseudobarevny snimek, potizeny pfistrojem FluorCam s pouzitim
kamery s rozlisenim 12 Mpx, zobrazujici mikrotitra¢ni desti¢ku S organoidnimi
strukturami s cytostatikem Gemcitabin (¢erveny obdélnik), kontrolni skupina
(modry obdélnik) a s cytostatikem 5- fluorouracil (zeleny obdélnik)

Vysledkem bylo méfeni hodnot intenzity fluorescencniho signdlu skupin s lécebnym

preparatem ve srovnani s intenzitou fluorescenc¢niho signalu u kontrolni skupiny. Dle
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stejnych parametrii byla stejna desticka bezprostiedné¢ méfena na komerénim systému
ImageXpress Micro Automated Imaging System od firmy Molecular Devices
provadénym na BFU, AV CR.

Viabilita byla posuzovana vzhledem ke kontrolni skuping¢, a to na zaklad¢ zakladniho

parametru, intenzity zafeni pies plochu organoidu (viz Graf 7, Graf 8).
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Graf 7 — Vliv koncentrace cytostatika Gemcitabine na viabilitu organoidnich
struktur ve srovnani s kontrolni skupinou
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Graf 8 - Vliv koncentrace cytostatika 5-fluorouracil na viabilitu organoidnich
struktur ve srovnani s kontrolni skupinou

Stejna MTP byla v prostorach BEU AV CR bezprostiedné analyzovana na komer&nd

vyuzivaném systému ImageXpress Micro Automated Imaging System (viz Obrazek 34).
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Obrazek 34 - Pseudobarevny snimek, pofizeny systémem ImageXpress Micro
Automated Imaging System, zobrazujici mikrotitra¢ni desticku S organoidnimi
strukturami s cytostatikem Gemcitabin (Cerveny obdélnik), kontrolni skupina (modry
obdélnik) a s cytostatikem 5- fluorouracil (zeleny obdélnik). Prezentovano
s laskavym svolenim Dr. Terezy Suchankové, Ph.D.

Namétené vysledky byly zpracovany obdobnym zptisobem (viz Graf 9, Graf 10).

DLD-1 wt mcherry (fluorescence)

1504 o
- gemcitabine

= 100
2
8
5 504

0 L) L) L) LI LI 1

0.001 0.01 01 1 10 100 1000

log c drug (uM)
Graf 9 - Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci pouzitého 1é¢iva

Gemcitabine, vztazené ke kontrolnimu vzorku bez treatmentu, méfeno na systému

ImageXpress Micro Automated Imaging System. Prezentovano s laskavym svolenim
Dr. Terezy Suchénkové, Ph.D.
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Graf 10 - Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci pouzitého 1éCiva 5-
fluorouracil, vztazené ke kontrolnimu vzorku bez treatmentu, méfeno na systému
ImageXpress Micro Automated Imaging System. Prezentovano s laskavym svolenim
Dr. Terezy Suchankové, Ph.D.

Na BFU AV CR byl nasledné proveden dopliiujici test viability za pomoci luminiscenéni
metody s vyuzitim CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay kitu a vyhodnocena
viabilita bunék viéi kontrolnimu vzorku (viz Graf 11, Graf 12). Tento dopliikovy test je
komplementarni metodou obrazové analyzy a jeho cilem je zjisténi poctu zivych bunék
v méfené kultue. Samotny CellTiter-Glo® pracuje na principu kvantifikace piitomnosti
ATP, jakoZto indikdtoru metabolicky aktivnich bunék. Je navrzen specialné¢ pro
vicejamkové MTP, coz z n&j ¢inni idedlni prostfedek pro automatické vysoce propustné
screenovani, sledovani proliferace bunék a testy lékové toxicity. Detekéni minimum
tohoto ptipravku pro 384 jamkovou MTP je 15 bunék na jednu jamku po uplynuti 10
minut od pfidani reagentu. Vyslednd luminiscence bunck je imérna poctu viabilnich
bun¢k v kultuie [55].

