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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva dlouhodobou analyzou fluorescence rhoda-
minu, ktery je navazan na zelezité SPIO nanocastice. V prvni Casti seznamuje
s nutnym védeckym zakladem pro pochopeni fyzikalniho jevu fluorescence. Déle
se zameéfuje na pouzité hardwarové a softwarové vybaveni pro dlouhodobou ana-
lyzu vyvoje fluorescence u mezenchymalnich kmenovych bunék. V neposledni
fadé je zde popsan analyticky software pro praci s namérenymi daty, ktery byl
vyvinut pro tuto praci.

KLICOVA SLOVA
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Lambda sken, AOBS, mezenchymalni kmenové bunky, zelezité nanocastice,
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SUMMARY

This bachelors thesis deals with the long-term analysis of the fluorescence of rho-
damine dye, which is linked to the ferric SPIO nanoparticles. The first part intro-
duces the necessary scientific basis for understanding the physical phenomenon
of fluorescence. It also focuses on the hardware and software for the develop-
ment of long-term analysis of fluorescence for mesenchymal stem cells.Finally,
there is described an analytical software to work with measured data, which was
developed for this work.
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UvVOD

Analyza fluorescencnich vlastnosti latek se v dnesni technologicky vybavené dobé stava
stdle mens$im problémem. Pomoci citlivych detekénich systému, laditelnych laserd, kva-
litn€ zpracované optické soustavy a vypocetniho vykonu v podobé pracovnich stanic, jsme
schopni zobrazit mikroskopické bunécné procesy v redlném case.

V prvni kapitole se zabyvdm luminiscencnim déjem - fluorescenci. Tento pojem se
bude objevovat v mé bakaldrské praci a je zakladnim terminem pro pochopeni uvedenych
méfticich metod a zpracovani vyslednych obrazd.

Druha kapitola obsahuje technologicky popis a vysvétleni mnou nastudované oblasti
konfokdlni mikroskopie. Predstavuji technické moZnosti moderni konfokélni mikrosko-
pie, kterd vyuziva spousty pfidruZeného hardwarového a softwarového vybaveni. Tech-
nicky popis je zaméfen specificky na vybaveni, které se nachazi v laboratofich Ustavu
biomedicinského inZenyrstvi. Zdejs$i mikroskop je vybaven hybridnimi detektory Leica
HyD, nastavitelnym zdrojem excitacniho zafeni WLL a programovym vybavenim umoz-
fujicim pouzivat funkci TimeGate a Lambda Scan.

S vyuzitim funkce TimeGate jsem ziskdval data, kterd nebyla ovlivnéna excitacnimi
vlastnostmi budiciho zdfeni a Lambda Scan mi umoZnil nasnimat emisni spektra v jed-
notlivych ¢asovych fazich experimentu.

Ve své prici jsem se zaméfil na dlouhodobé zpracovani dodanych mezenchymaélnich
stromdlnich bunék, které byly ,.nabarveny* Zelezitymi SPIO nanocésticemi s organickym
barvivem Rhodaminem.

Za cil si v mé préci kladu zjistit, zda-1i se méni spektralni nebo vyhasinaci vlastnosti
tohoto barviva, které je vystaveno po delsi ¢asovy tsek bunécnému prostiedi. Bunééné
prostiedi je uzavieny fungujici systém, ktery se dokaze zbavit nepotiebnych a odpadnich
latek, proto predpokldddm postupnou degradaci barviva a ndslednou zménu doby Zivota
fluorescence ¢i posun emisniho maxima k jiné vlnové délce.

Veskeré mé nastaveni pti snimédni obrazovych dat je popsano v kapitole Akvizice dat.
Ty nejdilezitéjsi parametry jsou zde uvedeny, pro podrobnéjsi a tplny zdznam je nutné
nahlédnout do pfiloZzeného CD.

Na zpracovdni dat jsem sestrojil vlastni grafické uZivatelské prostredi, které umoziiuje
nahrét obrazova data, ohranicit buiiku a ndsledné vyhodnotit poZzadované vlastnosti. Pro
sezndmeni s aplikaci doporucuji nahlédnout do pfiloh, kde je ndzorny obrazovy navod.

Posledni kapitola obsahuje vysledky zkouméni spektrdlniho posunu, doby vyhasinani
fluorescence, zménu velikosti mezenchymalnich bunék a tim uzavird experimentdlni ¢4st

mé préce.
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1 FLUORESCENCE

Fluorescence je fyzikdlné chemicky d&j, ktery je formou luminiscence!. Spo¢iva ve vlast-
nostech nékterych latek (fluoroforit), které po dopadu zafeni nebo Céstic emituji zafeni
0 jiné vinové délce. Ayt > Aezeit- V mikroskopii se tento jev stal zakladem tzv. fluo-
rescencni mikroskopie. Hlavni charakteristiky fluorescence jsou:
* intenzita — pocet fotond, které prosli v daném sméru jednotkovou plochou za jed-
notku ¢asu
* spektralni sloZeni — spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval vl-
novych délek nebo frekvenci
* polarizace — smér kmitédni elektrického vektoru elektromagnetické viny

doba dohasinani — charakteristickd doba prechodu z excitovaného stavu k nezarivé
deaktivaci tohoto stavu
* koherencni vlastnosti — vztahy mezi fizemi svételnych vin [3]

1.1 Excitace

D¢j, pri kterém dochdzi k prechodu z nizsiho energetického stavu (atomu, molekuly,
iontu) na vySssi energeticky stav. K tomu dojde pokud se absorbuje energie, pfikladem
muéize byt absorpce fotonu. Céstice se stivd excitovanou. Plati dmérnost, Ze &dstice je
nestabilni, ¢im vétsi je jeji excitace. Veskerd hmota ve vesmiru se snazi dostat do stavu
s nejmensi vnitini energii.

Excitacni spektrum fluoroforu znizoriuje zavislost intenzity fluorescence na vlnové

délce pfi konstantni vinové délce emitovaného zéfeni.[3]

1.2 Emise

Pokud mame ¢éstici excitovanou na vyssi energetické hlading, tak ndvrat na nizsi vrstvy
zbavenim se prebyte¢né energie (emise fotonu) vede ke vzniku elektromagnetického za-
feni. Frekvence emitovaného zifeni je zdvisld na energii, kterd se uvolni pii pfechodu
na niz$i energeticky stav, viz rov. (1.1). Rizné energetické stavy proto vedou k odlis-
nym emisnim frekvencim. Fluorescence je charakteristickd vyzafovanim vlnovych délek

v oblasti viditelného svétla.
E=hf (1.1)

Emisni spektrum fluoroforu zndzoriiuje zdvislost intenzity fluorescence na vinové

délce pfi konstantni vinové délce excitacniho zifeni.[3]

IDgj, ktery nastane, pokud vlastni zifeni télesa prevazuje nad jeho tepelnym zifenim. DEf se na fluo-

rescenci, fosforescenci a zpoZdénou fluorescenci.
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1.3 Zrcadlova symetrie

U vétsiny organickych molekul plati tzv. zrcadlovd symetrie mezi absorpénim a fluo-
rescencnim pdsem,viz obr. 1.1. Tato symetrie je zpusobena stejnou relativni pravdépo-
dobnosti absorpce i emise? odpovidajicich si vibra¢nich hladin®. Rozdil v energiich mezi
maximy absorpniho a emisniho pésu je nazyvan Stokesiiv posuv.

absorpce VA fluorescence

Stokesiv posLy

Obr. 1.1: Stokestiv posuv. Prevzato z [3]

Prostfedi, ve kterém jsou umistény fluorofory ma vliv na absorp¢ni i emisni spektra.
V roztocich (nejéast&jsi pouziti fluorofori) totiz dochdzi k solvataci* fluoreskujicich mo-
lekul. Diivodem jsou elektrostatické interakce mezi rozpoustédlem a molekulami fluoro-
foru. Cést energie, kterd se dodala absorpci se spotfebuje na relaxaci molekul. Chybgjici
energie se projevi na emitovaném zafeni, jeho energie je mensi. Tim paddem musi byt

mensi frekvence a nastavd posun k vy$Sim vlnovym délkam.[3]

1.4 Kashovo pravidlo

Toto pravidlo ndm objasniuje, pro¢ se neméni tvar emisniho spektra vlivem excitace na
riznych vinovych délkach. Elektrony, které ziskaly excitacni energii a postoupily na vyssi
energetické hladiny se vlivem vnitfni konverze zbavi prebytecné energie a sestoupi na

nejnizsi vibracni hladinu excitovaného stavu S;. Z této hladiny se poté vraci do nékteré
z vibracnich hladin zdkladniho stavu S, a emituji fotony. [3]

2V tomto piipadé si miizeme dovolit zamé&tiovat pojmy emise a fluorescence.
3Kmitani jednotlivych atomi molekuly je svdzano s tzv. vibraénimi energetickymi hladinami.
4Obaleni ¢astic rozpusténé latky molekulami rozpoustédia.
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2 KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Konfokaln{ laserova skenovaci mikroskopie je optickd metoda umoziujici ziskat vysledny
obraz mikroskopického vzorku s vysokym prostorovym rozliSenim. Kli¢ovou vyhodou
této metody je moznost fokusace laserového paprsku do pozadované vrstvy vzorku a moz-
nost fluorescenéniho zobrazovdni. Tim je dosaZzeno vysoce kontrastnitho obrazu oproti
konvencni mikroskopii. S pomoci vysoce citlivych detektorti je ndm umoznéno sniZit in-

tenzitu excitacniho laseru z diivodu prodlouZeni Zivota preparatu.

2.1 Konfokalni mikroskop

V obecné védecké mluveé je zndm taktéZ pod pojmem konfokdl. Dle zpiisobu skenovani
vzorku rozliSujeme dva typy mikroskopu:
* rastrujici konfokalni mikroskop - pomoci skenovaciho zafizeni je pfesouvano
ohnisko laserového svazku
* konfokalni mikroskop s rotujicim diskem - skenovaci zafizeni je nahrazeno rotu-
jicim Nipkowym kotoucem

2.1.1 Rastrujici konfokalni mikroskop

Ke zndzornéni principu funkce rastrovactho konfokalntho mikroskopu ndm bude slouzit
obr. 2.1.

Zdroj svétla! prochézi optickou soustavou mikroskopu, kterd jej fokusuje do pozado-
vané z roviny. Skenovaci zafizeni umozZiuje nasnimat obraz v osich x, y.

Ve svém meéfeni jsem pouzival konfokdlni mikroskop Leica TCS SP8 STED. Ten
osvétluje vzorek ze spodni strany. Excitacni paprsek je fokusovdn na clonku, ta je ob-
jektivem zobrazena do zvolené roviny. JelikoZ nepracujeme s bodovym zdrojem a mdme
vétsinou 3D objekt, do pozadované roviny se dostdvame skrze jiné roviny. Ty jsou exci-
tacnim zafenim taktéz ovlivnény.

