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Abstrakt

Predmétem diplomové prace bylo pouziti koherenci fizeného holografického mikroskopu ve
vyzkumu zivotniho cyklu buriky.

V praci je struéné popsana historie interferencni mikroskopie a jeji aplikace v biologii.
Zminény jsou i ostatni mikroskopové techniky pouzivané k zobrazovani transparentnich
objekti a struéné je vysvétlena biologie bunééného cyklu.

V ramci prace byly navrZzeny charakteristiky pro popis tvaru buiiky, které byly testovany
s ohledem na identifikaci jednotlivych fazi Zivota buriky. Metoda dynamickych fazovych
diferenci byla modifikovdna tak, aby byl odliSen vnitini pohyb hmoty buiiky od pohybu
hmoty bunky jako celku. Vybrané charakteristiky pak byly pouzity k vyhodnoceni
pozorovani provedenych v holografickém mikroskopu a byly navrzeny moznosti jejich
dalsiho vyuziti.

V zédvéru prace byly shrnuty ziskané poznatky a byly navrzeny upravy konstrukce
mikroskopu a softwaru pro zpracovani dat.

Klic¢ova slova
Digitalni holografickd mikroskopie, zobrazovani Zivych bunck, online fizeni mikroskopu,
charakteristiky tvaru bun¢k.

Abstract

The goal of this diploma thesis was using of a coherence-controlled holographic microscope
in cell’s life research.

A brief history of interference microscopy and it’s applications in biology is described. Also
other microscopy techniques routinely used for transparent objects imaging are mentioned
and the biology of cell’s life cycle briefly explained.

Characteristics describing the shape of a cell were proposed and tested with respect to
identification of particular phases of its life cycle. The method of dynamic phase differences
was modified in order to distinguish the internal motion of cell’s mass from the movement of
the whole cell. Selected characteristics were used to evaluate observations carried out with
the holographic microscope and the possibilities of their further applications were depicted.

In conclusion, obtained findings were summarized and modifications of microscope
construction as well as data-processing software were suggested.

Key words
Digital holographic microscope, live cell imaging, online controlled microscope, cell’s shape
characteristics.
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1. Uvod

Snaha o lepsi zobrazeni transparentnich biologickych objektli vedla k rozvoji optickych
metod, které zvySuji kontrast v obraze. V biologii se v souc¢asné dobé k neinvazivnimu zob-
razeni transparentnich objektd nejvice vyuziva metod klasického fazového kontrastu a dife-
rencidlniho interferen¢niho kontrastu. Tyto metody sice zviditeliiuji transparentni objekty,
ale predstava ziskana o rozlozeni faze je pouze kvalitativni. Kvantitativni informaci o veli-
kosti a rozlozeni faze v transparentnich objektech poskytuji interferen¢ni techniky [1].

Jeste pred ctyriceti nebo padesdti lety byly interferencni mikroskopy povazovany za vrchol
optickych a mechanickych moznosti v oboru svételné mikroskopie. Vyrobci mezi sebou sou-
perili o to, kdo vyrobi novy a lepsi model, nékteré modely byly stejné drahé jako tehdejsi
elektronové mikroskopy. A kazdy optik, ktery zdatné zviadal jejich obsluhu, byl zahrnovan
uctou blizkou obdivu (volné prelozeno z [2]).

1.1.  Strucna historie interferen¢ni mikroskopie

Prvni prakticky interferen¢ni mikroskop s oddélenym piedmétovym a referencnim svazkem
popsal J. L. Sirks v roce 1893. To uplynulo piiblizn€ 200 let od doby, kdy R. Hooke poprvé
popsal interferenci, fantastické barvy interferen¢nich prouzkli pozorovanych na kousku
slidy [2].

V 50. letech 20. stoleti zkonstruoval W. Horn transmisni interferenéni mikroskop. Kon-
struk¢éné se jednalo o dva mikroskopy ve dvou vétvich Machova-Zehnderova interferome-
tru. Jednoduchy systém hranolii a dé€lict svazku rozdélil osvétlovaci svazek rovnomérné
mezi dvé vétve mikroskopu a identicky systém proslé svazky znovu skladal [2]. V 60. letech
20. stoleti byla navrzena konstrukce ozna¢ovand ,,Jamin-Lebedeff™, ve které bylo vyuzivano
polarizovaného svétla [2]. Tato konstrukce umoziiovala méfeni rozdilu optickych drah
svazkli predmétové a referencni vétve. DalSich konstrukei interferenénich mikroskopti bylo
nepfeberné mnozstvi a tyto mikroskopy byly vyuzivany pfedevSim v interferometrii [3].
V biologii se interferenéni mikroskopie v tomto obdobi nevyuzivala, s vyjimkou prace
H. G.Davise a M. H. Wilkinse, ktefi v roce 1952 interpretovali vyznam rozdilu optickych
drah zpiisobeny buiikou [4].

Az do 90. let 20. stoleti nebyla interferen¢ni mikroskopie docenéna, a to predevsim kvuli
vysoké cené interferencnich mikroskopi a kvuli chybéjici vypocetni technice, kterd by
umoznovala rychly a jednoduchy zaznam obrazu a jeho nasledné zpracovani [2].

V poslednich 20. letech dochazi k obnoveni zdjmu o interferencni mikroskopii pied-
nostné¢ v biomedicinckych aplikacich. I kdyz tato technika nedosahla rozSifenosti fluo-
rescencnich ¢i konfokalnich mikroskopt, stala se opét 1 komeréné dostupnou (Lyncée Tec,
Phase Holographic Imaging AB a Resolution Optics).



1.2. Aplikace interferencnich mikroskopi v biologii

Vyznam interferencni mikroskopie pro biologii odhaluje ve svém c¢lanku [2] G. A. Dunn,
ktery uvadi historicky prehled a nastiiuje moznosti vyuziti interferenéni mikroskopie
v budoucnosti s podporou vykonné€jsi vypocetni techniky. G. A. Dunn spole¢né s D. Zichou
zkonstruovali interferenéni mikroskop zaloZeny na Hornové konstrukci. Systém nazvany
»DRIMAPS* (digitally recorded interference microscopy with automatic phase shifting)
pouzivali k analyze rlistu a chovani savc¢ich kultivovanych bunck [2].

V soucasné dob¢ se biologickymi aplikacemi interferenéni mikroskopie zabyva nékolik
vyzkumnych skupin. Vyznamné vysledky a aplikace tii skupin jsou shrnuty v nasledujicich
odstavcich.

K nejvyznamnéjsim védeckym skupindm v tomto oboru patii skupina ze Svycarského
Lausanne, kterou vede Ch. Depeursinge. Tato skupina zkonstruovala digitalni holograficky
mikroskop zalozeny na pivodnim rekonstrukénim algoritmu [5] s uspotadanim odpovidaji-
cim Machovu-Zehnderovu interferometru. Jejich aplikace se zabyvaji predevsim zobraze-
nim kultivovanych sav¢ich bun€k, napt. neuronii [1]. Pro dlouhodoba pozorovani navrhuji
metodu kompenzace mechanické a termalni nestability systému monitorovanim zmén op-
tické drahy v oblastech mimo buiiky. Vysku bunék urcuji z ptfepoctu obrazové faze pomoci
primérného indexu lomu buriky (n=1,375, ptevzatého z [6]). V publikaci z roku 2008 [7]
tato skupina uvadi, ze opticky drahovy rozdil poskytuje informaci jak o bunécné morfologii,
tak o indexu lomu buriky v daném misté. Z tohoto diivodu zlstava obrazova faze velmi
tézka pro interpretaci. Aby vyfesili tento problém, navrhuji metodu digitalni holografické
mikroskopie se dvéma vinovymi délkami, kterd umoziiuje soucasné urcit tvar i index lomu
v daném misté pozorovaného vzorku.

Déle se digitalni holografickou mikroskopii zabyva skupina z némeckého Muensteru,
kterou vede B. Kemper. Vyuzivaji komeréni svételny mikroskop, ktery upravili pro digitalni
holografickou mikroskopii zafazenim laserového zdroje, zn¢hoz jsou svételné svazky
pfedmétové a referencni vétve piivedeny jednomodovymi optickymi vlakny ke vzorku
a kamete. VySku bunék urcuji piepoctem z optické drahy zmétené pomoci holografického
mikroskopu a integralniho indexu lomu buriky. Index lomu burtiky vypocitaji z referenéniho
objektu, kterym je vzduchové bublina zachycena v tom stejném preparatu [8]. Zavadi nove
automatizovany multifokus numerickym pfeostfovanim obrazu, coZ jim umoziiuje dlouho-
doba pozorovani, jako na piiklad monitorovani reakci bunék na toxiny, osmotické zmény
a zmény morfologie ¢ervenych krvinek [9].

Vyznamna je také americkd vyzkumna skupina, kde ptisobi G.Popescu. Tato skupina
pouziva Sir$i spektrum interferencnich technik a ve svych publikacich [10], [11], [12] se
zabyvaji predevSim numerickou analyzou obrazové faze. Navrzené postupy pouzivaji na-
piiklad pfi monitorovani suché hmoty buiiky vypoctené z obrazové faze za rozdilnych kul-
tiva¢nich podminek [11].



1.3. Rozdéleni interferen¢nich mikroskopu

Interferen¢ni mikroskopy lze rozdé€lit do dvou zakladnich skupin podle uhlu, ktery svira
pfedmétovy a referencni svazek ve vystupni roving interferometru.

Jako interferometrické, ptipadné fourierovské, se oznacuji mikroskopy s nulovym uhlem,
kde se predmétovy a referencni svazek schazi v ose (in-line) a k rekonstrukei obrazu je tieba
vice interferogramu [1], [13]. Standardné se k rekonstrukci obrazu pouzivaji Ctyti interfero-
gramy, které se zaznamendvaji pii riiznych hodnotidch posuvu faze mezi piredmétovou
a referencni vlnou. Tato metoda se oznacuje jako ,,phase shiftting* nebo ,,phase stepping®.
Nevyhodou této metody je vyssi ¢asova narocnost a niz$i stabilita, kvili nutnosti mecha-
nicky realizovat fazové posuvy [14].

Jako holografické, ptipadné hilbertovské, se oznacuji mikroskopy s nenulovym uhlem,
ve kterych nastdva mimosova interference (off-axis). Zobrazeni digitalniho holografického
mikroskopu umoziuje rekonstrukci obrazu intenzity i obrazu faze z jediného hologramu

fv v

1.4. Holograficka mikroskopie na VUT v Brné

Prvni holograficky mikroskop vyuZivajici achromatického interferometru pro mimoosové
holografické zobrazeni v odrazeném svétle byl zkonstruovan autory R.Chmelikem
a Z.Harnou [16].

Vyvoj transmisniho holografického mikroskopu byl zapocat v roce 1999 v ramci diplo-
movych praci I.Chytkové [17] a M.Prokopové [18]. Vramci doktorského studia
M. Prokopové byl pak vytvoten prvni prototyp [19].

Na tuto praci navazal P. Kolman, ktery v ramci své disertacni prace [13] navrhl a zkon-
struoval transmisni holograficky mikroskop s mimoosovym achromatickym a prostoroveé
invariantnim interferometrem. Mikroskop umoziuje osvétleni ploSnym, ¢asové i prostorove
nekoherentnim zdrojem svétla. Tento mikroskop ma podobu samostatné stojiciho piistroje
a byl pouzit pro ziskani experimentalnich dat této diplomové prace. Zakladni fyzikalni prin-
cipy a uspofadani mikroskopu jsou shrnuty v ¢asti 3.4.

