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ABSTRAKT

Tato prace popisuje zkoumani viability kardiomyocyti pomoci konfokalni mikroskopie.
Teoreticky uvod zahrnuje zakladni principy fluorescence a vyuziti fluorescencnich barviv
v bunécné biologii. Dale se vénuje struktufe kardiomyocytl, izolaci jednotlivych bunék ze
srdce a metodam meéfeni jejich viability. V neposledni fadé je zde popsan konfokalni
mikroskop jako hlavni nastroj pii zobrazovani kardiomyocyt. Dalsi kapitoly se pak jiz vénuji
vlastnim experimentim a jejich vyhodnocovani.

KLICOVA SLOVA

Fluorescence, fluorescencni barvivo, viabilita kardiomyocytu, konfokalni mikroskopie, detekce
hran

ABSTRACT

This work describes the study of cardiomyocytes viability using confocal microscopy. The
theoretic introduction covers the basic principle of fluorescence together with fluoresceins in
cells biology. The struction of cardiomyocytes, their selection from the lively heart and the
methods of viability examination is comprised in the next part. The third topic is about
confocal mikroskopy and its posibilities in cardiomyocytes imaging. In next chapters are
described the experiments and their evaluating.
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Uvod

Kardiomyocyty — buriky, bez kterych si zivot na vy$§i Grovni nedokdzeme predstavit.
Jejich kazdodenni prace nam zajistuje Zivotaschopnost vSech organu v téle, i srdce samotného.
Diky nim totiz miZe neustale proudit tekuta tkaii, krev, do vSech &asti lidského téla. Ziviny,
teplo i dulezité signalni latky — za jejich dostatek ve vSech organech jsou tyto buriky z velké
casti zodpoveédné.

To vSe jiz lidstvo davno vi, ale jejich podrobngjsi zkoumani nam umoziuje az technika
poslednich desitek let. V srdci jich je totiz tolik, ze jejich rozméry musi byt miniaturni. V této

oblasti jiz lidské oko selhdva a na pomoc musi pfijit technicka vymozenost - mikroskop.
Nejprve svételny, pak elektronovy a nyni konfokalni.

Studium viability kardiomyocyti s vyuzitim konfokalni mikroskopie v sobé zahrnuje jeste
do nedavné doby dva zcela odli§né obory — pfirodovédny a technicky. V posledni dobé je ¢im
dal tim vice zfejmé, Ze jeden bez druhého se jen stézi obejdou. Technicky pokrok velmi
zrychlil a 1 usnadnil vyzkum vseho zivého, ale na druhou stranu v mnoha piipadech se technici
inspirovali jevy v ptirodé se vyskytujicimi odnepaméti a zdokonalili je do té podoby, ve které

je zname dnes.

Tato bakalarska prace ma za ukol pfiblizit svét mikroskopt a fluorescencnich barviv,
pomoci nichz se daji zkoumat bunky a jejich viabilita. Dale se prace zaméfuje na bunky
myokardu, u kterych se zkoumal pokles intenzity fluorescence v Case a s tim spojené ménici se
rozméry téchto bunek. Zajimala nas také meénici se doba Zzivota fluorescence pii kazdém
Casovém snimani. Tyto parametry viability jsou dale zpracovavany v programu Matlab, ve

kterém byla k tomuto ucelu vytvorena graficka reprezentace.
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1 Fluorescence

1.1 Zakladni princip

Fluorescence je druh luminiscence, kdy dochéazi pomoci zafeni o urCité vinové délce
k excitaci elektroni na vyssi energetické hladiny. Nasledné se excitovana molekula stfetava
s okolnimi molekulami, pficemz odevzdava nadbyte¢nou energii. Tohoto jevu vyuziva pro
zobrazovani metoda FRET, ktera bude rozebrana pozdéji. Pomoci téchto srazek se excitovana
molekula dostava az na nejniz§i moznou vibracni hladinu excitovaného stavu S; elektronu.
Mezi touto a zakladni hladinou je vSak jiz moc velky energeticky rozdil, ktery pouhym
odevzdavanim tepla nelze srovnat. Pfi névratu na zéakladni hladinu je tedy vyzéafena energie
v podobé emitovaného zafeni, které ma ale vyssi vinové délky nez plivodni excitacni zafeni,
protoze predchazejicim procesem molekula ztratila urcité kvantum energie. Tento d&j je
vyjadien Stokesovym zakonem, ktery ma zasadni vyznam pro citlivost fluorescen¢nich
technik:

