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Abstrakt

Doktorska prace se zabyva biofyzikalni interpretaci dat kvantitativniho fazového zobrazovani
(QPI — quantitative phase imaging) ziskaného pomoci koherenci fizeného holografického mi-
kroskopu (CCHM - coherence-controlled holographic microscope). V praci jsou nejprve
popsany metody vyhodnocujici informace z QPI jako analyza tvarovych a dynamickych cha-
rakteristik segmentovanych objekta a také vyhodnocovani samotné fazové informace. Dale je
navrzena metoda dynamickych fazovych diferenci (DPD — dynamic phase differences), ktera
umoziuje detailnéji sledovat pfesuny hmoty uvniti bunék. VSechny uvedené metody jsou pak
vyuzity v biologickych aplikacich. V rozsahlé studii riznych typd bunéénych smrti jsou in-
formace z QPI porovnany s daty z pratokové cytometrie a s vyhodou je vyuzita kombinace
QPI a fluorescen¢ni mikroskopie. Metoda DPD je pak vyuZita pfi studiu pfesuni hmoty uvnitf
bunky pii osmotickych jevech. Zjednodusena metoda DPD je aplikovéana pii vyzkumu me-
chanizmu pohybu nadorovych bun¢k v kolagenovych gelech.

Abstract

This doctoral thesis deals with biophysical interpretation of quantitative phase imaging (QPI)
gained with coherence-controlled holographic microscope (CCHM). In the first part methods
evaluating information from QPI such as analysis of shape and dynamical characteristics of
segmented objects as well as evaluation of the phase information itself are described. In addi-
tion, a method of dynamic phase differences (DPD) is designed to allow more detailed
monitoring of cell mass translocations. All of these methods are used in biological applica-
tions. In an extensive study of various types of cell death, QPI information is compared with
flow cytometry data, and preferably a combination of QPI and fluorescence microscopy is
used. The DPD method is used to study mass translocations inside the cell during osmotic
events. The simplified DPD method is applied to investigate the mechanism of tumor cell
movement in collagen gels.
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1 Uvod

V moderni biologii se 0d zobrazovacich systémii, jako jsou mikroskopy, jiz neo¢ekava pouhé
zobrazovani vzorkd, ale také vyhodnocovani ziskané obrazové informace, které dava uzivateli
moznost pozorované jevy ihned ¢iselné ¢i graficky charakterizovat. Proto je dualezité se vy-
hodnocovanim ziskané obrazové informace zabyvat a vyvijet jeho nové metody.

Piedlozena doktorska prace se zabyva pokrocilymi metodami vyhodnocujicimi kvantitativni
fazové zobrazeni (QPI — quantitative phase imaging), které je vytvareno koherenci fizenym
holografickym mikroskopem (CCHM — coherence-controlled holographic microscope) a apli-
kacemi téchto metod ve vyzkumu zivych bun¢k.

Cilem prace bylo vybrat a navrhnout vhodné biofyzikalni metody interpretace QPI ziskaného
pomoci CCHM a nasledné tyto metody vyuzit v biologickych aplikacich.

Prace je rozdé€lena do né€kolika kapitol. Nejprve se v kapitole 2 vénuje vybéru a vyvoji metod
vyhodnocujicich QPI, v kapitole 3 se zabyva zobrazovanim vzorku ve 3D prostiedi a v nasle-
dujicich kapitolach 4, 5, 6 jsou uvedeny konkrétni publikované vysledky jednotlivych metod
interpretace QPI v biologickém vyzkumu.

Metody biofyzikalni interpretace dat vyhodnocujici vizualni zmény v ¢ase jsou zakladnim
prostfedkem pochopeni biologickych déju jiz od nepaméti. Vyhoda pouziti CCHM, jakozto
nové metody pro tato pozorovani, tkvi v jedine€nosti ziskaného kvantitativniho fazového ob-
razu. CCHM totiz poskytuje velmi kvalitni QPI, ktery zachycuje fazové objekty s velmi
vysokym kontrastem. QPI potizeny pomoci CCHM neni, v porovnani s metodami pouZzivaji-
cimi jako zdroj osvétleni laser, ruSen parazitnimi interferencemi ani koherenéni zrnitosti (tzv.
speklemi) a dosahuje az dvakrat lepSiho rozliSeni [1, 2]. Pfirozeny vysoky kontrast zobrazo-
vanych fazovych objektd je vyhodny piedevSim v biologii, kde odpada nutnost slozité
ptipravy vzorkl zahrnujici jejich barveni, které miize byt pro dany vzorek toxické. Kontrastni
zobrazeni zivych bunék navic umoznuje jejich jednodussi segmentaci a nasledné sledovani
a vyhodnocovani nejriznéjsich tvarovych a dynamickych charakteristik a jejich zmén v case.

Vyhodou QPI je také moznost kvantitativni interpretace ziskanych dat, kterd neni mozna
u klasickych metod zviditelnéni faze, jako je Zerniktv fazovy kontrast nebo Nomarského di-
ferencialni interferen¢ni kontrast (DIC — differential interference contrast). Protoze je fazovy
signal v QPI piimo imérny plosné hustoté suché hmoty pozorovaného objektu [3, 4], umoz-
fiuje ndm jeho vyhodnoceni v podstaté pozorované bunky vazit. Pro vyhodnoceni
biologickych d&ji mize byt piinosné také vyhodnocovani zmén rozlozeni suché hmoty
Vv bunce. Pro tento zpisob vyhodnocovani je v praci navrzena metoda dynamickych fazovych
diferenci (DPD — dynamic phase differences).

Ponékud uvazlivéjsi pristup vyhodnocovani obrazu je tteba zvolit, zobrazujeme-li vzorek
umistény ve 3D prostiedi. Proto jsou v kapitole 3 zabyvajici se touto problematikou nejprve
zminény podminky pro dobré zobrazeni a teoreticky jsou pak rozebrany vlastnosti zobrazeni
ve 3D prostiedich. Tyto vlastnosti jsou dale demonstrovany na modelovém a redlném zobra-
zeni buniky. Vzhledem k rezervam realného zobrazeni oproti modelové situaci je uvazena
moznost pouziti metod dekonvolu¢ni mikroskopie k dodate¢nému zlepseni obrazu.

Poznatky a metody uvedené v kapitolach 1-3 prace jsou pouzity v biologickych aplikacich,
jejichz vysledky jsou shrnuty v kapitolach nésledujicich.
Pfi rozsahlé studii riznych typt bunéénych smrti pomoci CCHM, uvedené v kapitole 4, jsou

vyhodnocovany Casové zaznamy zmény tvarovych a dynamickych charakteristik, stejné jako
samotné fazové informace. Pro kontrolni identifikaci jednotlivych typli bunéénych smrti v QPI



je navic vyuzito fluorescen¢ni mikroskopie. Data ziskana z QPI jsou porovnana s daty ziska-
nymi pomoci prutokové cytometrie, coz je standardné pouzivanid metoda v této oblasti.
Vysledky vyhodnocovanych tvarovych a dynamickych charakteristik jsou spole¢né s vysokou
kvalitou zaznamt QPI jednotlivych déji pfinosem pro studium a rozliSovani jednotlivych typa
bunécnych smrti.

V kapitole 5 jsou shrnuty vysledky aplikace metody DPD ke studiu osmotickych jeva, pii
kterych dochdzi ke zméndm rozlozeni suché¢ hmoty uvnitt buiiky v disledku ovlivnéni vné;j-
Siho prostfedi. Na tomto experimentu je prokazano, Ze navrzena metoda DPD umoziuje
detailni sledovani zmén rozlozeni hmoty buiiky, které neni dobte identifikovatelné ze samot-
ného QPI.

Kapitola 6 se zabyva vyzkumem dynamiky nadorovych bunék v kolagenovych gelech, tedy
Vv ¢astecné rozptylném 3D prostiedi. CCHM umoznuje bunky v tomto prostiedi dobie zobrazit
a detailné monitorovat jejich pohyb v ¢ase. Pomoci zjednodusené metody DPD jsou navic
nazorné prezentovany zmeény rozlozeni hmoty pii raznych typech pohybu bun¢k.



1.1 Kvantitativni fazové zobrazovani (QPI) Zivych bunék

QPI je neinvazivni zobrazovaci technika, ktera vyuziva fyzikalnich vlastnosti zivych bunék
k vytvoteni kontrastniho zobrazeni. QPI nepouziva zadna barviva ani znaceni, ktera by mohla
ovlivnit vysledky pozorovani. Na rozdil od tradi¢nich neinvazivnich technik, jako je Zernikiv
fazovy kontrast nebo DIC, ziskdvame pomoci QPI ptimo velikost fAzového posuvu zpiisobe-
n¢ho buiikou.

Fazovy posuv je urcen odchylkou optické drahy zptisobenou bunikou v daném misté, ktera je
zjednodu$ené popsana soucinem integralniho indexu lomu a vysky bufiky v daném misté [5].
Graficky lze fazovy posuv zndzornit jako deformaci vinoplochy rovinné viny pfi interakci se
zobrazovanou butikou, coz je sSchematicky znazornéno na obr. 1.

> rovinna vina

—‘ __Ppozorovana buiika

> deformovana vina

Obr. 1: Schéma znazornujici interakci rovinné viny s pozorovanou buiikou. Tmavé zelené oblasti
uvniti buiiky maji vy$si index lomu neZ svétle zelena oblast, vysledny fazovy posuv je dan defor-
maci rovinné viny po priichodu vzorkem.

Pokud ve vysledném zobrazeni reprezentujeme hodnoty obrazové faze stupni Sed¢, jsou bunky
v QPI zachyceny jako svétlé oblasti se silnym signalem na témét nulovém tmavém pozadi.
Bunky jsou uprostied obvykle silnéjsi a davaji zde vyssi fazovy signal (vétsi fazovy posuv)
nez na tenkych okrajich, kde je signal niz$i a bez nezadoucich artefakti, jako je naptiklad halo
efekt znamy ze Zernikova fazového kontrastu [6]. Z tohoto pohledu jsou data ziskana z QPI
podobna datim z fluorescencni mikroskopie, a proto na n¢ mohou byt pouzity podobné vy-
hodnocovaci postupy [7].

v

Pro tisténou prezentaci dat z QPI je vSak vhodnéjsi invertované zobrazeni. Proto jsou na ob-
razcich této prace bunky zachyceny jako tmavé objekty na svétlém pozadi.

Pro QPI byly vyvinuty rizné metody, napiiklad digitalni holograficka mikroskopie [8], pty-
chografie [9], nebo prostorova interferencni mikroskopie (SLIM — spatial light interference
microscopy) [10]. Jednotlivé metody se vyskytuji v riiznych variacich a jejich principy, srov-
nani a ukazky aplikaci 1ze nalézt v mnoha publikacich. Pfehled metod a biologickych aplikaci
poskytuje napiiklad kniha Quantitative phase imaging of cells and tissues [11]. V poslednich
letech se ptistroje umoziujici QPI stavaji 1 komeréné dostupné, coz svédci o jejich potencidlu
pro biologicky vyzkum.



1.2 Koherenci Fizeny holograficky mikroskop (CCHM)

Experimentalni ¢ast této prace byla provadéna na prototypu multimodalniho holografického
mikroskopu (MHM) Q-PHASE, ktery je zalozen na koncepci CCHM [1,12] a umoziuje jej
spojit s dalsimi zobrazovacimi technikami, naptiklad s fluorescenéni mikroskopii. MHM Q-
PHASE byl vyvijen v ramci stejnojmenného projektu Ministerstva primyslu a obchodu CR.
Na projektu se podilela firma Tescan Brno, s. r. 0., Vysoké uéeni technické v Brné a Ustav
molekularni genetiky AV CR. Diiraz byl kladen piedevsim na motorizaci a uZivatelskou pfi-
vétivost celého pfistroje, proto byl vyvinut ovladaci program s automatickymi justaznimi
procedurami. Do stavajiciho ovladaciho programu jsou postupné implementovany také na-
stroje pro vyhodnocovéni ziskanych dat, vyvijené mimo jiné i na zéklad¢ poznatki této
dizerta¢ni prace.

1.2.1 Usporadani a zakladni vlastnosti

CCHM umoziuje QPI vysoké kvality a s pficnym rozliSenim, které se blizi rozliseni standard-
niho svételného mikroskopu se Sirokym polem (wide-field) [1, 2]. Diky koheren¢nimu
branovému efektu umoznuje dokonce zobrazovani vzorkt v rozptylnych prostiedich [13, 14].
Optické schéma mikroskopu je uvedeno na obr. 2. Podrobnému popisu uspotiadani a zaklad-
nich vlastnosti mikroskopu se vénuji jiné prace, naptiklad [1, 15, 16].
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Obr. 2: Schéma koherenci Fizeného holografického mikroskopu. Svételny svazek je rozdélen
do dvou vétvi mikroskopu — predmétové (v obrazku nahoie) a referenéni (dole). Obé vétve
obsahuji kondenzor (C), objektiv (O) a tubusovou ¢ocku (TL). V referenéni vétvi je misténa
difrakéni mrizka (DG). Svazky objektové a referenéni vétve se stykaji ve vystupni roviné a
tvoii hologram, ktery je zaznamenan kamerou (D). S—zdroj; CL — kolektorova ¢ocka;
BS — déli¢ svazku; M —zrcadlo; C - kondenzor; O —objektiv; TL —tubusova ¢ocka;
DG - difrakéni m¥izka; OL — vstupni objektiv; D — detektor.



1.2.2 Kombinace QPI a fluorescence

Za velmi pfinosnou je povazovana také kombinace QPI a fluorescence v MHM Q-PHASE,
protoze QPI zachycuje celkovou fazovou informaci o vzorku a fluorescencni zobrazeni mii-
zeme pouzit ke zviditelnéni nebo potvrzeni specifického objektu nebo déje.

Kombinaci QPI a fluorescen¢ni mikroskopie jsme Gspé$né pouzili ve studii riznych typt bu-
nééné smrti vyvolané na bunikach PC3 latkou plumbagin [17]. Pomoci QPI byly na bunkach
identifikovany zékladni morfologické znaky jednotlivych typti smrti a fluorescen¢ni znaceni
latkou Annexin V zviditelnilo buné¢né membrany a potvrdilo tak jednotlivé druhy bunééné
smrti. Ukazka jednotlivych typt bunécnych smrti zobrazenych v QPI a fluorescen¢ni mikro-
skopii spolu se schématy znazoriiujicimi hlavni morfologické znaky jednotlivych typt
bunéénych smrti je na obr. 3.

Pocatek apoptozy Pokrocila apoptéza Nekréza Onkoéza

Apoptoza Nekréza Onkoéza
smr§tovani kondenzace apoptotickda  zvétSovani prusvitna membranové zvétSovani
buriky chromatinu  téliska buriky karyolyza  cytoplazma bleby buriky

@
53) )

zakulaceny poruseni zvétSovani shlukovani
tvar membrany organel chromatinu

zvétSovani
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Obr. 3: Morfologické znaky jednotlivych typi bunéénych smrti. Prvni Fadek: snimky QPI;
druhy fadek: snimky fluorescen¢ni mikroskopie, barveni Annexin V; tieti fadek: schémata jed-
notlivych typti bunéfnych smrti s vyznacenim hlavnich morfologickych znakid. Pro QPI
i fluorescenéni mikroskopii byly pouzity objektivy 20x/0,5. Pievzato z [17].