Biologickym aplikacim transmisniho holografického mikroskopu se vénovala
H. Uhlifova, jak ve své diplomové [20], tak disertacni praci [15]. Pozorovani biologickych
preparati umoznila spoluprace s J. Brabkem a D. Roselem z Laboratofe invazivity nadoro-
vych bunék, Karlovy University v Praze a s P. Veselym z Laboratofe popalenin nemocnice
Na Vinohradech v Praze. Na zékladg této spoluprace byla na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi
ziizena Laboratot experimentalni biofotoniky, jejiz soucasti jsou i prostory pro kultivaci
bunck.



2. Motivace prace a cile prace

Holograficka mikroskopie je neinvazivni zobrazovaci technika, kterd umoziiuje zobrazovani
transparentnich preparati bez slozité piedchozi pfipravy. Tato metoda nedosahuje specific-
nosti fluorescencni mikroskopie, ktera umoziuje detekovat az jednotlivé molekuly. Na dru-
hou stranu vSak téméf nezasahuje do fyziologie vzorku, coz je velkou vyhodou predevsim
pti dlouhodobych pozorovanich. Poskytuje také jedine¢nou informaci o fazi indukované
vzorkem, ktera je v ptipad¢ zobrazeni bun¢k pifimo imérnd jejich suché hmot¢.

Bunéény zZivotni cyklus je dlouhodoby proces, ktery je mozné vérohodné interpretovat
pouze v podminkdch velmi citlivé kontroly fyziologie buiiky. Proto je dulezité volit takové
metody zobrazeni, které co nejméné zasahnou do pfirozeného procesu buiiky. Digitalni ho-
lograficky mikroskop s nizkou koherenci svétla poskytuje kvantitativni kontrast bez piito-
mnosti barviv pii pouziti nizké intenzity osvétleni. Kvantitativni kontrast této metody navic
reflektuje dynamiku suché hmoty bunky.

Cilem moji diplomové prace bylo provést pozorovani na rekonstruovaném piistroji
a najit optimalni nastaveni parametri mikroskopu. Hlavnim cilem experimentélni ¢asti bylo
zmonitorovat cely Zivotni cyklus buiiky a provedena méfeni zpracovat a analyzovat.
K zpracovani naméfenych dat mél byt otestovan a pouzit jiz ¢asteCné vyvinuty program pro
zpracovani hologramli wxide. Provedend méfeni méla byt analyzovana a vyhodnocena
s provéfenim moZznosti budouciho online fizeni mikroskopu.

Online fizenim mikroskopu se rozumi definice vhodnych parametrt, které by slouZili pro
automaticky vybér vhodné buiiky pro pozorovani, automatické sledovani vybrané burky,
nastaveni vhodného intervalu snimani, identifikaci spravného zaostfeni a nastaveni mikro-
skopu. Online fizeni mikroskopu by vyrazné¢ snizilo naroky na budouciho uzivatele
a usnadnilo tak komer¢ni uplatnéni mikroskopu.



3. Metody zobrazovani fazovych objektu

Zobrazovani zivych buné€k je jednim z hlavnich cili svételné mikroskopie jiz od samotného
jejiho pogatku. Zivé buiiky, ackoli obsahuji fotosyntetické pigmenty nebo vysoké koncen-
trace barevnych metabolickych produktii, se blizi fazovym (transparentnim) objektim. To
znamend, ze prochdazi-li svétlo bunikou, méni se vyznamné jen jeho faze a ne amplituda.
Protoze typické detektory (oko, kamera) jsou citlivé na zménu intenzity svétla a zménu
svételné faze zaznamenat nemohou, jsou pozorované buiiky pii zobrazovani ve svétlém poli
vétsinou malo kontrastni [21]. Kontrast v obraze miizeme v jednoduchém optickém systému
ovlivnit nastavenim aperturni a polni clony, eliminaci optickych vad jednotlivych kompo-
nentli nebo pouzitim detektoru s vét§sim dynamickym rozsahem. Mnohem u¢innéjsi je vSak
pouziti specialnich technik, napiiklad: barveni bun¢k, které se vyvinulo do podoby fluo-
rescen¢ni mikroskopie; nebo technik zvysSeni kontrastu, které prevadéji rozdily ve fazi na
zaznamenatelné rozdily v intenzit¢.

3.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni jev jako prvni popsal v roce 1852 britsky védec G.G.Stokes, kdyz pozoroval
fluorit, ktery po ozéfeni ultrafialovym svétlem vyzatuje svétlo viditelné. Fluorescenéni jev
je zalozen na principu absorpce svétla a nasledného vyzateni svétla delsi vinové délky, coz
odpovida predstavé o energiovych hladindch atomt a pohlceni ¢asti energie pii nezéfivych
procesech. Rozdil mezi vinovou délkou emitovaného svétla a vinovou délkou excita¢niho
svétla se oznacuje jako Stokestiv posuv.

Nekteré latky vykazuji fluorescenci zcela pfirozené, takové latky se nazyvaji autofluo-
rescencni. Aby mohly byt pozorovany i ostatni latky, musi byt uméle obarveny. Moznost
vysoce specifického barveni biologickych tkani a bunék umoznila fluorescenéni mikrosko-
pii stat se velmi vyznamnou technikou v biologii a v medicin€. Fluorescen¢ni barviva jsou
nyni vyrabény s riznymi excitacnimi a emisnimi vinovymi délkami a 1ze je cilené na speci-
fické slozky zivé hmoty 1 na samotné molekuly. Fluorescencni mikroskop tak mtize odhalit
1 pfitomnost jediné molekuly, aniz by jeho rozliSovaci schopnost piekracovala difrakéni
limit.

Zakladni funkci fluorescenéniho mikroskopu je ozétit vzorek pozadovanymi vlnovymi
délkami a poté spektralné separovat emitované svétlo mnohem nizsi intenzity (fadové stoti-
sickrat) a ptivést je k detektoru. Vybér pozadovanych vinovych délek je realizovan optic-
kymi filtry, které jsou uspotadany do takzvané fluorescencni kostky. Jeji schéma je na ob-
razku 3—1. Soucasti fluorescencni kostky je excitacni filtr, dichroické zrcatko a bariérovy
(emisni) filtr. Svételny svazek prochazi nejprve excitacnim filtrem, ktery propousti pouze
pozadované vinové délky. Tyto vinové délky jsou nédsledné odrazeny dichroickym zrcatkem
a dopadaji na vzorek. Ze vzorku vychdzi zpét ke kostce emitované svétlo o delsi vlnové



délce, které dichroickym zrcatkem prochdzi a bariérovym filtrem jsou vybrany pouze vl-
nové délky fluorescence, kterou chceme pozorovat.

Fluorescence

Bariérovy
filtr
Dichroické Osvétlovaci
zrcatko svételna
vina

Excitaéni filtr
Obrazek 3-1: Schéma fluorescenéni kostky, pfevzato z [22].

V soucasné dobé existuje mnoho zobrazovacich technik vyuZzivajicich fluorescence, jako
naptiklad:

e FLI (fluorescence lifetime imaging) — méteni zivota fluorescencni molekuly,

e FRET (Forster resonance energy transfer) — nezarivy energeticky pfenos mezi
molekulami dérce a ptijemce v blizkém kontaktu,

e FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) — zotaveni fluorescence po
vybélent,

e TIRF (total internal reflection fluorescence) — fluorescence vybuzend evane-
scentni vlnou pfi totalnim odrazu.

Problémem fluorescence je blednuti barviv v disledku konecného poctu excitacné-emis-
nich cyklt. Riiznd barviva jsou v tomto ohledu rizné stabilni, jak ukazuje obrazek 3-2. Za-
kladem pro minimalizaci tohoto efektu je velmi citlivy detektor (fotonasobice s vysokou
citlivosti) spole¢né s nizkou intenzitou osvétleni.



(b)

(d) (e)

Obrazek 3-2: Priklad blednuti fluorescence pozorované na sekvenci snimk( s intervalem 2 minuty. Na
snimcich jsou sav¢i fibroblasty, jadro je obarveno modfe, mitochondrie jsou obarveny ¢ervené a aktinovy
cytoskelet je obarven zelené. Z obrazku je zifejmé, Ze rlizna fluorescenéni barviva blednou rtizné rychle.

Prevzato z [22].

Vice informaci o fluorescencni mikroskopii 1ze najit napiiklad v [21] a [22].

3.2. Klasicky fazovy kontrast

Klasicky, nebo také Zernikliv, fazovy kontrast byl poprvé popsan v roce 1934 holandskym
fyzikem F.Zernikem a umoznil zobrazovani typicky transparentnich objektd s vysokym
kontrastem. Ke zvySeni kontrastu je vyuzivano optického principu, ktery prevadi malé roz-
dily ve fazi na detekovatelné zmény v amplitud¢.

Hlavni vyhodou klasického fazového kontrastu je moznost zobrazovani zivych bunék,
bez ptedchoziho barveni a fixace, v jejich pfirozeném stavu a tedy moznost pozorovani bi-
ologickych procest.

Schéma typického vzpiimeného fazového mikroskopu i se zndzornénim principu preve-
deni zmény faze na zménu amplitudy je zobrazeno na obrazku 3-3.
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Obrazek 3-3: Optické schéma mikroskopu s klasickym fazovym kontrastem, prevzato z [23].

Céstetné koherentni osvétleni vytvaiené wolfram-halogenovou Z4rovkou je kolektorovou
cockou fokusovano na kondenzorové mezikruzi umisténé v pifedni ohniskové roviné kon-
denzoru. Vznika tak duty svételny kuzel, ktery osvétluje vzorek. Svétlo pak prochdzi rovi-
nou vzorku a je rozdéleno na dvé casti: na svételnou vinu, kterd je vzorkem difraktovana
ana svételnou vilnu, ktera prochdzi bez difrakce. Obé viny dale prochéazeji objektivem
a fazovou destickou, ktera je umisténa v zadni ohniskové roviné objektivu. Pfitom kazda ze
svételnych vin prochazi jinou ¢asti fazové desticky. Pii pozitivnim fazovém kontrastu pro-
chazi nedifraktovana vlna tou ¢asti desticky, kterd posune jeji fazi o +n/4. Ob¢ svételné viny
jsou fokusovany do obrazové roviny, kde v disledku uvedeného posuvu dochazi
k destruktivni interferenci a vytvaii se kontrastni obraz. Pfi negativnim fazovém kontrastu je
posuv zpusobeny fazovou destickou —n/4 a dochazi ke konstruktivni interferenci.

Nevyhodou zobrazovani v klasickém fazovém kontrastu je vznik halo efektu v mistech
velkych gradientt optické drahy.

Obrazek 3—4 zachycuje vzorek pozorovany ve svétlém poli a v klasickém fazovém kon-
trastu. Ve svétlém poli se builky jevi téméf prihledné, vidime jen oblasti s velkou zménou
optické drahy, jako jsou membrany nebo jadra. Na snimku z klasického fdzového kontrastu
stejné zorné pole ukazuje mnohem vice strukturnich detaili a v obraze je vyssi kontrast.



10 um

(a)

Obrazek 3-4: Zobrazeni (a) ve svétlém poli, velmi maly kontrast, buriky jsou témér prahledné (b) v klasickém
fazovém kontrastu, vy$si kontrast a vice strukturnich detail(; pfevzato z [23].

Vice informaci o technice klasického fazového kontrastu lze nalézt v [21], [23] a [24].

3.3. Diferencialni interferen¢ni kontrast

Metoda diferencialniho interferen¢niho kontrastu je zaloZena na pouziti modifikovaného
Wollastonova hranolu. Tento hranol, slouzici k detekci optickych gradientd a jejich preve-
deni na rozdily v intenzité, modifikoval pro potieby mikroskopie v 50.letech 20. stoleti
francouzsky fyzik G. Nomarski.