Aem 2 Aex

ey

Sekundarni zafeni u fluorescence je velmi kratké, zhruba 10® s. Tim se tento jev odliuje
od fosforescence, u které se mize doba zafeni protahnout az na jednotky sekund po ukonceni
primarniho zafeni. Vice informaci muzete vycist z nasledujiciho obrazku, ktery schematicky
zobrazuje Jablonskiho diagram, ktery popisuje energetické zmény pifi prechodech mezi
jednotlivymi kvantovymi stavy:

Jablonski Energy Diagram

Excitation
( A?ssorption) E5xclted Singlet States N—
* —_— rationa
e gonds 52% 5 :I-Energy States
Internal % Internal
Conveasion 4 Conversion
e = Delayed
Vibrational i
Relaxation S1 H Fluor&ence
(1074 10" sec)  ° 5 Excited
A v ———3 Triplet
X 1 State
Flugresc7ence fidernwnt o (T,
<.10° ntersystem
(107°- 107" Sec) Crosysing
Intersystem
Crosysing Non-Radiative
N Relaxation
(Triplet)
Quenching
~ Phosphorescence

-3 2
Non-Radiative g (10.°=10 Se0)
Relaxation o

WA

o =N

Figure 1

Ground State

Obrizek 1. Rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci (pirevzato z [11])
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Fluorescenci 1ze charakterizovat pomoci intenzity, spektralniho slozeni, polarizace, doby
dohasinani a koherentnich vlastnosti. Co se tyka intenzity, tak pii pouziti citlivych fotonasobict
pro detekci fluorescencniho zafeni a pfi buzeni intenzivnim svétlem lze detekovat koncentrace
rozpusténych latek az 10-12 mol/l. Méfeni polarizace fluorescence pak poskytuje informace o
fluidit¢ membran, interakcich ligand-receptor nebo protein-DNA, proteolyze, kontrakci svala a

aktivité proteinkinaz. [4]

1.1.1 Zhéaseni fluorescence

ZhaSeni fluorescence lze definovat jako bimolekularni proces, ktery snizuje kvantovy
vytézek fluorescence beze zmeény fluorescencniho emisniho spektra. Muze byt disledkem
raznych procest. Srazkové (dynamické) zhaSeni nastava, kdyz je fluorofor v excitovaném
stavu deaktivovan (tj. navraci se nezafivé do zékladniho stavu) pii srazce s molekulou
zhéaSedla. Molekuly nejsou pfi tomto procesu chemicky zménény na rozdil od statického
zhaSeni, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhaSedla vytvari nefluorescencni komplex.
SamozhasSeni je zhaseni fluoroforu jim samotnym, které nastava pii jeho vysokych
koncentracich ve vzorku. Ke snizovani kvantového vytézku dochazi také s rostouci teplotou.
Snizeni intenzity fluorescence dynamickym zhaSenim je popsano Sternovou-Volmerovou

rovnici:
q)O/q) = TO/T =1+ kq To Cq,

(2)
kde je @ — kvantovy vytézek fluorescence za nepfitomnosti zhéasedla, @ - totéz za
pritomnosti zhaSedla o koncentraci C4, v — doba dohasinani fluorescence bez zhasedla, 7 -

doba dohasinani v pritomnosti zhasedla, k, — bimolekularni zhaSeci konstanta (= bimolekularni

rychlostni konstanta urcena difuzi vynasobena u¢innosti zhasent).