Mnou pouzity objektiv HC PL. APO CS2 (63x/1,40 OIL) sbird emisni zafeni. Toto
sekunddrni zafeni vytvafi dal$i obraz bodové clony, ten je déli¢em paprskid usmérnén
na pozadovany fotondsobic. Pfed fotondsobicem se nachdzi druhd bodova clonka, jejim
tkolem je blokovat dopadajici zafeni z rovin na které neni mikroskop zaostfen. Vysledny
pozadovany obraz je ziskan rastrovanim, pro pfirovnani se to bliZi nejvice tvorbé obrazu
pomoci svazku elektronl na televizni obrazovce.

Tti zdkladni metody rastrovani: cestou rozmitani laserového paprsku, pticnym posou-

vanim vzorku pted objektivem nebo posouvanim objektivu nad vzorkem.

1Zdroj svétla byl pouzit WLL.
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Obr. 2.1: Princip konfokalniho mikroskopu. Prevzato z [4]

* Vyhody — potlaceni mlhavého pozadi, zobrazovéni rovinnych fezii, rozliSovaci schop-
nost.

 Nevyhody — statisticky Sum, photobleaching?.

2.1.2 Konfokalni mikroskop s rotujicim diskem

Tento typ mikroskopu je postaven na principu Nipkowova kotouce. To je mechanické
zafizeni, viz obr. 2.2, které je schopné prevést obraz pomoci fddkovani na jeden svételny
a nésledné elektricky priibéh. Byl vynalezen roku 1884 Paulem Nipkowem.

K pfevodu obrazu je nutné zajistit, aby se kotouc velice rychle oticel. Je tvofen ma-
lymi otvory, které jsou rozloZeny do spiraly. Pocet fadki se rovna poctu dér. Vyska obrazu
je rozdilem vzdalenosti mezi nejbliZ$im a nejvzdilenéjSim otvorem od stfedu kruZnice.
Sitku uruje vzdalenost mezi sousednimi otvory. Obraz je snimén fotocitlivym &idlem
(¢asovy pribéh jasu) a k nasnimdni obrazu je nutnd jedna plnd otacka.

Diky technologickému pokroku, viz obr. 2.3 jsme schopni dosdhnout v konfokdlni
mikroskopii az 2000 snimku za sekundu. To ndm otevielo nové moZnosti ve zkoumani

rychlych bunécnych déja. Laserovy paprsek je soustavou mikro¢ocek dopraven nejdiive

ZPostupn4 fotochemickd degradace barviva nebo fluoroforu.
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Obr. 2.2: Schéma Nipkowova kotouce. VyseC nahote predstavuje obrazové pole. Pievzato
z [16]

Figure 1 Yokogawa CSU-X1
Spinning Disk
Confocal Scanning Unit
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Adapter

C-Mount ~
Adapter

Microscope
L Camera Port
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Dichromatic
Mirror

Emission
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Excitation Light Path
Laser Input Port  Light Path
Beam Expander
and Collimator

Obr. 2.3: Prarez skenovaci jednotkou Yokogawa Electric Corporation CSU-X1. Prevzato
z [5]

na prvni disk a pfes n¢j na disk s dirkami, kde pokracuje na vzorek. Emise ze vzorku
prochazi zpét pres 50 pm kotou€ a je odklonéna na délic. Kratsi vinové délky jsou poslany
pres filtr na prvni kameru a dlouhé pokracuji skrz dalsi filtr na druhy vystup.[5]
* vyhody — moznost sledovat aktivni procesy
* nevyhody — neni moznost ROI pro siln&jsi osviceni, u nékterych variant az 90 %
svétla neprojde k detektoru (zvySeny Sum v pozadi)
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2.2 Detekce

Detekéni ¢ast v jakémkoliv systému je velice dulezita. Zprostiedkovava ndm pienos meé-
fené veliiny do oblasti, ve které ji miZeme sndze vyhodnotit.

V naSem systému se snaZzime detekovat fotony emitované barvivem. Tento typ optického
signdlu je velice slaby a potfebujeme ho vhodné prevést do pocitace. K tomu se dd uspésné
vyuzit fotondsobic. Fotony, které dopadnou na plochu fotokatody interaguji s elektrony
materidlu fotokatody.? Ty se poté urychluji systémem dynod. Cim jsou elektrony rych-
lejsi, tim uvolni z nasledujici dynody vice elektronti - lavinovity nartst. Tento proud elek-
trond v zdvéru dopadd na anodu a je detekovan jako nap&tovy impuls. Casové rozliseni

dosazitelné pomoci tohoto typu fotondsobice je v fadu nanosekund.

2.2.1 Hybridni detektor - Leica HyD

Hybridni detek¢ni technologie, kterou pouziva firma Leica, vyuZiva planarnich dynod,
viz obr. 2.4. Prvni urychlujici dsek je pod napétim 8 000 V. Béhem urychlovéni jsou
vyrazn€ omezeny ztraty elektronil, u parabolicky konstruovanych dynod k tomuto typu
ztrat dochéazelo. Lavina elektrond, kterd takto dopadne na anodu ma rychlejsi prenosovy
as* Pi pouZiti tohoto systému se dostaneme na pfenosovy ¢as v fadu desitek pikosekund.

Pienosové Casy elektronovych shluki zdvisi na kazdém jednotlivém vstupnim fotonu.
Casové rozloZeni téchto &asii je zndzornéno na obr. 2.5. Je patrné, Ze uz§i interval bude
mit za ndsledek moZnou rychlejsi detekci signalu.

Mezi dalsi vyhody patii nizky Sum v pozadi, coz vede k lepSimu kontrastu. U nékterych
citlivych vzorki si nemtizeme dovolit zvysit vykon laseru z divodu poskozeni bunéénych
struktur. U standartnich fotondsobic¢i bychom se museli potykat po zesileni se Sumem.
Hybridni detektor ndm nabizi mit lepsi obrazy, které se nemusi poté komplikované filtro-
vat z publikacnich diivodi. Ze statistickych diivodii mizeme snimat pocet fotont, které
zachytime. MoZnost az 16 bitového médu (65 356 fotond v jednom pixelu) dava Siroky
dynamicky rozsah zobrazeni. Navic je opét minimalné ovlivnén Sumem v pozadi.

Radkovaci frekvence dosahuje az 12 kH z, coz nam dovoluje pofizovat vysokorych-
lostni snimdni s vysokou pfesnosti obrazu. RozliSeni obrazu miize byt pomoci Huygen-

sové dekonvoluci az dvojndsobné.[7] [8]

3Fotoelektricky jev - elektrony se uvolni z latky. Energii jim dodd pfijaté elektromagnetické z4fent.
4Méfeny interval mezi vstupem fotonu na fotokatodu a detekci na vystupu ze systému fotondsobice.
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Obr. 2.5: Rozptyl ptenosovych ¢asti PMT a HyD. Prevzato z [7]

2.3 White light laser

Idedln{ vlastnosti svételného zdroje pro konfokdlni mikroskopii se sestdvaji z dostate¢né
intenzity, nastavitelné vlnové délky, moznost pulzniho provozu. Takovy zdroj nastésti neni
fikci. Dlikazem je dnes pouzivany WLL, poskytuje svétlo s dostateCnou intenzitou a miiZe
byt fokusovan jako béZny laserovy paprsek. Provozni A je v rozmezi 470 — 670 nm.
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Klasické laserové zdroje poskytuji zpravidla zafeni o konstrukéné dané vinové délce.
Nekteré, napt. argonovy laser, pracuje v barevném rozsahu modri-zelend. VSechny vSak
dokazi v daném Case vysilat vinéni o jedné vinové délce a pripadnd zména je velice po-
mald. Zavedené standarty bude dle mého ndzoru ménit Sirokospektralni zdroj, ktery se
chova jako laser — WLL.

Na zacatku tohoto systému je IR laser, ktery vytvaii pulsy o frekvenci 80 MhZ, viz
obr. 2.6, ma pravidelné pulsy, ale mélo energie. Pomoci zesilovace ziskdme vyssi energie,
pramérnd hodnota na vystupu je 10 W, doba trvani pulsu je 200 ps pfi frekvenci 80 M hZ.
Pulsy dopadaji na povrch PCF°. Tyto vldkna obsahuji ve stiedu shluk trubi¢ek. Neline-
arni procesy na povrchu v trubickach zplisobi, Ze monochromatické svétlo se rozstépi na
Sirokospetralni.

White Light Laser

SISO Power amplifier Supercontinuum
Picosecond Bt | {.generatmn
laser at
1,060 nm Pump

PCF

Obr. 2.6: Schéma funkce WLL. Prevzato z [9]

Pouzivané fluorofory v konfokalni mikroskopii v§ak potiebuji pro svou excitaci kon-
krétni vinové délky. Pokud mdme nabarvené vzorky vétsim mnoZzstvim fluoroford, hodi se
mit mozZnost vicendsobné excitani vinové délky. PouZiti dichroickych zrcadel je limito-
vano jejich neménnymi vlastnostmi, bylo nutné jich mit vice pro specifické fluorofory.[9]
[12]

SNovy typ optického vldkna.
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2.3.1 AOBS

Pfi pouzivani excita¢niho zdroje WLL, potiebujeme technologii pro vybrani poZadované
excitani vinové délky. Leica vyuzivda AOBSS. Svétlo, které je emitované z WLL, ob-
sahuje Siroké spektrum vlnovych délek. Fluorofor ve vzorku mé excitacni maximum na
jedné vlnové délce.

AOBS je tvoren krystalem z TeO,, ktery umoziiuje odklonit vinové délky, kterymi
nechceme excitovat. Toho je dosaZeno vlastnostmi krystalu, ktery je ovladan akustickou
vlnou, kterd mé za nisledek zménu optickych vlastnosti. Zména excitacni vlnové délky
je umoznéna béhem mikrosekund. Tim je moZné excitovat vzorek az osmi excitaénimi
paprsky, viz obr. 2.7. Sifka zdfent je v rozsahu 2 — 6 nm, coZ je oproti tradiénim filtrovym
systémim (20 — 80 nm) vyrazny pokrok.[9] [10] [11] [12]

AOTF

White Light
Laser
1 -
08l |
Beam Splitter | |08 < | .
Characteristics 0.4
02 AOBS

0 . . .
400 500 600 700 800

Obr. 2.7: Leica AOBS. Prevzato z [9]

%V roce 1992 byla piedstavena technologie AOTF, ta poprvé umoznila ,,vybirat“ poZadovanou vlno-
vou délku ze zdroje, ktery byl tvofen nékolika lasery s jinymi vlastnostmi. V roce 2002 byla pfedstavena
technologie AOBS, kterd zjednoduSené ,,otocila“ krystal. Vstupem je excitacni vlnova délka. Ze vzorku
je potom emitovano §ir${ spektrum délek, které projdou zpét k detekcnimu systému, aZ na excitacni, ktera
je odklonéna.
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2.4 TimeGate

Pokud bychom zacali snimat detektorem v Case excitacniho pulzu, méli bychom vyslednd
data ovlivnénd excitaéni energii laseru. S funkci TimeGate si miZeme nastavit asové
okno, odkdy chceme zacit snimat data. Vysledkem jsou data bez vlivu odrazeného exci-
tacniho laseru nebo autofluorescence.