Zakladni schéma uspotadani optickych prvkia pro diferencidlni interferenéni kontrast je
zachyceno na obrazku 3-5.

Polarizované  Polarizované
svétlo 0° svétlo 0%

MNepolarizované Polarizovane
swvitio svitio 45°

)

Polarizacni
filtr

Polarizované Polarizované

ﬂ svétlo 135"  svétlo 135°
SN L e

Waollastondv ~ Kondenzor Objektiv Waollastonuwv
hranol hranol

"

Polarizované  Polarizované
svitlo 90° switlo 90°

Obrazek 3-5: Optické schéma mikroskopu s diferencialnim interferenénim kontrastem, pfevzato z [25].



Svételny svazek je nejprve polarizovan a pak vstupuje do modifikovaného déliciho
Wollastonova hranolu, kde je rozdélen na dva svazky s vzdjemné kolmymi rovinami polari-
zace. Tyto dva svazky prochézeji sestavou blizko sebe (ve vzorku asi 0,2 um od sebe), ale
v jemné odlisnych smérech. Svazky se kitizi v pfedni ohniskové roviné kondenzoru, protoze
jsou vsak jejich polarizace navzajem kolmé, nemohou interferovat. Rozd¢lené svazky dale
prochazi vzorkem, kde je jejich vlnoplocha modifikovana v zavislosti na tlouSt’ce nebo in-
dexu lomu vzorku. Poté svazky vstupuji do objektivu a jsou fokusovany pied jeho zadni
ohniskovou rovinu, kde vstupuji do druhého modifikovaného Wollastonova hranolu. Tento
hranol sklada oba svazky dohromady v definované rovin¢ mimo hranol. Tim je odstranéno
posunuti svazki. Jako vysledek priichodu vzorkem jsou drahy svazkl rozdilné. Aby doslo
k interferenci, je tieba, aby oba svazky byly stejné polarizované. Toto zajist'uje analyzator
umistény za druhym Wollastonovym hranolem. Svételné svazky interferuji a vzorek je po-
zorovan s viditelnymi rozdily v intenzité a barveé.

Mezi vyhody metody diferencidlniho interferenéniho kontrastu patii dobré rozliSeni
a nepfitomnost halo efektd. Nevyhodou je vys$$i cena zatfizeni a vznik parazitnich obrazi pti
zobrazovani dvojlomnych vzorkd.

Ukéazka zobrazeni metodou diferencidlniho interferencniho kontrastu v porovnéni
s klasickym fazovym kontrastem je na obrazku 3—6. Dalsi informace Ize nalézt v [21]
a[26].

Obrazek 3-6: Savci buriky zobrazené (a) v diferencialnim interferenénim kontrastu, (b) v klasickém fazovém
kontrastu, halo efekt je nejvice patrny u bunék v levém spodnim rohu. Prevzato z [23].
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3.4. Digitalni holograficka mikroskopie

V digitalni holografické mikroskopii je interferencni obrazec opticky vytvaren superpozici
pfedmétového a referenéniho svazku. Pticemz $iteni optického pole je kompletné a presné
popsano difrakéni teorii, kterd umoziiuje numerickou rekonstrukci obrazu amplitudy i1 faze
[5]. Digitalni holografick4 mikroskopie, v transmisni i reflexni podobé, byla na VUT v Brné
rozebirana jiz v fad¢ publikaci, naptiklad [15], [20], [27], proto je zde uveden pouze struc¢ny
popis pouzitého mikroskopu.

Koherenci fizeny holograficky mikroskop, ktery byl pouZit k ziskani experimentalnich
dat pro tuto préci, byl sestaven P. Kolmanem v rdmci disertacni prace [13]. V této praci je
také detailn¢ popsan jak z konstrukéniho tak z funkéniho hlediska. Pro piehlednost je zde na
obrazku 3—7 uvedeno zakladni schéma uspotadani tohoto mikroskopu.

Koherenci fizeny holograficky mikroskop se v zdkladnim ¢lenéni vyrazné nelisi od béz-
ného optického mikroskopu. Sklada se z osvétlovaci a zobrazovaci soustavy a na vystupu je
opatfen detektorem. Hlavni rozdil spoc¢ivd v tom, ze je sloZzen ze dvou totoznych mikro-
skopti, které jsou umistény ve vétvich Machova-Zehnderova interferometru. Obé vétve in-
terferometru jsou vzhledem k mozZnosti pouziti nekoherentniho osvétleni opticky shodné
a zrcadloveé symetrické podé€l osy interferometru [13].

Osvétlovaci soustava se sklada ze zdroje, matnice (M), vyménitelnych clonek (C), inter-
feren¢niho filtru (IF) a ¢ocky (O). Jako zdroj slouzi halogenova lampa, kterd poskytuje bilé
svétlo. Interferencnim filtrem (IF) je vybirano Cervené svétlo o vlnové délce 650 nm, které
ma niz§f energii neZ bilé svétlo a je tkandmi méné rozptylovano. Cocka (O) zobrazuje zdroj
ptes zrcatka (Z1, Z2 a Z3) do zadni ohniskové roviny kondenzord (K1 a K2) a tim zajistuje
rovnomérné osvétleni pfedmétu. Linearni fazova difrakéni miizka (DM) pusobi jako déli¢
svételného svazku. Zrcatky (Z2 a Z3) se nasledné vybiraji +1. a -1. difrakéni tady, které
tvoti svazky pfedmétové a referen¢ni vétve. Svazek predmétové vétve prochazi kondenzo-
rem (K2) a pfedmétem do objektivu (O2), ktery predmét zobrazi do vystupni roviny. Pri-
chod svazku referencni vétvi je stejny az na to, Ze mezi kondenzorem (K1) a objektivem
(O1) je pouze referencni objekt. Referencni objekt a pfedmét se v idedlnim piipadé lisi
pouze piitomnosti zobrazovaného pfedmétu. V nasem konkrétnim piipadé pouzivame iden-
tickou pozorovaci komirku se stejnym mediem jako je ve vzorku a jedinou odliSnosti je
tedy samotny pfedmét (buiiky). Zrcatky (Z4 a Z5) jsou svazky predmétové a referenéni
vétve sméfovany do vystupni roviny. Ve vystupni roviné svazky z obou vétvi interferuji.
Tak vznika hologram s interferencnimi prouzky s nosnou prostorovou frekvenci. Za vy-
stupni rovinou je umistén vystupni objektiv, ktery hologram zvétSuje a zobrazuje na Cip
CCD kamery.
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i referencni
e objekt

vystupni objektiv < | >
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Obrazek 3-7: Optické schéma koherenci fizeného holografického mikroskopu;
M - matnice, C - clony, IF - interferencni filtr, O - oCka, Z1-Z5 - zrcatka, DM - difrakéni mFizka,
K1 a K2 - kondenzory, O1 a O2 - objektivy.
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4. Bunécny cyklus

Bunécény cyklus je usporddany sled akci, ve kterych buiika zdvojnasobi sviij obsah
a nasledné se rozdeli na dvé deefiné buiiky. Detaily jednotlivych bunéénych cykli se mohou
lisit, n€které charakteristiky jsou vSak univerzalni. V nasledujicim textu se budu zabyvat
bunéénym cyklem zivoci$né buriky.

Bunéény cyklus se tradicn€¢ déli na M-fazi a interfazi. V M-fazi dochazi jednak
k postupné kondenzaci chromozomi a jejich rozdéleni do dvou dcefinych jader, tento pro-
ces se nazyva mitdza, a jednak k rozdé€leni buiiky na dvé dcefiné buriky v procesu nazyva-
ném cytokineze. V interfazi burika prepisuje své geny, syntetizuje proteiny a roste. Pfipra-
vuje se tak na dal$i M-fazi.

interfaze

S

Q
G
3

6 cytokineze 1 profaze
BUNECNY
CYKLUS
5 telofaze 2 prometafaze
4 anafaze 3 metafaze
M-faze

Obrazek 4-1: Schematické znazornéni bunééného cyklu, M-faze a interfaze s jejich slozkami. Rozlozeni
jednotlivych déju neodpovida skutecné ¢asové délce. Prevzato z [28].

Pro ilustraci jednotlivych ¢asti bunééného cyklu jsou pouZity snimky z fluorescencni mi-
kroskopie. Jak jiz bylo zminéno v odstavci 3.1, jednou z hlavnich vyhod fluorescence je
vysoka specifi¢nost. Tim se mysli kontrastni rozliSeni jednotlivych komponent buiiky, které
vykazuji fluorescenci v dusledku pifitomnosti fluorescencnich molekul. Jak ptistrojova tech-
nika, tak i1 Skala chemickych vlastnosti barviv umoziuje soucasné¢ zobrazeni vice barviv
zaroverl.
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Obrazek 4-2: Zobrazeni fazi zivotniho cyklu buriky pomoci fluorescenéni mikroskopie. Ve vzorku kultivovanych
savcich bunék byly chromozomy obarveny modre, mitochondrie ¢ervené a mikrotubuly zelené. Snimky a-f
zobrazuji vyvoj obarvenych komponent od interfaze (G2) po cytokinezi. Pfevzato z [29].

Mitoza, ktera trva zhruba 5 % délky Zivotniho cyklu, je rozdélovana na:

e Profézi, obrazek 4-2(b), ve které dochéazi ke kondenzaci replikovanych chromo-
zomu a ke vzniku mitotického vieténka vné¢ jadra. V zavéru této faze se rozpada
jaderna membrana.

e Metafazi, obrazek 4-2(c), vniz jsou chromozomy uspofadavany do roviny
nejvétstho rozméru mitotického vieténka.

e Anafazi, obrazek 4-2(d), ve které se odd¢luji sesterské chromatidy a posunuji se
po mitotickém vieténku k opacnym pdliim burky.

e Telofazi, obrazek 4-2(e), kde dochazi k vytvareni jaderného obalu kolem kazdé
sady chromozomli a ke vzniku dvou jader. Chromozomy se pak méni
v chromatin, mitotické vieténko je rozlozeno v cytoskelet a cytoplazma se déli do
dvou dcefinych bun¢k.

V nasledné cytokinezi, obrazek 4—2(f) dochazi k rozdé€leni buniky na dvé dcetiné. K tomu

u zivoci$né buriky slouzi kontraktilni prstenec, ktery je tvofeny aktinovymi a miosinovymi
vladkny a vznika na konci mitdzy pod plazmatickou membranou v ekvatorialni roviné buriky.
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V interfazi, obrazek 4-2(a), je bunécné jadro dobie patrné a je ohrani¢eno jadernou
membranou. Interfaze se déli na faze:

e G — zhruba 50 % délky Zivotniho cyklu,
— burka roste, dochazi k zdvojndsobeni bunéné hmoty, tvoii se RNA
a proteiny, pfipravuje se zasoba nukleotidii a enzym pro replikaci DNA,

e S —zhruba 30 % délky zivotniho cyklu,

—replikuje se DNA,

e (G, —zhruba 15 % délky Zivotniho cyklu,
— dochézi ke zdvojovani organel a tvorbé struktur potfebnych pro déleni
burnky.

Cely bunéény cyklus trva u sav¢ich bunék obvykle 24 hodin, mitdza trva ptiblizné
1 hodinu. Podrobnéjsi popis bunécného cyklu, poptipad¢ biologii buriky lze nalézt naptiklad
v [28].