Nejcastejsim zhasedlem fluorescence je molekularni kyslik (O2). Dale fluorescenci zhéaSeji
(v disledku mezisystémové konverze) atomy halogent jako je brom a jod. [4]

1.1.2 VyuZiti mimo mikroskopii
Nejcasteji je fluorescence vyuzivana spektrofluorimetry, kde se méfi stiedni signal celého
vzorku umisténého obvykle v kyveté nebo v jamce mikrodestiCky. Fluorescencni skenery pak
meéfi fluorescenci dvojrozmérnych makroskopickych objekti. A nakonec pratokové cytometry,

jejichz princip bude vysvétlen pozdéji. [3], [4]

1.2 Fluorescencni barviva

Pfi zobrazovani bunék pomoci konfokalniho mikroskopu musime zajistit, aby nami
sledovany vzorek obsahoval takové slouCeniny, u kterych lze ocekavat vySe popsany jev,
fluorescenci. Tyto latky se nazyvaji fluorescenéni barviva a rozdéluji se na vnitini, které se

13



v bunkach pfirozené vyskytuji, a na vné&jsi, které jsou do vzorku ptidavany za ucelem lepSiho

zviditelnéni urcitych struktur. [4]

1.2.1 Vnitini fluorofory

V burikach lze fluorescenci pozorovat zejména u organickych latek, které obsahuji
aromatické cykly. Mezi né patii napfiklad aminokyseliny tryptofan, tyrosin nebo fenylalanin,

které jsou obsazeny v proteinech a jejich sekundarni zafeni se nachazi v ultrafialové oblasti.
Tabulka 1. Lakowicz: Fluorescenéni parametry aminokyselin (prevzato z [1])

Fluorofor Aex™ (nm)  Aem™ (nm) kvantovy vytézek doba zivota (ns)

Tryptofan 295 353 0,13 3,1

Tyrozin 275 304 0,14 3,6

Fenylalanin 260 282 0,02 6,8

Dale pak zde miizeme nalézt redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) a
nikotinamidadenindinukleotid fosfatu (NADPH), oxidované formy flavoproteini a vitamin A,
které vSechny vyzatuji zafeni na vinovych délkach mezi modrou a zlutou barvou. Do posledni
skupiny, ktera emituje barvu Cervenou, pak patfi cytochromy, peroxidaza, hemoglobin a pro

nas dalezity myoglobin, ktery se hojné vyskytuje v srde¢ni svaloving. [4]

1.2.2 Vnéjsi fluorofory

Pokud ale chceme naopak zvyraznit bunécné struktury, které tyto slouceniny neobsahuyji,
nezbyva nam nic jiného, nez vyuzit barvivo, které se chemickou cestou na danou strukturu
navaze, a tim nam ji v mikroskopu zviditelni. Tento zpisob zkoumani je daleko Castéjsi a
budeme jej vyuzivat 1 v naSem piipadé. Néktera barviva nezavisi na okolnim prostredi a
intenzita fluorescence je u nich vzdycky konstantni. Jind jsou naopak specifickd pro dané
molekuly a vykazuji riznou intenzitu fluorescence v zavislosti na daném prostiedi. Idealnimi
barvivy jsou chemicky stabilni, rozpustné a netoxické latky vhodné velikosti, které neméni
vlastnosti struktury, k niz jou pfipojeny. Vnéjsi fluorofory se rozdé€luji na fluorescen¢ni znacky,

sondy a indikéatory.

Fluorescen¢ni znaCky se ke sledovanym molekulam véazi kovalentni vazbou.
Nejznaméjs§imi  fluorescenénimi  znaCkami  jsou fluoresceinizothiokynat (FITC) a
tetrametylrhodaminizothiokyanat (TRITC).

Pokud se barvivo vaze k molekule nekovalentni vazbou, pak je oznacovéano jako
fluorescen¢ni sonda. Tyto latky se vyuzivaji pii studiu zmén konformace bilkovin, tloustky
membran, membranového potencialu nebo tfeba viskozity prostedi. Toto jsou vSechno dulezité

faktory pfi rozhodovéani o viabilité butiky.
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Jako fluorescencni indikatory jsou oznaCovany fluorofory, jejichz spektralni vlastnosti jsou
citlivé na urcitou latku. V soucasné dob¢ jsou dostupné fluorescencni indikatory pro radu latek,
vcetné vapniku, hoiciku, sodiku, chloru, kysliku, fosfatu, amint a pro pH. Pro studium Zzivych
bunék jsou uziteCné acetoxymetylové (AM) a acetatové estery fluorescencnich indikatora,
protoze zatimco puvodni indikator neprochazi bunécnou membranou, jeho AM nebo acetatovy
ester tak snadno Cini (nenabita molekula). Uvnitf buiky vznika plsobenim nespecifickych
esteraz puvodni indikator. Piikladem je fluorescein diacetat, Quin-2 AM, Fura-2 AM a dalsi.