2 Metody biofyzikalni interpretace QPI

Pro pozorovani a vyhodnocovani chovani Zivych nebarvenych bunék in vitro se ¢asto pouzi-
vaji metody jako Zernikiiv fazovy kontrast nebo DIC. Ob¢ tyto metody pouzivaji specialnich
optickych sestav, které pfevadeji zmeény ve fazi svétla na zaznamenatelné zmény amplitudy
svétla. Kontrast ve snimcich z téchto metod je obvykle nizsi nez ve snimcich z QPl a ma pouze
kvalitativni vyznam. Hodnoty signalu v jednotlivych pixelech tedy nelze interpretovat v piimé
zéavislosti na jakékoli fyzikalni charakteristice pozorovaného objektu. Navic jsou tyto snimky

vvvv

Hodnoty signalu QPI maji pfimou souvislost s plosnou hustotou suché hmoty buriky (podrob-
néji v ¢asti 2.4.1) a diky jednozna¢nému a vysokému kontrastu mezi pozorovanymi objekty
a pozadim jsou snimky jednoduseji segmentovatelné. QPI tedy umoziiuje studovat jednotlivé
bunky, jejich fenotypy a heterogenitu i vyvoj v ¢ase robustnéji. V porovnani se zkoumanim
pouze prumérnych hodnot celych populaci bun¢k ma studium charakteristik jednotlivych bu-
nék moznost citlivéji rozliSovat a 1épe tak porozumét riznym biologickym déjum [18].

Spravna segmentace je zakladnim piedpokladem pro spravné vyhodnoceni jak tvarovych, tak
dynamickych charakteristik jednotlivych bun¢k a mé tedy vliv na naslednou biologickou in-
terpretaci ziskanych dat. Stejné jako existuje mnoho riznych metod zobrazeni bun€k, tak
existuje i mnoho metod pro segmentaci ziskaného obrazu [19, 20, 21]. Pro segmentaci QPI
zivych bungk ziskaného pomoci CCHM byla vybrana metoda watershed [22, 23].

Vybér vyhodnocovanych tvarovych, fazovych a dynamickych charakteristik pak probihal na
zaklad¢ testovani parametri métenych ve volné dostupnych softwarech (ImagelJ, CellProfiler)
a dle pozadavkl kolegl biologii pro testované biologické aplikace. Rozsahlejsi soubor cha-
rakteristik, ktery lze pouzit pro automatickou klasifikaci morfologie buitky pomoci CCHM je
uveden v ¢lanku [24].

Vybrana segmentaéni metoda a vyhodnocované tvarové, fazové i dynamické charakteristiky
QPI byly nasledné zaclenény piimo do ovladaciho programu mikroskopu MHM Q-PHASE,
na jehoz testovani jsem se osobné& podilela.

Casti 2.2, 2.3 a 2.4 popisuji vybrany proces segmentace a vyhodnocovani tvarovych, fazovych
i dynamickych charakteristik QPIl na modelovém experimentu tak, jak probiha v ovladacim
programu mikroskopu. V ¢asti 2.5 je samostatné popsana navrzena metoda DPD. Vyuziti jed-
notlivych metod v biologickych aplikacich je pak ukazano v kapitolach 4, 5 a 6.



2.1 Modelovy experiment

Jako modelovy experiment byla pouzita data z prvnich Sesti hodin méteni Zivotnich cykla bu-
nék, ktera vzhledem k poruse vytapéni boxu mikroskopu nebylo mozné pouzit k pivodnimu
zaméru. Vlivem zvySeni teploty totiz doslo k vyraznym morfologickym zménam bunék a je-
jich nasledné smrti. Pro experiment byly pouzity bunky oznacované jako NMuMG/Fucci2,
které byly kultivovany ve standardnim médiu DMEM za teploty 37 °C a pti 5 % CO.. Diky
pouzitému specifickému znaceni (ThermoFisher, Premo™ FUCCI Cell Cycle Sensor) bylo
mozno u jednotlivych bunék rozlisit rizné faze jejich bunééného cyklu (viz. obr. 4), a to pie-
chod mezi mitézou (M) a fazi Gl, a piechod buinky do S faze [25]. Informace
Z fluorescen¢niho modulu mikroskopu zde byla pouZita pouze jako dopliujici a neslouzila
k segmentaci bun¢k. Na za¢lenéni informace z fluorescen¢niho modulu do procesu segmen-
tace a dalSich analyz se vSak pracuje.

® &

Obr. 4: Barva emisniho zaieni pouZitého barevného znaceni béhem Zivotniho cyklu buiiky
NMuMG/Fucci2. Pievzato z [25].

Pocate¢ni a koncovy stav bunék modelového experimentu ukazuje obr. 5.
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Obr. 5: Pocéateni a koncovy stav bunék modelového experimentu (¢asovy rozdil mezi snimky je
6 hodin), pro které byly vyhodnocovany tvarové a dynamické charakteristiky. Objektivy 20%/0,5,
invertované zobrazeni faze (tmavsi odstiny Sedé odpovidaji vétS§im fazovym posuvim).



2.2 Segmentace

Segmentace je klicovym krokem pii vyhodnocovani QPI zivych bunék. QPI ziskané pomoci
CCHM poskytuje po nutnych procesech navazovani a kompenzace faze, popsanych
v [26, 27, 28], jiz zobrazeni vhodné pro samotnou segmentaci. Zivé buiiky, v klasickych me-
todach mikroskopie nekontrastni fazové objekty, jsou v QPI zachyceny ve velmi dobrém
kontrastu, kdy hodnoty fazového posuvu fluktuujici kolem nuly odpovidaji pozadi a vyssi
hodnoty potom sledovanym zivym buiikdm. Rozdéleni hodnot signalu v zobrazenti je tedy bi-
modalni a umoznuje pouziti jednoduchych segmentacnich metod, jako jsou prahovani nebo
watershed [20, 22, 23].

V této praci byla pro segmentaci vyuzivana metoda watershed [23], ktera je zalozena na na-
zorné predstave zaplavovani krajiny vodou. Hodnoty jednotlivych pixelti obrazu jsou chapany
jako hodnoty nadmoiské vysky a hranice segmentt jsou pak uréeny linii, kde se stykaji dvé
zaplavené oblasti. Metoda watershed je vhodna pro segmentaci zobrazeni zivych bunék, pro-
toze dobfe funguje i na ¢aste¢né konfluentnich porostech bunék. Metoda je implementovana
piimo v ovladacim programu mikroskopu, kde navic umoznuje pouziti volitelnych operaci,
které slouzi uzivateli k vétsi kontrole provadéné segmentace a filtraci nezadoucich artefakti.

Segmentace tedy probiha nasledovngé:

e Pomoci bézného prahovani je obraz rozdélen na pozadi a objekty - buiiky (hodnota
pro prahovani je zadavana uzivatelem v pg/um?).

e Voliteln¢ je provedena operace morfologického uzavieni na odprahovanych objek-
tech (to umoziiuje odstranit v buiikéch falesné diry, které mohou byt zplisobeny
naptiklad vakuolami nebo Sumem v blizkosti okraje bunky).

e Metodou watershed jsou rozsegmentovany jednotlivé bunky.

o Filtrovan je vystielovy Sum nebo malé necistoty — objekty s hmotnosti nizsi
nez je zadana hodnota.

o Dotykajici se objekty, které maji hmotnost niz$i, nez je zadana hodnota, jsou
spojeny a povazovany za jediny objekt.

e Volitelng¢ jsou odstranény buriky, které se dotykaji okraje zorného pole.

Nasledné je v softwaru umoZnéna jesté manualni korekce ziskanych dat, chybné rozdélenou
buriku lze spojit a piipadné spojené buiiky rozdélit. Pokud se v obraze tspésné podaii buiky
segmentovat, 1ze zacit s vyhodnocovanim jejich tvarovych, fazovych 1 dynamickych charak-
teristik a jejich zmén.

Ukazka segmentace shluku bunék modelového experimentu metodou watershed je na obr. 6.
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Obr. 6: Ukazka segmentace shluku bunék v modelovém experimentu metodou watershed,
hranice mezi buiikou a pozadim je 0,04 pg/nm?, objektivy 20%/0,5, invertované zobrazeni.

2.3 Vyhodnocovani tvarovych a dynamickych charakteristik

V soucasné dob¢ 1ze pomoci ovladaciho softwaru MHM Q-PHASE analyzovat tyto vybrané
e tvarové charakteristiky:

o plocha buiky S — plocha projekce buitkky do obrazové roviny,

o obvod buiiky o — obvod projekce buiiky do obrazové roviny,

o kruhovitost bunky C — ur¢uje odchylku tvaru projekce buiiky od kruhového tvaru
Vv zavislosti na plose buiiky a obvodu butiky podle vztahu C = 47S/0?, hodnoté
C = 1 odpovida kruh,

e dynamické charakteristiky:

o trajektorie bunky — geometricka ¢ara, kterou pii pohybu opisuje projekce tézisté
bunky, jehoZ poloha je vypoctena s vyuzitim naméfené distribuce suché hmoty
buiky,

o celkova urazena vzdalenost buitkou — délka trajektorie bunky,

o smeérovost pohybu bunky — pomér vzdalenosti pocatecniho a koncového bodu tra-
jektorie bunky a celkové urazené vzdalenosti udavany v procentech.

Pribéh vyhodnocovanych tvarovych charakteristik vybranych bunék modelového experi-
mentu (obr. 6) ukazuje obr. 7, dynamické charakteristiky jsou zachyceny na obr. 8.
a v tabulce 1.

Z graftina obr. 7 je zfejmé, ze béhem modelového experimentu (viz. ¢ast 2.1) se plocha vech
bunék zmensila, zatimco hodnota jejich obvodu zlstala téméf nezménéna. To znamena, Ze

tvar bungk se stal ¢lenitéjsim a naznacuje to také urcitou degeneraci bun¢k. Parametr kruho-
vitost vykazuje zvySeni u buiiky 1, ktera se oproti ostatnim vyrazné zakulatila.
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Trajektorie bunék znazornuje ruzicovy diagram na obr. 8. Ukazuje, Ze vSechny bunky se bé-
hem experimentu pohybovaly velmi malo, jen o nékolik um. Hodnoty celkové urazené
vzdalenosti jednotlivych bunék a smérovosti jejich pohybu jsou uvedeny v tabulce 1. Nejvétsi
smérovost vykazovala burika 3, nejmensi buiika 5, kterd se prvni polovinu experimentu pohy-
bovala jednim smérem a druhou polovinu smérem opacnym.

Rlzicovy diagram

y [um]

8

’ : V\\Q 4 6
2 $\\ﬂ/r\%‘\/\-\/}</§\i )//*\/y x[um]
. | \WK‘*L g%h

-6

Obr. 8: Trajektorie pohybu vybranych bunék modelového experimentu v podobé rizicového di-
agramu.

Bunka 1 2 3 4 5
Celkova urazend vzdalenost [pum] 29,7 20,7 24,1 21,8 25,6
Smérovost pohybu [%] 23 17 35 31 2

Tabulka 1: Hodnoty celkové urazené vzdalenosti a smérovosti pohybu vybranych bunék mode-

lového experimentu.
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2.4 Vyhodnocovani fazové informace

V metodach nazyvanych spolecné QPI nebo kvantitativni fazova mikroskopie je fazovy posuv
zpusobeny pozorovanym vzorkem presné méfen.

Fazovy posuv koresponduje s optickym drahovym rozdilem, ktery je urCen indexem lomu
buiiky a vyskou bunky [29], vliv téchto parametri vSak nelze jednoduse zkoumat samostatné.
Pro odliSeni piispévku indexu lomu buiikky a vySky buiikky byly vyvinuty rtizné metody
[5, 30, 31, 32]. Vztah mezi fazovym posuvem a plosnou hustotou suché hmoty burniky v daném
misté je vSak pfimocary a odliSeni ptispévku indexu lomu a vysky bunky pro piepocet fazo-
vého posuvu na suchou hmotu bunky neni tieba. Schéma znazornujici fazovy posuv (nebo
také deformaci vinoplochy) je znadzornéno na obr. 1.

2.4.1 Vztah QPI a suché hmoty buiiky

Suchéd hmota bunky je tvofena jejim bezvodym obsahem a byla definovana jako hmotnost
bunky po odpafeni vody. Sucha hmota buiiky je tvofena biomolekulami proteind, lipidd, nuk-
leovych kyselin a sacharidi [4]. Tyto biomolekuly se skladaji pfedevsim z lehkych atomi jako
uhlik, kyslik, vodik a dusik, které jsou spojeny jednoduchymi vazbami. Proto tyto biomole-
kuly maji podobné elektrické vlastnosti a se svétlem interaguji podobnym zptsobem [33].
Vétsina biomolekul totiz vykazuje linedrni zavislost mezi indexem lomu a koncentraci, jak
ukazuje obr. 9(a).

a b © CaCl,
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DNA Zdn/dc‘. % 2.0 o 8
0.08} @ Sachardza o °® 2 ° ¢ 4 o NaCl
& - . 4 ’ - L .
E ’ Mgg?vma Y ) 89,5 o Sacharéza
Q 0.06 /' o% 5 ® DPPC
* P ¥ E KCI
o r’ .‘¢ -g é 1.0
S 004 / o 2c
S oY >0
= L) < O
0.02 o e 505
// 8
Q.
O . m O - . . ’
0 200 400 600 Burika Protein  Nukleova Ostatni
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Obr. 9: Specificky refrakéni prirtstek riznych biomolekul. () Zmény indexu lomu An riznych
biomolekul v zavislosti na jejich koncentraci, sklon kiivky dn/dc, kde n je index lomu a c je
koncentrace, definuje specificky refrakéni pririistek pouZivany k urceni suché hmoty buiiky
v QPI. (b) Specificky refrakéni prirtstek riznych skupin biomolekul, primérna hodnota je vy-
znacena vodorovnou ¢arou. BSA — bovinni sérum, DPPC — fosfolipid. Pievzato z [29].

Hodnota specifického refrakéniho pfirtistku, kterd je definovana jako pomér zmény indexu
lomu a zmény koncentrace, je pro vétSinu biomolekul velmi podobna (viz. obr. 9(b)). Proto je
mozné hodnoty specifického refrakéniho ptirastku nahradit jedinou primérmou hodnotou
a Z ni potom vychazet pfi prepoctu fazového posuvu zptisobeného burikou na jeji hmotu [29].
Prirtstek indexu lomu pak odpovida prirtistku suché hmoty bunky. Index lomu je tedy ptimo
umérny suché hmoté buiiky a konstanta imérnosti a je nazyvéana specificky refrakéni ptirtstek
[33].

Celkova sucha hmota buiky je pak dana integralem ptes plochu burnky [34]:
m = [f [ 2| da

(100-a) !
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kde m je celkova sucha hmota bunky v pg, OPD je opticky drahovy rozdil méfeny v um, a je
specificky refrakéni prirGistek v um3/pg a A je plocha buitky v um? Uvedeny vztah plati
pro zivé bunky ve vodnych médiich.

Hodnota priimérného specifického refrakcniho ptirastku je obvykle aproximovana hodnotou:
a=18-10"*m3/kg.