Pro n¢které aplikace miize byt dostacujici zobrazeni ¢asti bunééného cyklu v méné speci-
fickém klasickém fazovém kontrastu. Obrazek 4-3 porovnava simultanni zobrazeni procesu
mitdzy od anafdze po cytokinezi u sav¢ich kultivovanych bunék v klasickém fazovém kon-
trastu a pomoci fluorescencni mikroskopie. Fluorescencné jsou zde znaCeny mikrotubuly.
Z porovnani obou kontrastl je zfejmé, Ze ackoli zobrazuji ten samy preparat, znacn¢ se 1isi.
Jednim z diivodi je halo efekt, ktery zkresluje obraz fazového kontrastu [30].

Obrazek 4-3: Simultanni zobrazeni mitdézy klasickym fazovym kontrastem a fluorescenéni mikroskopii.
Fluorescenéné jsou oznaceny mikrotubuly. BEhem anafaze se chromozomy pohybuji k pélim buriky (B a C),
poly se v8ak vzdaluji i sami od sebe (B-D). BEhem tohoto prodluZzovani jsou mezi skupinami chromozom
formovany kmenové mikrotubuly (D), které v cytokinezi splynou v jediny mikrotubul (E). Cas pozorovani (hh:mm)
je uveden v pravém hornim rohu kazdého z obrazkl. Prevzato z [ 30].
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5. Zpracovani hologramu a vyznam obrazové faze

K zakladni rekonstrukci obrazu z hologramu je vyuzivano fourierovskych metod, pomoci
nichZ je z jediného zaznamenaného hologramu vypocten obraz komplexni amplitudy, inten-
zity a nenavazané faze. Zékladni rekonstrukéni algoritmus hologramu byl popsan
v publikaci [5]. Cely proces rekonstrukce obrazu, tak jak probiha v nasi laboratofi, 1 pod-
minky k tomu nutné jsou popsany v publikaci [20].

Pti zobrazovani transparentnich objektli nas nejvice zajima praveé informace o fazi, proto
dale upravujeme a zpracovavame obraz nenavazané faze. Protoze faze je vyjadiena perio-
dickou funkci, objevuji se v obrazu nenavédzané faze skoky. Tyto skoky jsou odstranény
pfi¢tenim nebo odectenim celoc¢iselného nasobku hodnoty 2w a ziskany obraz oznacujeme
jako navazanou fazi.

Obraz navazané faze je vSak stile zatizen deformacemi, pravdépodobné zpisobenymi
optickymi aberacemi zobrazovaciho systému, nedokonalym sefizenim mikroskopu a pii-
padnymi zménami teploty soucasti. Predpokladdme, Ze tyto nedokonalosti jsou v obrazu
faze reprezentovany poktivenou plochou, ktera je ptictena k pozorovanym objektim. Pokud
v obraze vybereme mista se znamou fazi, to je mista bez pozorovanych objektli, je mozné
tato mista prolozit vyrovnavaci plochou a tuto plochu nasledné odecist. V Casosbérné sérii
snimki lze pro odecitdni vyrovnavaci plochy pouzit algoritmus dynamické fazové masky
[31]. Ten v prvnim kroku vezme hodnoty ze zadanych oblasti mimo buiiky a metodou nej-
mensich ¢tverci ur¢i vhodnou vyrovnavaci plochu, kterou nasledné odecte od obrazku na-
vazané faze. Ve vyrovnaném obrazku navazané faze pak najde vSechna mista, kde je hod-
nota faze niz$i nez zvolend prahova hodnota. Tato mista pak tvofi oblast bez bun¢k, to je
masku, kterd je pouzita pro vypocet vyrovnavaci plochy v nasledujicim snimku. Masku pro
dany snimek tvoii program vzdy z piedeslého vyrovnaného snimku, coz zarucuje dobry
souhlas masky s aktudlni pozici bun¢k. Pfesnost vyrovnani pozadi mizeme urcit z jeho
sttedni hodnoty, ktera by po odecteni vyrovnavaci plochy méla byt nulova, a hodnoty smé¢-
rodatné odchylky vyrovnavaného pozadi.

V takto upraveném obrazu je obrazova faze ptfimo umérna rozdilu délek optickych drah
pfedmétové a referencni vétve podle vztahu:

Ap(x,y) = ¢p(x,¥) — ¢ (x,7)
21 o
= == [no(h — d(x,)) + m (x,1)d(x, )] == noh

21 2m
= —=d(x,y)(ny (x,y)—no) = —d(x, y)An(x, y),
A A 1)
kde A¢ je rozdil obrazové faze pfedmétové a referencni viny, ¢, je obrazova faze predmé-
tové viny, ¢, obrazova faze referen¢ni viny, A je vinova délka pouzitého svétla, An je rozdil
indexu lomu v daném mist¢ bunky a indexu lomu media, d je tloustka buiiky a h je vyska
pouzitych komurek. Situaci zachycuje obrazek 5—1.
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referencni vétev pfedmétova vétev

ng n, Ny

X TN
\ %

v v

Obrazek 5-1: Znazornéni optickych drah v referencni a pfedmétové vétvi mikroskopu;
no - index lomu media, n4 - index lomu buriky, d - vySka buriky, h - vy$ka pozorovacich komurek.

K interpretaci obrazové faze se v dostupné literatute objevuji dva pfistupy.
Podle prvniho z nich (napt. [11], [32]) zavisi hodnota indexu lomu buiiky n; na obsahu
suché hmoty bunky podle vztahu [33]:

n,(x,y) = ng + aC(x,y), )

kde a je refrakéni prirtstek (v ml/g) a C je koncentrace suché hmoty v roztoku (v g/ml).
Dale se predpokladd, ze rtizné slozky buriky maji velmi podobné specifické refrakéni pfi-
rustky, a proto je zpozdéni faze svételného svazku prochdzejiciho Zivou buiikou timérné
hmot¢ bezvodého obsahu buriky, tedy suché hmoté. PlosSnou hustotu suché hmoty buiiky o
1ze urcit podle vztahu [33]:

A
o(x,y) = v Ap(x,y). ®)

V publikaci [32] je uvedeno, ze zpozdéni rovné jedné vinové délce zeleného svétla
(A=546 nm) odpovida plo§né hustoté suché hmoty 3 pgum™ (=3 gm™).

Ve druhém pftistupu [1], [9] je buiika aproximovana jedinou hodnotou indexu lomu
a informace o fazi je piepoctena na vysku buriky podle vztahu (1). Typické hodnoty indexu
lomu pro aproximaci buriky jsou 1,38—1,41 [11]. Hodnoty indexu lomu vybranych slozek
buiiky jsou uvedeny v tabulce 5-1.

Slozka bunky: | Cytoplasma Jadro Mitochondrie | Melanin

Index lomu: 1,37 1,39 1,42 1,7

Tabulka 5-1: Slozky buriky a jejich indexy lomu, pfevzato z [6].
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6. Matematicky popis tvaru bunky

Matematicky popis tvaru buriky a rozlozeni hodnot obrazové faze, stejné jako vyhodnoceni
zmén v prubchu ¢asovych pozorovani je dilezitym nastrojem, ktery mize byt dale pouzit
k vyhodnoceni probihajicich bunécnych déjt, k identifikaci rdznych druht bunék nebo
k online fizeni mikroskopu.

K zékladnimu popisu v roviné miizeme pouzit standardnich matematickych charakteris-
tik tykajicich se primétu burky do roviny kolmé na optickou osu. Jsou to: plocha, obvod,
rovného sméru, pomér hlavni a vedlejsi osy vhodné elipsy, kruhovitost, kulatost a celistvost.

K popisu buriky v prostoru, kde tfeti rozmér tvoii obrazova faze, mizeme pouzit metodu
momentd. Nultému momentu odpovida celkova obrazova faze buiky. Prvnim momentem
jsou urceny soufadnice t€zisté obrazové faze. Dal$i momenty jsou jiz pocitany z histogramu
hodnot obrazové faze, a proto nezavisi na translaci ani rotaci bunky. Druhému momentu
odpovidd smérodatnad odchylka hodnot obrazové faze, z tfettho momentu je urcovana Sik-
most a ze ctvrtého momentu je urcena Spicatost rozlozeni hodnot obrazové faze.

Kviili jednoznacnosti jsou u nékterych charakteristik uvedeny i anglické nazvy.

6.1. Popis tvaru buiiky v roviné

Pro vyhodnoceni rovinnych (2D) charakteristik je snimek obrazové faze nejprve pieveden
na jeji primét. V tomto snimku nejsou zachovany hodnoty obrazové faze v jednotlivych
pixelech. Pixely, kde je burika, maji hodnotu z, = 1, ostatni pixely maji hodnotu z, = 0.
Soufadnice jednotlivych pixelti jsou uréeny hodnotami (x,y). VSechny parametry v této
kapitole byly pocitany vyuzitim programu Imagel.

Definice uvedenych parametri a navrhy jejich mozného pouziti:

e Plocha primétu S

S = Z Z,
xy

- urcuje pocet pixell, které buiika okupuje.

(4)

e Obvodo
- urCuje délku vngjsi hranice oblasti kde z, = 1.
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2%

e Souradnice t¢zisté pramétu Xps Yp

2.
Xp =73 ) X2y
Sx,y

1
y=—2y-z
bosot ®)

- urcuji tézisté prametu.

®)

e Vhodna elipsa (fitting ellipse)
- urcuje elipsu, kterd nejlépe odpovida danému tvaru buriky, vybrana elipsa ma
stejnou plochu, orientaci a t€zisté jako ptivodni praimét,
- je urcena velikosti hlavni osy (Major) M, vedlej$i osy (minor) m a uhlem

natoCeni (orientation) @ hlavni osy M vzhledem k ose x.

Obrazek 6-1: Schéma tvaru buriky, vhodné elipsy a jejich parametr.

e Pomér hlavni a vedlejsi osy vhodné elipsy (aspect ratio) AR

m ()

- urcuje odchylku od kruhového tvaru,
- hodnoté AR = 1 odpovida kruh,
- hodnoté AR > 1 odpovida prodlouzeny tvar.
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e Kruhovitost (circularity) Circ

4rtS

Circ = —
02

(8)

- urc¢uje odchylku od kruhového tvaru v zavislosti na obvodu a plose primétu,
- hodnoté Circ = 1 odpovida kruh,
- hodnoté Circ < 1 odpovida prodlouzeny tvar.

e Kulatost (roundness) Round

4§
TM? ©)

Round =

- urcuje odchylku od kruhového tvaru v zavislosti na plose primétu a hlavni
ose vhodné elipsy,

- hodnoté Round = 1 odpovidé kruh,

- hodnoté Round < 1 odpovida prodlouzeny tvar.

o Celistvost (solidity) Solid
- urcuje pomér celkové plochy primétu buiiky k opsané konvexni plose.

Obrazek 6-2: Schéma tvaru buriky a konvexni plochy.