(4]

1.3 VyuZiti v bunécné biologii

Stejné jako se v radiologii pouziva kontrastnich latek pro lepsi zobrazeni tkani v lidském
téle, tak podobné potrebujeme fluorescencni barviva pro sledovani struktur uvniti buiky,
pokud tedy jiz né&jaké takové latky se zde nevyskytuji pfirozené. Toto bylo rozebrano
v predchozi kapitole a nyni se pojdme podivat na to, jak se da vyuzit znalost, ze urcité

struktury vykazuji fluorescenci a jiné naopak ne.

Aplikace fluorescencnich technik pfi studiu buriky nam, za prvé, umoziuje kontrastovani
bunécnych struktur v zivych i fixovanych buinikach. To znamena, Ze muzeme pozorovat
nukleové kyseliny, jadra, jadérka, chromozomy, organely, cytoskelet ¢i bunénou sténu. Dale
fluorescence slouzi k detekovani bakterii, kvasinek nebo plisni ve tkanich. Kromé rozli§ovani
zivych a nezivych bunék, ¢imz se zabyva tato prace, mlizeme méfit pH, koncentraci
intracelularnich iont, monitorovat membranovy potencial, transport membranou a zkoumat

interakce 1é¢iv s membranou.

Sledovanim pohybu molekul mezi buiikami v tkanich ¢i mezi jednotlivymi strukturami
v ramci jedné buriky lze zaznamenat doba pifepisu genu nebo doba, za kterou je mozno dany
enzym znovu pouzit. Imunofluorescencni techniky se pak vyuzivaji v 1ékarské diagnostice,
imunologii, hematologiia genetice. Samotnou fluorescenci rozsifuji zobrazovaci techniky jako
TIRF, FRET, FLIM, FLIP a FRAP. [3], [7]

1.3.1 TIRF

Spojeni totalniho odrazu svétla na rozhrani dvou prostiedi s fluorescenci je zakladem této
mikroskopové metody. Zakladni princip TIRF (Total Internal Reflection fluorescency) spociva
v tom, ze pfi totalnim odrazu svétla na rozhrani dvou ruznych prostiedi pronika cast svétla y
prvniho prostiedi do druhého prostiedi, pficemz hloubka priniku je velmi mala. Nachazi-li se
v tomto prostoru n&jaky objekt, pak nastava rozptyl svétla na tomto objektu a dany objekt
muzeme pozorovat. Je-li v objektu fluorofor citlivy na excitaéni svétlo, pak dochazi
k fluorescenci. Objekty nachazejici se mimo oblast priniku svétla nejsou pozorovatelné.
Metoda umoziiuje zobrazit i takové objekty, jejichz velikost lezi pod mezi rozli§ni pouzitého
mikroskopového objektivu. Velikou vyhodou je to, ze obraz velmi vysoky kontrast
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s minimalnim Sumem zpusobenym fluorescenci pozadi, protoze u fluoroforti dale od povrchu
nedochazi k excitaci. [10],[13]

1.3.2 FRET

Forstertv rezonan¢ni pienos energie je fyzikalni jev popisujici pfenos energie mezi dvéma
fluorofory. Pfi vhodné zvolenych fluoroforech mize donor, ktery je v excitovaném stavu,
prenést energii na akceptor pomoci nezafivé dipdl — dipdl interakce. Vysledkem je excitovana
molekula akceptoru, ktera pak vyzafi energii, kterou vSak puvodné absorboval donor.
Efektivita tohoto pfenou je nepiimo Uumeérna Sesté mocnin¢ vzdalenosti mezi donorem a
akceptorem, coz Cini FRET extrémné citlivym na malé vzdalenosti. Tato metoda se tedy
pouziva pro méfeni nanometrovych vzdalenosti a jejich zmén mezi molekulami in vivo 1 in
vitro. Mizeme také pozorovat prostorové rozlozeni membranovych receptord nebo interakce
mezi proteiny. [7], [10],[13]