Vztah pro celkovou suchou hmotu buniky i pfiblizna hodnota specifického refrakéniho pii-
rastku byly vice rozebrany a experimentalné ovéfeny v praci Ing. Jany Collakové [35].

Pouziti celkové suché hmoty buiiky je opravnéné piedevs§im pii méfeni a porovnavani hmoty
bunek mezi jednotlivymi populacemi nebo pii zkoumani ¢asového vyvoje hmoty bunék, kdy
vého posuvu jako suché hmoty buiiky je ¢asto pouzivana v biologickych aplikacich QPI a lze
ji najit naptiklad v [33, 34, 36, 37, 38]. V dalsim textu budeme suchou hmotu buniky oznacovat
zkracen¢ jako hmotu buiiky.

Me¢tenim hmoty bunék v ¢ase pfimo pomoci CCHM se zabyvala také Ing. Klara Kovarova ve
své bakalatské a diplomové praci [39, 40].

Zajimavou biologickou aplikaci, pro niz se pouziva jak mefeni hmoty bunck tak vyhodnoco-
vani tvarovych parametri bun¢k, je studium Zivotnich cykla bun€k nebo studium vlivu
ruznych latek na bunky. Piiklady téchto studi lze nalézt naptiklad v ¢lancich [7, 34, 36, 37,
38, 41, 42].

Na obr. 10 je ukazka vyvoje hmoty bun¢k v modelovém experimentu, kde vzhledem k prask-
nuti a vyliti obsahu bunky 5 do jejiho okoli hmota buiiky vyrazné poklesla. Hmota ostatnich
bun¢k navzdory neptiznivym kultivacnim podminkam modelového experimentu dokonce po
celou dobu pozorovani mirné rostla.
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Obr. 10: Vyvoj hmoty vybranych bunék béhem modelového experimentu.
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2.5 Metoda dynamickych fazovych diferenci (DPD)

Pfi snimani s kratkym ¢asovym intervalem, které CCHM umoziuje, mohou byt rozdily mezi
jednotlivymi fazovymi obrazy na prvni pohled velmi nepatrné. Proto jsme pro zviditelnéni
pfesunti suché hmoty uvniti buiiky a malych, z nezpracovaného fazového obrazu, tézko roze-
znatelnych zmén, navrhli metodu DPD. Tato metoda vyuziva barevného kdédovani ke
zviditelnéni rozdilu mezi fazovymi obrazy.

Zaklady metody DPD byly navrzeny jiz v praci dr. Hany Uhlifové [43] a dale pak rozsiteny
Vv moji diplomové praci [44]. V ramci mého doktorského studia jsme metodu dale optimalizo-
vali, pfedev§im jsme specifikovali vstupni data metody a stanovili limit nejmensi mozné
detekovatelné zmény dany Sumem v ¢asové sekvenci obrazki. Metodu jsme pouzili pii studiu
osmotickych jevi a ziskané vysledky jsme publikovali [45].

Metodu DPD jsme vyvijeli diive, nez byla do ovladaciho programu mikroskopu zaclenéna
segmentac¢ni metoda watershed, proto v tomto piipad¢ probihala pfiprava vstupnich dat zpi-
sobem popsanym v ¢asti 2.5.1. Pro ptehlednost uvadim v nésledujicich ¢astech, jak pozadavky
na vstupni data a definici nejmensi detekovatelné zmény, tak vzorce pro vypocet DPD. Dale
jsou v samostatnych kapitolach 5 a 6 uvedeny vysledky ziskané pii pouziti metody DPD pro
vyzkum osmotickych jevi a vysledky zjednodusené metody DPD ve vyzkumu dynamiky na-
dorovych bunék ve 3D prostiedi.

2.5.1 Priprava vstupnich dat pro metodu DPD

V piipadé¢ CCHM zaznamenava kamera komplexni informaci o svételné ving, tato informace
se nazyva hologram. Z hologramu se nasledné pomoci rychlé Fourierovy transformace [46]
vypocita faze viny a amplituda. Na fazi jsou pak aplikovany bézné metody navazovani faze
[26, 27]. Deformace zpusobené optickym systémem jsou odstranény nasi vlastni metodou
[28]. Vysledna faze obsahuje pouze informace o fazovém posuvu zpisobeném pozorovanym
objektem a hodnoty faze pozadi, které kvuli Sumu fluktuuji kolem nulové hodnoty.

Zivé buiiky pozorované v QPI zptisobuji obvykle vyssi fizovy posuv v oblasti jadra a jadérek.
Tento fakt 1ze vyuzit k detekci bunék. V obraze jsou detekovany vysoké hodnoty fazového
posuvu, objekty povaZzované za buiiky jsou limitovany minimalni velikosti plochy a okraje
buiiky jsou ur€eny limitni hodnotou pozadi. Z pozadi snimku je uréovan prostorovy a ¢asovy
Sum. Hodnoty pozadi a objektli neodpovidajicich buiikam jsou pak nahrazeny nulovymi hod-
notami a buriky jsou tak segmentovany od pozadi snimku. Takovyto snimek tvofi vstupni data
pro nasledny vypocet DPD.

2.5.2 Vypocet DPD

Pokrocily vypocet zahrnuje segmentaci buiiky a pozadi a diky tomu umoziuje také zviditel-
néni hranic bunky a rozsiteni barevného kodovani DPD o barvy pro oblast opusténou a noveé
zabranou buikou.

Ptredpokladejme ¢asovou sekvenci o N snimcich kompenzované faze se segmentovanou bun-
kou a pozadim, potom hodnoty DPD jsou dany rovnici (maticovy vypocet):

DPDjyi = @ivi — @i
kde @; je fazovy snimek i, k je krok vypoctu a uvazujeme pouze DPD; ) vE&tS$i nez minimalni

detekovatelna zména suché hmoty buniky 0,4, (viz. ¢ast 2.5.3). DPD; . 1ze pocitat s libovol-
nym krokem k, pokud je krok k mensi nez pocet snimkt N v sekvenci.
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V obrazové reprezentaci jsou zaporné hodnoty DPD zndzornény zelenou barvou a ptedstavuji
ubytek suché hmoty buiiky v daném misté. Kladné hodnoty DPD jsou zndzornény Cervenou
barvou a predstavuji pfirtstek suché hmoty v daném misté. Intenzita barvy odpovida velikosti
zmény. Zmény mens$i nezZ je hodnota minimalni detekovatelné zmény suché hmoty bunky
Omax ]SOU Zndzornény ¢ernou barvou a pozadi je znazornéno bilou barvou.

Aby bylo mozné rozeznat opusténou oblast a oblast nov¢é zabranou butikou, byla do zaklad-
niho barevného kodu DPD piidana dalsi barva — modra. Modra barva je pfifazena tém mistiim,
kde pravé jeden z fazovych snimkl ¢;, @;;, ma nulové hodnoty. V téchto mistech je vzdy
také uz Cervena nebo zelend barva, v RGB zobrazovani se tedy opusténa oblast zobrazi v tyr-
kysové barvé (modra a zelend) a nové zabrana oblast se zobrazi ve fialové barvé (Cervena
a modra).

2.5.3 Omezeni piesnosti DPD urcené Sumem

Sumem je limitovano kazdé méfeni. Rozlidujeme mezi ¢asovym a prostorovym umem, které
jsou ur¢ovany jako fluktuace hodnot faze pro zobrazeni bez pritomnosti objektu v pfedmétové
roving. Casovy $um popisuje fluktuace hodnoty faze v kazdém pixelu v pribéhu Gasové sek-
vence méfeni. Prostorovy Sum popisuje fluktuace hodnoty faze mezi jednotlivymi pixely
snimku ve stejném case. Pro metodu DPD je limitujici Sum casovy, ktery urcuje nejmensi
moznou zménu suché hmoty buiiky pfipadajici na jeden pixel, kterou je mozné detekovat.
Tento limitujici parametr mze byt u riznych méteni rozdilny, zalezi pfedevsim na pouzitém
vzorku a na nastaveni mikroskopu, proto je nezbytné tuto hodnotu urcovat pro kazdé méfeni
zvI1ast.

V sekvenci obrazkd urcené pro vyhodnoceni pomoci metody DPD je nejdiive urcena oblast
prazdného pozadi bez bunék a statistické parametry ¢asového Sumu (priimérna hodnota, roz-
ptyl) jsou urceny na této sekvenci pro kazdy pixel prazdného pozadi podle vztahti:

= 1 ~
X=Nle
i

1 N
0'1\2] = NZ(Q/C\I - 5?)2
i=1

kde o je rozptyl, N je pocet snimkii v asové sekvenci, X; je hodnota faze v urcitém pixelu
snimku i a X je pramérna hodnota pro tento pixel v ¢asové sekvenci. Pii vypoétu na vybrané
oblasti ziskdme matici hodnot rozptylti o7 nebo smérodatnych odchylek ay. Minimalni dete-
kovatelnd zména suché hmoty buiiky je pak urcena jako maximalni hodnota smérodatné
odchylky ¢,,,,, Na vybrané oblasti snimku.

Pti zkracovani intervalu snimani ziskdvame niz8i hodnoty DPD, hodnota minimalni deteko-
vatelné zmény suché hmoty buiky se vSak nesnizuje. Proto bylo na mikroskopu CCHM
s objektivy 10x/0,3 testovano rychlé zobrazovani a moznost aplikace metody DPD. Bylo zjis-
téno, ze v piipadé pozorovani bunécné linie spontanné transformovanych embryonélnich
krysich fibroblastd LW13K2 [47] pti standardnich kultiva¢nich podminkach je vhodny mini-
malni interval sniméni 1 S. Pfi kratSich intervalech byla jiz vétSina hodnot DPD niz§ich nez
hodnota minimalni detekovatelné zmény suché hmoty buiikky. Hodnota minimalni detekova-
telné zmény suché hmoty bunky byla vtomto ptipadé rovna a,,,, = 0,04 rad
(0,0230 pg/um?).
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Na obr. 11 jsou zobrazeny snimky z testovaciho méfeni vyhodnocené metodou DPD, kde po-
zadi je zobrazeno bilou barvou, zmény mensi nez a,,,, jsou zobrazeny zlutou barvou a zmény
Vetsi nez a,,4, jSOU zobrazeny ¢ervenou nebo zelenou barvou. Je ziejmé, Ze pii kratS$im inter-
valu sniméni nez 1 s je vétSina detekovanych zmén nizSich nez limitujici hodnota Sumu, pfi
intervalu 1 s se zacinaji objevovat souvislé oblasti se zménami nad limitujici hodnotou a pfi
intervalu 10 s jsou tyto oblasti jiz z hlediska pozorovani velké.

Ve

L3

A - Mow
s * a See h
interval snimani 0.25s 50pm interval snimani 1s ., interval snimani 108

(a) (b) (c)

Obr. 11: Testovaci méfeni pro aplikaci metody DPD. Pozadi - bilé, zmény mensi neZ uréeny Sum
- Zluté a zmény vEétsi nezZ urceny Sum - ¢ervené nebo zelené. Pii krat§im intervalu snimani nez 1 s
(a) je vétsina detekovanych zmén niZSich nez 6,4, p¥i intervalu 1s (b) se za¢inaji objevovat
souvislé oblasti se zménami nad 6 ,,,, (0znacené Sipkami) a p¥i intervalu 10 s (c) jsou tyto oblasti
jiz z hlediska pozorovani velké.

Interval pozorovani zvoleny pro vyhodnocovani metodou DPD zavisi samoziejmé na rychlosti
déje, ktery chceme analyzovat. Nema vSak vyznam analyzovat snimky, kde zmény vétsi nez
uréend limitujici hodnota o,,,, nastavaji pouze v izolovanych pixelech a neposkytuji tak
smysluplnou biologickou informaci.

2.5.4 Tlustrace metody DPD na biologickém déji

Ptikladem biologické situace, k jejimuz vyhodnoceni mize byt metoda DPD vyuzita, je
mitdza, t0 je rozdéleni matetské buriky na dvé dcefiné. Pro ilustraci metody DPD je zde uve-
den obrazek s velkym Casovym krokem mezi od¢itanymi snimky, takZe rozdil mezi obéma
obrazy je pro vét§i ndzornost patrny i okem.

20 pm
(a) (b) (c)

Obr. 12: Déleni buiiky znazornéné metodou DPD s krokem 240 s, objektivy 20x/0,40. QPI buiiky
v (a) anafazi a (b) cytokinezi; (c) DPD reprezentace piresunu hmoty béhem pi‘emény bunky z (a)

do (b).

Na snimcich v obr. 12 1ze vidét prechod buriky od anafaze (a) do cytokineze (b) v QPI. V ana-
fazi jsou dvé€ sady dcefinych chromozom taZeny po mitotickém vieténku k opa¢nym strandm
bunky a buiika ma prodlouzeny tvar. Poté, v cytokinezi, je bunka jesté vice prodlouzena a mezi
dvéma dcefinymi bunikami se tvoii kréek a obnovuje se zde bunécna membrana. Na obr. 15(c)
je tato zména zachycena metodou DPD. Nové obsazené oblasti buiiky na jejich vzdalenéjSich
koncich jsou vykresleny fialove, oblasti s pfiristkem hmoty cervené, opusténé oblasti v okoli
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kréku mezi dcefinymi bunikami jsou zachyceny tyrkysovou barvou a oblasti s ubytkem hmoty
zelenou barvou. V experimentech uvedenych v ¢asti 5 je pro metodu DPD zvolen kratsi inter-
val mezi dvéma fazovymi snimky a vyznam metody je zietelnéjsi. V Casti 6 je pak uvedena
aplikace zjednodusené verze metody DPD pro analyzu dynamiky nadorovych bunék v kola-
genovych gelech.
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3 Zobrazovani pomoci CCHM ve 3D prostredich

Soucasnym trendem v moderni biologii je nejen zména piistupu od fixovanych vzorki a riz-
nych tkanovych fezu piimo k in vivo analyze, ale v piipadé in vitro studii také pfechod od 2D
kultivaci ke kultivacim v komplexnéjsich 3D prostiedich. Tim se in vitro vyzkum vice piibli-
zuje realité [48].

V oblasti QPI se pro vyzkum bunék ve 3D prostiedich s vyhodou vyuziva pifedevsim takovych
systému digitalni holografické mikroskopie, které maji koherentni zdroj, a proto pak umoznuji
ziskany obraz v ur¢itém rozsahu numericky pieostfovat a tim korigovat optické rozostfeni
[49]. CCHM pouziva zdroj nekoherentni, a proto umoziiuje numerické preostfovani pouze ve
znacn¢ omezeném rozsahu. Pro automatické dlouhodobé zobrazovani v 3D prostiedich po-
moci CCHM bylo tedy vyhodné vyvinout systém autofokusu, ktery ve vybranych intervalech
umoziuje urcit rovinu zaostfeni buriky a pfipadny posun buriky v 0se z pak kompenzovat po-
sunutim piezo stolku. Systém autofokusu vychdzi ze zavislosti vlastnosti zobrazeni na mife
rozostieni vzorku, a také ze zavislosti vlastnosti zObrazeni na stupni prostorové koherence
osvétleni. Vyuziva toho, ze pomoci uzavieni aperturni clony l1ze zvysit prostorovou koherenci
osvétleni a takto ziskany obraz muze byt nasledn¢ numericky pfeostien. Ze série numericky
preostienych obrazii je pak podle kritéria minima variace [50] automaticky vybran obraz s nej-
lepSim zaostfenim a zjiStény posun se pouzije ke korekci pozice piezo stolku. Tim je zajiSténo
snimani ostrého obrazu, ktery neni tfeba dodatecné numericky pieostrovat.