DalSim vyuZzitim této funkce je kvazi FLIM analyza. Na samostatnou metodu FLIM
jsem nebyl softwarové a hardwarové vybaven. Avsak s funkci TimeGate jsme schopni do-
sédhnout relativné podobnych vysledkd. Pokud nastavime snimani, ve kterém budeme po-
stupné pro jednotlivé snimky ménit Cas otevieni detektoru, miZeme z vyslednych dat sle-
dovat postupné vyhasinani fluorescence. Tim miiZzeme hrubé odhadnout, kdy ndm zkou-
many fluorofor prestdva emitovat zafeni.

2.5 Lambda Scan

Lambda Scan je soucasti programového vybaveni pro ovladani konfokdlniho mikroskopu
Leica. UmozZiiuje ndm vytvofit sérii snimka s uZivatelsky nastavenym rozsahem vlnovych
délek pro kazdy obraz. Kazdy snimek tedy bude obsahovat informace z patficnych vl-
novych délek. Z dostupnych predbéZnych vlastnosti pouZzitého fluorescenéniho barviva
(excitacni/emisni spektrum) bychom méli byt schopni zvolit vhodnou excita¢ni vlnovou
délku budiciho laseru. Pokud to vSak nevime, timto typem skenovani mizeme zméfit
emisni maximum konkrétniho fluoroforu. Tuto informaci poté mizeme uloZit do paméti
a v pfipadném budoucim vyzkumu to lehce vyuZzit.

Techniky spektrdlni detekce se béhem let vyvijely. Abychom od sebe mohli odliSit
jednotlivé emisni barvy, potfebujeme nejprve néjaky disperzni prvek nebo délic. Poté
pasmovy filtr odstrani zbytkové excitacni zareni. Dfive byl toto ukol klasického sklené-
ného filtru. Moderni zafizeni pouzivaji fotometrické posuvniky ve vice pAsmovém sloZeni
— SP detektor, viz obr. 2.8. Tento zplisob umozni vysokou citlivost v nastaveni vinovych
délek a zaroveni plnohodnotnou nastavitelnost systému. Existuji i jiné systémy zaloZené
na matici detek¢nich elementt, ale ty nejsou tak nastavitelné nebo citlivé. [6]

2.5.1 Sklenéné filtry

V minulosti byly fluorescencni mikroskopy vyhradné vybaveny sklenénymi filtry. Ty mu-
sely plnit dva pozadavky.
1. Odstinit co nejvice zbytkového excitaéniho zareni ze vzorku.
2. Zuzit spektrum pro zvySeni specificity signdlového kanélu, pokud vzorek obsahoval
vice fluoroforu.
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Byly tvofeny barvenym sklem (moZnost SirStho vybéru). Nicméné filtracni vlastnosti to-
hoto skla zdvisely na chemickych slouceninéch, které se pouzily ve vyrob¢. Jind moznost,
jak konfigurovat vlastnosti skla neexistuje. Vice flexibility je dosaZzeno pokud vyuZijeme
interference na vrstvach, které jsme nanesli na Cisté sklo. Tyto vrstvy jsme schopni vy-
tvoftit tak, aby ndm filtrovali poZadované parametry svétla. Na takovém sklu jsme schopni
filtrovat az Ctyfi rizné frekvence.

Ackoliv jsme schopni si nechat vyrobit filtr na miru, omezuje nds nemoznost Upravy
za chodu. Pokud pracujeme s vice druhy fluorofort, potiebujeme sady filtrli, které budou
v draze svételného paprsku. Mohou se ménit ru¢né nebo automaticky pomoci mechani-
zace a softwaru. Toto vSe tvofi cely systém vysoce neflexibilnim na jakékoliv neo¢ekdvané
zmény a zpomaluje ho.[13]

2.5.2 Vicepasmovy spektrofotometr: SP detektor

Dalsi moZnost, jak vybrat chténou barvu z celého spektra je pomoci disperzniho ¢lanku
v optické soustavé. Pokud svétlo projde pres hranol nebo mfizku, jeho jednotlivé slozky
se roz§if{ po prostoru v zdvislosti na jejich energii. Energie fotonu koresponduje s jeho
barvou. V zjednoduSeném piikladu bude na bilém povrchu zobrazen rozklad na jednotlivé
barvy.

Pokud do systému vloZzime mechanicky nastavitelné Stérbiny, mizeme si nechat zob-
razit pouze pozadovanou barvu. Co kdyZ chceme zjistit informaci i o jiné barvé? To neni
problém. Svétlo, které neproslo prvni Stérbinou je pomoci vysoce odrazivych zrcadel od-
raZeno na dalsi Stérbiny, odkud putuje k detektorim. Tento opticky systém ndm umoziuje

plnou pfizplisobivost riznym podminkdm.[13]

9% HyD4
= V' o PMT5

PMT3

PMT1

Obr. 2.8: Leica SP Detectors. Prevzato z [17]
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2.5.3 Ostatni pristupy spektralni detekce

Po predstaveni SP detektoru netrvalo dlouho a nisledovala snaha o vylepSeni v podobé
detektorového pole, viz obr. 2.9. To si kladlo za cil nasnimat informace z vice signalovych

Dynamic lost

] A
AN

Detector array

o d

S

Obr. 2.9: Schéma multianodového detektoru. Prevzato z [13]

kandli jednodusi formou. Provedeni mélo negativni stranku: pouZiti matice detektora zre-
dukovalo pocet nasbiranych fotond, kvili konstrukénim mezerdm v oddéleni jednotlivych
detektorti. Konstrukéni feseni trpélo optickymi ztrdtami a nenabizelo Zddnou mozZnost,
jak zesilit signdl na individudlnim detekénim prvku. Vystupni signdl byl jen zlomkem
origindlniho signélu a sloZitym post-processingem byla snaha ziskat alespon ¢astecné re-
levantni data.[13]

2.6 FLIM

S vyuzitim informaci o fluorescenci jako jevu, vznikla zobrazovaci technika FLIM. Pro-
dukuje obraz zaloZeny na rozdilu ¢asi navratu fluorescen¢niho vzorku z excitovaného

stavu. Kontrast je zavisly na dobé Zivota jednotlivych fluorofort,viz obr. 2.10.

Lifetime [ns]

Obr. 2.10: Znazornéni vystupu z metody FLIM. Prevzato z [14]
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2.6.1 Doba zivota fluorescence

Z nazvu FLIM ndm vyplyne, Ze je nutné definovat méfenou veli¢inu - dobu Zivota fluo-
rescence, jako praimérnou dobu, kterou vydrzi molekula v excitovaném stavu, nez se vrati
do zékladniho stavu (tim, Ze emituje foton). Kazdé barvivo a prostfedi je charakterizovano
vlastnim casem. Vyhoda méfeni této hodnoty je v tom, Ze neni ovliviilovana:

* vnitinim nastavenim méfici soustavy (intensita laseru, zesileni detektoru),

* koncentraci fluoroford, absorpci vzorku, tloust'ce vzorku, foto-vybélovanim a in-

tenzitou excitace.

Je tedy mnohem odolnéjsi nezZ metody zamétujici se Cisté na méfeni intenzity fluo-
rescence. Na ¢em vSak zdvisi, jsou parametry prostredi (pH, koncentrace iontd, moleku-
larni vazby).[14]

2.6.2 Védecké aplikace

Moderni zobrazovaci techniky se v dnes$ni dobé uplatiiuji stile ve vice védnich oborech.
Biologie, medicina nebo i materidlové inZenyrstvi jsou dnes propojeny s fluorescenénimi
technikami.

* Detekce molekuldrnich interakci - jednd se o zmény v lokalnim bunééném prostredi.
Ptikladem - pokud neni molekula navdzdna emituje tfeba modré svétlo, po navazani
na specificky ligand to bude tfeba zelené svétlo. v naSem pifipadé sledujeme pokles
doby Zivota fluorescence.

* Detekce konformacénich zmén - zména usporadani molekul napft. cis, trans izomerie.

 Charakteristika bunécné tkané autofluorescenci - autofluorescence je charakteris-
tickd vlastnost specifickych tkéni, 1ze pouzit v odhaleni nddorovych bunék.

« Kontrola kvality materidl{ - kfemikové vrstvy soldrnich paneld, OLED’.

2.6.3 Koncept detekce

K ndzornému vysvétleni techniky nam bude slouZit obr. 2.11. Ridici jednotka d4 pokyn
k zahdjeni pulsu laseru a zaroven posle presny Cas zahdjeni pulsu méfici jednotce. Puls je
odraZen pres dichroické zrcadlo a fokusovan objektivem do vzorku. Fluorescenni zareni
ze vzorku cestou zpét prochdzi objektivem az na detektor. Ten si z vysledného rozdilu

¢asu ulozi informaci o dobé trvani fluorescence.

"Typ displeje vyuZzivajici technologii organickych elektroluminiscenénich diod.
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Obr. 2.11: Schéma FLIM techniky. Pfevzato z [14]

Cilem je zobrazit dynamiku fluorescence. Toho se dosdhne pokud budeme schopni
zméfit prichozi ¢asy emitovanych fotont vzhledem k laserovym budicim impulsiim. Kon-
venéni TCSPC-metoda m4 az pikosekundové intervaly mezi budicimi pulsy. Na trhu jsou
aktudlné méfici stanice s Casovym rozliSenim 1, 4 a 25 ps. Navic v TTTR mddu sni-
mani madme informaci i o celkovém Case experimentu, viz obr. 2.12. MiiZeme tak presné
lokalizovat, kdy byly fotony detekovany. Kazdy foton potom tedy obsahuje dvé casové

informace (dobu letu + celkovy priletovy cas).

laser pulse /—\ laser pulse /-)_\\4

- L
fluorescence photon fluorescence photon
(¢
7
TCSPC time
H—H —H 5
start-stop-time 4 start-stop-time 2 (ps)
Record
1-5yNC 1 t-5yNc 2 Time Tag
' > (ns)
realtime

Obr. 2.12: T3 moéd snimani. Prevzato z [15]
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3 ZNALOSTI ZKOUMANE OBLASTI

3.1 Mezenchymalni kmenové bunky

Nejlepsi regenera¢ni vlastnosti v buné¢né terapii bylo dosaZeno pomoci kmenovych! nebo
multipotentnich? bunék. MSC jsou v soucasné dobé nejrozsifendjsi typ multipotentnich
bunék v preklinickych a klinickych aplikacich. Jejich diferenciace probihd prevdzné do
pojivovych tkdni - kosti, chrupavky a tukové tkiné.