1.3.3 FLIM

Oproti klasické konfokalni mikroskopii se pfi FLIM metodé (Fluorescence lifetime
imaging) sleduje Casovy pokles fluorescence po excitaci. Pfi vyuziti superkontinualniho zdroje
je vyuzivana jeho pulzni povaha, kdy je perioda excitaéniho pulzu zvolena delSi, nez je Casovy
pokles vyvolané fluorescence. Metodou FLIM lze urcit dal§i informace o studovaném
prostredi, napfiklad iontovou koncentraci. Délka zivota fluorescence se pohybuje v rozmezi od
nékolika pikosekund az po jednotky nanosekund. Z davodu takto kratkych Cast je pii této
zobrazovaci technice velmi vhodné vyuziti femtolasera. [7], [10], [13],

Délka Zivota fluorescence je definovana jako Cas, po ktery fluorescen¢ni barvivo zustava
v excitovaném stavu. Je ovlivnén druhem barviva a také prostiedim, ve kterém fluorescenci
zkoumame. To znamena, ze délka zivota fluorescence se muze ménit, kdyz dojde ke zméné

polarity, pH, teploty ¢i iontové koncentrace. [18], [21]

1.3.4 FRAP

Tato zkratka, volné prelozena, znamena obnoveni fluorescence po fotovybéleni. Vyuziva
tedy moznosti odstranit fluorescenci z ur¢ité vymezené oblasti buriky. Po urcité dobé ji vSak i
zde zaznamenavame, coz je dano pohybem makromolekul v cytosolu. To umoziuje studovat
dynamiku proteint v bunice. Navic se vyviji 1 opa¢na metoda, kdy se fotoaktivuje pouze urcita
molekula, ktera se dale sleduje. Neni tedy nutné, aby dochazelo k fotovybéleni. [10], [13]

1.3.5 FLIP

Jev, popsany v pfedchozim odstavci vuziva i1 tato metoda. Akorat namisto sledovani
opétovného narastu fluorescence ve vybéleném objemu po ozafeni laserem se pozoruje ubytek

fluorescence mimo vybéleny objem po ozafeni intenzivnim laserovym pulzem. [10], [13]
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1.3.6 Doba zivota fluorescence

Doba zivota fluorescence je Cas, ktery molekula stravi v excitovaném stavu. Protoze
stanovit ¢as od zaCatku excitace, kdy je opét intezita fluorescence nulova, je velmi
problematické, tak se v tomto piipade vétSinou vyuziva casové konstanty rau:

T=—
ke

3)

kde ke je rychlostni konstanta poklesu emise. Lze také definovat polocas zivota excitovaného
stavu tauin, u které se zjiStuje, za jak dlouho poklesne intenzita fluorescence na polovinu
pocatecni hodnoty [28]:

T In 2
12 = In—
ke

“4)

Pro leps$i pochopeni je zde uveden nasledujici obrazek:

Obrazek 2. Zavislost intenzity emise Ie na Case t (prevzato z [29])

1.3.7 Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie slouzi k analyze velkého mnozstvi jednotlivych bunék a umoziuje
identifikaci a separaci jejich subpopulaci. K tomu je vyuzivan laserovy paprsek. Jako zdroj je
zde pouzivan Argonovy laser o excitacni vinové délce 488 nm. A jak probiha vlastni méfeni?
Bunky jsou unaseny proudem nosné kapaliny do mémé cely, kde protnou laserovy paprsek.
Tak dojde k lomu a rozptylu svétla. Navic zde maze dojit k ozafeni fluoroforu, v tom piipadé je
oznaCovana jako FACS. Intenzita fluorescence je vSak nizsi nez u lomeného a rozptyleného

svétla, tudiz vyuzivame fotonasobic k zesileni signalu.
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Velkou vyhodou priitokové cytometrie je moZznost tiidéni bunék podle vybranych
vlastnosti, naptiklad podle Zivotaschopnosti bunék. Dale pak je zde moznost vySetfovani krve,

krevni dieng&, lymfatickych uzlin, likvoru, vypotki i bronchoalveolarni lavaze. [3]
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2 Viabilita kardiomyocytl