3D prostiedi pro kultivaci bun¢k se nejcastéji realizuji pomoci kolagenovych gelu [51], které
zpusobuji i rozptyl svétla. V takovych prostredich je vSak zobrazeni v systémech s koherent-
nim osvétlenim naruseno rozptylenym svétlem, difrakci a parazitnimi interferencemi. Pti
pouziti CCHM s nizkou prostorovou koherenci svétla je vyhodou vznikajici efekt koherencni
brany [2], ktery zabranuje svétlu rozptylenému mimo ptedmétovou rovinu vyznamné se podi-
let na vysledném obraze. Diky malé koheren¢ni délce také nevznikaji parazitni interference
a mizeme tak ziskat kvalitnéjsi zobrazeni. Pokud navic v ¢asosbérném pozorovani ve 3D pro-
stiedich zajistime stalé zaostfeni vzorku, naptiklad pomoci zminovaného automatického
autofokusu, mizeme vyhodnocovat stejné tvarové, dynamické a fazové charakteristiky jako
ve 2D prosttedich.

Zobrazovani ve 3D prostiedich také umoziuje ménit rovinu zaostfeni a pozorovat tak rtizné
¢asti vzorku. Vlastnosti takového zobrazovani pomoci CCHM byly teoreticky popsany
v ¢lanku [2]. Numerickou simulaci pak v programu Matlab provedl prof. Jiii Petracek, a tento
numericky model byl nasledn€ porovnavan s provedenym experimentem. Jak na numerickém
modelu, tak na experimentalnich datech, byla se zamérem ziZeni zobecnéného optického fezu
nasledné vyzkousena dodatecna filtrace prostorovych frekvenci, popsana v ¢asti 3.3.3.

3.1 Zavislost zobrazeni na mire rozostreni vzorku

Kritériim detekce roviny zaostieni v transmisni digitalni holografické mikroskopii pro ampli-
tudové 1 fazové objekty se vénuje Clanek [52]. V tomto c¢lanku jsou uvazovany Cisté
amplitudové a Cisté fazové objekty, které jsou osvétleny v transmisnim méodu rovinnou vinou
postupujici podél osy z a které maji malou tloustku vzhledem k hloubce ostrosti zobrazova-
ciho systému. Je ukdzano, ze v ptipad¢ Cisté¢ amplitudového objektu dosahuje integral modulu
komplexni amplitudy |ug(x,y)| Vv roviné zaostfeni svého minima [52] a plati tedy

o ugGen)ldxedy < [75 [ lug (2, y) dx” dy
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kde u;(x,y) je komplexni amplituda v roviné zaostfeni a uy-(x’,y") je komplexni amplituda
mimo rovinu zaostfeni.

Toto tvrzeni ilustruje jednoduchy ptiklad na obr. 13, kde je uvazovano zobrazeni kruhového
otvoru ve stinitku (obr. 13(a)) osvétleného centralné rovinnou vinou. Pokud neni otvor zao-
stien, pozorujeme typicky difrakéni jev (obr. 13(b)). Amplitudové profily Vv pficném fezu
vedeném 0Sou otvoru jsou zobrazeny na obr. 13(c) a (d). Integral modulu komplexni ampli-
tudy je zfejm¢ mensi pro zaostfeny objekt nez pro rozostteny, kde se projevi difrakéni jev
[52]. Ukazka na obr. 13 je ilustraci chovani optického pole, které spliiuje piedpoklad zacho-
vani celkové intenzity a amplitudy.

a) b)

LA A T T 7
<) d)

Obr. 13: Zobrazeni amplitudového objektu — kruhového otvoru ve stinitku. (a) v roviné zao-
stieni; (b) mimo rovinu zaostieni; (¢) amplitudovy profil v fezu vedeném osou objektu
V roviné zaostieni; (d) amplitudovy profil v iezu vedeném osou objektu mimo rovinu zao-
sti‘eni. Pirevzato z [52].
V piipadé fazového objektu mizeme komplexni amplitudu viny v roviné lezici za objektem
vyjadfit jako

uqa(x,y) = a explip(x,y)},
kde @ (x, y) je zména faze svétla zplisobena objektem a a je konstantni redlna amplituda osvét-
lujici rovinné viny [52].
Pokud je pozorovany fazovy objekt rozostien, lom svétla zptisobeny objektem moduluje am-
plitudu, ktera je pak nutné mensi nez a. Pii zaostfeni je amplituda rovna a a integral amplitudy
pro Cisté fazové objekty tak dosahuje svého maxima [52].
Zminovany ¢lanek se i v ptipadé¢ fazovych objektl zabyva pouze pribéhem amplitudy v za-
vislosti na zaostieni. Pro studium prubehu faze v zavislosti na zaostfeni byl proto proveden
jednoduchy experiment.
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Burika, jakozto Cisté¢ fazovy objekt, piipravena pro pozorovani v kolagenu, byla zobrazena
Vv ruznych rovinach s rozostfenim z a byl sledovan jak prabéh amplitudy, tak prabéh faze zob-
razeni. Integral amplitudy a faze byl ur¢en numerickou integraci obrazové amplitudy a faze.
Zobrazovani bylo provedeno s objektivy Nikon Plan Apo 40x/0,95, s kondenzory s numeric-
kou aperturou NAg = 0,52 a interferen¢nim filtrem s centralni vlnovou délkou 650 nm
a polositkou hlavniho maxima propustnosti 10 nm. Pieostiovani bylo provedeno pomoci
piezo posuvu drzaku vzorku s krokem 1 um v rozsahu £50 um od piedpokladané roviny os-
trosti. Grafy na obr. 14 zachycuji hodnoty integralu obrazové amplitudy a integralu obrazové
faze prepoctené na hmotu buiiky pro riizna rozostieni z. Ukazka zobrazeni amplitudy a faze
pro vybrana rozostfeni je na obrazcich vpravo od grafu.

Integral amplitudy
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Hm
Obr. 14: Pribéh hodnot integralu amplitudy, naméi'ené hodnoty zobrazené jako body proloZené
kFivkou, (nahoie) a faze pirepoctené na hmotu (dole) pro ¢isté fazovy objekt (buiiku v kolagenu)
v zavislosti na rozostieni z. Ukazky zobrazeni amplitudy a faze pro vybrana rozostieni (vpravo
od grafi).

Z namétenych vysledk je zfejmé, Ze nejen integral amplitudy, ale také integral faze dosahuje
Vv ptipadé Cisté fazovych vzorkil pfiblizné v rovin€ ostrosti svého maxima.
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Z experimentalni zkuSenosti vyplyva, Ze maximalizace integralu faze v roving ostrosti je obec-
nym jevem pii pozorovani zivych bunék, pokud bunce odpovida pozitivni hodnota faze vyssi
nez hodnota pozadi, ktera se pohybuje kolem nuly. Pro vypocet spravné roviny zaosteni je
zv1asté u objekti pozorovanych v 3D prostiedich vhodné uvazovat pouze maly vyiez objektu,
napiiklad oblast jadra buiiky, protoze okrajové vybézky buitky mohou mit ¢asto jinou rovinu
zaostteni. Vliv jinych rovin zaostfeni okrajovych Casti buniky se vyraznégji projevi v integralu
amplitudy nez v integralu faze, protoze ve fazovém signalu pfispiva hmotnéjsi jadro buiky
k integralu faze vyznamné&jsi hodnotou nez méné hmotné okrajové ¢asti bunky nebo jeji vy-
bézky.

3.2 Zavislost zobrazeni na stupni prostorové koherence osvétleni

V CCHM s prochazejicim svétlem nelze navodit vznik optickych ezl obdobnych konfokalni
mikroskopii. Lze vSak uvazovat vznik zobecnénych optickych fezl. Za tloustku zobecnéného
optického fezu je pfitom povazovan dvojnasobek osové polohy zs 2D objektu, v niz je zcela
utlumen ptenos nékteré prostorové frekvence. Veli¢ina z; je vyjadiena v nasobcich poloviny
difrakéni hloubky ostrosti objektivu nl, /2NA?, kde n je index lomu prostfedi, A, je vinova
délka osvétleni ve vakuu a NA je numericka apertura objektivu [53].

Vliv prostorové koherence na tlouStku zobecnéného optického fezu je teoreticky odvozen
v ¢lanku [53]. V tomto ¢lanku je také uveden graf, zde na obr. 15, ktery zachycuje zavislost
tloustky zobecnéného optického fezu z; na faktoru ¢asteéné koherence

o = NA;/NA,

kde NA; je numericka apertura osvétleni a NA je numericka apertura objektivu.
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Obr. 15: Zavislost zg poloviny tloust’ky zobecnéného optického Fezu na faktoru ¢aste¢né kohe-
rence ¢. Veli¢ina z; je v jednotkach na, /2NA?, kde n je index lomu prostiedi, 4, je vinova délka
osvétleni ve vakuu a NA je numericka apertura objektivu. Pirevzato z [53].

Pro ¢ > 1/3 odpovida hodnota nejrychleji tlumené normované frekvence polovi¢ni hodnoté
mezni frekvence soustavy Q. = 1 + 0. Normovana frekvence je vyjadiena v nasobcich
NA/A, [53].

Vliv faktoru ¢astecné koherence na zobrazeni rozostfenych objektl jsme testovali na vzorku
polystyrenovych kuli¢ek o praméru (5,0 £+ 0,3) um (Duke Standards™ 2000 Series Uniform
Polymer Particles), které byly pfimichany do kolagenového gelu misto suspenze bunék. Index
lomu polystyrenovych kuli¢ek podle specifikace vyrobce je 1,59. Index lomu kolagenového
gelu 1,34 jsme zmétili na Abbeové refraktometru. Prostorova koherence osvétleni byla regu-
lovana pomoci aperturni clony ménici hodnotu apertury osvétleni NAs. Experimentéalni QPI
takto pfipraveného vzorku pro faktor ¢aste¢né koherence o rovny 0,1; 0,2; 0,4; a 1,0 jsou
naobr. 16. Sipkami je vyznaGena rozostiena kulicka (zelena $ipka) a jiny drobny objekt
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(modra Sipka), které jsou dobte viditelné pro o = 0,1, tedy pro nejsirsi opticky fez. Pro vyssi
o se tyto objekty postupné stavaji méné viditelnymi.

Obr. 16: QPI polystyrenovych kuli¢ek v kolagenu pro rizné faktory &aste¢né koherence o. Sip-
kami je vyznacena rozosti‘ena kulicka (zelena Sipka) a jiny drobny objekt (modra Sipka), které

jsou dobfe viditelné pro o rovné 0,1, tedy pro nejSirsi opticky ez, zatimco pro vyssi ¢ Se tyto
struktury postupné stavaji méné viditelnymi.

Z grafu na obr. 15 je zfejmé, ze rostouci hloubka optického fezu se projevi az pii niz$im fak-
toru ¢aste¢né koherence o. To potvrdily i experimentalni vysledky.

Vliv faktoru ¢aste¢né koherence o na zobrazeni dobie ukazuje také numericky model zobra-
zeni buniky. O numerickém modelu je pojedndno v samostatné ¢asti 3.3.1.

3.3 Zobrazovani vzorku v ruznych rovinach zaostreni

Studium zobrazovani vzorku v riznych rovinach zaostfeni ptispiva jednak k lepSimu porozu-
meéni celému zobrazovacimu procesu a jednak nasledné umoznuje vyuzit ziskana data pro 3D
zobrazovani.

3D optické zobrazovani bun¢k je v soucasnosti nejcastéji realizovano pomoci fluorescenéni
konfokalni mikroskopie, kde je vzorek obvykle fixovan a oznacen fluorescencnimi barvivy
[55]. Pouziti konfokalniho mikroskopu je vyhodné pfedevsim proto, ze v zobrazeni je vyrazné
redukovan signal pochazejici z jinych rovin nez z roviny zaostieni. Ziskana data pak maji
omezenou hloubku ostrosti, zobrazuji jen urcity opticky fez. Nasledné je pak moZné pomoci
zobrazeni z riznych rovin vytvotit 3D zobrazeni vzorku. Nevyhodou fluorescencni konfokalni
mikroskopie je vSak jeji invazivita a velké mnoZstvi svétla potfebné pro vytvotfeni obrazu.

Alternativou je proto pouziti dekonvoluéni mikroskopie, jejiz vyhodou je fakt, ze kazdé zob-
razeni lze do jisté miry aproximovat jako konvoluci rozptylové funkce zobrazovaciho systému
a funkce charakterizujici zobrazovany vzorek. Proto 1ze kazdé zobrazeni, at’ uz z klasické mi-
kroskopie svétlého pole, klasické fluorescencéni nebo i konfokalni mikroskopie, pouzitim
spravné vybrané a nastavené dekonvoluc¢ni metody vylepsit [56]. Kazda dekonvolu¢ni metoda
vSak vnasi do zobrazeni i artefakty, je tedy Iépe dosdhnout co nejlepsiho rozliseni, piicného
i osového, opticky, jiz pomoci sestavy mikroskopu.
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Pouzitim dekonvoluce pro 3D zobrazeni z QPI se zabyva napiiklad publikace [57]. V uvedené
publikaci autofi u metody SLIM (spatial light interference microscopy) nejprve prezentuji
moznost 3D zobrazovani pomoci optickych fez, jejichz sitka zavisi na NA objektivu. Metodu
SLIM pak autofi pouzitim experimentalné ziskané rozptylové funkce zobrazovaciho systému
a iterani dekonvolu¢ni metody popsané v [58] dale vylepSuji a oznacuji jako SLIT (spatial
light interference tomography). Rozptylovou funkci zobrazovaciho systému autofi zméfili tak,
7e zobrazovali mikrokulicky s primérem rovnym cca 1/3 teoretické difrak¢ni stopy pii
zobrazeni bodu, které dobte reprezentuji bodovy rozptyl. Rozptylova funkce zobrazovaciho
systému byla pak urCena jako redlnd Cast méfeného komplexniho analytického signalu.
Dosazené vysledky ukazuje porovnani zobrazeni neuronu obéma metodami na obr. 17, kde je
u metody SLIT zfejmé vyrazné potlaceni signalu z jinych rovin ostrosti.

Obr. 17: Porovnani zobrazeni neuronu metodami SLIM a SLIT. SLIM: (a) X-z zobrazeni neu-
ronu, patrné je télo neuronu a jadro (oznaclené Sipkou), (b) a (c) X-y zobrazeni neuronu
V rovinach vyznacenych v (a). SLIT: (d) x-z zobrazeni neuronu, (e) a (f) x-y zobrazeni neuronu
V rovinach vyznacenych v (d), zfejmé je vyrazné potlaceni signalu pochazejiciho z jinych rovin
ostrosti. Prevzato z [57].

Dalsi moznosti, jak ziskat 3D zobrazeni vzorku, je samoziejm¢ tomografie. Pouzitim tomo-
grafie s QPI se zabyvaji publikace [30, 59, 60]. Tomografické metody vSak nejsou predmétem
zajmu této prace.
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V dizertacni praci je dale posuzovana moznost docileni 3D zobrazeni pti pouziti CCHM po-
moci omezeni prostorové koherence osvétleni a pomoci dodatecné filtrace prostorovych
frekvenci. Obé metody jsou hodnoceny pomoci numerického modelovani a metoda dodate¢né
filtrace prostorovych frekvenci i experimentalné.