Samotny odbér bunék je provadén z kostni dfené darce invazivnim zadkrokem. V kostni
dfeni vSak tvofi jen 1/1000—1/100 bunék. Abychom dokézali pracovat pouze s vybranym
typem bunck, musime je byt schopni izolovat od ostatnich.

Tato separace probihd na zdkladé specifické adherence. Mononukledrni buiiky jsou
schopné se prichytit na sténu plastové kultivacni nddoby. Do nddoby je poté pridano fe-
tdlni sérum a za cca dva tydny se vytvori monovrstva mezenchymadlnich bunck. Mezi
dalsi zdroje fadime i tukovou tkan, prikladem jsou prebytky z plastické chirurgie, ta miiZe
slouzit jako cenny zdroj v alternativnich ptipadech.

3.1.1 Vlastnosti

Buriky, které by se dokdzaly diferenciovat dle naSich pfesnych pozadavkd, znély pied lety
jako pohddka budoucnosti. V soucasné dobé se doporucuje pouZiti pti 1écbé leukémie,
rakoviny kostni dfen¢ a neuroblastomu. Mezi dal$i pfedpoklddané aplikace je pii 1écbé
autoimunitnich onemocnéni, znovuvytvoreni B-bunék Langerhansovych ostriivki, ochr-
nuti po urazech, srde¢ni tkané po infarktu a dalsi. Mezi jejich kladné vlastnosti fadime:

* schopnost opravit poskozenou tkan,

* podpora ristu puvodnich bunék,

* regulace zanétlivého procesu,

* nepritomnost MHC-II a B-7 komplexu - moZnost transplantace bez nutnosti imu-

nosuprese. [21]

3.1.2 Aplikace a sledovani

Lékaiska aplikace probiha formou injek&ntho vstiikovani 1 — 100 x 10 MSCS do po-
zadované oblasti (koZni jizva, kolenni kloub, ...). Po aplikaci je poZadovano sledovéani
interakce mezi zdravymi a patologickymi buikami v téle. Tento poZadavek spolu s roz-
loZenim distribuce po aplikaci a v dlouhodobém casovém obdobi (tydny, mésice) vedl
k dilezité volbé monitorovaciho néstroje, ktery by to umoZznil.

'Nediferencované Zivocisné buiiky se schopnosti déleni a diferenciace — pfeména na jiny typ.
2Vice omezené ve svém riistu a diferenciaci, napf. krvetvorné tvoif krevni elementy.
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Nejrozsifenéj$im a neinvazivnim nastrojem se stala magneticka rezonance. MRI umoz-
fluje in vivo zobrazovani transplantovanych bunék a jejich distribuci v klinické praxi. Zob-
razeni bun€k je snimdno ve tfech rozmérech, spolu s vizualizaci okolni tkané. Aby bylo
mozné odlisit MSC od ptivodnich bunék, potfebujeme vhodné kontrastni ¢inidlo. Nano-
Castice superparamagnetického oxidu Zelezitého (SPIO) jsou nejvhodnéjsi volbou mezi
MRI kontrastnimi ¢inidly pro znaceni kmenovych bunék. [19]

3.2 Zelezité nanocastice v biologii a mediciné

Nanod4stice jsou typické svymi velmi malymi rozméry, 1 — 100 x 10~ m, o kterych
¢asto nalézdme zminky v oblastech farmacii, medicin€, potravinovém ¢i odévnim pri-
myslu. Toto vSak neni jediné a striktni kritérium. Mohou byt kovové ¢i nekovové, vytvo-
fené z jednotlivych atomil nebo molekul, podle pfesné definovaného stavebniho principu.
Biologické struktury, které spliiuji velikostni a strukturni kritérium vSak vétSinou nepova-
Zujeme za nanocdstice (proteiny, RNA, DNA, viry,...). Kombinace kovového jidra a bio-
logického obalu je v§ak moznd. Tato struktura uZ napovidd, Ze se bude jednat o kulovity
tvar, déle se vSak vytvafi trubicky, hvézdice, disky nebo dokonce i plochy.

Mezi klicovou vlastnost nano¢dstic musim zminit schopnost nevytvéret vétsi mikro-
¢astice nebo souvislou krystalickou ¢i amorfni strukturu. Nejjednodussi rozdélent je podle
materidlu, ze kterého jsou Cdstice vytvoreny. Jelikoz ve své praci vyuzivam specificky
druh nanocdstic, text niZze bude specificky zaméfen na tuto konkrétni oblast.

Komer¢ni Fe-NP se laboratorné vyrabi uz od poloviny 20. stoleti. Existuje vice metod
jejich pifpravy, mezi nejastéjsi miZeme zaiadit precipitaci®, elektrochemickou syntézu*

nebo i sol-gel metody®.

3.2.1 Pouziti

V prostiedi in vivo se nejvice uplatnily superparamagnetické Zelezité nanocastice. Dnes
existuji Ctyfi zdkladni metodiky pro jejich vyuZiti.

1. Kontrastni ldtky pro MRI scanner. Tyto ¢dstice nepronikaji do bunék, pouze vy-
plni dany orgdnovy nebo télni prostor. Tim vytvoii potfebny kontrast na vysledném
obraze.

2. Selektivni zachyceni na buiiky, které maji specifické markery. Volné plujici fecis-
tém, pomoci magnetického pole miizeme smérovat do konkrétni oblasti. Ndsledné
mohou ovlivnit metabolismus cilové buiiky - nastartovat apoptdzu, omezit déleni

bunky.

3Vznik nové oddélené pevné fize ve fizi kapalné nebo zkondenzované kapalné latky v plynné fazi.
4Syntéza v elektrochemické celle.
SPfeména koloidni suspenze na pevnou latku.
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3. Typ se specidlni povrchovou upravou, kterd umoziiuje pronikdni do nitra bunéénych
struktur. Diky tomu jsou struktury kontrastni a mizeme mapovat jejich rozloZeni na
MRI skeneru.

4. Akumulace ex vivo do bunék, které jsou ureny k transplantaci (kmenové, mesen-
chymadlni stromdlni buiiky, chondrocyty). Tyto buiiky lze po aplikaci nékolik dni
detailné sledovat pomoci MRI.

Prvni metoda je dnes béZnd, zbylé tfi jsou ve fazich experimentdlnich testd. Materi-
alové laboratofe se zabyvaji studiem a nalezenim vhodnych Castic, které by nebyly pa-
togenni pro organismus, nezpusobovaly komplikace (tvorba agregatu, alergické reakce,
akumulace v organech, ...). Netoxické, nemutagenni a dostatecné kontrastni je vSak jen
malé procento vyrobenych Zelezitych nanocéstic. Toto neni zdleZitost jednoho odpoledne
v laboratofi. Vyladéni syntézy trva nékolik mésicii, biologické testovani i nékolik let.[ 18]

Fe-NP jsou vyuZivany i jako kontrastni latky, které jsou schopny zvyraznit biologické
struktury pomoci svételného mikroskopu. Abychom nemuseli dodateéné vyuZivat pri-
davné barveni, sta¢i ndm k nanocdsticim navdzat organické barvivo - napf. rhodamin.

Namisto tohoto fluorochromu mizeme také vyuZit kvantové tecky.5[18]

3.3 SPIO

Kontrastni latky (SPIO) MR jsou tvofené z nano krystalkti oxidl Zeleza, viz obr. 3.1. Pres-
néji z maghemitu -y- FeoO3 nebo magnetitu Fe3Oy. Tyto dvé formy vykazuji silné mag-
netické vlastnosti dosaZzitelné v nizkych magnetickych polich (< 1,5 T'), tim se dostali
mezi favority v biomedicinskych aplikacich. Pokud se nim podafi syntetizovat nanocas-
tice tak, aby méli velikost mensi nez ~ 30 nm, stanou se dokonce superparamagnetickymi
uz pii pokojové teploté. Uplatnéni si naSly nejenom v oblasti MRI, ale i v biomagnetic-
kych separacich, magnetické hypertermii nebo i v cilené dopravé 1éCiv.[23] [21]

3.3.1 Struktura

Nanocastice jsou vétSinou tvofeny kovovym jadrem, které je obaleno organickou vrstvou
(dextran, citrat, PEG), viz obr. 3.2. Obaleni je nutné z diivodu zamezeni reakce nanocastic
s krevni plazmou, zabranéni agregace - lepsi dispergace. Na tuto horni vrstvu se teprve
umist’ uji protildtky, enzymy nebo jiné biologicky aktivni latky. Vyhodou je moZnost mag-
netické separace aktivnich latek po skonceni reakce.[24]

®Pomalu za¢inaji nahrazovat fluorochromy. Vyhodou je totiZ vys3i svitivost, mensi spektralni piekryv,
¢asov4 stabilita a mensi fotovybélovani.
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Obr. 3.1: SPIO nanodcastice 5 nm. Prevzato z [22]

Obr. 3.2: Schéma SPIO nanodéstice obalené polymernim obalem (P). Na obale jsou va-

zebnd mista, pro navdzani funk¢ni skupiny. Pfevzato z [26]

Velikost SPIO nanocéstic v biomedicinskych aplikacich se pohybuje od nékolika nm
pro jednotlivé Castice az do nékolika stovek nm pro klastry. SPIO nanodéstice se vy-
znacuji extrémné velkymi magnetickymi momenty (nasycend magnetizace je v rozmezi
60 — 80 emu/g), které maji vliv na MRI signal.[21]

Superparamagnetismus

Pokud budeme zmenSovat Castice Zeleza azZ do nano rozmérd, 1ze dosdhnout superpara-
megnetismu ¢dstic. Na této drovni se anizotropni energie, kterd udrZuje nulovy magne-
ticky moment domén, musi vyrovndvat s energii teplotnich fluktuaci. Tyto energie stii-
davé prevazuji, teplotni energie je schopna preklopit smér magnetizace bez pritomnosti
vné&jiiho magnetického pole, viz obr. 3.3. Cas mezi preklopenimi se nazyva Néelav rela-
xaéni ¢as. V tomto superparamagnetickém stavu vykazuji ¢astice velice rychlou odezvu
na vnéjsi magnetické pole. To vede k dosaZeni vice magnetickych skeni za jednotku Casu.
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Obr. 3.3: Znazornéni dvou odlisSnych magnetickych stavi. Prevzato z [27]

Jednodoménovost

7 Y2z

Jev, ktery se spojuje s koneCnou velikosti ¢astic. Magneticky materidl je tvofen jednotli-
vymi doménami, ty maji své magnetické momenty a ty svym uspofdddnim tvofi vlastni
magnetické pole latky. Pokud se materidl pfehoupne pfes Curieovu teplotu’, pravidelnost
domén je naruSena a litka ztrici své feromagnetické vlastnosti. Pokud budeme zmensSo-
nez celkovy ubytek energie pfi rozdélovani domény do mensich domén. Tehdy dochazi
k jevu, ktery zveme jednodoménovost. Vysledkem jsou magnetické momenty, které jsou
usporadany ve stejném sméru. Nasledkem je vysokd hodnota vysledného magnetického

momentu. [27]