Do kazdé jamky, obsahujici 80 pl Zivného média, bylo pfidano 16 pl nefedéného roztoku
CellTiter-Glo® a inkubovano po dobu 5 minut za pokojové teploty na tiepacce. Po
kultivaci o dalich 25 minutdch mimo tfepacku byla méfena luminiscence na skeneru

mikrotitracnich desti¢ek Infinite od firmy Tecan s integra¢nim ¢asem 0,25 sekund [56].

49



DLD-1 wt mcherry (luminiscence)

150- o
-+ gemcitabine

100+

viability (%)

50+

u LI LI LI LI LI 1
0.001 001 041 1 10 100 1000

log ¢ drug (pM)

Graf 11 - Posouzeni viability organoidnich struktur s podanym lé¢ivem Gemcitabin

vici kontrolnimu vzorku bez 1é¢iva. Prezentovano s laskavym svolenim Dr. Terezy
Suchankové, Ph.D.
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Graf 12 - Posouzeni viability organoidnich struktur s podanym 1é¢ivem 5-fluorouracil
vici kontrolnimu vzorku bez 1é¢iva metodou. Prezentovano s laskavym svolenim Dr.
Terezy Suchankové, Ph.D.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Optimalizace zobrazovaciho systému
V priabéhu mé diplomové prace bylo nutné reagovat na technické obtize, hlavné pak na
nedostate¢né rozliSeni pouzivaného typu kamer pro piesnou morfologickou analyzu a
analyzu viability organoidnich struktur. Pro optimalizaci byla nutnd zména kamery z
kamery typu TOMI-1, postupné pies kameru typu TOMI-2 az k experimentalni kamete
s rozliSenim 12 Mpx. Tyto zmény byly nevyhnutelné hlavné za ticelem dosazeni presnéjsi
morfologické analyzy, slouzici jako dopliujici prostiedek pro stanoveni viability bunék.
Porovnani morfologie struktur lze pozorovat na souhrnné fotce (viz Obrazek 35)

organoidt, snimanych riznymi typy kamer.

Obrazek 35 - Srovnani morfologie na bunikach typu DLD-1 BRCA2 -/- 0 stejné
pocatecni koncentraci bun¢k za pouziti kamery TOMI-1(modry obdélnik), TOMI2
(Cerveny obdélnik) a experimentalni kamery s rozliSenim 12Mpx (zeleny obdélnik)

Z toho snimku je patrné, Ze zvySené rozliSeni kamery pfispiva k snadnéjSimu rozliSeni
hran organoidni struktury. Zména kamery byla tedy zakladnim ptfedpokladem pro
uspéSnou detekci a s ni spojenou spravnou analyzu. Diky této modifikaci jsem byl
schopen zptesnit detekci hran organoidnich struktur na zéklad€ prahovéni dle jasovych
hodnot a tim 1 zptesnit dosazené vysledky.

Dalsi bod optimalizace zobrazovaciho systému spocival v odstranéni limita¢nich prvkda,
znemoznujicich spravnou detekci organoidnich struktur, pfipadné zavadéjicich do
procesu zobrazeni a analyzy nezddouci zkresleni a obrazové artefakty. Prvnim takovym

jevem byl tzv. ,crosstalk®, spocivajici v odrazu excita¢nich svétel v konickych dnech
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jamek MTP. Tento jev byl uspé$né potlacen Gpravou pouzité masky. Druhy z limitacnich
jevu spocival ve vzniku objektivové vady vinétace. Pro potlaceni této vady byla pied
proces analyzy zavedena korekce FFC. Uspé&nost potladeni reprezentuje obrazové

srovnani MTP, méfené bez FFC a té samé MTP s aktivni FFC (viz Obrazek 36)

Obrazek 36 - Obrazek, srovnavajici informacni vytéZek bunék linie DLD-1 z desticky
sniman¢ bez piedfazené FFC (modry ¢tverec) a s FFC, pfedfazenou analyze (Cerveny
obdélnik)