2.1 Kardiomyocyty

Srde¢ni buiiky mizeme podle jejich funkce rozdélit do dvou zakladnich skupin — pievodni
a pracovni. Jejich souhra pak vede k dulezitému projevu zivych bunék — stahovani a
uvolnovani se. I nékolik hodin po izolaci jednotlivych bunék z myokardu pozorujeme tento jev
pod mikroskopem. Protoze zde vSak jiz chybi napojeni na hlavni pacemakerové burky,

sinoatrialni uzel, probiha stahovani u kazdé burky ve vzorku rizné.

2.1.1 Pracovni bunky

Tyto zékladni stavebni kameny srdecni svaloviny, obaleny sarkolemou, jsou protahlého
tvaru délky okolo 100 mikrometrii s jednim jadrem uprostied, které obsahuje jedno az dveé
jadérka. Jejich rozméry hodné zaviseji na dobg, ve které byly ze srdce odebrany, mohou byt
tedy ve stavu kontrakce anebo dilatace. Navzijem jsou pospojovany interkalarnimi disky, kde
se vyskytuji mista snizeného odporu pro rychly prenos §ifeni podrazdéni z buiiky na buriku.

Tyto struktury jsou pod mikroskopem vidét jako svétlolomné linie.

Jinak jsou velmi podobné burikam ostatnich svalti az na to, ze se u nich vyskytuje faze
plato, ktera srdce do jisté miry chrani pred fibrilaci — jev, kdy se kazda burika stahuje, kdyz se
ji zachce a jakakoliv vys$si organizace nefunguje. Faze platd je zptusobena predevsim ionty
vapniku, které u bunék prodluzuji stav repolarizace, ve kterém nereaguji na zadné dalsi
elektrické podnéty. Zasobnikem téchto iontl jsou zejména membrany mitochondrii. Tato
téliska jsou zdrojem energie pro struktury, které hraji prim pfi kontrakci pracovnich bunék —
myofilamenta, u kterych lze pomoci mikroskopu sledovat stfidani tmavsich anizotropnich a

svétlejSich izotropnich prouzkd.

V sarkoplazmé pak mizeme pozorovat granula glykogenu, Golgiho aparat a myoglobin,
ktery plni funkci zasobarny kysliku. S vékem bunky lze také sledovat v blizkosti jadra
piibyvajici mnozstvi lysozomu, které obsahuji zluty a hnédy pigment, lipofuscin. VétSinu
membranové plochy buiiky netvofi povrchova sarkolema, nybrz jeji invaginace do nitra buriky.

[9]

2.1.2 Ptevodni bunky

Jejich hlavnim ukolem je nenechat druhou skupinu bun€k ani na chvili si oddechnout,
vzdyt kysliku a ostatnich surovin neni nikdy dost. Hlavni pacemaker, Sinoatrialni uzel, udava
pomoci napétovych impulsi tempo, podle kterého se vSechny pracovni buiiky budou postupné
stahovat. Dal§i pfevodni buiiky pak maji za ukol rozeslat impulsy do vSech Casti pracovniho
myokardu tak, aby srdce pracovalo jako jedna velka pumpa. Nasleduje tedy Atrioventrikularni
uzel, jediné misto, které umoziuje Sifeni vzruchii ze sini do komor. Zde je vzruch chvili

pozdrzen tak, aby se komory a siné nestahovaly soucasné, ale pekné za sebou. Buiky Hisova-
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Purkyriova systému pak co nejrychleji rozsifi vzruch do celého srdce. Co se velikosti tyka, jsou

obecné mensi nez buiky pracovni. [9]

2.2 Izolace bunék

Tento slozity proces zafina uspanim zvifete pomoci anestezie. Skrz kazi se pak dostaneme
k samotnému srdci, u kterého musime prestifihnout aortu a ostatni cévy rozvadejici krev do
celého téla 1 pfivadejici tuto viskozni tekutinu zpét do srdce. V tento okamzik vSak do srdce
prestavaji proudit veskeré ziviny a predevs§im kyslik, je proto nutné postupovat co nejrychleji.
Z tohoto divodu jej musime zaveésit na aparaturu a piipojit k roztoku, ktery srdci doda ziviny i

kyslik. Za zvySeného tlaku pak dojde k odkrveni pomoci heparinu.