3.3.2 Metabolismus

S riznymi obaly se méni farmakokinetika a ndslednd distribuce nanoc¢dstic. Imunitni sys-
tém je odhali v organismu i pres obalovou vrstvu. Nanoddstice jsou pohlcovany mak-
rofagy, predevs§im v jatrech, sleziné a kostni dfeni. PoloCas Zivota nanocastic v téle je
1 — 36 hod (mensi Castice-delsi polocas). Metabolické procesy v lidském téle jsou vyssi
nez u zvitat. Metabolismus SPIO uvnitf buné€k je z4visly na chemickém sloZeni (v makro-
fagu miize dojit ke kompletni degradaci uz za 7 dni). Degradace obalové vrstvy - dextranu
kon¢i eliminaci v mo¢i, 89 % v 56 dnech. Vzhledem k individualité jedincd, zdravotnim
stavu a variacim v obalovém sloZeni, nelze predikovat farmakokinetiku z dostupnych mé-

feni na jinych Casticich.[23] [24] [21]

TCourierova teplota pro FesOs — 622°C.
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3.4 Rhodamin

Rhodamin je heterocyklickd sloucenina, kterd se zarazuje do skupiny organickych flu-
orofort. Je schopna kovalentni vazby s kyselinou m - 2,3 dimerkaptojantarovou. Tato
kyselina oznacovand jako DMSA je schopna interagovat s povrchem SPIO NP a vytvaret
tak pomyslny obal. S povrchovou ptitomnosti DMSA kyseliny jsou na povrchu SPIO NP
negativni naboje. Tento zadporné nabity obal zabranuje shlukovani jednotlivych nanocééstic
v roztoku. [20]

Ptiprava fluorescencnich SPIO NP je sloZena z nékolika chemickych latek a reakci.
V obr. 3.4 je zndzornén pribéh reaked.

1) EDC
OH > NHCH2CH-S )
‘ ‘l 2) cystamine 1) DMSA, femofluid
LA AN Y o N 2) TMAQH, pHS
Rhodamine B ! h
2 3) HCI, pHT

1) DMSA, pHT

2) KOH, pH11
_—
3) pH4, ferrofiuid

4) TMACH, pHg
5)HCI, pHT

Fluorescein diacetate S-maleimide

Obr. 3.4: Syntéza fluorescencné znaCenych SPIO nanocastic. Prevzato z [25]

Dalsi metodou je navdzat rhodamin B isothiokyanat na SPIO NP obohacenou o OH™
skupinu bez potieby polymerniho obalu. Vazba je tvofena opacnymi elektrickymi na-
boji mezi rhodaminem a SPIO NP. Timto typem vazby eliminujeme nutnost polymerniho
obalu okolo NP. Vysledny objekt je stdle ptistupny vazbé dalsich biofunkcnich latek (en-
zymy, glok6zo oxiddzy), prostfednictvim kovalentni vazby na isothiokyandtovou skupinu
rhodaminu. Vyhodou této obal postradajici Castice je, Ze nezeslabuje magnetické odezvy.
To je jeden z diivodi, pro¢ se tento novy typ vazby hodi pro 1ékaiské aplikace, a timto
zpusobem navizany rhodamin je pouzit pro barveni MSC v této praci. [20]
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4 AKVIZICE DAT

Aby v nasledujicich kapitolach bylo dosazeno objektivnich vysledki, je nutné pii procesu
ziskdvani obrazovych dat dodrZovat vstupni parametry na optimélnich hodnotach. Pokud
by napfiklad byla zménéna v pribéhu experimentu vyznamné excitacni energie laseru,
vzorek by absorboval vice energie a na detekcnim zafizeni bychom nasnimali vét$i pocet
silnéji zéricich pixeld. Béhem dlouhodobého vedeni exerimentu by odli§né parametry

nastaveni komplikovaly hodnoceni vyvoje vlastnosti vzorku.

Tab. 4.1: Nastaveni energie excitatniho zafeni a smartgainu hybridniho detektoru HyD 1
u vzorku A a AR.

Typ vzorku A AR

Casovd znatka | 1.Den 12.Den | I.Den 12.Den 18.Den
Excitace laseru 0,5 % 0,5 %

Gain vyhasinani 129 % 129 % 183 %
Gain spektralni 289 % 294 % 420 % 500 %

Pfi snimdni MSC s nabarvenymi SPIO ¢ésticemi se v pribéhu osmndactidenniho expe-
rimentu osvédcCila excita¢ni energie laseru na hodnoté 0,5 % a smartgain u hybridniho
detektoru HyD 1 na hodnoté 129 % pro vyhasindni fluorescence a 289 % pro spekt-
rélni snimdni. S pfibyvajicimi dny experimentu, byla nutné zvySovat hodnotu smartgain,
viz tab. 4.1.

Tab. 4.2: Nastaveni energie excitatniho zafeni a smartgainu hybridniho detektoru HyD 1

u vzorku B.

Typ vzorku B

Casovd znatka | 1.Den | 12. Den | 18. Den
Excitace laseru | 0,5% | 4 % 0,5 %
Gain vyhasinani | 129 % | 500 % | 183 %
Gain spektrilni | 289 % | 163 % | 183 %

Experiment je tvofen tfemi typy dat. Vzorek B je zdmérné uveden v samostatné ta-

bulce, viz 4.2, protoZe jeho hodnoty bylo nutné korigovat nejvice.
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Parametry uvedené v tab. 4.1 a 4.2 nejsou jedinymi dilleZitymi parametry. V akvizic-

nim panelu, viz obr. 4.1, bylo nutné nastavit dal$i parametry:

reZim snimdani (Acquisition Mode) - pfepindni mezi reZimy snimani xyz a xy,
vystupni rozliSeni obrazu v pixelech (Format) - hodnota 512 x 512 px,
rastrovaci rychlost snimani obrazu (Speed) - pro Zivé ndhledy vhodna frekvence
600 H z pro samotné snimani byla pouZita frekvence nizsi - 200 H z,
pribliZzeni objektivu ke vzorku (Zoom) - snahou bylo dostat buiiku na stfed objektivu
tak, aby zabirala co nejvétsi plochu. Pocatecni hodnota 0, 75 se ukdzala jako vhodna
pro zobrazeni celé buriky a postupem ¢asu nebyla ménéna,
priamérovani fadka obrazu pro eliminaci Sumu (Line Average) - pouZito pruméro-
vani dvou radki.

Experiments Acquisition
v Acquisition Mode

wh S

v XY: 512512 | 100 Hz | 0.75 | 1.00 AU

Format:

Speed :

Bidirectional X:
Zoom factor: Q@

Zoom In:

Image Size :

Pixel Size :

Optical Section:

512 x 512
100Hz %

-

2456.03 pm * 246.03 pm

48147 nm * 48147 nm
0896 pm Q

Optimize xy Format
Pixel Dwell Time: 4.88 ps Frame Rate;: 0.169/<
Line Average :
3 @ #
@K
vy

W

Line Accue

Frame Average :

1
i
1
1

Frame Accu:
Auto Gain

e ] 0.00

Rotation:

Pinhole :

Obr. 4.1: Akvizi¢ni panel experimentu.

Dle typu nastaveného snimaného reZimu xy\ nebo zyz se liSily i dal$i podpanely.
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U prvniho snimaciho reZimu bylo nutné nastavit poc¢atecni a koncovou vlnovou délku
detekce. Pocet detekcnich kroki a jejich Sitku, viz obr. 4.2.

¥ M-5can Range Properties:

Detection Begin:
Detection End:

Total Detection Range: 110 nm

Detection Band Width: 15 nm
MNo. of Detection Steps: nj|=

M-Detechion Stepsize: 9.5 nm

PMT Selection:

Obr. 4.2: Akvizi¢ni panel experimentu. Spektralni vlastnosti reZimu.

Tab. 4.3: RozloZeni spektralnich pasem.

Interval 1 2 3 |4 5 6 7 8 9 10 11
Begin [A] | 540 | 549,5 | 559 | 568,5 | 578 | 587,5 | 597 | 606,5 | 616 | 625,5 | 635
End [\] | 555 |564,5| 574 | 583,5 | 593 | 602,5 | 612 | 621,5 | 631 | 640,5 | 650

Ve druhém rezimu bylo potfeba zvolit pocet obrazii, které budou tvorit snimanou sek-
venci, viz obr. 4.3. Ze znalosti o tomto typu snimaciho reZimu vime, Ze je tfeba nastavit
Cas otevfeni a zavieni clonky po ukonceni excitace, viz tab. 4.4.

Seguential Scan

Seq 1| Seq Z||| Seq 3
Seq 5! Seqg 6| Seq 7

Seq. 9

Between Lines

Between Frames

Between Stacks

Obr. 4.3: Akvizi¢ni panel k nastaveni poctu snimki u sekvence xyz.
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Tab. 4.4: Nastaveni Casovych intervall pro otevieni clonky u jednotlivych snimkd.

Snimek | Casové okno [ns]
0-35

1-4,5

2-55

3-6,5

4-17,5

5-85

6-9,5

7-10,5

8-11,5

OC| 0| Q[N | W

Excita¢ni vlnova délka byla v experimentech nastavena na hodnotu 530 nm. Tato
hodnota byla zvolena jako nejlepsi pro naSe méfeni, vychdzelo se z dostupnych naméfte-
nych dat v obr. 4.4. Emisni interval byl zvolen u spektrdlniho reZimu snimani na hodnotu
540 — 650 nm, ktery podrobnéji déli tab. 4.3. U méfeni doby vyhasindni fluorescence byl
interval na hodnoté 560 — 615 nm. Tento interval je zdmérné kratsi z ddvodu minimalni

emisni energie v okrajovych vlnovych délkéch.

m
-1
g
5
3
=
3

Intensity

w
&

12 3
Aisueyu|

X 2 o 507 61 5 63 0
537 547 557 567 577 587 597 607 617 627 637 Emission: 563nm
Emission (nm) Excitation: 529nm

Obr. 4.4: Spektrilni sken typu A square pro vybér excitacni vinové délky.
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5 PROGRAMOVE VYBAVENI PRO HODNOCENI FLU-
ORESCENCNICH PARAMETRU

Sestaveny software pro vyhodnoceni naméfenych dat se sklddd ze dvou ¢éasti. Prvni je
samotnd analyza obrazovych dat, kde dochézi k nacteni obrazovych dat, zadani vstupnich
parametrd experimentu, spusténi analyzy a ndsledné vyexportovani dat. Druhd ¢ast soft-
waru prevadi tato Ciselna data do grafické podoby, kterd je vhodnd pro jejich nédslednou
interpretaci.