4.2. Vyhodnocené morfologické parametry
Z optimalizace zobrazovaciho systému vychazi vyhodnocovani morfologickych
parametrl, slouZicich jako dopliikovy parametr pro urovani viability organoidnich
struktur. Na zdklad€ v praci uvedenych morfologickych parametri byly z analyzy
vyjmuty takové struktury, které nespliovaly pfedem dané pozadavky na sfericitu objektu
(viz Obrazek 21), organoidni struktura se u nich nevytvotila (viz Obrazek 37), piipadné

doslo k jejimu rozpadu (viz Obrazek 38).
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Obrazek 37 - Snimek, zachycujici shluk bungk, ktery se nezformoval do organoidni
struktury a z analyzy byl vyloucen na zaklad¢ stanovenych morfologickych parametrti

Sferoidy, které spliovaly predem dané parametry, byly dale analyzovany s dirazem na
hranovou detekci, diky ¢emuz bylo mozné urcit jejich velikost. Velikost sferoidu byla
vyuZita pro spravny vypocet intenzity zatfeni dané struktury, pocitané jako intenzita pies
plochu. Samotna intenzita zafeni je pak podminéna vitalitou bunék, dojde-li k rozpadu
sferoidu na jednotlivé buiiky, tyto samy o sob¢ neexcituji svétlo a pfislusna jamka se na

scanu objevuje jako prazdna (viz Obrazek 38).

Obrazek 38 - Obrazek prazdné jamky v MTP, vzniklé z divodu rozpadu sferoidu

4.3. Stanoveni velikosti bunék
Dulezitym parametrem hodnoceni navrhovaného systému je nepochybné rozliSovaci
schopnost takového systému. Na spravné vyhodnocené morfologické parametry tak
navazuje samotné stanoveni velikosti sferoidi, které je zakladnim parametrem hodnoceni

kvality a vyuzitelnosti navrzeného systému pro laboratorni praxi. Systém musi byt
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schopen rozliSovat detailni rozdily ve velikosti jednotlivych analyzovanych struktur.
Zhodnotime-li graf, zobrazujici méfeny parametr poctu pixelti na analyzovany objekt (viz
Graf 6), pozorujeme jasné rozdéleni do 4 skupin podobnych hodnot pro kazdou
Z buné¢nych linii. Tento fakt je pak v souladu se 4 hodnotami denzity bunék pro kazdou
bunécnou linii na pocatku experimentu. S ohledem na zptsob vypoctu intenzity signalu
analyzovaného organoidu je pak prubéh grafu, vyjadiujicich hodnoty intenzit signalu na
strukturu (viz Graf 5), také ve shodé s po¢ate¢nimi podminkami po¢tu nasazenych bunék
v MTP. Zajisténim takovych vysledkii byla tedy potvrzena vyuzitelnost takového

systému pro Siroké spektrum aplikaci, vyuzivajicich biologické materidly.

4.4. Test a¢inku modelovych cytostatik

Viabilita byla v tomto testu vyhodnocovana dvéma metodami, fluorescencni a
luminiscen¢ni, obé jako pomér intenzity zafeni sferoidli, na néz byl aplikovan
v urcité koncentraci jeden z 1é¢ivych preparatt, vici kontrolni skuping.

Z porovnani kiivek viability pro 1é¢ivou latku Gemcitabin (viz Graf 7,Graf 9) jsou patrné
obdobné vysledky pro méfeni na obou systémech. Ob¢ kiivky vykazuji zavislost intenzity
zéteni méfenych struktur na koncentracich pouzitého 1é¢ivého pripravku Gemcitabin.
Porovname-li kiivky viability pro 1é¢ivou latku 5-fluorouracil (viz Graf 8, Graf 10),
nedosahujeme ani u jednoho ze systémi obdobné zavislosti, jako u lé€ebného preparatu
Gemcitabin. Tento jev mize byt zptisoben hlavné specificitou komunikace bunék v rdmci
sferoidu, latky Gemcitabin a S-flououracil maji také odlisny mechanismus ucinku.
U nejvyssi koncentrace vSak pozorujeme markantni ubytek intenzity fluorescence
V porovnani s kontrolni skupinou, mizeme tedy tvrdit, Ze na tuto cytostatickou latku
bunky dané linie reaguji.