Parametry jako plocha a obvod vypovidaji pfedev§im o rozpinani a smrStovani buiiky.
Pomeér hlavni a vedlejsi osy vhodné elipsy, kruhovitost, kulatost a celistvost jsou citlivé ke
zménam tvaru bunky a tudiZ mohou identifikovat zasadni zmény bunécného cyklu doprova-
zené zménami morfologie (napt. mitdza, apoptodza, nekrdza a jiné). Parametry vhodné elipsy

Vv v

pak vypovidaji o pohybu burky.
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Primét buiiky v prubéhu mitézy a spoctené 2D charakteristiky

S:1454,44 pm® $:977,88 um*
0: 194,91 pm 0: 138,70 pm
Xp: 41,86 um Xp: 47,52 pm
Yp: 38,81 um Yp: 37,29 pm
M: 54,48 um M: 44,78 um
m: 33,98 um m: 27,80 um
a: 24,54° a: 54,98°

“xl | Round: 0,6235 Round: 0,6205
Circ: 0,4811 Circ: 0,6387
Solid: 0,815 Solid: 0,905
S: 468,62 um” S: 426,28 pm?
0: 84,70 pm 0: 77,74 pm
Xp: 49,43 pm Xp: 50,09 pm
Yp: 41,31 pm Yp: 40,00 pm
M: 27,63 pum M: 24,45 pm
m: 21,60 um m: 22,20 um
a: 50,94° a: 50,53°
Round: 0,7816 Round: 0,9077
Circ: 0,8213 Circ: 0,8869
Solid: 0,961 Solid: 0,967

S: 445,56 um? $:520,79 pm?
0: 80,43 um 0: 102,48 pm
Xp: 49,35 pm Xp: 51,57 pm
Yp: 40,00 pm Yp: 40,32 pm
M: 27,43 pm M: 35,87 um
m: 20,68 um m: 18,48 um
a:31,33° a: 36,07°
Round: 0,754 Round: 0,5152
Circ: 0,8655 Circ: 0,6231
Solid: 0,967 Solid: 0,880

Tabulka 6-1: Tvar primétu mitotické buriky a navrZzené 2D charakteristiky. Interval mezi jednotlivymi obrazky
odpovida 10 minutam, uvedené méfitko je pro vSechny obrazky shodné.

21



6.2. Popis tvaru burky v prostoru

Pro vyhodnoceni prostorovych (3D) charakteristik je pouzit snimek obrazové faze. Hodnoty
obrazové faze jsou ponechany v radidnech. Pixely, kde je buiika, maji hodnotu z = faze
a pixely bez buiky hodnotu z = 0. Soufadnice jednotlivych pixell jsou ur¢eny hodnotami
(x,y). Charakteristiky v této kapitole byly pocitany v prostiedi Matlab, vzorce byly pie-
vzaty z [34].

Definice uvedenych parametri a navrhy jejich mozného pouziti:

e Celkova hodnota faze (mass) M

M =Zz
xy

- urcuje soucet hodnot obrazové faze v buiice,
- hodnoty obrazové faze jsou umérné hmoté buiiky, proto ozna¢eni M (mass).

(10)

Vvt

e Poloha tézisté faze xy, yu

i
Xy = — X+ Z
MM (11)
X,y
i
= —_— -Z
Yum M y 12)
X,y

- urcuje soufadnice t€zisté obrazové faze.
e Priimérna hodnota faze z

)
Z=—=) z
n (13)

X,y

- urcyje aritmeticky primér hodnot obrazové faze.

e Rozptyl hodnot faze D(z)

_1 2
D(z)_n;(z 2) "

- urcuje rozptyl hodnot obrazové faze.
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e Smeérodatna odchylka hodnot faze o(2)

o(z) =D(2)

(15)

urcuje rozptyl hodnot obrazové faze.

e Sikmost rozloZeni hodnot faze (skewness) Skew

Skew =

Y- 2)?
EOIk o

urcuje symetrii rozlozeni hodnot obrazové faze,

hodnoté Skew = 0 odpovida symetrické rozdélenti,

hodnoté Skew < 0 odpovida rozdéleni asymetrické doleva,
hodnoté¢ Skew > 0 odpovida rozd€leni asymetrické doprava.

Skew>0 __ Skew=0 skew<o /|

Obrazek 6-3: Charakteristicky tvar rozdéleni pro rtizné hodnoty Sikmosti.

e Spicatost rozloZzeni hodnot faze (kurtosis) Kurt

Parametr

1 _

~X(z—-2)*

TTroE (17)
[o(2)]*

uréuje Spicatost rozlozeni hodnot obrazové faze,

hodnoté Kurt = 0 odpovida Gaussovské (normalni) rozdéleni,

hodnoté Kurt < 0 odpovida rozdéleni plossi neZ normalni,
hodnoté Kurt > 0 odpovida rozdéleni vyssi neZ normalni.

Kurt =

celkové hodnoty obrazové faze je umérny hmoté¢ buiky, vypovida tedy

o celkové hmoté burniky a jeho zmény pak o riistu nebo stradani bunky. Soufadnice tézisté
faze charakterizuji pohyb buiiky. Primérnd hodnota faze vypovida o tloust’ce bunky. Roz-
ptyl a smérodatna odchylka uréuji variabilitu hodnot fize. Sikmost udava jestli je vétsi za-
stoupeni niz§ich nebo vyssSich hodnot faze a SpiCatost porovnava rozdéleni hodnot faze
s normalnim rozdélenim.
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Obrazova faze buiiky v prubéhu mitézy a spoctené 3D charakteristiky

A M: 6365,44 rad M:6514,53 rad
Xy 42,80 pm Xy 45,61 pm
Yu: 41,36 um Vu: 41,45 pm
Z: 0,827 rad Z: 1,259 rad
D(z): 0,251 rad D(z):0,519 rad
0(z): 0,501 rad 0(2):0,721 rad
20um_ || Skew: 0,324 Skew: 0,056
| Kurt: -1,076 Kurt: -1,303
1 2
M:6627,52 rad M: 6639,73 rad
Xy 49,04 pm Xy 49,09 pm
Yu: 37,13 pm Yu: 37,24 pm
. z: 2,673 rad . Z: 2,944 rad
D(z):2,173 rad D(z): 2,459 rad
o(z): 1,474 rad 0(z): 1,568 rad
Skew: -0,449 Skew: -0,483
Kurt: -1,231 Kurt: -1,089
3 4
M:6679,16 rad 6 M: 6712,92 rad
Xy 49,52 pm i Xy 49,48 pm
Yu: 37,48 um . Yp: 37,41 pm
‘ Z: 2,834 rad 5 . Z: 2,437 rad
D(z):2,152rad D(z): 2,064 rad
o(z): 1,467 rad 0 0(z): 1,437 rad
Skew: -0,480 Skew: -0,048
Kurt: -0,951 Kurt: -1,064
5 6

Tabulka 6-2:Tvar mitotické buriky a navrzené 3D charakteristiky. Urovné $edé odpovidaji hodnotdm obrazové
faze v radianech. Interval mezi jednotlivymi obrazky odpovida 10 minutdm, uvedené méfitko je pro vSechny
obrazky shodné.
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7. Pribéh vybranych charakteristik béhem bunécného déleni

Charakteristiky navrzené v kapitole 6 jsem aplikovala na pozorovani ziskana pomoci digi-
talntho holografického mikroskopu. Pro testovani vhodnosti jednotlivych charakteristik
jsem pouzila jiz potizena data bunééného dé€leni, jejichz autorem je J. Bartoni¢ek. Bunécné
déleni je ¢ast cyklu, ve které dochazi k nejrapidnéjSim zméndm morfologie i sloZeni buriky
a je tudiz vhodné pravé pro testovani. V nasledujicich grafech jsou vykresleny ¢asové pri-
béhy vytipovanych charakteristik od interfaze (G,) az po cytokinezi. V kazdém z grafl jsou
Carami vyznaceny jednotlivé faze déleni urcené korelaci obrazové faze a publikovanych
zobrazeni mitozy v klasickém fazovém a fluorescencnim kontrastu.

Popis jednotlivych fazi vyznacenych v grafech

e [-2 smrStovani buiiky a jeji pfiprava na mitézu, plocha buiiky se zmensuje pomérné
rychle, ne v§ak ve v§ech smérech rovnomérné.

e 2-3 zakulacovani burky, zalatek profaze s kondenzaci chromozomi a vznik
mitotického vieténka.

e 34 prib¢h metafaze, buitka zaujima kulaty tvar, chromozomy jsou uspotadavany
do roviny nejvétsiho rozméru mitotického vieténka.

e 4-5 anafaze, odd€lovani a posun chromatid po mitotickém vieténku.

e 5-6 prubéh cytokineze, oddélovani dcetfinych bunék od sebe.

e 67 vytvafeni kr¢ku, oddéleni a roztaZeni dcefinych bunék.

Na obrazku 7-1 jsou zaznamenany pribéhy parametrd tvaru buriky. Je to: pomér hlavni
a vedlejsi osy vhodné elipsy (AR); parametr kulatosti (Round), ktery zavisi na plose prii-
métu bunky a hlavni ose vhodné elipsy; parametr kruhovitosti (Circ), ktery zavisi na plose
i obvodu primétu buriky a parametr celistvosti (Solid), ktery je urcen jako pomér plochy
primétu buniky a konvexni plochy.
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Parametry tvaru burky —AR Round ——Circ Solid

1 2 3 4 5 6 7

18
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Obréazek 7-1: Casovy vyvoj parametr( charakterizujicich tvar priimétu buriky.

Typickym jevem pied zacatkem bunééného déleni je smrsténi a zakulaceni burky.
Z vyvoje hodnot v obrazku 7-1 je patrné, ze nejcitlivéjSim parametrem reflektujicim tuto
zménu je parametr AR. Protoze se vSak burika v useku 1-2 nesmrstuje ve vSech smérech
rovnomeérng, objevilo se v pribéhu parametru AR lokalni maximum, které znaci protazeny
tvar buriky. V tseku 2-3 dochazi k vyraznym zménam hodnot vSech parametrii, které se
pfiblizuji hodnoté rovné jedné charakterizujici dokonale kulaty tvar. Béhem useku 3—4 jsou
prabéhy parametrii pomérné stabilni a odpovidaji zakulacenému tvaru bunky. V useku 4-5
dochazi v priitbéhu parametrii ke zméné¢, kterd znaci zacatek oddélovani dcetinych bunck.
Protoze pti oddélovani bunék, usek 5-6 prevlada pohyb dcetinych bunék od sebe, tedy
vjediném sméru, a celkovy tvar obou bunék se jevi jako protazeny, dochdzi opét
k vyraznym zméndm hodnot parametri. Néasledné nerovnomérné roztahovani dcefinych
bunck, tsek 67, zplisobuje lokdlni maxima a minima v pribéhu parametrd, kterd odpovi-
daji aktudlnimu tvaru buiky (pro parametr AR odpovida maximum protazenému tvaru
a minimum kulatéj§imu tvaru buiky). Pribéhy vSech parametrti jsou podobné, ne vsak to-
tozné. Proto by pro jednoznacnost vyhodnoceni bylo vhodné sledovat vice parametrii zaro-
ven. Jako nejvice vypovidajici se z obrazku 7-1 jevi parametr AR. Druhym vhodnym
parametrem by mohl byt parametr Circ nebo parametr Round. Citlivost parametru Solid,
se v uvedeném obrazku jevi jako velmi mala.
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Plocha pramétu a celkova obrazova faze
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Obrazek 7-2: Casovy vyvoj celkové obrazové faze a plochy primétu buriky.

Z obrazku 7-2 je ziejmé, ze zatimco plocha primétu dosahuje béhem mitdzy (asek 2—6)
svého minima, celkova fdze ma stdle rostouci tendenci. Rostouci prubeh celkové faze je
typicky pro zdravou buiiku, kterd prochdzi normalnim bunéénym cyklem. Neni tedy v mezi-
tazi Gy, ktera charakterizuje zpravidla pro butiku neptiznivé podminky. Prudky narist cel-
kové obrazové faze v oblasti oznacené Cervenou elipsou je vSak ponékud nepfirozeny a je
patrn¢ zpusoben nedokonalym prahovanim v procesu zpracovani dat. Soucasné prahovani
pravdépodobné ofezava cast obrazové faze a celkovd hodnota takto ofezané faze je tim
mensi, ¢im mensi je plocha primétu buiiky. Tento artefakt je vysvétlen na obrazku 7-3.