Vystupem z mikroskopu jsou vyexportované sady obrazii ve formétu ¢: f. V analyze
doby vyhasinani fluorescence to je devét snimkil a u méfeni spektralniho posunu to je
jedendct snimki na butiku. Pfed samotnym spusténim vyhodnocovaciho softwaru je nutné

data vytfidit do adresari, dle nize uvedeného schématu, viz obr. 5.1.

oo B

zm
eg Den 12 —_
RN ey

8 Den 18 | -_
g Spekirini

Typ Bunék A

Obr. 5.1: Diagram zndzornujici roztfidéni vstupnich dat do slozek.

Nacteni dat probihd vybérem dat v piisluSném adresafi. UZivateli je ponechdna vol-
nost zanedbani néjaké obrazové sady. Po nacteni obrazovych dat je nutné vyplnit vstupni
parametry, které slouzi k oznaceni dat a ndsledné normalizaci pfi riznych nastaveni ze-
sileni/smartgain. Pracovni algoritmus programu je schematicky znazornén na obr. 5.2.

Pracovni aplikace je zndzornéna na obr. 5.3.

5.1 Ukazkovy priklad

Vstupem do programu budou ¢étyfi spektralni obrazové sady, kazda sada zde reprezentuje
jednu buiiku, kterd byla nasniméana jedendcti snimky. To ddvd dohromady dtyficet Ctyfi
snimki. Po vyplnéni vstupnich parametrt je spusténa funkce ROI - region of interest,
kde si uzivatel pomoci ohrani¢i oblast zdjmu. Timto ohrani¢enim vznikne maska, kter4 je
tvofend logickymi 1 a 0. Maskou je rozndsobena matice obrazu (obraz je tvofen matici,
kterd nabyva hodnot 0 — 255). Z vysledné matice odstranime neohrani¢enou oblast a

zlstane nam pocet pixeld, které tvoii ohrani¢enou buiiku. Po sumaci v§ech hodnot v ROI
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Obr. 5.2: Vyvojovy diagram pracovniho algoritmu.

Naéti datz Vymas date UloZ dats
\u/ \M/ \&/ Vybér ROI Pokles intenzity fluorescence
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Cislo snimku, viz Legenda grafu

Legenda grafu

Analyza ROI byla dokonZena

Obr. 5.3: Prostfedi pracovni aplikace.

a podélenim pocétem pixelti dostaneme primérnou intenzitu emisni energie na jeden pixel.
Tato hodnota je pouZita pro srovnavani v casovém vyhasindni i ve spektralnich pasech.

Tento vypocet je aplikovdn na kazdy obraz v sad€. Po poslednim vypoctu sady se for
cyklus postard o nacteni dalsi sady. Opét je uzivateli umoznéno ohraniceni nové buiiky.
Tento postup se opakuje dokud jsou v paméti nezanalyzované obrazy. Vystupni data se
ukladaji do struktury, kterou je moZno na konci analyzy ulozit. Struktura obsahuje ves-
keré analyzované udaje o obrazech, spolu se vstupnimi parametry a casovou znackou pro
snadnéjsi identifikaci dat.

Druha ¢ast aplikace slouzi k nacteni uloZenych vysledkt analyzy. Je uzpiisobena pro
nacteni tii vyhasinacich a tii spektralnich vysledkt analyzy. Pomoci vnitintho systému
switch a case si uZivatel vybere, do kterého grafického okna chce zobrazit vysledky ana-
lyzy. Po nacteni prislusnych dat Ize prejit k vyhodnoceni.
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6 HODNOCENI NAMERENYCH DAT

Veskerd naméfend data byla zpracovana v programu MATLAB ve verzi r2012b. Nezbytné
vstupni parametry experimentll jsou prehledné zpracovany v tabulkich 4.1 a 4.2. Kom-
pletni zdiznamy - obrazové a meta soubory jsou k nalezeni na priloZeném disku. Pro snad-
néjsi orientaci v adresafich na pfiloZzeném médiu je popsédn prehled slozek v textové pri-
loze A.2.

V priibéhu semestrdlni prace se doba Zivota fluorescence a spektralni posuv hodnotily
na obrazovych datech, které byly porizeny v kontinudlnim reZimu sniméni. Experimenty
byly znaceny jako dlouhodobé — doba trvani jednoho experimentu presahovala dvanact
hodin. Nasledné zpracovani dat vSak ukédzalo problémy technického rdazu. Burky ztrd-
cely schopnost adherence a odplouvaly mimo fokusovanou rovinu. Hodnoceni dat bylo
poté provadéno vétSinou z Cast, které neptesahovaly osm hodin. Béhem této zkoumané
doby nebyl prokdzan vyznamny posun emisniho maxima viz obr. 6.1 nebo zména v dobé

vyhasindni fluorescence viz obr. 6.2.

\yvoj emisniho maxima v reZimu kontinualniho snimani

08~f
06— .
Qd—]

gl

Normalizovana intenzita jasu

Dob i tu [h
Pozice snimku v sadé (rozsah 550-640 nm) 10 120 oba experimentu [h]

Obr. 6.1: Kontinudlni analyza zmény emisniho maxima fluoroforu - normalizovéno.

V bakaléiské praci se proto zménil zpisob porizovani obrazli. Data byla pofizovdna
z kratkodobého sniméni, které bylo provddéno béhem delsiho casového obdobi - méfeni
bylo provedeno na burikich starych jeden, dvanict a osmndact dnt. V mezicase byly buiiky
bezpecné uloZeny v inkubdtoru. Aby se splnily podminky zadani, bylo tfeba nasnimat
takova data, kterd by umoZnila ohodnotit pfipadny spektrdlni posuv barviva a dobu Zi-
vota fluorescence zdvislou na casovém pribéhu experimentu. Déle se méli tyto parametry

zkoumat u bunék, které byly vystaveny odliSnym prostredim.

38



Vyvoj doby vyhasinani fluorescence v reZzimu kontinualniho sniméani
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Obr. 6.2: Kontinudlni analyza zmény doby vyhasindni fluoroforu - normalizovéno.

V experimentech jsou snimdny MSC buriky, které jsou v textu znaceny jako typ A,
AR a B. Prvni zminéné A-buiiky byly vystaveny stresovému faktoru (hypoxie'), AR-
buiiky byly peclivé kultivovdny v laboratofi a B buiiky byly Cerstvé odebrany. Takovymto
vybérem byla splnéna podminka rozdilného prostredi, které miize mit vliv na sledované

parametry

6.1 Doba zivota fluorescence

K hodnoceni doby Zivota fluorescence je vyuZito sekvenéniho reZimu snimani v médu
xyz viz obr. 6.3, ukdzka takto nasnimanych dat pro typ MSC — A 1 se nachdzi v obrazové
ptiloze A.1. Tento reZim umoZnuje nastavit odlisné hodnoty TimeGate pro kazdy snimek.
Zvolené hodnoty TimeGate jsou uvedeny v tabulce 4.4.

Predpoklad pfed samotnym méfenim byl takovy, Ze intracelularni prostfedi a enzymy
s pribyvajici dobou, budou piisobit na NP i organické barvivo. To by mohlo mit za na-
sledek naptiklad rozruSeni vazné vrstvy mezi barvivem a NP. SniZend hodnota pH v or-
ganickém prostfedi by mohla uspisit degradaci barviva, nebo NP a projevit se rozdilnymi
hodnotami ve sniméni v prvnim a poslednim dni experimentu.

Zpracovany vystup pro hodnoceni doby Zivota fluorescence se nachdzi v obrdzcich 6.4,
6.526.6.

IP¥i experimentech je hypoxického stavu dosaZeno tak, Ze v kultivaénim prostiedi je vytvoreno slozeni
vzduchu o sloZeni: kyslik (5 %), oxid uhlicity (5 %) a dusik (90 %). Toto prostfedi m4 simulovat ischemicky

stav v tkdni. Bylo pozorovano, Ze buriky jsou Zivéjsi a maji rychlej$i metabolismus. Enzymatické procesy
by mély rychleji degradovat fluorescencni slozku nanocastic.
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Obr. 6.3: Ukézka nastaveni detektoru pro méfeni doby vyhasindni fluorescence.
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Obr. 6.4: Analyza doby vyhasindni fluorescence, buitkky MSC - A - normalizovano.

Naméfend data MSC - A vykazuji klesajici trend v intenzité fluorescence. Rozdil v po-

Cate¢nich intenzitdch mezi vzorky starymi jeden a dvanéct dni byl 50 %. P¥i¢inou by mohl

byt rychlejsi metabolismus bunék, ktery vedl k jejich pred¢asnému zaniku a proto v grafu

nejsou data z osmnéctého dne. V tab. 6.1 jsou uvedeny hodnoty poloasu?. MSC - A m4

pro oba ¢asové vzorky podobny polocas.

2Zde mygleno jako doba, za kterou klesne intenzita fluorescence na polovinu.
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Tab. 6.1: Hodnoty poloc¢asu vzorkii MSC - A, AR a B.

vzorek | polocas [ns] | vzorek | polocas [ns] | vzorek | polocas [ns]
Al 1,08 AR1 | 1,01 B1 1,06
Al12 |0,99 AR 12 | 0,40 B12 | 0,20

AR 18 | 0,44 B 18 0,40

Namétend data MSC - AR, viz obr. 6.5, opét vykazuji klesajici trend v intenzité fluo-

rescence. Rozdil mezi pocatecnimi intenzitami, které byly nasnimanymi v prvnim a dva-
nactém dnu je 30 %. V pozdéjsim méfeni - AR 18, kopiruje kfivka poklesu fluorescence
data z dvanactého dne. Strmost poklesu mezi prvnim a druhym snimkem (AR 12 a 18)

indikuje rychlejsi dobu vyhasindni fluorescence, viz tab. 6.1.
Znazornéni pribéhu intenzity jasu

v analyze vyhasinani fluorescence u MSC - AR -
normalizovano na stejné maximum
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Obr. 6.5: Analyza doby vyhasindni fluorescence, buitky MSC - AR - normalizovéno.

Posledni vzorek MSC - B, viz obr. 6.6, nemél pfedpoklddany pribéh intenzity flu-
orescence. Cerstvé odebrané buiiky pravdépodobn& nebyly schopny pohltit SPIO &s-
tice s navdzanym barvivem v dostate¢né mife. Spousta bunck jevila zndmky poSkozeni,
popraskané bunécné stény a ve vzorcich byla spousta odumfelych prebytkd stén. Data
naznacuji, Ze bunky, které prezily a podafilo se jim délit, nashromazdily prebytky bar-

viva. Ndsledné se svou malou velikosti vykazuji nejvyssi primérné hodnoty intenzity

fluorescence. Rychlost vyhasinani vSak drZi svij klesajici charakter, viz tab.6.1.
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Obr. 6.6: Analyza doby vyhasinani fluorescence, buiikky MSC - B - normalizovéno.