3.3.1 Numericky model

Teoretické odvozeni vlastnosti zobrazovani CCHM je uvedeno v ¢lancich [2, 53, 61]. Teorie
odvozena v ¢lancich [2, 61] vychézi z prvni Bornovy aproximace teorie rozptylu a je proto
vhodna pro popis zobrazeni tenkych (2D) vzorkt, ptipadné slabé rozptylujicich 3D vzorkd.
Objemovymi vzorky, které nelze povazovat za slabé rozptylujici, jsou také zivé bunky [35].
Je proto tfeba je bud’ aproximovat 2D funkci propustnosti, nebo rozptyl svétla modelovat po-
moci ptresnéjsiho pristupu. Toto numerické modelovani, s nimz jsme porovnavali vysledky
testovacich experimentii, provedl na zakladé teoretickych vypoctu prof. Radima Chmelika
vV Rytovové aproximaci [53] prof. Jifi Petracek v programu Matlab.

Geometrie modelu buiiky, pro kterou bylo numericky vypocteno zobrazeni pomoci CCHM, je
zachycena na obr. 18.
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Obr. 18: Geometrie a indexy lomu modelu buiiky, pro kterou bylo numericky vypoéteno zobra-
zeni pomoci CCHM pro ruzné roviny zaostireni. Ve 3D lze model buiiky popsat jako polokouli,
ve které je umisténo 5 kulicek.

Hodnota indexu lomu téla buiiky byla nastavena na 1,37 a hodnota indexu lomu mensich ku-
lovych struktur uvnitf té€la bunky na 1,41. Indexy lomu tak odpovidaji bézné udavanym
hodnotam pro cytoplazmu bunky (1,37) [62, 63] a hmotné&jsi kulové struktury v modelu od-
povidaji hodnotam udavanym napiiklad pro mitochondrie bun¢k (1,41) [62, 63].

Nejdiive bylo v Rytovové aproximaci vypocteno blizké pole pro urcity uhel dopadu rovno-
béZzného svazku tvoriciho kohlerovské osvétleni a z néj pak holograficky obrazovy signal,
ktery byl finaln€ secten pro vSechny uhly dopadu osvétlovaciho svazku omezené hodnotou
NAg. Tento vypocet byl proveden pro riizné roviny zaostieni.

Zobrazeni bylo modelovano pro osvétleni vinovou délkou 650 nm, pro rizné hodnoty nume-
rické apertury osvétleni NAs a numerickou aperturu objektivu NA = 0,9.

Ze zobrazeni ziskanych modelovanim (obr. 19) je zfejmy podstatny vliv parametru NAs, ktery
charakterizuje prostorovou koherenci osvétleni, na to, v jaké vzdalenosti od roviny zaostfeni
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je bunka jesté zobrazovana. S rostouci NAs, tedy i s rostoucim faktorem castecné koherence
o, viditeln¢ klesa Sifka zobecnéného optického fezu. Oblast ve sméru osy z, ve které se zobra-
zeni bunky vyznamné projevuje, je mensi pro vétsi hodnoty NAs. Prodluzovani zobrazeni
pfedmétu v ose z s klesajici NAs je typickym znakem zobrazovani v Sirokém poli oproti zob-
razovani konfokalnimu. Cim vétsi osvétlovaci aperturu NAs tedy pouZijeme, tim vice
piiblizujeme charakter zobrazovani CCHM konfokalnimu.

NA_= 0.1 NA_= 03
s s

()

faze [rad]

0
X [p2m]

0
X [pm] X [m]

Obr. 19: Numericky vypoctené zobrazeni buiiky pro rizné hodnoty numerické apertury osvét-
leni NAs a numerickou aperturu objektivu NA = 0,9. Je ziejmé, Ze s rostouci NAs, tedy
i S rostoucim faktorem c¢astecné koherence o, klesa Siika zobecnéného optického Fezu. Jinymi
slovy, oblast ve sméru osy z, V niZ se zobrazeni modelové buiiky vyznamné projevuje, je mensi
pro vétsi NAs.

3.3.2 Experiment

Pro realny experiment byla pouzita bunééna linie HT1080. Buiiky byly kultivovany ve stan-
dardnich kultiva¢nich podminkach (37 °C a 5 % CO) v mediu DMEM obohaceném o 10 %
FBS a 0,1 % ciprofloxacin. Buiiky byly poté pfipraveny na koncentraci 1x10° bunék/ml v me-
diu DMEM bez fenolové Cervené a s 10 % FBS. Pufrovany roztok byl smichan s vodou pro
tkanové kultury a roztokem 1 mg/ml bovinniho kolagenu. Bunécna suspenze byla ptidavana
v poméru 1:10. Smés byla umisténa do komirek p-Slide Angiogenesis (Ibidi) a tuhnuti gelu
probihalo pifi 37 °C. Po ztuhnuti gelu byly pfipravené vzorky doplnény médiem a ptikryty
krycim sklickem.

Nasledné byla v mikroskopu vybrana buiika vhodna pro testovaci zobrazeni. Preferovali jsme
bunku protahlého tvaru, lezici v jedné rovin€ a mensi nez zorné pole. Vybrana bunka byla
zobrazena v rozsahu £50 pm od ptedpokladané roviny zaostreni s krokem 1 um mezi jednot-
livymi snimky. Pro zobrazeni byly pouZity objektivy Nikon Plan Apo 40x/0,95 a aperturni
clona byla zcela oteviena, vyuzivala se tedy celd numerickd apertura kondenzoru, ktera je
nominalné rovna NAs = 0,52.
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Ukézka zobrazeni buiiky z pfedpokladané roviny zaostfeni z = 0 a fez snimky z riznych
rozostieni dle naznacené linie je na obr. 20.
50

3.0

2:1
25

1.2

y [um]

z [pm]
o

-25

-50
0 25 50 0 25 50
X [um] X [Hm]

Obr. 20: Zobrazeni buiiky v kolagenovém gelu s numerickou aperturou osvétleni NAg = 0,52
a numerickou aperturu objektivu NA = 0,9 v predpokladané roviné zaostieni z = 0 a Fez X-z
dle zobrazené linie.

Vysledky z numerické simulace zobrazeni a realného experimentu jsou na obr. 19 a obr. 20
zachyceny ve stejné barevné skale a stejném rozsahu. Je tedy mozné je dobie porovnat.

Muzeme predpoklddat, ze redln¢ zobrazovana buiika ma v 0se z vV misté fezu stejny rozmér
jako v ose X, tedy ptiblizn€ 12 um, a je tedy dvakrat tlust$i nez modelova burika. Dvakrat vétsi
by tedy méla byt i mezni vzdalenost, ve které se zobrazeni builkky vyznamné projevuje. Pro
numerickou simulaci takovéto bunky a pouzité hodnoty NA a NAs by se zobrazeni mélo vy-
znamné projevovat v rozsahu +35 um. Hranice realné zobrazované buniky v 0se z by na
zobrazeném rozsahu +50 pm tedy mély byt jasné zietelné. Tak tomu ale neni, a je proto
ziejmé, ze redlnd situace neodpovida numerické simulaci se stejnymi parametry NA a NAs.
Pti¢inou tohoto nesouladu je patrné skute¢nost, ze kondenzory pouzité v CCHM, které urcuji
velikost NAs, nejsou opticky ekvivalentni, a proto je efektivni NAs niz$i nez udavana hodnota
0,52.

Experimentalné jsme ovéfili, ze pfi otevirani aperturni clony holograficky signal neroste od
hodnoty NAg = 0,3. Efektivni numericka apertura osvétleni nemutize byt tedy vétsi nez tato
experimentalné ziskana hodnota.

V tomto piipad¢é by se numericky simulované zobrazeni odpovidajici realné zobrazované
bunce vyznamné projevovalo az do vzdalenosti £65 pm, hranice bunky v ose z by tedy byly
mimo zobrazovany rozsah. Pro hodnotu NAg = 0,3 jsou si jiz numericky simulované a expe-
rimentalni zobrazeni blizs§i.

Pro dalsi priblizeni experimentalniho zobrazeni numerické simulaci byla vyzkousena metoda
filtrace prostorovych frekvenci.
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3.3.3 Filtrace prostorovych frekvenci

Podle teorie odvozené v ¢lancich [2, 53] se pii zobrazovani pomoci CCHM s faktorem ¢as-
te¢né koherence o > 1/3 pii rozostfovani nejrychleji tlumi stfedni normovana prostorova
frekvence. Zavislost maximalni normované pienesené frekvence Qmax a nejrychleji tlumené
frekvence Q* na faktoru caste¢né koherence o je zachycena v grafu na obr. 21. Normované
frekvence jsou vyjadieny v nasobcich NA/A,,.

T
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Obr. 21: Zavislost maximalni normované pienesené frekvence Qmax a nejrychleji tlumené nor-
mované frekvence Q* na faktoru ¢asteéné koherence o. Pirevzato z [53].

Pro zobrazeni ziskané pomoci CCHM by podle této teorie melo byt pro ztenceni zobecnéného
optického fezu vhodné zesileni normované nejrychleji tltumené frekvence Q* a potlaceni frek-
venci niz§ich a vysSich. Tato teorie byla aplikovana jak na numericky model zobrazeni buiiky
pomoci CCHM, tak pfimo na experimentalni zobrazeni bunky v CCHM.

Filtrace prostorovych frekvenci je v oboru zpracovani obrazu vyuzivdna metodou nazyvanou
No neighbors [64], ktera byva fazena mezi metody dekonvolu¢ni mikroskopie. Metoda No ne-
ighbors vyuziva toho, ze detaily jsou v obraze zaznamenany pomoci vysSich prostorovych
frekvenci a rozostfeny obraz, pochazejici z jinych rovin zaostfeni, je zachycen niz§imi prosto-
rovymi frekvencemi. Vyssi frekvence proto tato metoda zesiluje a nizsi potlacuje [64].

V nasem ptipad¢ byla filtrace prostorovych frekvenci provadéna v programu ImageJ pomoci
funkce Bandpass filter [65]. U numerického modelu byl filtrovan piimo fez x-z fazového sig-
nalu, protoze pouzity numericky model snimky zjednotlivych rovin x-y nepocital. Na
experimentalnich datech probihala filtrace pro kazdy snimek x-y fazového signdlu zvlast’ a
z filtrovanych snimki byl pak vytvoren vysledny fez x-z fazového signalu.

Pouzitim funkce Bandpass filter je nejprve provedena Fourierova transformace snimku a na
tu je nasledné aplikovan pasmovy filtr. Pomoci zpétné Fourierovy transformace jsou zpét zis-
kany filtrované snimky. Hranice propustnosti pdsmového filtru jsou v programu ImageJ
zadavany jako rozméry struktur, které maji byt filtrovany, v pixelech. Filtry v této praci ozna-
¢uji jako A/B, kde parametr A oznaCuje nejmensi velikost filtrovanych velkych struktur a
parametr B nejvétsi velikost filtrovanych malych struktur. Hranice propustnosti pouzitého
pasmového filtru nejsou ostré. Tvar poloviny pouzitého pasmového filtru 40/3 a jeho piesny
prubéh podél naznacené linie je na obr. 22.
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Obr. 22: Tvar poloviny pouZitého pasmového filtru 40/3 schematicky znazornény v odstinech
Sedi (vlevo) a jeho piesny priibéh podél naznacené linie (vpravo).

Vysledky filtrace numericky vypocteného zobrazeni pro hodnoty NAg = 0,3aNA = 0,9 filtry
S riznymi parametry A/B jsou zachyceny na obr. 23. Porovnani s ptivodnimi daty pomoci fa-
zovych profili podél naznacenych linii A, B a C jsou pak na obr. 24. Protoze provedena
filtrace prostorovych frekvenci omezuje rozsah hodnot filtrovanych snimkd, jsou filtrované
snimky kviili kontrastu zobrazeny v uz§im rozsahu hodnot.
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Obr. 23: Vysledky filtrace numerické simulace zobrazeni pro hodnoty NA¢ = 0,3 a NA=0,9
pasmovym filtrem s riznymi parametry A/B.
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Profil podél linie A zohlediiuje zobrazovani jinych rovin ostrosti ve vybrané roving a protazeni
zobrazeni v 0se z. U vSech pouzitych filtrii je patrné mirné ziZeni obrazu ale také vzestup
hodnot pozadi (v oblastech mimo bunku). Filtry 40/1, 40/3 a 40/5 davaji velmi podobné vy-
sledky.

Profil podle linie B zohlediiuje pfedevsim schopnost rozliSeni menSich struktur. Ta zlstava
zachovana u v8ech pouzitych filtrti. Vyrazny je v8ak vznik artefaktu podobnému halo efektu
znamému u Zernikova fazového kontrastu. V tésné blizkosti okrajii buiiky se totiz hodnoty
faze propadaji do zapornych hodnot, a to nejvice u filtrd 60/3 a 80/3. U filtru 20/3 je navic
ziejmy poktiveny kontrast jednotlivych malych struktur, kde struktury v blizkosti okraje
bunky jsou zachyceny falesné nejkontrastnéji. Filtry 40/1, 40/3 a 40/5 davaji opét velmi po-
dobné vysledky, pouziti vyssiho parametru B v§ak data vice vyhlazuje a omezuje tak zobrazeni
detaild.

Profil podle linie C vyhodnocuje protazeni zobrazeni v ose z, tedy §itku zobecnéného optic-
kého fezu. Pouzité pasmové filtry vSak nemaji na tento parametr témeét zadny vliv a pifi pouziti
filtrd s niz§im parametrem A se navic objevuje faleSny propad hodnot faze pted zobrazenim

malé hmotné&jsi struktury uprostied buniky.

Ze zobrazenych vysledkl tedy vyplyva, zZe filtrace prostorovych frekvenci na datech ziska-
nych z numerického modelovani nepfinesla o¢ekavany vysledek v podobé omezeni Sitky
zobecnéného optického fezu ani jiné zlepSeni zobrazeni. Numericky model vSak reprezentuje
zobrazeni téméf idedlni bez parazitnich jevil a navic byla filtrace provedena pouze jednoroz-
meérné. Proto byla filtrace prostorovych frekvenci déle testovana i na experimentalnich datech.
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Obr. 24: Porovnani vysledkaii filtrace numerické simulace s ptivodnimi numericky vypoétenymi
daty. Grafy porovnavaji fazové profily filtrovanych a pivodnich dat podél naznacenych linii.
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Vysledky filtrace experimentalnich dat pasmovym filtrem s riznymi parametry A/B jsou za-
chyceny na obr. 25. Porovnani s pivodnimi experimentélnimi daty je pak na obr. 26.
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Obr. 25: VysledKy filtrace prostorovych frekvenci pasmovym filtrem s riiznymi parametry A/B
na experimentalnich datech.

Stejné jako u numerické simulace zobrazeni bunky omezuje provedena filtrace prostorovych
frekvenci rozsah hodnot filtrovanych snimki, proto jsou filtrované snimky kvtli kontrastu

zobrazeny v uzs§im rozsahu hodnot. Vysledky filtrace experimentalnich dat jsou taktéz hodno-
ceny pomoci fazovych profilti podél naznacenych linii A, B a C.
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Obr. 26: Porovnani s pivodnimi daty. Grafy porovnavaji fazové profily podél naznacenych linii
filtrovanych a pivodnich dat.