-

o obrazova faze

prah

odprahovana &ast bufiky

(a)

obrazova faze

o

-

odprahovana cast bunky

(b)

prak

Obrazek 7-3: Ukazka artefaktu prahovani, (a) burika je roztazena, odprahovana €ast je vétsi; (b) bunka je
zakulacena, odprahovana ¢ast je mensi.
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Obréazek 7-4: Pohyb téZisté prumétu buriky v ¢asovém intervalu 70 minut.
Obrazek 7—4 zachycuje pohyb tézist€¢ primétu buniky. Poloha tézisté je také ovlivnéna
zménami tvaru bunky pii bunééném déleni. V tseku 1-2 dochazi ke smrStovani burky,
v oblasti 3—6 probihd mit6za a nasledné dochazi k oddélovani dcetfinych bunék.

Obvod
200
T 2 3 4|5 |6 [ §
= 150 11
=
o
E 100 P e P
o
50 -
0 20 a0 60
¢as [minuty]

Obréazek 7-5: Casovy vyvoj hodnot obvodu buriky.
V obréazku 7-5 je zachycen vyvoj hodnot obvodu buriky. Opét je vidét, ze béhem mitozy

(Gsek 2—6) dosahuje obvod minimdlni hodnoty. To samoziejmé odpovidd kulatému tvaru
buiky.
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Obrazek 7-6: Casovy vyvoj délek hlavni (tmavsi barva) a vedlej§i (svétlej§i barva) osy vhodné elipsy a thlu
natoceni elipsy.

V obréazcich 7-6 jsou znazornény parametry vhodné elipsy. Hlavni osa (tmavsi barva)
dosahuje béhem bunécéného déleni svého minima. Po anafézi (od ¢ary 5) hodnota hlavni osy
vetSinou vyrazné vzroste, protoze dvé vzniklé dcefiné burky se pohybuji smérem od sebe.
Hodnota hlavni osy by po anafdzi nevzrostla v pfipadég, Ze by se pohyb dcetinych bun¢k od
sebe neodehraval v roving pozorovani. Dcefiné buiiky by byly napiiklad nad sebou. Uhel
natoceni v anafazi urcuje smér, ve kterém se dcetiné buiiky od sebe odd¢€luji. V jinych oka-

mzicich nema thel natoceni prili§ dobfe interpretovatelny vyznam.
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Obrazek 7-7: Pohyb tézisté obrazové faze.

rozlozeni hodnot obrazové faze. Graf méa podobny pribéh jako graf 7-4 a hodnoty jsou
taktéZ ovlivnény zménami tvaru buiky. V Gseku 1-2 dochazi ke smr§tovani burky,
v oblasti 3—6 probiha mit6za a nasledné¢ dochézi k oddélovani dcefinych bunék.

Prumérna hodnota, rozptyl a smérodatna odchylka
35 T
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Obrazek 7-8: Casovy vyvoj minimalni a maximalni hodnoty, priméru a standardni odchylky obrazové faze.
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Z obrazku 7-8 je ziejmé, ze primérna hodnota obrazové faze dosahuje béhem mitozy
(usek 2—6) své maximalni hodnoty. To znamena, Ze 1 tloustka burky je béhem mitdézy ma-
ximalni. Hodnoty rozptylu i smérodatné odchylky maji velmi podobny pribéh, protoze jsou
to zavislé veli¢iny. Pro vyhodnocovani je vhodnéjsi rozptyl, protoze kiivka vykazuje vyraz-
n¢jsi deformace.

Sikmost a Spicatost
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Obréazek 7-9: Casovy vyvoj hodnot Sikmosti a $piatosti.

Zakulaceni buriky pti mitéze (isek 2—6) se projevi i v obrazku Sikmosti a $picatosti 7—8.
V pribéhu bunécéného déleni je hodnota Sikmosti nejmensi. V buiice jsou tedy vice zastou-
peny vyssi hodnoty obrazové faze. Hodnota Spicatosti je nejvetsi tésné po rozdeleni buriky,
rozlozeni hodnot obrazové faze je ale stale plossi nez normalni rozdéleni.

Pro nésledné vyhodnoceni pozorovani zivotniho cyklu byly vybrany tyto charakteristiky:
e Parametry tvaru AR, Round, Circ, protoZe jsou citlivé vii¢i zméndm tvaru buriky.
Plocha primétu buriky S, protoze zobrazuje zménu velikosti praimétu bunky.
Celkova hodnota faze M, ktera mize slouzit jako indikator riistu buriky.
Primérna hodnota faze z, ktera vypovida o aktualni primérné tloust’ce burky.
Sikmost a picatost Skew a Kurt, které informuji o rozloZeni hodnot faze buiiky.
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Obvod, tézisté primetu, thel natoceni, rozptyl a smérodatnd odchylka nebyly vybrany,
protoze vykazuji jen malé zmény zavislé na probihajicich dé&jich v buiice, nebo vykazuji
velmi podobny priibéh jako jiz vybrané charakteristiky. Hlavni a vedlej$i osa elipsy jsou jiz
obsazeny v parametru AR a nebyly vybrany z tohoto divodu.
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8. Metoda dynamickych fazovych diferenci

Pro vyuziti kvantitativni informace, kterou poskytuje snimek obrazové faze, méa vyznam jak
absolutni hodnota obrazové faze v jednotlivych snimcich, tak relativni hodnota obrazové
faze vaci obrazové fazi v jinych ¢asovych okamzicich béhem pozorovani. Pro zviditelnéni
zmén rozloZeni suché hmoty buriky b&hem pozorovani byla v ramci disertaéni prace
H. Uhlitové [15] navrzena metoda dynamickych fazovych diferenci.

Metoda dynamickych fazovych diferenci je zaloZena na barevném zobrazeni rozdili ob-
razové faze mezi dvéma snimky obrazové faze v jednotlivych bodech. Body, ve kterych se
hodnota faze zvétsila, tedy sucha hmota buiiky se pfesunula do téchto mist, jsou zobrazeny
Cervené. Naopak zelené jsou zobrazeny body, ve kterych doslo k poklesu faze a tedy
k ubytku suché hmoty. Jas obou barev odpovida relativni hodnoté¢ velikosti zmény obrazové
faze. Dynamické fazové diference mizeme zobrazovat bud’ s konstantnim krokem, jako
rozdil dvou po sobé nasledujicich snimki, anebo s kumulativnim krokem (postupné dyna-
mické fazové diference), jako rozdil prislusného a pocate¢niho snimku.

Konstantni dynamické fazové diference jsou pocitany podle vztahu:

¢D,i(x’y) = ¢i+1(x»Y) _d)i(x'y): [ = 1;21p_ 1. (18)
Postupné dynamické fazové diference jsou pocitany podle vztahu:
¢p,i(x,y) = ¢i(x,y) — 1 (x,y) i=12.p, (9)

kde p je pocet snimkti v ¢asosbérné sérii pozorovani a x, y udavaji polohu v obraze.

Ptinosem tohoto zobrazeni je zviditelnéni drobnych pohybu casti burky, které jsou
z pozorovani snimkil obrazové faze velmi tézko zaznamenatelné. Vyhodou je dobré casové
rozliSeni a moznost promitnout po sobé nasledujici dynamické fazové diference a tak vizu-
aln¢ 1 elektronicky vyhodnotit pribéh zmén obrazové faze, ktery odpovidd zméndm roz-
misténi suché hmoty buriky.

Nevyhodou oproti tomu je, Ze v tomto zobrazeni od sebe nejsou odliSeny pohyby hmoty
uvnitt buniky a pohyby buiiky jako celku z jednoho mista na jiné. Proto jsem navrhla modi-
fikaci spocivajici v pfidani dalsi barvy do stavajici metody dynamickych fazovych dife-
renci.
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8.1. Modifikovana metoda dynamickych fazovych diferenci

Pro odliSeni pohybu hmoty uvnitf buiiky a buiiky jako celku byla do stavajici metody DPD
pfidana dalsi barva. Tato barva se zobrazi v kazdém bodé¢, kde je absolutni hodnota zmény
obrazové faze rovna hodnoté obrazové faze v jednom ze snimkid. Tedy v mistech odkud se
burika stahla Gpln€ pry¢ je nyni zelend a modrd barva, ktera se jevi jako tyrkysova.
V mistech, kde burka piedtim nebyla je nyni ¢ervend a modra barva, ktera se jevi jako fia-
lova. Jas barev opét odpovida relativni hodnoté velikosti zmény faze.

Ukazka Metody dynamickych fazovych diferenci se ¢tyFmi barvami

® & o @

6 7 8 9 10

Tabulka 8-1: Tvar bunék a jejich dynamické fazové diference s Casovym krokem 5 minut, Casova prodleva mezi
jednotlivymi obrazky odpovida 5 minutdam. Kontrast v obrazcich byl upraven pro lep$i viditelnost.

V tomto zndzornéni metody dynamickych fazovych diferenci mizeme dobre odlisit po-
hyb hmoty uvniti buriky od pohybu buriky jako celku z jednoho mista na jiné. V tabulce 8—1
je zpracovano stejné pozorovani jako v kapitole 7. Ze snimku 3 je ziejmé, ze doslo
k vyraznému smrsténi burniky. Naopak ve snimcich 5-8 dochédzi pouze k pfesunu hmoty
uvnitt bunky, velmi dobfe je patrny pribéh mitdzy s rozestupem chromozomi k polim
buriky. Ve snimcich 9 a 10 jiz dochazi k roztazeni a oddélovani dvou vznikajicich bunék.
Pro ndzorngj$i kvantitativni pfedstavu o velikosti pfesunuté hmoty v ¢ase miZeme data zi-
skand metodou dynamickych fazovych diferenci vynést do grafii.

V grafech je:
e Tyrkysovou barvou znazornéna velikost obrazové faze v oblasti, ze které se
burika stahla pryc.

e Fialovou barvou je znazornéna velikost obrazové faze v noveé obsazené oblasti.
e Zelend barva znazoriuje velikost obrazové faze, ktera ubyla v oblasti buriky.
e (ervena barva zobrazuje velikost obrazové faze, ktera ptibyla v oblasti burky.
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éasovy vyvoj dynamickych fazovych diferenci s krokem 20 s
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Obrazek 8-1: Dynamické fazové diference s krokem 20 sekund; barvy znazorfiuji soucty obrazové faze,
Cervena znazoriuje priristek a zelena Ubytek obrazové faze uvniti buriky, tyrkysova barva znazorriuje soucet
obrazové faze, o kterou se burnika smrstila, a fialova barva znazorfiuje soucet obrazové faze, o kterou se burika

roztahla.

Z obrazku 8-1 je ztejmé, ze pii profazi (isek 2—-3) a metafazi (isek 3—4) prevazuje pohyb
hmoty uvnitf bunky (Cervena a zelena barva) nad vnéjSim pohybem buiiky jako celku (fia-
lova a tyrkysova barva). Na zacatku celého déje si mizeme vSimnout smrSténi buiky
(v grafu vyznaceno Cervenou elipsou).
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Casovy vyvoj dynamickych fazovych diferenci s krokem 5 minut
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Obrazek 8-2: Dynamické fazové diference s krokem 5 minut; barvy znazornuji soucty obrazové faze, Cervena
znazoriiuje prirlstek a zelena Ubytek obrazové faze uvniti buriky, tyrkysova barva znazoriiuje soucet obrazové
faze, o kterou se burika smrstila, a fialova barva znazorriuje soucet obrazové faze, o kterou se burika roztahla.