Pro celkové ohodnoceni doby Zivota fluorescence (doba trvéani fluorescence) vyjdeme
z grafii 6.4, 6.5 a 6.6. Sedmy snimek v potadi byl uz pod hodnotou deseti procent poca-
te¢ni intenzity. Pokud budeme brét tuto hladinu jako limitni, vyplyne ndm, Ze doba trvani
fluorescence se pohybovala v rozmezi 5 — 8,5 ns. Pokud bychom se vSak podivali Cisté
na obrazova data, tento ¢as by bylo nutné dokonce zkratit az na interval 3 — 6, 5 ns.

6.2 Spektralni vlastnosti

Vstupni parametry pro spektrdlni rezim snimani zy\ byly odvozeny z reZimu A square.
Tento reZim umoznuje uzivateli zobrazit zavislost excitaéni a emisni vinové délky. Nej-
vyS$$i excitace a emise pro nase pouzitd data byla 529 nm a 563 nm. Tyto dvé hodnoty
byly brany v potaz pfi sestavovani detekéniho rozsahu pro méfeni posunu emisniho ma-
xima. Rozsah byl zvolen v hodnotach 540 — 650 nm, WLL byl nastaven na vlnovovou
délku 530 nm. Cely zkoumany interval byl rozdé€len do jedendcti dild, viz tab. 4.3. Z této
tabulky vyplyvéd, Ze emisni maximum se nachdzi v intervalu ¢. 3. Tento oznaceny interval
odpovida vilnovému rozsahu 559 — 574 nm.

Ze zpracovanych dat pro prvni typ MSC — A, viz obr. 6.7, 1ze pozorovat, Ze nejvyssi
interval na obou grafech, je vSak az Ctvrty, ktery odpovidd hodnoté 568,5 — 583, 5 nm.
Stejnych vysledkli dosahujeme i pfi naméfeni MSC - AR a MSC - B, viz obrdzky 6.8
a6.9.

Pokud bychom se zaméfili na charakteristiku ndbézné a sestupné Casti spektra v po-
¢ateCnim obr. 4.4, ktery zobrazuje zédvislost excitacnich a emisnich vlnovych délek, tak
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Znézornéni prib&hu intenzity fluorescence ve spektralnim reZimu u bunék MSC - A - normalizovéno
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Obr. 6.7: Spektrélni sekvencni rezim - MSC - A. Hranice interval oznacenych jako 1 az
11 jsou definovany hodnotami vlnovych délek v tab.4.3.

Znazornéni pribé&hu intenzity fluorescence ve spektralnim redimu u bunék MSC - AR - normalizovéno
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Obr. 6.8: Spektralni sekvencni reZim - MSC - AR. Hranice intervali oznacenych jako 1
aZ 11 jsou definovdny hodnotami vlnovych délek v tab.4.3.

si 1ze povSimnout odlisnych strmosti. Nédstupnd ¢4st spektra je vice prikrd, nez sestupna
¢ast. Pokud bychom na obraz potizeny v rezimu lambda square aplikovaly stejné délici
intervaly, povSimli bychom si, Ze ve tfetim intervalu jsou vétsi skoky mezi hodnotami
vlnovych délek nez ve ¢tvrtém. Pomalejsi pokles hodnot zptisobuje po sumaci vyssi hod-

noty intenzity fluorescence ve ¢tvrtém intervalu.
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Znazornéni prib&hu intenzity fluorescence ve spektralnim re2imu u bunék MSC - B - normalizovano
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Obr. 6.9: Spektrélni sekven¢ni rezim - MSC - B. Hranice intervalii oznacenych jako 1 az
11 jsou definovany hodnotami vlnovych délek v tab.4.3.

Ve vétsiné pripadi byla nutnd korekce zesileni detektoru, protoZe rozlozeni emisni
energie nebylo konstantni v celém sledovaném rozsahu. Patficné hodnoty zesileni jsou
uvedeny v tabulkdch 4.1 a 4.2.

Z grafickych vystup pro MSC — A a MSC - AR, viz obr. 6.7 a 6.8, je patrny kle-
sajici trend intenzity fluorescence. Se zvySujicim se stafim bunck dochédzelo k poklesu
podilu dodand energie/vydand energie. Tento pozorovany pokles by mohl byt zapfiCi-
nén tepelnymi ztradtami a ibytkem funkcnich molekul, které jsou schopny emitovat zareni
na zkoumanych vlnovych délkdch. Béhem osmnéctidenniho experiment nebyl pozoro-
van vyznamny posun maxima emisni vinové délky. Tento posun vSak mohl zlstat skryt
z divodu vétsi sitky jednotlivych zkoumanych intervalil - 15 nm. Pokud by byl zvolen
uzsi interval, dochdzelo by k vét§simu energetickému namédhani buriky (absorpce excitani
energie, kterd se projevuje i tepeln¢), to by mohlo vést k nenavratnému poskozeni bunéc-
nych struktur.

Graficky vystup pro MSC - B vSak naznacuje uplné opacny trend. Celkova inten-
zita fluorescence stoupd, emisni maximum se vSak stdle nachdzi ve Ctvrtém intervalu.
Po osmndcti dnech je zde patrné dvacetindsobné zvétsSeni oproti hodnotdm z prvniho dne.
Celkové chovéni tohoto typu MSC vykazuje nestandartni a obtizné interpretovatelna data.
Moznou pric¢inou tohoto chovani miize byt nedostate¢nd tprava vzorku po odbéru, stres

vystaveny pfevozem na pracovi$té nebo vrozend vada bunék.
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6.3 Velikost bunék

Béhem experimentdlniho méfeni bylo nutné data néjakou formou normalizovat, k tomuto
ucelu poslouzila plocha reprezentativni roviny. Pfi kazdém méfeni se v ndhledovém re-
Zimu nasnimalo vice rovin, ta, kterd na monitoru jevila nejvyssi jas, se stala tzv. reprezen-
tativni rovinou. Pro nejjednodussi porovnéni intenzity jasu mezi buiikami stacilo secist
hodnoty jasovych pixelil a podélit je plochou ohrani¢ené oblasti. Zprimérované hodnoty
plochy pro jednotlivé typy vzorkl se nachdzi v tab. 6.2.

Tab. 6.2: Naméfené velikosti bunék.

Plocha [px] Casova znacka

Typ bunék | denl | den 12 | den 18

A 73374 | 35729 | neméfeno
AR 70214 | 64270 | 6579

B 69535 | 45528 | 1497

Predpoklad, Ze buiiky budou s pokracujicim délenim zmensovat svou plochu, byl pro-
kazan u vSech tfi typi MSC. Data v tab. 6.2 jsou pro snadnéjsi interpretaci normalizovana
a zndzornéna v obr. 6.11. Nejvétsi rozdil ve velikostech v prvnich dvanicti dnech byl
zaznamendn u vzorku MSC — A, plocha se zmenSila na 48 % puvodni velikosti. Vzorek
MSC - B klesl na 65 % a vzorek MSC — AR na pouhych 91 %, viz obr. 6.10. Tento pokles
plochy byl s nejvétsi pravdépodobnosti zplisoben délenim bunék v prostiedi, samo déleni
muZe nastat ve tfech riznych variantdch:

1. symetrické - vznik dvou identickych bunék, s vlastnostmi MSC. Zde dochézi k mno-

Zeni populace,

2. asymetrické - jedna burika je s MSC vlastnostmi a druhd je diferenciovana,

3. diferenciacni - obé buiiky maji novy fenotyp.

Obr. 6.10: Ukdzka zmenSujici se plochy bunék typu MSC - AR, zleva pro den 1, 12 a 18.
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Zobrazeni vyvoje velikosti vzorkl bunék v éase
T

lzorek A
— [ vzorek AR
B zorck B

o
w
T

o o
~ w
T T

o
=)
I

Normalizovana plocha buriky
o =]
I wh
T T

o
w
I

02

01

1 ] 12 18
Casovy zaznam vzorku [den]

Obr. 6.11: Normalizované zndzornéni velikosti bunék v pribéhu experimentu.

Tyto délici procesy jsou ndhodné, zpisobuji v§ak mnoZeni populace. Proces rozmno-
Zovani bunécné populace probiha délenim - zdvojnasobenim vnitfnich organel a nasledné
vytvorenim jaderné membrany, kterd prepazi buniku na dvé poloviny. To ma za nésledek
pokles velikosti. Dalo by se oponovat myslenkou, Ze buiika miize za néjaky cas dosdahnout
pivodnich rozméra. V limitovaném prostiedi (plochou i Zivinami) se vSak vyCerpavaji
zdroje energie a velikost vétSinou zlistava jako pii rozdéleni.

Z teoretického hlediska by mohla nastat situace, pfi které bude buiika pomysIné stat
v misce a nebude leZet - tim pddem bychom naméfili mensi plochu. Tento stav vSak vylu-
cuje obecny fyzikdlni predpoklad, kdy se objekty snaZi byt ve stavu s nejmensi vnitini
energii. JelikoZ jsou builkky adherované v misce, kinetickou energii miizeme zanedbat
a soustiedime se pouze na co nejniZsi potenciondlni energii. Proto se touto mysSlenkou
neni potfeba znepokojovat.
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7 ZAVER

Cilem bakalérské prace bylo poridit sady intenzitnich a spektralnich snimki k ohodnoceni
doby zZivota fluorescence a posunu spektra barviva u mezenchymalnich kmenovych bunék,
které obsahovaly Zelezité nanocéstice s navdzanym Rhodaminem. K témto nasnimanym
obrazovym datim bylo nutné navrhnout a realizovat algoritmus pro jejich zpracovani.

V préci provedena literdrni reSerSe v oblasti fluorescence, konfokdlni mikroskopie
a zkoumanymi buiikami. Jsou zde vysvétleny fyzikdlni pojmy nutné k pochopeni jevu
fluorescence, popis pouZzitého programového a hardwarového vybaveni konfokdlniho mi-
kroskopu a v neposledni fadé pojmy souvisejici s fluorescencni znaéenim MSC Zelezi-
tymi superparamagnetickymi nanocasticemi. Ziskané praktické zkuSenosti v programo-
vém prostiedi, ktery je soucdsti mikroskopu v laboratofi Ustavu biomedicinského inZe-
nyrstvi, byly aktivné vyuZity pfi zisku sekvencnich obrazovych dat.

Ve druhé poloviné je prace soustfedéna na popis parametrti sekvencnich rezimi slou-
Zicich k ziskavani sekvencnich dat, které byly vyuzity k ohodnoceni spektrdlniho posunu
a doby vyhasinani fluorescence. Veskeré dilezité vstupni parametry jsou zde prehledné
zobrazeny v tabulkich jako vychozi hodnoty pro pfipadné navazujici prace zabyvajici se
touto tematikou.