Fazové profily filtrovanych dat podél linie A vykazuji zGzeni predev§im v oblasti levého
okraje bunky, kde potlacuji ptivodni rozostfené zobrazeni. Na rozdil od numericky vypocte-
nych dat zde pfi filtraci nestoupaji hodnoty pozadi nad piivodni hodnoty. U pravého okraje
buiiky lze vSak pozorovat predevsim u filtrti 60/3 a 80/3 propad do zapornych hodnot a vznik
zminovaného artefaktu. Filtry 40/1, 40/3 a 40/5 davaji opét velmi podobné vysledky

U profilu podél linie B 1ze u vSech filtrGi pozorovat mirné zazeni profilu buiiky. Vyrazny je
vSak také propad do zapornych hodnot pti vnéjsich okrajich buniky. U filtru 20/3 navic vznikaji
u okrajt bunky fale$né struktury.

Vyhodnoceni profilu podél linie C ukazuje Vv ptipadé¢ filtrovanych dat pokles hodnot faze az
k nulovym hodnotam. Hranice bufiky jsou ve sméru osy z tedy ostiejsi, zizeni zobecnéného
optického fezu vSak dosaZeno nebylo.
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Pomoci filtrace prostorovych frekvenci na experimentalnich datech se podafilo ¢astecné eli-
minovat rozostfené zobrazeni v rovinach vzdalenéjSich od roviny zaostfeni. Nevyhodou je
vSak vznik artefaktu, ktery je podobny halo efektu zndmému u Zernikova fazového kontrastu,
¢i vznik faleSnych struktur pii okrajich bunky. Filtrace prostorovych frekvenci oproti oceka-
vanim vychdzejicim zteorie zobrazeni pomoci CCHM nezazila Sitku vznikajiciho
zobecnéného optického fezu.

V nasSich experimentech nebyla proto filtrace prostorovych frekvenci vyuzita a nejucinnéjsim
nastrojem pro zuzeni zobecnéného optického fezu zistava pouziti kondenzorti s CO nejvetsi
numerickou aperturou.

wewvr

jsou vsak zajimavym namétem pro dalsi praci.
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4 Aplikace metod pri analyzach bunéénych smrti

Vyzkum riznych typt bunéénych smrti a jejich vyznamu pfti vzniku nadort a rezistence k te-
rapii je rychle se rozvijejici oblasti zakladniho vyzkumu mediciny [66]. Spravna identifikace
typu bunécéné smrti je dilezita také pii diagnostice, toxikologickych studiich a uréovéani dav-
kovani rtznych latek. Prevazujici typy bunécnych smrti jsou obvykle urCovany pomoci
prutokové cytometrie (FC — flow cytometry), kde vSak absence analyzy morfologie bun¢k
vede k chybam v urceni typti bunécné smrti piedevsim v disledku podhodnoceni onkozy.
Onkoéza pfitom vykazuje potencidlni reverzibilitu, a proto je jeji spravné urceni jednim
z mnoha hlavnich ukolt moderni mediciny [67].

QPI umoznuje kontrastn¢ vizualizovat zmény v morfologii bun¢k v Case, a tyto zmény mohou
byt i kvantitativné vyhodnocovany, méfeny. Piepocet fazového posuvu na suchou hmotu
bunky navic umoziiuje usuzovat na viabilitu pozorovanych bun¢k. S témito nové ziskanymi
informacemi je mozné zptesnit identifikaci riznych typt bunéénych smrti a ziskané vysledky
pak dale vyuzit v navazujicim vyzkumu 1€cby nadort a rezistence k terapii.

Vyzkumem typti bunéénych smrti pomoci QPI se zabyvaji publikace [17, 69], které byly pfi-
praveny ve spolupraci s dr. Janem Balvanem z Masafikovy laboratofe vyzkumu rakoviny
Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné. VSechny prezentované vysledky QPI jsme
méfili na MHM Q-PHASE instalovaném v Laboratofi experimentalni biofotoniky na VUT
Vv Brné.

Ve vsech experimentech zminovanych v této kapitole byly pouzity buiiky PC-3. Buriky byly
kultivovany v Ham’s F12 mediu doplnéném o penicilin (100 U/ml) a 7 % FBS za teploty
37 °C apii 5 % COsz. Pred samotnym pozorovanim byly pak buiiky ovlivnény roztokem plum-
baginu (2 uM) v dimethylsulfoxidu (DMSO).

4.1 Porovnani metody QPI a FC

V prvné zminéném ¢lanku [17] jsme provedli porovnani metod QPI a FC pro identifikaci riiz-
nych typt bunéénych smrti indukovanych ptisobenim latky plumbagin.

Pomoci ¢asoveého pozorovani v QPI byly identifikovany tfi populace bunék: bunky, které svoji
plochu nezménily (oznacené modrou barvou); buiiky, které svoji plochu zmensily (ozna¢ené
zelenou barvou); bunky, které svoji plochu zvétsily (oznacené ¢ervenou barvou). Celkova su-
cha hmota bunék u vSech populaci zlstala béhem experimentu neménna, coZ pii zohlednéni
délky experimentu a neptivetivého prosttedi ovlivnéného latkou plumbagin odpovida biolo-
gickym pfedpokladiim. Snimek z pribchu pozorovani s buikami roztfidénymi dle zmény
plochy a s grafy vyvoje plochy buné€k a celkové suché hmoty bunék je na obr. 27.

V souladu s pozorovanymi morfologickymi zménami bun¢k byly tyto populace vyhodnoceny
jako:

e burky viabilni, beze zmény plochy (oznacené modrou barvou);
e Dbunky apoptotické, se zmensenou plochou (oznacené zelenou barvou);
e bunky nekrotické a onkotické, se zvétSenou plochou (oznacené Cervenou barvou).
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Obr. 27: Vysledky identifikace riznych typd bunééné smrti z QPI. Z ¢asového QPI byla vyhod-
nocena zména plochy a celkova sucha hmota jednotlivych bunék. Podle zmény plochy byly
buiiky roztiidény do tfi populaci: buiiky, které svoji plochu nezménily, 44 %, ozna¢ené modrou
barvou; buiiky, které svoji plochu zmenSsily, 24 %, oznacené zelenou barvou; a buiiky, které svoji
plochu zvétsily, 32 %, oznaené cervenou barvou.

Pro identifikaci rtiznych typt bunécnych smrti pomoci FC jsme pouzili barveni An-
nexin V/Propidium jodid. FC tfidi buriky do populaci podle pozitivity jednotlivych barviv,
vysledky jsou zobrazeny pomoci rozptylovych diagrama na obr. 28(a). Pomoci FC byly buniky
rozd¢leny na:

e bunky viabilni — negativni na Annexin V i Propidium jodid,;

e Dbunky pozdné apoptotické a nekrotické — pozitivni na Annexin V i Propidium jodid;

e bunky apoptotické (ale pravdépodobné se v této populaci mize vyskytovat i vétsi po-
¢et onkotickych bun€k) — pozitivni pouze na Annexin V;

e fragmenty nebo poskozené buiiky — populace pozitivni pouze na Propidium jodid.

Ttidéni do jednotlivych populaci je tedy odlisné a pfi tfidéni nemohou byt uvaZzovany tvarové
charakteristiky bun¢k. Problémem je také smiSena populace apoptotickych a onkotickych bu-
nék, pozitivni pouze na Annexin V. Pro podrobnéjsi vyhodnoceni vysledki z FC lze vyuzit
tzv. backgating, pfi kterém jednotlivé populace roztfidéné podle pozitivity na fluorescencni
barveni zobrazime v rozptylovém diagramu déavajiciho do souvislosti bo¢ni rozptyl (SSC —
side scatter) a pfimy rozptyl (FSC — forward scatter). P¥imy rozptyl dava informaci o velikosti
bunky, mensi buiiky maji niz§i FSC a vétsi buniky maji vyssi FSC. Pti tomto vyhodnoceni byly
identifikovany dvé populace bun¢k pozitivnich pouze na Annexin V, kde buiiky s niz§im FSC
(mensi) byly identifikovany jako apoptotické a buiiky s vys$§im FSC (vétsi) byly identifiko-
vany jako onkotické. Vysledky této analyzy jsou zachyceny na obr. 28(b).
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Obr. 28: VysledKky identifikace riznych typi bunééné smrti z FC. (a) rozptylovy diagram vyhod-
nocujici barveni Annexin V/Propidium jodid (A/Pl), Ql: A-/PI+ fragmenty nebo poskozené
buiiky; Q2: A+/PI+ pozdné apoptotické a nekrotické buiiky; Q3: A-/Pl- viabilni buiiky; Q4:
A+/PI- apoptotické a onkotické buiiky. (b) rozptylovy diagram s vyuzitim backgating podle flu-
orescencniho barveni umoziujici rozliSeni dvou populaci bunék A+/PI-, R1: niz§i FSC (forward
scatter) — apoptotické buiiky; R2: vyssi FSC — onkotické buiiky.

Vysledky ziskané z ¢asového pozorovani v QPI byly porovnavany s vysledky FC. Pfi porov-
nani QPI s FC zohlediujici pouze barveni bunék se vysledky obou metod lisily. FC totiz
vyrazné€ nadhodnocuje populaci apoptotickych buné¢k. Pii porovnani QPI s FC po aplikaci ba-
ckgatingu, ktery umoznil oddé¢lit populaci onkotickych bunék od apoptotickych, byla shoda
mezi obéma metodami lepsi.

Vysledky ziskané z QPI jsou povazovany za vyznamné predevs§im proto, ze zohledituji mor-
fologické znaky riiznych typti bunéénych smrti a QPI tak mlze byt povazovano za vhodny
nastroj k identifikaci pravé rtiznych typt bunéénych smrti. Morfologické znaky zakladnich
typt bunéénych smrti, které¢ 1ze pozorovat pomoci QPI a ovéfit ve fluorescenéni mikroskopii,
jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Morfologicky . Onkoza Nekroza Apoptoza
znak / Typ smrti
Velikost burky zveétsena zvétSena zmensena
Plazmaticka neporusena porusena neporusena
membrana
. dilatace jadra a shlu- , kgndenzace Jader-
Jadro . . karyolyza ného chromatinu,
kovani chromatinu . .,
nepravidelnost jadra
prisvitna cyto- apoptoticka téliska,
. , (s plazma, prasknuti | zatazeni pseudopo-
Specificky znak membranove bleby plazmatické mem- | dii, sféricky tvar
brany bunky
PI/Annexin V Annexin V+/PI-, Annexin V+/PI+ | Annexin V+/PI-
Annexin V+/P1+
*Nasledny zanét Casto Casto vzacné

Tabulka 2: Charakteristické morfologické znaky onkézy, nekrozy a apoptozy pozorovatelné
v QPI kombinovaném s fluorescen¢ni mikroskopii; PI — propidium jodid; *uvedeny znak nelze
pozorovat; pi‘evzato z [17].
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4.2 Mechanismy resistence bunék viici oxidativnimu stresu

V druhém ¢lanku [69] jsme studovali mechanismy resistence bunék viuci oxidativnimu stresu.
V QPI bylo provedeno nékolik pozorovani, v kterych se podatilo tyto mechanismy dobfte za-
znamenat a videa z QPI tak byla podstatnou ¢asti experimentalniho materialu ¢lanku.
Obsahem ¢lanku je predevsim biologicky rozbor pozorovanych situaci a ovéfovani souvislosti
pomoci dalSich metod (FC, méfeni viability bun¢k, zobrazovani transmisnim elektronovym
mikroskopem, ...). Pro ilustraci pfinosu QPI je zde uveden obr. 29 s charakteristickymi znaky
jednotlivych mechanismt resistence bunék viici oxidativnimu stresu.
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Obr. 29: QPI mechanismu resistence bunék vici oxidativnimu stresu. (A) entéza, pohlcena
buiika (Cervena Sipka) byla pifed samotnym pohlcenim aktivnéjSi, obé buiiky byly viabilni
po delsi dobu neZ ostatni buiiky; (B) pohlceni buiiky s kanibalismem, pohlcovana buirika (modra
Sipka) je postupné travena pohlcujici buiikou (¢ervena Sipka), vznika charakteristicka struktura
oznacovana jako ,birdeye“ (zelena Sipka); (C) kanibalismus bez pohlceni buiiky, umirajici
buiika (modra Sipka) byla napadena a vyuZzita kanibalizujici buiikou (Cervena Sipka); (D)
onkaéza, onkotické buiiky tvorici typické cytoplazmatické bleby, obvykle vedouci k nekréze (Cer-
vené Sipky); (E) reverzni onkoéza, na pocatku vytvoreny cytoplazmaticky bleb (¢ervena Sipka)
byl absorbovan a buiika zistala viabilni.

Pfi vyhodnocovani dat nasbiranych pro tento ¢lanek byla zapocata prace na metodice pro iden-
tifikaci riznych typt bunécné smrti na zakladé zmén tvarovych charakteristik a vyvoje suché
hmoty a souvisejicich charakteristik jednotlivych bunék. Prvni vysledky, porovnani typickych
prubéhi kiivek apoptozy a onkdzy zachycené na obr. 30, byly piedstaveny na mezinarodni
konferenci [70].
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Obr. 30: Porovnani charakteristickych kiivek onkézy a apoptézy. Onkoza (zelena) je charakte-
rizovana roztaZzenim buiiky a naslednym prasknutim plazmatické membrany. Apoptoza naopak
vykazuje smr§téni buiiky a tvorbu apoptotickych télisek, které se od buiiky postupné odlucuji.
S tvorbou apoptotickych télisek souvisi vy$si vykyvy kruhovitosti u apoptozy. Nejsou-li piitomny
buiiky imunitniho systému, podléhaji nakonec apoptotické buiiky tzv. sekundarni nekréze, ktera

18,0

A

22,5

je charakterizovana zakulacenim buiiky a naslednym poklesem hmoty buiiky.

39



4.3 Identifikace onkozy

Identifikace a vyzkum riznych typt bunéénych smrti je v soucasné biologii velmi aktudlni
téma. Proto jsem se dale zabyvala studiem onkozy, jakozto typem smirti, ktery pfi ovlivnéni
bun¢k latkou plumbagin nastava nejcastéji. Pti dalSich pozorovanich jsem nasnimala fadu on-
kotickych bun€k a do grafu (obr. 31) jsem zobrazila vyvoj jejich hmotnosti tak, aby typicky
vyrazny pokles nastal vzdy ve stejném okamziku. Z uvedeného grafu je zfejmé, ze kiivka vy-
voje hmotnosti ma charakteristicky tvar a lze podle ni identifikovat probéhlou onkézu. Do
analyzy byly zahrnuty bunky s typickym pribéhem onko6zy (vytvoreni velkého blebu, preliti
hmoty do blebu a jeho nasledné rychlé prasknuti a ,,vyliti hmoty buiiky do jejiho okoli).
Buriiky, kter¢ zpocatku vytvorily vice mensich blebt (typicky znak pro apoptozu), nebo buiiky,
jejichz bleb patrné pouze napraskl a hmota se pak do okoli pfesouvala pomalu, do analyzy
zahrnuty nebyly. Pro pichlednost byly z grafu vyfazeny buiiky s hmotnosti vétsi nez 600 pg.