Zobrazenim dynamickych fazovych diferenci s vét§im krokem mizeme 1épe vyhodnotit
cely d¢j. Na zacatku sledovaného déje (usek 1-2) doslo k vyraznému smrsténi bunky
a k pfesunu hmoty dovnitit bunky (tyrkysové maximum kopirované vyssim ¢ervenym ma-
ximem). Béhem c¢asti mitdzy (tseky 2 — 3 profaze, 3 — 4 metafaze), byl pohyb buiiky jako
celku velmi maly, ale stale probihal pohyb hmoty uvnitt buiiky. V anafazi (asek 4-5) doslo
k rozestupu chromatid a k roztazeni buniky. To je zachyceno fialovym maximem, které zna-
zoriiuje velikost obrazové faze v oblasti, do které se burika roztahla. V cytokinezi (usek 5—
6) pak doslo k vytvoteni krc¢ku a ke zmén¢ tvaru buniky. Zménu tvaru bunky charakterizuji
soucasné vyssi hodnoty fialové a tyrkysové barvy, buiika se roztahla do nové oblasti a sou-
Casné se smrstila v jiné oblasti, tedy zménila tvar.
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9. Experimenty

V experimentalni ¢asti jsem nejdiive zopakovala pozorovani samostatné mitdzy. Toto pozo-
rovani slouzilo pfedevs§im k optimalizaci celého experimentu, mikroskopu, jeho piisluSen-
stvi a ptipravy bun¢k. Nasledn¢ jsem provedla nékolik pozorovani celého bunééného cyklu
od mitdzy po mitdzu.

Viechny experimenty probihaly na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi, VUT v Brng,
v laboratofi Experimentalni biofotoniky. Kultivaci a ptipravu bun¢k zajistovala V. Jizova.

Buriky pouzité v experimentech

Pro pozorovani byly pouzity buriky kultivované v laboratoti Experimentélni biofotoniky na
Ustavu fyzikalniho inzenyrstvi VUT v Brng. Pro viechna pozorovani byly pouzity buiiky
s oznacenim K2, coz jsou embryonalni fibroblasty inbredniho potkana Louis Lewis. Tyto
buriky jsou nadorové a nemetastazujici.

9.1. PrisluSenstvi digitdlniho holografického mikroskopu pro biologii

Pro biologickd pozorovani je mikroskop umistén ve velkém plastovém boxu, ktery napo-
maha udrZeni stabilni teploty v okoli mikroskopu. Soucasti boxu je také elektroinstalace,
ktera slouzi k ovladani vytapéni a osvétleni boxu 1 mikroskopu. Cely box je vytapén spira-
lou umisténou v kameni pod mikroskopem. Stabilni a pfesnou teplotu v pozorovaci ko-
mirce zajistuje topeni umisténé piimo pod ni ve stolecku mikroskopu.

Optimalni nastaveni vytapéni

Pro udrzeni stabilni teploty v boxu kolem mikroskopu je tfeba dobfe nastavit také rezim
klimatizace v mistnosti. Dulezité je pfedevSim zvolit rezim bez vétrani mistnosti, protoze
nadmérna cirkulace vzduchu v mistnosti zptisobuje vétsi ztraty tepla z boxu. K udrzeni sta-
bilni teploty 34°C v boxu se osvédcilo nastaveni uvedené v tabulce 9—1.

Klimatizace v mistnosti 23°C, topeni Zapnuto 2 dny pied pozorovanim
Vytapéni kamene 67°C Zapnuto 2 dny ptfed pozorovanim
Vytapéni stoleCku 37°C Zapnuto 1 hodinu pfed pozorovanim

Tabulka 9-1: Pouzivané hodnoty nastaveni vytapéni.

Pozorovaci komiirky

Pro pozorovani v koherenci fizeném holografickém mikroskopu byly postupné vyvinuty
stacionarni pozorovaci komurky. Stacionarni pozorovaci komurky jsou tvofeny dvéma kry-
cimi sklicky, mezi kterymi je umisténo mezikruzi. Spodni sklicko je k mezikruzi pevné pii-
lepeno, vrchni sklicko se na komtrku pfipeviiuje vazelinou po nasazeni bunck. Medium
v komirce nelze béhem pozorovani jiz meénit.
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9.2. Pozorovani bunééného déleni

Po ptestechovani mikroskopu do laboratofe Experimentalni biofotoniky a zprovoznéni ves-
kerého potiebného piislusenstvi bylo mozné zacit s experimenty. ProtoZze teplota uvnitf
boxu a teplota mikroskopu nebyla zatim dostate¢né stabilni, rozhodla jsem se pozorovat
pouze kratsi biologicky proces, bunééné déleni.

Proces pripravy bunék
Buiiky byly nejprve standardné trypsinizovany. Jeden az dva dny poté byly odebrany ze

suspenze a nasazeny do pozorovaci komilrky. Pozorovani zacalo druhy den po nasazeni
bunék do komiirek.

Nastaveni mikroskopu pro pozorovani

Oznaceni 1 2 3
max. propustnost na | max. propustnost max. propustnost
Filtr vinové délce na vlnové délce na vlnové délce
650 nm, 650 nm, 650 nm,
FWHM = 30 nm FWHM = 30 nm FWHM = 30 nm
Objektivy 20x; numericka 20x; numericka 20x; numericka
apertura NA = 0,40 | apertura NA= 0,40 | apertura NA = 0,40
Zisk 0 0 0
Expozice 10 ms 10 ms 15 ms
Primérovani 1 snimek 1 snimek 1 snimek
Interval snimani 10s 10s 20s
Teplota v boxu 31,5°C 31,5°C 32,0°C

Tabulka 9-2: Nastaveni mikroskopu pfi pozorovani bunéénych déleni.

Vysledky

Vybér buiiky pro pozorovani probihal na zékladé jejiho tvaru. Na zacatku experimentu byla
vybrana vzdy kulatad burka s pfedpokladem, Zze se jedna o pocatecni stadium mitozy.
Z ptiblizné deseti provedenych méfeni se pozorovana buiika rozd¢lila pouze ve dvou piipa-
dech. Tato mala uspéSnost pramenila z nedostatku zkuSenosti pii rozliSeni kulaté buiky
v disledku mitozy a kulaté buriky v dusledku jeji smirti.

V nasledujicich obrazcich 9—1 a 9-2 jsou zobrazeny prib¢hy charakteristik pro zivou,
mitotickou buiikku a v 9-3 pro mrtvou bunku. Vyhodnoceny jsou parametry kruhovitosti

(Circ), kulatosti (Round), poméru hlavni a vedlej$i osy vhodné elipsy (AR) a dynamické
fazové diference s krokem 20 s.
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Obrazek 9-1: Cvlgsové prabéhy (a) parametrd tvaru a (b) dynamickych fazovych diferenci s krokem 20's
mitotické buriky. Useky oznaduji: 1-2 metafazi, 2—3 anafazi, 3—4 cytokinezi a 4-5 tvorbu kréku a rozdéleni
buriky.

V prubéhu metafaze (isek 1-2) ma burika kulaty tvar charakterizovany hodnotami para-
metrl tvaru, které jsou blizko hodnoté rovné jedné. Také pohyb butiky je v této fazi mini-
malni a znacné pifevazuje pohyb hmoty uvniti buiiky nad vnéjSim pohybem buriky.
V anafazi (isek 2—3) nastdva u parametrli tvaru zména, ktera znaci pocatek déleni bunky.
Tato zména je doprovazena i zvySenym pohybem hmoty uvnitf i vné bunky. Zmény
v parametrech tvaru, které odpovidaji prodluzovani buriky, pokracuji i v cytokinezi (usek 3—
4). Stejné tak v cytokinezi pokracuje nartst pohybu, ktery piechdzi v ndhodné fluktuace
v dalsi casti (isek 4-5). Parametry tvaru nabyvaji v této fazi (asek 4-5) také lokalnich mi-
nim a maxim, které¢ odpovidaji aktualnimu tvaru buriky.
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Obrazek 9-2: Casové pribéhy (a) parametril tvaru a (b) dynamickych fazovych diferenci s krokem 20's
mitotické bufiky. Useky oznaduji: 1-2 metafaze, 2—3 anafaze, 3—4 cytokineze, 4-5 tvorba kréku a rozdéleni
buriky.

~

Komentar k obrazku 9-2 je stejny jako k obrazku 9-1, jen s rozdilem, Ze je zachycena
mensi ¢ast metafaze a zavérecného rozdélovani burky.

Pfi porovnani prubéhi charakteristik zdravych bunék v obrazcich 9—1 a 9-2 je tedy vidét
velmi podobné chovani charakterizované kulatym tvarem primétu buiky, utlumem vnéj-
$iho pohybu buriky v metafdzi a zménou tvaru a postupnym zvySenim pohybu béhem ana-
faze a cytokineze.
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Obrazek 9-3: Prabéhy (a) parametrd tvaru a (b) dynamickych fazovych diferenci s krokem 20 s mrtvé buriky.
Z grafu 9-3 je ztejmé, ze priub¢hy charakteristik tvaru mrtvé buiky nevykazuji zadné vy-

znamné zmény v dlouhém case a fluktuace v prubéhu dynamickych fazovych diferenci jsou
zpusobeny patrné Brownovym pohybem.

Vzhledem k malé Gspé$nosti uréeni mitotickych bunék byl navrzen novy proces piipravy

vzorkll, popsany v nasledujicim odstavci, ktery mirné zvysil uspéSnost vybéru bunék
(3 déleni z 8 pokusti).
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9.3. Pozorovani zivotniho cyklu bunky

Zivotni cyklus buiiky je dlouhodoby d&j trvajici piiblizné 24 hodin. Cilem pozorovani bylo
zachytit cely Zivotni cyklus buriky od jednoho déleni po nasledujici. Na zacatku pozorovani
byla vybrana kulata burika, u které se o¢ekdvalo déleni, a ta byla dale pozorovana. Pti pozo-
rovani, které je zde zpracovéno, trvalo vSak zaostfovani mikroskopu ponékud delsi dobu.
Vybrana burika se béhem této doby témét rozdélila, a proto jsou v tomto pozorovani od po-
catku patrné dvé dcefiné buiiky. Tato pozorovani byla zéroven testem stability mikroskopu.

Proces pripravy bunék

Z kultiva¢ni lahvicky bylo opatrné odebrano zivné medium, které bylo nahrazeno 5 ml po-
zorovaciho media. Timto mediem byl poté nékolikrat omyvan kultiva¢ni povrch lahvicky
tak, aby doslo k uvolnéni méné ptisedlych bunék (to jsou ptredevsim buiiky chystajici se
k bunéénému déleni). Vznikla suspenze byla odebrana a prenesena do zkumavky, ve které
buiiky po 10 minutach klesly ke dnu. Pipetou pak bylo ode dna zkumavky odebrano dosta-
tecné mnozstvi suspenze, ktera byla nasazena do pozorovaci komurky. Pozorovani bylo
zahdjeno témét okamzité po nasazeni bun¢k do pozorovacich komiirek.

Nastaveni mikroskopu pro pozorovani

Filtr max. propustnost na vinové délce 650 nm, FWHM = 10 nm
Objektivy 20x; numerické apertura NA = 0,40

Zisk 1

Expozice 15ms

Priimérovani 3 snimky

Interval snimani 20s

Teplota v boxu 32,7°C

Tabulka 9-3: Nastaveni mikroskopu pfi pozorovani bunééného cyklu.

Bé&hem pozorovani se vyskytlo nékolik problémii:

1.  Pohyblivost bunék: primérna pohyblivost bunék pii normalnim cyklu je piiblizné
10 pm/hodinu, takze je velmi pravdépodobné, Ze se buitka béhem pozorovani presune
mimo zorné pole. Proto je nutné vizualné kontrolovat kazdych 60 minut polohu sledo-
vané builky a manudlné regulovat pozici zorného pole. Tento problém by do bu-
métu burnky.