Pro ucely zpracovani namétrenych dat byl navrhnut vlastni algoritmus, ktery byl reali-
zovan v programovém prostredi Matlab r2012b. Tento vysledny software je ve formé jed-
noduchého grafického rozhrani, z diitvodu snadné obsluhy ¢lovékem, ktery bézné s Matla-
bem nepracuje. S nejvyssi pravdépodobnosti bude nadédle vyuZivan pro statistické zpra-
covani velkych objema mikroskopickych dat ziskanych pro ticely hodnoceni doby Zivota
fluorescence nebo spektrdlniho posunu. K analytickému softwaru byl sestaven obrazovy
manudl, ktery se nachdzi v ptiloze A.3.

V predchozi semestralni praci byl pouZit dlouhodoby kontinudlni reZim sniméni dat.
Jelikoz takto pofizend data nejevila vyznamné zmény ve sledovanych parametrech, tato
bakaléiskd prace pristoupila k odliSné metodé ziskdvéani obrazovych dat. Nyni jsou data
ziskdvéana v kratkodobém sekvencnim reZimu snimani. K analyze ndm poslouzily tfi od-
lisné vzorky mezenchymalnich kmenovych bunék. Prvni byly po dobu experimentu vy-
staveny hypoxickému prostiedi, druhé byly kultivovdny v laboratornich podminkach a
treti byly Cerstvé odebrdny darci. Na téchto tfech typech bunék byl otestovan algoritmus
pro méfeni doby vyhasinani fluorescence a spektrdlniho posunu. Namétfené vystupy byly
prehledné zpracovany do grafii k jejich ndslednému hodnoceni.

Mezenchymadlni kmenové buiky s pfibyvajicim délenim zmenSovaly svou plochu.
Pii¢inou byla omezend plocha kultivaéni misky a omezené zdsoby Zivin. Zelezité na-
nocastice obarvené Rhodaminem se pfi kaZzdém déleni rozdélily mezi dcefinné buriky.
Enzymatické procesy mély s velkou pravdépodobnosti vliv na vlastnosti fluorescenéniho
barviva. Ve dvou pfipadech byl sledovéan celkovy pokles intenzity fluorescence a strméjsi
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charakteristika pribehu vyhasindni. Béhem experimentl vSak nebyl sledovan vyznamny
spektrdlni posun emisniho maxima fluoroforu. Je na zvdZeni, zda zvolit uzsi interval za
cenu mozné absorpce vyssi energie, kterd muze vést k nendvratnému poskozeni bunéc-

nych struktur.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

WLL White light laser - ,,bily laser*

ROI Region of interest - oblast vybéru

HyD Hybridni detektor

IR Infrared - infracerveny

PCF Photonic crystal fiber - typ optického vldkna

AOBS Acousto optical beam splitter - akusticky déli¢ svazku

AOTF Acousto optical tunable filter - akusticky filtr optického svazku
FLIM Fluorescence lifetime imaging

SP Spektrofotometricky

OLED Organic light-emitting diode

TCSPC Time-Correlated Single Photon Counting

TTTR Time-Tagged Time-Resolved

GUI Graphic user interface

Fe-NP Ferrum-NanoParticles

PEG Polyethylenglykol

MRi Magnetic Resonance imaging

MSC Mezenchymal stem cells - Mezenchymalni kmenové buriky
tif Tagged image format

mat Matlab binary file

PEG polyethylenglykol

SPIO NP Superparamagnetic iron nanoparticles - Superparamagnetické Zelezité

nanocastice
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A PRILOHA

A.1 Ukazka namérenych dat

Obr. A.1: Sekvence vyhasinani fluorescence, MSC - A 1 den
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A.2 Obsah prilozeného CD

Hlavni adreséf s ndzvem - Priloha-bakalarska-prace-Mocko-2015 obsahuje:

1. Adresar - Elektronickd verze bakalarské prace, ve kterém se nachdzi vlastni baka-
lafska prace ve formatu pdf.

2. Adresar - Nezpracovand data z experimentu spolu s meta soubory, kde se nachdzi
kompletni vyexportovand data z konfokdlniho mikroskopu, nejsou nijak upraveny.
Obsahuji veskeré meta soubory s detailnimi hodnotami nastaveni mikroskopu. Pro
experimentdlni ucely a vyzkouseni aplikace s pfiloZenymi soubory, pouZijte soubor
»Nastaveni GULxIs®, ktery je umistén v adresafi Cislo 3.

3. Adresar - Software pro analyzu dat, ktery obsahuje dva pracovni skripty spolu s
naméfenymi daty ve formatu mat. Hlavni skript MYGUI a vedlejsi skript EXPORT-
GUI. Névody k obsluze viz piiloha A.3 a A.4 V této sloZce je také soubor ,,Read
me*“, ktery obsahuje nutné pokyny ke spusténi vhodného skriptu.

4. Adresar - Zpracovand data pro GUI aplikaci, kde se nachazi roztfidéné soubory pro
analytické GUI.
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A.3 Navod pro praci s analytickym skriptem MYGUI

Na pfiloZzeném disku, ve sloZce Software pro analyzu dat se nachdzi hlavni programovy
skript s nizvem MYGUI. SlouZi k nacteni a analyze obrazovych dat z mikroskopu.

File Edit View Insert Tools Desktop Window” b
| B Select File to Open - 23 )

G| ) v naepeiment » A > 28H b lifetime ~ [ 42 |[ Pronicdat: ifetime )

Naéti data VymaZ data UloZ data
Uspofdadat + Nové slozka
- =] Obrazky
Potvrd nastaveni vstupu B Mocko-16-4-201 | | Mocke-16-4-201 | | Mocko-16-4-201
Videa

=~ 0 @
'r Oblibené polozky
Poiet snimkii v sadé: % Dropbox
=l Naposledy navitivené £
Zesileni/ Gain: B Plocha
5 vzorekA-24H_| 5 wzorekA-24H_| 5_vzorekA-24H_|
Posun snimku pro N N bl_z0_ch03 bl_z0_ch04 bl _20_ch05

vytvofeni masky .
#% Domaci skupina
1% Pocitad
Spust RO B Mictni dick (09 X B

Nazev souberu: "Mocko-16-4-2015_vzorekA-24H_Jbl 0 » _Lrg8 -

Zvoltyp analyzovanjch dat: (@) Spektralni data B L Mocko-16-4-201 | | Mocko-16-4-201 | | Mocko-16-4-201
Litetime data L Disk Google 5 vzorekA-24H | | | 5 vzorekA-24H | | | 5 vzorekA-24H |
& OneDrive E b1_20_ch00 b1_20_ch01 b1_20_ch02

Poi. vinova délka

Konc. vinova délka: =4 Knihowvny
| Dokumenty

Casova znatka
&' Hudba

Probiha vybér vstupnich

obrazovych dat. 2 I Storno

Autor: Stefan Mocko Ta . . I I . I I | | |
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 07 0.8 09 1

Obr. A.2: 1. Stisknutim tlacitka Nacti data je otevieno dialogové okno pro vybér dat k
analyze. 2. Po stisknuti Otevrit jsou data nahrdna do paméti aplikace.

Poéet snimkd v sadé; ]
Zesileni/ Gain: 125
Zvol typ anatyzovanych dat: Spektralni data

@ Lifetime data

Poc. vinova délka: 1
Konc. vinova délka: 2
Cazova znadka den 1

Potvrd nastaveni vstupu 3

Posun snimku pro

vytvoreni masky

Obr. A.3: 3. Ve vstupnim panelu je nutné vyplnit poc¢atecni hodnoty parametrii experi-
mentu a potvrdit stiskem Potvrd’ nastaveni vstupu.
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Posun =nimku pro

vytvoleni masky

Spust ROI 5

Obr. A.4: 4. Smérova tlacitka slouzi prevazné pro vybér nejjasnéjsiho obrazu pro aplikaci
ROI masky. 5. Spust’” ROI zpiisobi spusténi algoritmu s vybérem ROL.

Natti data

| WymaZ data

g Vybér ROI

Pocet snimki v sadé:

Zesileni/ Gain: 129

Zvol typ analyzovanych dat:

Poc. vinova délka: 1

Konc. vinova délka 2

Casové znadka den

Posun snimku pro
vytvofeni mazky

Spust ROI

Probiha ROl Analyza

Autor: Stefan Mocko

Obr. A.5: 6. UZivatel si ohraniCuje oblast zijmu volnym vybérem jednim nepferusovanym

tahem.
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Pokles intenzity fluorescence
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Obr. A.6: 7. Graficky vystup slouzi ke kontrole sledovanych parametrti. 8. Legenda ke
grafu s patfiCnymi parametry experimentu.

Nacti data

l VymaZ data l UloZ data

9

Pot. vinova délka: 1

Kone. vinovs délka: 2 10

Casové znacka den 1

Potvrd nastaveni vstupu

Posun snimku pro

wytvofeni mazky

Obr. A.7: 9. Stiskem UloZ data se zobrazi uzivateli okno. 10. V tomto okné je nutné
pojmenovat vystupni soubor s experimentdlnimi daty a po stisku OK je soubor uloZen v
kofenovém adresafi programu.
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A.4 Navod pro praci s vyhodnocovacim skriptem EXPORT-
GUI

Skript EXPORTGUI slouZi k vyjadfeni zmény sledovanych parametrii pti dlouhodobém

sz s
snimani.
1 n Select File to Open - ﬂ
Naéti data 1
\ )% . % matzpracovanadata » AR - |+ Prohledat: AR P‘
. 08 @'\J | : — [ 4] :
Uspofadat « Movié slozka = 0 @
0.6 ) . A =
/¢ Oblibené polozky dzev poloFlos Datum zmény 1
04 23 Dropbox 7] ARIDLIFE 16.5.2015 71:48 s
=] Naposledy navitive %] AR1DSPEK 16.5.2015 21:50 4
0.2 B Plocha 7| AR12DLIFE 16.5.2015 21:53 4
4L Stazené soubory 4] AR12DSPEK 16.5.2015 22:04 E
0.' & Disk Google |7 AR1BDLIFE 16.5.2015 22:01 5
& OneDrive |7 AR18DSPEK 16.5.2015 22:03 4
Wybér okna . B
) ) 1 3 Knihovny Ndhle(l neni k
@1 D4 2 dispozici.
_ - @ Dokumenty
62 - 08 ' Hudbz
)3 @8 :
(=] Obrazky
0.6 B videa B
04 *d Domici skupina
0.2 1M pogitad
B Mictni dickrra 74 i I b
0.' Mazev souboru: "AR1DLIFE" "AR1DSPEK" "AR12DLIFE" "1 ~
3 Storno

Obr. A.8: 1. Tlacitkem Nacti data je uzivateli umoZnéno najit cilovy adresar s exportova-
nymi daty. 2. - 3. Po oznacdeni soubord, jsou stiskem Otevit data nactena do programu.
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l Nacti data

AR12DSPEK. mat
AR18DLIFE. mat
AR18DSPEK. mat

Vykresli graf

Obr. A.9: 4. V listboxu je nutné vybrat nacteny soubor. 5. Pomoci radiobuttonu si zvolit
pozici grafického okna. 6. Samotny stisk Vykresli graf ve zvoleném okné vykresli namé-
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