600 Vyvoj suché hmoty onkotickych bunék [pg]

e Burika 1

e Burika 2

Burka 3

e Burika 4

e Burika 5

500 e Burika 6

e Burka 7
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e Burka 10
Burika 11
Burika 12

e Burika 13
e Burnka 14
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Burika 17
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100
1 101 201 301 401

Obr. 31: Charakteristické kiivky vyvoje suché hmoty onkotickych bunék. P¥i onkéze je nejdiive
vytvoren bleb, ten se naplnéni hmotou a poté rychle praskne a jeho hmota se vylije do okoli
buiiky. Toto vyliti hmoty buiiky do okoli je v grafech zachyceno jako vyrazny pokles hmoty
buiiky. K¥ivky jsou zobrazeny tak, aby prasknuti blebu nastalo ve stejny okamzik.

V Masaiikové laboratofi vyzkumu rakoviny LF MU je v soucasnosti instalovan jeden z pro-
totypti mikroskopu Q-PHASE, ktery je intenzivné pouzivan pravé k vyzkumu bunécnych
smrti. Vysledky vyzkumu Ize najit naptiklad v publikaci [67].
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5 Aplikace metody DPD pfi sledovani osmotickych jevi

Osmotické jevy byly jako aplikace metody dynamickych fazovych diferenci vybrany proto,
ze pomoci zmény okolniho prostfedi bunék mizeme indukovat presuny hmoty uvnitt bunék.
Zaroven se jedna o dostate¢n¢ rychlé procesy, takze mizeme vyloucit ostatni zmény hmoty,
zpusobené napiiklad ristem nebo stradanim bunék.

Digitalni holograficka mikroskopie byla pro studium osmotickych jevii jiz pouzita v publikaci
[71], kde se podafilo detekovat vétsi vysku buniky béhem hypoosmotického Soku. V publikaci
[72] byla pouzita mimoosova holograficka fazova mikroskopie s nizkou ¢asovou koherenci
k demonstraci vyznamu ZN?* ionti k potladeni aktivni regulace objemu buiiky. Rozsahl4 stu-
die osmotickych jevu v holografické mikroskopii byla také provedena v publikaci [73], kde
byl studovan i vliv disperznich vlastnosti média na méfeny fazovy posuv. Bylo zjisténo, ze
pokud néjaka slozka média (napft. barvivo) vyznamné ovlivituje index lomu média, tak méteny
fazovy posuv béhem osmotickych jevili neni dan pouze zménou rozlozeni suché hmoty uvnitt
bunky, ale zohlediuje také prostup vody pfes membranu buniky. Také bylo prokazano, ze bé-
hem osmotickych jevil zistava celkova sucha hmota uvniti buiikky zachovana a v méfeném
fazovém posuvu se tedy nevyskytuji zddné zmény.

Pro naSe experimenty byla zvolena buné¢na linie spontanné¢ transformovanych embryonalnich
krysich fibroblastd LW13K2 [47]. Buiky byly kultivovany jako pfisedlé na kultiva¢nim po-
vrchu ve standardnim médiu M1H pti 37 °C a 3,5 % COz. Pro pozorovani v mikroskopu byly
buriky nasazeny do prutokovych komurek p-Slide I (Luer Family cat. num. 80196, Ibidi, Mar-
tinsried, Germany). Pfed samotnym pozorovanim bylo standardni médium M1H vyménéno
za médium F10, které je pro pozorovani v nasem mikroskopu vhodnéjsi a neobsahuje zadna
barviva, kterd by ovliviiovala index lomu média. Pro hypoosmoticky Sok bylo toto médium
fedéno vodou pro tkanové kultury v poméru 1:9. Béhem hypooosmotickych Sokt pak byly
zaznamenany dva typy reakce bungk, a to roztazeni buiiky v laterdlnim a axialnim sméru.

5.1.1 RoztaZeni bunky v lateralnim sméru

V prvnim experimentu bylo béhem hypoosmotického Soku pozorovano roztahovani bunck
predevs§im v lateralnim sméru. V prvni fazi experimentu, tedy pti zméné prostiedi z izotonic-
kého na hypotonické nebyly v zobrazeni QPI patrné velké zmeény. Pomoci metody DPD vSak
byly odhaleny vyrazné pfesuny suché hmoty buniky smérem k jejim okrajiim. Pfi reverznim
procesu, tedy zméné€ z hypotonického prostiedi na izotonické byl pozorovany déj vyrazné dy-
experimentu. Pfesuny suché hmoty byly patrné tedy 1 ze samotného QPI, metoda DPD je vSak
umoznila 1épe identifikovat. Metoda DPD byla pouZita s ¢asovym intervalem 60 s a vysledky
jsou zachyceny na obr. 32. Roztazeni a nasledné smrsténi bunék je 1épe identifikovatelné ze
snimki metody DPD neZ z QPI. V DPD je pro roztaZeni buiiky charakteristick4 oblast pfi-
rustkil suché hmoty pti okrajich bunék (¢ervend barva) a ibytkli suché hmoty uprosted bunck
(zelend barva). Reverzni smr$téni bunck je v DPD charakterizovano ubytky suché hmoty pfi
okrajich bunék (zelené, ptipadné tyrkysové oblasti, pokud buiika zmensSila svoji plochu) a pti-
rustky suché hmoty uprostied bunék (Cervend barva).
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Obr. 32: Buiikky LW13K2 vystavené hypoosmotickému $oku, objektivy 10x/0,3. Prvni Fadek: (a),
(b) QPI bunék béhem jejich roztahovani, (¢) zobrazeni metodou DPD s krokem 60 s, roztazeni
bunék je charakterizovano priristky suché hmoty kolem okraji bunék (¢ervena barva) a ubytky
suché hmoty uvniti bunék (zelena barva). Druhy iadek: (a), (b) QPI bunék béhem jejich smrs-
tovani, (c) zobrazeni metodou DPD s krokem 60s, smr§téni bunék je charakterizovano
priristky suché hmoty v jejich stif‘edech (¢ervena barva) a ubytky suché hmoty na okrajich bu-
nék (zelena barva).

5.1.2 RoztaZeni buiiky v axidlnim sméru

Ve druhém experimentu se podatilo identifikovat jednu bunku, ktera na hypoosmoticky Sok
reagovala intenzivnéji nez ostatni buiiky v zorném poli. Situaci zachycuje obr. 33, kde je
buiika vykazujici intenzivngj$i reakci na hypoosmoticky Sok oznacena Sipkou. QPI snimky
a znazornéni metodou DPD pfi zméné z izotonického na hypotonické médium je zachyceno
V horni ¢asti obrazku. Spodni ¢ast pak zachycuje reverzni d¢j, tedy zménu z hypotonického
prostfedi na izotonické. Ve snimcich z QPI nejsou zmény zplisobené hypoosmotickym Sokem
téméf patrné (u neoznacenych bunck). Metoda DPD vSak piesuny suché hmoty uvnitt bunék
jasné zviditeliiuje. Vyznam barevného kddovani je stejny jako v pfedchozim obrazku, pro roz-
tazeni bufiky je zvolena Cervena barva pii okrajich bun¢k a zelena v jejich stiedech, smrsténi
buniky je naopak znazornéno zelenou barvou na okrajich a cervenou barvou ve sttedech bunék.
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Obr. 33: Buiikky LW13K2 vystavené hypoosmotickému $oku, objektivy 10x/0,3. Prvni Fadek: (a),
(b) QPI bunék béhem jejich roztahovani, ¢as 5,5 min a 6,5 min (¢) zobrazeni metodou DPD s kro-
kem 60 s, roztaZeni bunék je charakterizovano priristky suché hmoty kolem okraji bunék
(¢ervena barva) a ubytky suché hmoty uvnitié bunék (zelena barva). Druhy Fadek: (a), (b) QPI
bunék béhem jejich smr§t’ovani, ¢as 8,5 min a 9,5 min (c) zobrazeni metodou DPD s krokem 60 s,
smrsténi bunék je charakterizovano priristky suché hmoty v jejich stiredech (Cervena barva) a
ubytky suché hmoty na okrajich bunék (zelena barva). Buiika vykazujici intenzivnéjsi reakci
na hypoosmoticky $ok je oznacena Sipkou.

ProtoZe provedené experimenty byly velmi kratké, byly tak vylouceny ostatni vlivy na pfesuny
nebo zmény obsahu suché hmoty v jednotlivych bunkéch. Celkova sucha hmota dané bunky
by tedy mé¢la ziistat zachovana. Pro ovéfeni tohoto biologického ptedpokladu byla celkova
sucha hmota jednotlivych bunék v kazdém okamziku experimentu vynesena do grafu. Z to-
hoto grafu na obr. 34 bylo zjisténo, Ze biologicky piedpoklad spliuji v§echny buiky az na
jedinou, kterd vykazovala intenzivné€j$i reakci na hypoosmoticky Sok (buiika oznacena Sipkou
v obr. 33). U této buriky pozorujeme pokles celkové suché hmoty, ktery nasleduje po vystaveni
buniky hypoosmotickému Soku.
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Celkova sucha hmota bunék
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Obr. 34: Zavislost suché hmoty buiiky na ¢ase béhem hypoosmotického $oku. Vyhodnocované
buiiky jsou zobrazeny na obr. 33. Tmavé modra kiivka znazoriiuje vyvoj méfené suché hmoty
oznacené buiiky s intenzivnéjsi reakci. Svétle modra kiivka znazoriuje vyvoj priimérné hodnoty
suché hmoty ostatnich bunék.

Casovou zménu QPI této buiiky vizualizovanou pomoci DPD (obr. 33) a dasovou zavislost
jeji suché hmoty (obr. 34) Ize interpretovat nasledujicim zptsobem. Nejprve doslo k roztazeni
bunky v laterdlnim sméru, pii nasledném smrstovani vSak buiika vyrazné zmensila zaujima-
nou plochu a jeji suchd hmota byla piesunuta do axiadlniho sméru. ProtoZe je pfesnost meteni
fazového posuvu a tedy i suché hmoty bunky ovlivnéna hloubkou ostrosti systému [35] a pro-
toze se Cast buikky axialné presunula do oblasti, ve které nemuize byt piesné métena, byl
v grafu zavislosti suché hmoty na Case zaznamenan pokles. Hloubka ostrosti pro pouZitou se-
stavu s objektivy Nikon Plan 10x/0,3 a vlnovou délku 650 nm ¢ini ptiblizné 7 pm. Vliv
koherenc¢ni délky systému na mefeny fazovy posuv neni uvazovan, protoze koherencni délka
systému s filtrem 650 nm/10 nm je vétsi nez hloubka ostrosti pouzitych objektivi. Hloubkou
ostrosti nebo také tloustkou optického fezu v CCHM se podrobnéji zabyva ¢ast 3.2. S postu-
pem Casu vSak burika opét pfisedala ke kultivaénimu povrchu a jeji sucha hmota se tak opét
posunula do korektné méfitelné oblasti. Toto je zachyceno v grafu na obr. 34 jako zpétny na-
rist méfené suché hmoty bunky na pocatecni hodnotu. Popsand situace je zakreslena
ve schématu na obr. 35.
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Obr. 35: Mozné sméry roztahovani buiiky béhem hypoosmotického Soku. Pokud roztaZeni na-
stane v lateralnim sméru, zistaiva sucha hmota buiiky v ramci hloubky ostrosti systému
a fazovy posuv je méfen spravné. Pokud roztaZeni buiiky nastane v axialnim sméru, je mozné,
Ze se ¢ast suché hmoty buiiky dostane do oblasti mimo hloubku ostrosti systému a fazovy posuv
tak nemiiZe byt piesné méren. Ve schématu je poc¢atecni stav buiiky zobrazen ¢ernou barvou
a stav po roztaZeni buiilky tmavé modrou barvou, oblast buiiky, ve které nemiiZe byt sucha
hmota buiiky pFesné mérena, je vyznacena svétle modrou barvou.

Mizeme tedy fict, Ze presnost meéteného signalu zavisi na hloubce ostrosti systému i na loka-
lizaci méfeného objektu v ramci této hloubky ostrosti. Pokud se buiikka vyrazné roztahne
I v axialnim sméru, mize se jeji ¢ast nalézat v oblasti mimo hloubku ostrosti systému a fazovy
posuv tak nemuze byt pfesné¢ méfen. Pokud vSak roztazeni buiiky nastava v lateralnim sméru,
cela bunka zlstava v ramci oblasti hloubky ostrosti systému a fazovy posuv je méfen spravng.

Vyse uvedené experimenty demonstruji skutenost, ze metoda DPD umozituje vizudlné rozli-
Sit a identifikovat pfesuny suché hmoty v bunice s vyssi citlivosti, nez by bylo mozné pfii

v _cr

Jak jiz bylo zminéno, pii sledovani osmotickych jevil byly pozorovany indukované piresuny
suché hmoty uvnitt bunék. Mezi buitkami a okolim dochazi béhem osmotickych déji pouze
k prostupim vody pfes bunéénou membranu, pficemz vodna slozka buiiky neni zahrnuta
do méfené suché hmoty bunky. Biologicky ptedpoklad o zachovani celkové suché hmoty
buitkky béhem experimentu byl potvrzen u vSech pozorovanych bunék az na jedinou bunku,
kterd vykazovala intenzivnéj$i reakci na hypoosmoticky Sok. Pozorované zmény ve vyvoji
celkové suché hmoty této bunky byly vysvétleny lokalizaci ¢asti buiiky mimo hloubku ostrosti
systému.
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6 Aplikace metod ve vyzkumu dynamiky bunék v kolagenovych
gelech

Pti studiu nddorovych bunék je jednou ze zakladnich zkoumanych vlastnosti jejich schopnost
tvofit metastdzy. Tato schopnost je dana mirou invazivity nadorovych bun¢k. Bézné se inva-
zivita studuje v in vitro systémech, kde jsou bunky kultivovany v kolagenovych gelech [51]
a pomoci zobrazeni v Hoffmanové modulacnim kontrastu se hodnoti staticka morfologie bu-
neék nebo hloubka kolagenového gelu, do které se nadorovym buiikdm podafilo proniknout
[74]. Detailni znalosti o dynamice pohybu bunék ve 3D prostiedich a o interakcich mezi bun-
kou a okolim stale chybé&ji a jsou predmétem zajmu soucasného vyzkumu. Touto
problematikou se zabyvaji naptiklad ¢lanky [54, 75, 76], kde jsou pouzity metody jako re-
flexni konfokalni mikroskopie nebo mikroskopie generovani druhé harmonické (SHG —
second harmonic generation). QPI vS§ak zatim pro tyto ucely pouzivano nebylo.

V této praci byl nejprve proveden pilotni experiment zobrazovani bun¢k v kolagenovych ge-
lech, ktery prokazal vhodnost pouziti QPI pro takovato méfeni. S vyhodou byla pouzita
nelinearni filtrace obrazu pomoci metody adaptivni kontroly kontrastu ACC (Adaptive Con-
trast Control © software by SOFO), ktera umoziuje soucasné zvyraznit jak zobrazena
kolagenové vlakna, tak struktury uvniti zobrazenych bungk.

Ve vyzkumu invazivity bun¢k v kolagenovych gelech pak pokracoval predevsim dr.Ondfej
Tolde a dr. Aneta Gandalovicova z Laboratofe invazivity nadorovych bunék Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy. Na jimi ziskana data jsem uspés$n¢ aplikovala metodu Dynamic-
kych fazovych diferenci a vysledky jsou publikovany v ¢lanku [77].