2. Nestabilni nastaveni mikroskopu: zpiisobeno posunem obrazli referencéni a predme-
tové vétve vici sobé. Tim doslo ke ztraté prouzkl v hologramu. Nutnd je vizualni
kontrola nataveni mikroskopu. Tento zpisob rozladovani Ize nejlépe poznat
z histogramti hologramti, kde piivodn¢ kontrastni prouzky (dvé maxima v histogramu)
postupné splyvaji v jedinou barvu $edi (jedeno maximum v histogramu). Obrazek 9—4
zobrazuje sérii histogrami hologramt pfi rozladovéani. V budoucnu by tento problém
mél byt vyreSen automatickou justdzi mikroskopu.
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Obrazek 9-4: Histogramy hologramu pfi postupném rozladovani mikroskopu, interval mezi histogramy je
1 hodina.

3. ZvySend naroc¢nost na Cistotu média: Objevi-li se necistota v oblasti buiiky, je povazo-
vana programem za soucast buriky a znemoziuje tak jeji ptesnou detekci a nasledny
vypocet parametrd. Pro kvalitni pozorovani a analyzu dat je tedy nutné medium filtro-
vat. Ukdzka snimki s velkym poctem necistot je na obrazku 9-5.

TT@O® ‘@

p
(b)

Obrazek 9-5: Ukazka snimkl s velkym poc¢tem rliznych ¢astic v mediu oznacenych ¢ervenymi elipsami, které
znemoznili kvalitni rekonstrukci obrazu a analyzu charakteristik z tohoto pozorovani
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Vysledky
Pozorovani bunééného cyklu, od jednoho bunééného déleni po dalsi s intervalem snimani
20 sekund, trvalo celkem 18 hodin a 37 minut. Nasnimano bylo tedy 3351 snimkdi.

Vsechny snimky byly zpracovany v programu wxide (verze 77), jehoZ autory jsou
Ing. L. Kvasnica a Ing. T. Zikmund. Protoze v prvnich 564 snimcich byly programem de-
tekovany ob¢ dcefiné buiiky, byla v programu ImageJ manudlné vytvofena maska a jedna
z dcefinych bunék byla takto odstranéna.

Cely bunécny cyklus byl zpracovdn v podobé navrzenych charakteristik do graft
s intervalem vzorkovani 1 minuta. Tyto grafy jsou zachyceny na nasledujicich obrazcich
a komentovany v textu. Pro zakladni orientaci byla ke vS§em grafiim pfidana osa s typickym
casovym pribéhem fazi Zivotniho cyklu buiiky. Skute¢ny tvar buriky ve vybranych okamzi-
cich je zachycen na obrazku 9-6.

Ukazka tvaru bunky ve vyznacenych okamzicich
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Obrazek 9-6: Tvary buriky ve vyznacenych okamzicich béhem Zivotniho cyklu. Burika vybrana po prvni mitoze
je oznacena Cervenou elipsou. Urovné Sedé odpovidaji hodnotam obrazové faze v radianech.
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Obrazek 9-7: Casovy vyvoj hodnot parametrd tvaru bufiky b&hem Zivotniho cyklu. Uvedené faze jsou uréené
podle typického ¢asového rozlozeni jednotlivych fazi v Zivotnim cyklu. K vyznacenym ¢asovym okamzikiim jsou
v obrazku 9-3 uvedeny skute¢né tvary buriky.

Parametry tvaru bunky vykazuji v priibéhu celého zivotniho cyklu pomérné velké fluktu-
ace. VSechny tii parametry Circ, Round a AR nabyvaji vSak soucasn¢ hodnoty blizké
jedné, charakteristické pro kulaty tvar, pravé jen v pribéhu mitozy.

Primérna hodnota obrazové faze
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Obrazek 9-8: Casovy vyvoj primérné hodnoty obrazové faze buriky b&hem Zivotniho cyklu. Uvedené faze jsou
uré¢ené podle typického ¢asového rozlozeni jednotlivych fazi v Zivotnim cyklu. K vyznaéenym ¢asovym
okamzikim jsou v obrazku 9-3 uvedeny skute¢né tvary buriky.

Primérné hodnota obrazové faze, kterd odpovida primérné tloustce bunky, ma v oblasti
mitdzy vyrazné maximum. Burika je tedy béhem mitdzy nejtlustsi.
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Obrazek 9-9: Casovy vyvoj hodnot parametrd $ikmosti a $picatosti histogram( hodnot obrazové faze buriky
béhem Zivotniho cyklu. Uvedené faze jsou uréené podle typického €asového rozlozeni jednotlivych fazi
v zivotnim cyklu. K vyzna¢enym ¢asovym okamzikiim jsou v obrazku 9-3 uvedeny skute¢né tvary buriky.

V pribéhu parametr Sikmosti a Spic¢atosti mliZzeme najit tfi oblasti (stfedni fluktuace,
malé fluktuace a velké fluktuace). Tyto fluktuace jsou posunuté oproti standardnimu pri-
béhu fazi béhem bunééného cyklu (Gy, S, Gz), mohly by vSak dobie vypovidat o skute¢ném
priubéhu déji v buiice. Ve fazi G; dochazi predevsim k ristu burky, ktery je doprovazen
lokalnimi zménami obrazové faze a odrazi se tak v hodnotach Sikmosti a Spicatosti. Naproti
tomu v S fazi dochazi k replikaci DNA, coz je dé&j, ktery se odehrava v jadie buiiky. Tento
d¢j tedy nema vliv na zmény vnéjsiho tvaru buriky, které by se mohly projevit v hodnotach
uvedenych parametrii. V G, fazi pak dochazi ke tvorbé vakuol a organel, které maji opét
velky vliv na hodnoty obrazové faze. V pribéhu mitdézy pak hodnoty obou parametri vy-
znamn¢ klesnou.
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Celkova obrazova faze a plocha primétu
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Obrazek 9-10: Casovy vyvoj hodnot celkové obrazové faze a plochy primétu buriky b&hem Zivotniho cyklu.
Uvedené faze jsou uréené podle typického ¢asového rozlozeni jednotlivych fazi v zivotnim cyklu.
K vyznacenym ¢asovym okamzikiim jsou v obrazku 9-3 uvedeny skutecné tvary buriky.

Obrazova faze by méla byt umérnd hmoté¢ buriky. Hmota, a proto 1 obrazova faze, burky
by se méla v pribéhu Zivotniho cyklu zvétSovat. Tato tendence je z uvedeného grafu dobie
patrna. Obcasné skoky v grafu, pfedevsim ke konci bunééného cyklu jsou zptisobeny ne-
Cistotami na kamefte, které se nepodatilo numericky odstranit v ptipadech, kdy se nachéazely
na stejnych mistech jako pozorovana burika.

Plocha primétu bunky béhem zivotniho cyklu taktéz roste, v pribéhu mitozy vsak
prudce klesa a dosahuje svého minima, poté opét roste.

Pohyby tézist' a dynamické fazové diference nebyly vyhodnoceny, protoze jejich pri-

behy byly naruseny posuvy stolku. Stolek musel byt béhem pozorovani posouvan tak, aby
pozorovand burika ztstala po celou dobu méteni v zorném poli.

46



10. Zavér

V ramci svoji diplomové prace jsem se zabyvala pouzitim koherenci fizeného holografi-
ckého mikroskopu ve vyzkumu Zivotniho cyklu buiiky.

V prvni ¢asti prace je strucné shrnuta historie interferen¢ni mikroskopie a jeji aplikace
v biologii. Déle je popsana metoda digitalni holografické mikroskopie a zplsob zpracovani
obrazu tak, jak je prakticky realizovan na Ustavu fyzikalniho inzenyrstvi VUT v Brng&. Na-
sledné jsou uvedeny bézné uzivané mikroskopové techniky slouzici k zobrazovani transpa-
rentnich objektu.

V kapitole zabyvajici se bunéénym cyklem jsou popsdny zdkladni faze Zivota burky
z biologického pohledu. Jednotlivé faze bunééného cyklu jsou zde zobrazeny pomoci riz-
nych mikroskopovych technik a jsou zde zhodnoceny vyhody a nevyhody uvedenych zob-
razeni.

Z porovnani zobrazeni jednotlivych fazi bunééného cyklu rGznymi mikroskopovymi
technikami je zifejmé, Ze metoda digitdlni holografické mikroskopie zdaleka nedosahuje
specificnosti fluorescenéni mikroskopie. Poskytuje vSak kvantitativni informaci o obrazové
fazi, kterd je pfimo iimérna hmot¢ bunky. Tuto informaci nelze ziskat Zadnou jinou mikro-
skopovou technikou, a proto je pouziti a vyvoj digitalni holografické mikroskopie pro bio-
logicky vyzkum zajimavy.

V dal$i ¢asti prace byly navrzeny a definovany matematické charakteristiky, které by
mohly slouZit k online fizeni mikroskopu. NavrZzené charakteristiky byly testovany na na-
méfenych datech a vyhodnoceny. Jiz diive pouzivand metoda dynamickych fazovych dife-
renci, ktera zviditeltiuje pohyb hmoty buiiky, byla modifikovana tak, aby byl odli§en pohyb
hmoty uvniti buriky od vnéjsiho pohybu buriky jako celku.

V experimentalni ¢asti bylo provedeno né¢kolik pozorovani mitézy i celého zivotniho
cyklu buriky. Byly stanoveny nutné podminky pro uskute¢néni kvalitniho pozorovani a me-
feni byla vyhodnocena pomoci navrzenych matematickych charakteristik.

Ze ziskanych zkuSenosti vyplyva, Ze by bylo vhodné provést upravy jak konstrukéni tak
softwarové.

Pro konstrukéni pravy bych navrhla predev§im zautomatizovat posuv stolku mikro-
skopu v osach x a y. To by usnadnilo nejen dlouhodoba pozorovani, kdy je nutny posuv
stolku tak, aby pozorovanad burika zlistala v zorném poli, ale 1 planovana statistickd méteni.
V téchto métenich bude totiz potieba posunovat zorné pole v presné definovanych usecich,
coZ zatim neni mozné.

Ve vyvijeném softwaru je mnoho véci ke zlepSeni. Za dulezité vSak povazuji upraveni
algoritmu prahovani tak, aby se neztracela informace o odprahované ¢asti buriky, a moznost
pies zpétnou vazbu na automatizovany posuv stolku.

Z vyhodnoceni vybranych matematickych charakteristik 1ze usuzovat, ze pro online fi-
zeni mikroskopu by bylo vhodné pouzit:

e Parametry tvaru builky a plochu primétu bunky k identifikaci mitozy
a k automatické volb¢ intervalu snimkovani.
e Hodnoty celkové obrazové faze jako indikatory zdravé rostouci buriky.
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Vv v

stolku tak, aby pozorovana burika byla stale v zorném poli.

e Primérnou hodnotu faze k vyhodnocovani primérné tloustky burnky.

e Parametry Sikmosti a Spicatosti by bylo vhodné podrobit dal§imu zkoumani bé-
hem vice bunéénych cykli. Pokud by jejich hodnoty vypovidaly o skutecnych
déjich v buiice, bylo by dobré je vyuzit k tomuto tcelu.

Hlavnim pfinosem prace je ovéteni funkénosti koherenci fizeného holografického mikro-
skopu po provedené rekonstrukei a vyhodnoceni navrzenych matematickych charakteristik
s ohledem na moznost online fizeni mikroskopu.
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