Zamétime-li se na luminiscencni metodu, je patrny pokles vyhodnocené viability sferoidi
s aplikovanym léCebnym prepardtem Gemcitabin oproti viabilité téchto sferoida,
vyhodnocené metodou fluorescenc¢ni pro stejnou MTP. Zatimco u metody fluorescenc¢ni
se viabilita drzi nad 50 % Vv porovnani s kontrolnim vzorkem, u metody luminiscenéni se
nad touto hodnotou vyskytuji pouze ty struktury, oSetfené lécebnym preparatem
Gemcitabine o koncentracich niZSich nez 12 nM. Pro sferoidy, na néz by aplikovan
1écebny preparat 5-fluorouracil, se u fluorescenéni metody viabilita vyrazné nelisi od

viability kontrolni skupiny, s vyjimkou nejvyssi koncentrace 1é¢iva 400 uM, kde klesa na
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hodnotu blizkou 50 %. U luminiscen¢ni metody je patrny narust viability téchto sferoidi
nad hodnotu 100 %, vztazenou k viabilité kontrolniho vzorku. U struktur, o$etfenych SFU
léCebnym preparatem o koncentraci 200 uM, se dostava na piiblizn¢ stejnou hodnotu
s viabilitou kontrolniho vzorku, u vyssi koncentrace pak klesa pod hodnotu viability
kontrolniho vzorku.

Z obdobnych prubéhu téchto kiivek tedy mizeme tvrdit, ze nami navrhovany systém je
dostacujici, dosahuje kvalitativn€ srovnatelné kvality analyzy jako komeréné vyuzivany
systém ImageXpress Micro Automated Imaging System, jeho nespornou vyhodou je vSak

markantné krat$i Cas, pottebny k screenu kazdé MTP a jeji analyze.
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5. ZAVER

Cilem mé prace byl navrh vysoce propustného automatizovaného systému, slouziciho pro
biomedicinské aplikace. Uvodni kapitola pojednava o zakladni problematice a
vyuzitelnosti biologickych modeli v praxi. Nasledujici kapitola obsahuje literarni resersi
optickych metod analyzy organoidnich struktur. Dale nastiiuje uskali metod,
soucasti a nutné modifikace existujici platformy AlgaeScreen jsou uvedeny v kapitole 2.
Experimentalni kapitola pak obsahuje popis experimentu, navrzeného pro ovéfeni
funkcionality tohoto systému (testovaci experiment) a popis limitaci, které se béhem
tohoto testovani prototypu objevily, Soucasti této je také popis feSeni téchto omezeni.
Ziskané vysledky jsou vyhodnoceny v diskuzi. Zavéreénym dopliiujicim experimentem
byl test reakci sferoidnich struktur na bézn¢ pouzivana léc¢iva, jako piiklad vyuzitelnosti
pro jednu z mnoha biomedicinskych aplikaci. Vysledky testu reakci na bézné pouzivana
1é&iva byly v diskuzi srovnany s vysledky stejného testu, poskytnutymi BFU AV CR,
meéfenymi na komerén€ vyuzivaném systému ImageXpress Micro Automated Imaging
System spolec¢nosti Molecular Devices. Na zdkladé téchto testli byly oba systémy
srovnany a diskutovany prednosti a omezeni mnou navrhovaného systému.

Na testovaném zafizeni byly postupné scanovany MTP, pfipravené za podminek,
popsanych v odpovidajici Casti prace. Scanovanim a analyzou téchto desti¢ek byla
prokdzana vhodnost navrzené soustavy pro screenovani MTP, kde dosazené vysledky
jasné potvrzuji rozliSovaci schopnost systému a jeho vyhodnocovaci kapacitu. Vysledny
test 1€¢iv vSechna tato tvrzeni podtrhuje a prokazatelné tim deklaruje vyuzitelnost tohoto
systému v praxi.

Tento systém by pro §irsi uplatnéni bylo mozné doplnit o druhou akvizi¢ni jednotku
FluorCam se stejnym pfiistrojovym vybavenim, jako je jednotka soucasnd, takova
modifikace by pfispéla k rychlejSimu prabéhu analyz jednotlivych MTP diky
soucasnému scanovani vice MTP najednou. Jinou moznosti by bylo ptidani dalsi jednotky
s LED panely odlisnych vinovych délek ¢i modifikovanym osazenim filtrii v otocném

zasobniku za ucelem moZnosti analyz obséhlejSiho poctu opticky aktivnich latek.
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