6.1 Zobrazovani bunék v kolagenovych gelech

Za ucelem ovéereni moznosti QPI pfi zobrazovani zivych bunék v 3D prostiedich jsme pozo-
rovali bufiky s améboidnim a mezenchymalnim typem pohybu [54]. Améboidni bunky maji
zakulaceny tvar, neformuji fokalni adheze a pohybuji se diky dynamickym deformacim téla
buiiky. Bleby jsou vytvafeny zvySenim vnitrobunééného tlaku cytoplazmy a odpojenim mem-
brany od kortikalniho skeletu. Mezenchymalni buiiky maji protazeny tvar, ktery je vysledkem
adhezivnich a kontraktilnich sil vznikajicich pfi pohybu. Buiiky jsou proteolyticky aktivni a

tvoti adhezivni spoje s extracelularni matrix. Schematické nékresy obou typti bun¢k jsou na
obr. 36.

améboidni bunka mezenchymalni burika
g =
- i
| )
.&\\ D g ——

Obr. 36: Schematické znazornéni améboidni a mezenchymalni buiiky v extracelularni ma-
trici. Pirevzato z [54].

Jako buiiky s améboidnim typem pohybu jsme vybrali linii A3, coZ jsou krysi nddorové buiiky,
a jako buniky s mezenchymalnim typem pohybu linit MCF-7, coz jsou lidské nadorové buiiky.
Obe¢ linie byly kultivovany ve standardnim médiu M1H obohaceném o 10 % FBS za teploty
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37 °C a pii 3,5 % CO, pro pozorovani byly buiiky pfipraveny na koncentraci 2 X 10° bu-
nék/ml.

V obou pripadech byly buriky pozorovany v kolagenovém gelu (Serva Collagen R 2 mg/ml).
Ptipravu vzorkd, pii niZ je velmi dileZita preciznost a dodrZovani teplotnich podminek, pro-
vad¢la laborantka skupiny Experimentalni biofotoniky Mgr. Veronika Jizova. Vzorky byly
pfipravovany do komitrek vytvofenych ze dvou mikroskopovych sklicek a nerezového mezi-
kruzi o vySce 4 mm. Vyska kolagenového gelu byla cca 2 mm a zbyla ¢ast komurky byla
zaplnéna kultivacnim médiem.

Pro pozorovani byly zvoleny objektivy Nikon Plan 10x/0,3 s pracovni vzdalenosti 16 mm
a Nikon Fluor 20%/0,5 s pracovni vzdalenosti 2,1 mm, které umoznily pozorovani bunck
v celé vysce kolagenového gelu.

Pro tpravu snimkt QPI jsme uspésné aplikovali metodu adaptivni kontroly kontrastu ACC,
kterd umoznila ve snimcich kontrastné zobrazit jak kolagenova vlakna, tak struktury uvnitf
buiky.

Bunky s améboidnim typem pohybu maji zakulaceny az elipsovity tvar s primérem
10 pum — 30 um. Rychlost jejich migrace mize byt velmi riizna, asi 0,1 pm/min — 20 pm/min.
K vlakniim extracelularni matrice se obvykle pfichytavaji velmi slabé nebo viibec, spise mezi
vlakny jakoby proplouvaji [54]. Ukazka QPI améboidni buiiky pomoci CCHM je na obr. 37.

Obr. 37: QPI améboidni buiiky pomoci CCHM; krysi nadorové buiiky A3 v kolagenové matrici,
objektivy 10x/0,3, interval mezi jednotlivymi snimky 9 min.

Bunky s mezenchymalnim typem pohybu maji prodlouzeny tvar s délkou 50 um — 200 um.
Rychlost jejich migrace je nizka, asi 0,1 pm/min — 1 pm/min. K vlaknim extracelularni ma-
trice se siln¢ prichytavaji a interaguji s nimi, tak si vytvareji cestu pro svoji migraci [54].
Ukazka QPI mezenchymalni buniky pomoci CCHM je na obr. 38.

Obr. 38: QPI mezenchymalni buiiky pomoci CCHM; lidské nadorové buiiky MCF-7 v kolage-
nové matrici, objektivy 10x/0,3, interval mezi jednotlivymi snimky 9 min.
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Experimenty se zobrazovanim bunék v kolagenu se jevi biologicky velmi zajimavé. Snimky
ziskané z QPI jsou dostatecné kvalitni a bez artefaktii, jako je naptiklad halo efekt, ktery zne-
mozinuje pozorovani téchto zakulacenych bun¢k v Zernikové fazovém kontrastu [6]. Podaftilo
se nam nasnimat nékolik videi, kterd dobie charakterizuji zplisob pohybu améboidnich i me-
zenchymalnich bunék. Jako vyhodné se také ukézalo zpracovani ziskaného obrazu metodou
ACC. Proto je v tomto vyzkumu dale pokra¢ovano pod vedenim biologt z Laboratofe invazi-
vity nddorovych bunék PF UK.

6.2 Metoda DPD ve vyzkumu dynamiky bunék v kolagenovych gelech

V Laboratofi invazivity nadorovych bunék PF UK byly provedeny experimenty zamétené na
studium znakd mezenchymalni a améboidni invazivity rakovinnych bunék v kolagenovych
gelech. Na data QPI ziskand pomoci prototypu MHM Q-PHASE jsem pro analyzu pifesunti
hmoty u riznych charakteristickych déji pouzila metodu DPD. Protoze se vSak jednalo o ex-
pozadi nefluktuji vlivem kolagenu pouze okolo nulové hodnoty, byla pouzita zjednodusena
verze metody DPD. Tato zjednoduSena verze DPD znazoriiuje v pouZzité barevné skale pouze
rozdily mezi dvéma po sobé jdoucimi snimky. Lze tak rozlisit, v kterych mistech butiky hmota
ptibyla a v kterych ubyla. Nejsou vSak rozliSena mista, kterd burika opustila nebo nové obsa-
dila, a také nejsou odliseny hodnoty zpisobené Sumem. V pouzitych ¢asovych intervalech
nema toto omezeni pro biologickou interpretaci dat ale nijak zdsadni vyznam.

Pro experimenty byly pouzity bunééné linie HT1080 a HT 1080 s konstitutivné aktivnim RhoA
(RHoA G14V). Obé¢ linie byly kultivovany ve standardnich kultiva¢nich podminkach (37 °C
a5 % CO2) v mediu DMEM obohaceném o 10 % FBS a 0,1 % ciprofloxacin. Buiiky byly poté
piipraveny na koncentraci 1 x 108 bunék/ml v mediu DMEM bez fenolové Gervené a s 10 %
FBS. Pufrovany roztok byl smichan s vodou pro tkanové kultury a s kolagenem v zavislosti
na finalni koncentraci kolagenu. Bunécna suspenze byla pfidavana v poméru 1:10. Pro ana-
lyzu mezenchymalni invazivity byl pouzit roztok 1 mg/ml bovinniho kolagenu, ktery tvofil
jasné viditelna silna vlakna. Roztok 1 mg/ml krysiho kolagenu byl pouzit pro analyzu amébo-
idni invazivity. Smés byla umisténa bud’ do komurek u-Slide Angiogenesis (Ibidi) nebo do
misek (Mattek). Tuhnuti gelu probihalo pfi 37 °C nebo pii pokojové teploté, kdy je zarucena
tvorba silngjSich vlaken. Nejméné 1 hodinu po ztuhnuti gelu byly pfipravené vzorky doplnény
médiem a piikryty krycim sklickem nebo vickem, aby bylo zabranéno tvorbé menisku, ktery
by mohl narusit interferenci a kvalitu QPI.

Pro pozorovani na MHM Q-PHASE byly pouzity objektivy Nikon Plan 10x/0,3, Nikon Plan
Fluor 20%/0,5 a Nikon Plan Apo 40%/0,95. Prezentované fazové obrazky byly navic pro lepsi
kontrast pfi tisku upraveny pomoci nelinearni filtrace v programu ACC. Pro DPD byla pouzita
barevna Skala, kde modra barva znazornuje ubytky hmoty a Cervena barva znazoriiuje pfi-
rastky hmoty v daném misté buiiky. Malé rozdily jsou zachyceny jako malé hodnoty v okoli
nuly v odstinech zelené barvy.

Invazivita améboidnich buné¢k zavisi pfedevsim na dynamickych deformacich téla bunky diky
zvySenému vnitrobunéénému tlaku a nasledné formaci membranovych blebi. MHM Q-
PHASE umoznil sledovat tyto dynamické zmény a zaroven analyzovat pfesuny hmoty uvnitt
buiiky nebo pifimo méfit hustotu suché hmoty uvnitt blebt.

Pozorovani ukazala, Ze intenzita vznikani blebu neni konstantni. ZvySena tvorba blebi nastava
Vv ptipadech, kdy je buiika seviend v ECM a nemiiZe se piesunout. Pomoci metody DPD bylo
pozorovano, ze rozlozeni hmoty buiiky neni v této situaci nijak polarizovano a Ze bleby se
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tvoti predevsim ve sméru nastavajiciho pohybu buiiky. Ukéazka takové situace je zachycena
na obr. 39.
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Obr. 39: Tvorba dynamickych blebii pozorovana na améboidni burice. QPI je zachyceno v od-
stinech Sedi, DPD ukazuji dynamiku tvorby blebt a nepolarizované rozloZeni hmoty. Méritko
10 pm.
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Intenzita tvorby blebl ustava v ptipad¢, ze je umoznén pohyb buiiky skrz ECM. Misto bleb
se tvoii stabiln€j$i pseudopodium, do kterého se postupné piesouva hmota bunky a cela burka
se presunuje danym smérem. Tato situace je zachycena na obr. 40.
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Obr. 40: Analyza rozloZeni hmoty buiiky v pribéhu migrace améboidni buiiky. QPI je zachyceno

v odstinech Sedi, DPD ukazuji rozloZeni hmoty polarizované ve sméru nastavajiciho pohybu
buiiky. Méritko 10 pm.
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Je znamo a bylo jiz opakované demonstrovano, Ze nejvétsim omezenim pro améboidni migraci
bunky je velikost a tuhost jejiho jadra [76, 78]. Proto jsme pomoci metody DPD analyzovali
také situaci, pfi niz améboidni bunika prostupuje skrz uzky otvor v siti ECM a vyrazn¢ se proto
deformuje. Pozorovana buiika nejprve vytvoii velky membranovy bleb, ktery prostupuje uz-
kym otvorem. Z n¢j se pak stava pseudopodium, do kterého postupné piesune bunika svoji
hmotu. K nejvétsimu piesunu hmoty dochazi v okamziku, kdy je mozné, aby se skrz tzky
otvor protlacilo i jadro bunky. Cela situace je zachycena na obr. 41.
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Obr. 41: Analyza rozloZeni hmoty buiiky v pribéhu prostupu buiiky skrz uzky otvor v ECM.
QPI je zachyceno v odstinech Sedi, DPD pak zachycuji postupné piesouvani hmoty buiiky do
vytvoireného blebu. Nejvyraznéjsi pfesun hmoty nastava v okamziku, kdy se do blebu presouva
samotné jadro buniky. Méritko 10 pm.
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Migrace mezenchymalnich buné¢k je zalozena na proteolytické aktivité na vedoucim okraji
bunky, tvorbé pseudopodii a nasledném presunu hmoty do tohoto pseudopodia. RozloZeni
hmoty buriky je pfi jejim pohybu zna¢né polarizovéano a ptesuny hmoty jasné urcuji smér po-
hybu bunky. Migrace mezenchymalni buriky je zachycena na obr. 42.

- — — — — ——
7, R
\ X
A\
e A
\

Obr. 42: Analyza rozloZeni hmoty mezenchymalni buiiky béhem jeji migrace. QPI jsou zobra-
zeny V odstinech Sedi, DPD zachycuji polarizované rozloZzeni hmoty buiiky a vyrazny piesun

Yo As

hmoty buiiky ve sméru jejiho pohybu. Méritko 10 pm.

Pouziti zjednodusené metody DPD pro vyzkum dynamiky nadorovych bunék ve 3D prostie-
dich ukazalo vyhody tohoto zplisobu vizualizace dat. Zietelné tak mohly byt zobrazeny rozdily
mezi riznymi druhy pohybu améboidnich bun¢k ve 3D prostiedich i rozdily mezi pohybem
améboidnich a mezenchymalnich bunék. Ucelené vysledky z téchto méteni jsou publikovany
Vv ¢lanku [77].
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[ Zavér
Ve své doktorské praci jsem se zabyvala pokrocilymi metodami vyhodnocujicimi QPI vytva-
fené¢ pomoci CCHM a aplikacemi téchto metod ve vyzkumu zivych bun¢k.

Experimenty jsem provadéla na prototypu MHM Q-PHASE, ktery je zalozen na principu
CCHM a na jehoz vyvoji jsem se v ramci projektu Multimodalni holograficky mikroskop (FR-
T14/660) podilela. Vyhodou tohoto mikroskopu je jeho automatizace a moznost kombinace
QPI s fluorescen¢ni mikroskopii.

V praci jsem se nejdiive v kapitole 2 vénovala vybéru a vyvoji metod vyhodnocujicich QPI.
Byly vybrany zakladni parametry popisujici tvarové a dynamické charakteristiky bunck a vy-
hodnocovani téchto parametri bylo implementovano pifimo do ovladaciho programu
mikroskopu. Stejné¢ tak bylo do ovladaciho programu ptidano i vyhodnocovani fazové infor-
mace tzv. vazeni bunék, které je vyhodou metod QPI oproti ostatnim mikroskopickym
metodam. Pro vyhodnocovani zmén rozlozeni hmoty v ¢ase jsme navrhli metodu DPD. V ka-
pitole 3 jsem se pak zabyvala vlastnostmi zobrazovani vzorku ve 3D prostfedi a moznosti
zuzeni zobecnéného optického fezu pomoci filtrace prostorovych frekvenci.

Popsané metody jsem pouzila k vyhodnoceni dat v jednotlivych biologickych aplikacich.

V rozsahlé studii riznych typti bunéénych smrti, kde bylo provedeno né¢kolik dlouhodobych
casosbérnych pozorovani, bylo plné vyuzito vyhodnocovani tvarovych a dynamickych cha-
rakteristik. Podstatnou informaci o typu bunécné smrti poskytlo také sledovani hmoty
jednotlivych bunck v Case. V této studii byla také vyuzita moznost kombinace QPI a flu-
orescencni mikroskopie.

Pfi studiu osmotickych jevil byla vyuzita metoda DPD, kterd u téchto velmi dynamickych déja
umoznila sledovani zmén rozlozeni hmoty uvnitt jednotlivych bunék.

Pti vyzkumu dynamiky nadorovych bunék v kolagenovych gelech byly vyuZzity jednak zna-
losti o vlastnostech zobrazovani pomoci CCHM v 3D prostfedich a jednak se podafilo

aplikovat i zjednoduSenou metodu DPD. Ta umoznila dobte zobrazit rozdily pfi jednotlivych
typech pohybu bun¢k.

Vysledky prace byly publikovany v odbornych ¢asopisech [17, 45, 69, 77] a prezentovany na
mezinarodnich konferencich [70].
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