Pfi provadéni experimentu si mizeme povSimnout docela vysoké tepové frekvence, které
srdce potkana vykazuje. Jak by biologové urcité dosveédcili, u vétSiny malych zvifat je tepova
frekvence rozhodné vyssi nez 72 tept za minutu, kterou méfime u zdravych dospélych osob.
Srdce prestane tepat v okamziku, kdy do néj pustime bezkalciovy roztok, protoze ke své praci
potiebuje koncentraci vapnikovych iontd o hodnoté 1 nmol. Velmi dulezité je spravné
odhadnout délku expozice enzymu, které jsou schopny rozvolnit konexony a uvolnit tak
jednotlivé buriky. V pripadé delsi expozice dochazi k natraveni i bun€k samotnych, coz ve
vétSiné piipadd znamena jejich smrt. Naopak velmi kratka expozice vede k nedostate¢nému
uvolnéni bunék. Poté mizeme jesté buriky rozdélit podle sini a komor. Nasleduje protfepani a
filtrace suspenze bunék, aby doslo k odstranéni poslednich zbytktu tkané. Pokud byl tento

experiment uspesny, pak mizeme pod mikroskopem pozorovat velké mnozstvi zivych bunék.

2.3 Metody méreni viability

Zivé buiiky maji na rozdil od t&ch v apoptoze nebo nekroze takové strukturni uspotadani,
které jim umoznuje rust, vyvijet se, plnit pozadované funkce a délit se v dcefiné bunky. Pfi
umirani buriky tedy dochézi ke strukturalnim zménam uvnitt buriky i1 v membrané. Napiiklad
za normalniho stavu polopropustnd membrana se stava propustnou i pro makromolekuly a
organely, bez kterych burika neni schopna dale prezivat. K urCeni zivotnosti bunék se nejcastéji

pouzivaji fluorescencni a kolorimetrické testy, ale 1ze vyuzit i testy radionuklidové.

2.3.1 Barveni trypanovou modii

Zakladni princip této metody spociva v tom, ze zivé builkky maji nepoSkozené membrany a
tudiz barvivo do cytoplazmy propoustéji jen velmi malo a bunka jej neustale aktivné
transportuje pres membranu do extracelularniho okoli. Mrtvé buiiky jsou touto modii naopak
zviditelnény. K vyhodnoceni viability pak stac¢i dat analyzovany vzorek pod svételny
mikroskop a urCovat poCet zivych a mrtvych bunék v jednotlivych Ctvereccich komirky. Po
obarveni je potfeba buriky analyzovat béhem péti minut. Pozdé&ji se nékteré zivé buiiky mohou
stat propustné a také se zabarvit, coz je problematické pfi stanovovani viability bunek. [15]
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2.3.2 Metody vyuZivajici fluorofory

Zkoumani viability bunék pomoci fluorescencnich barviv namisto radionuklidd, které byly
vyuzivany k tomuto ucelu v minulosti, pfinasi nékolik vyhod. Tento postup je mnohem
citlivejsi, bezpecnéjsi 1 levnéjsi. Potfebujeme k tomu ale kromeé barviva i zdroj impulsu (laser)
a nasledné detektor fluorescence, kterym muze byt fluorimetr, pratokovy cytometr nebo
konfokalni mikroskop. Z hlediska principu detekce viability muzeme fluorescencni sondy
rozdélit do tii hlavnich skupin: méfeni intracelularni esterasové aktivity, sledovani
membranové integrity a existence transmembranového potencialu. V nasledujicich odstavcich

budou néktera barviva rozebrana podrobnéji.

Nejcastéjsim indikatorem viability je calcein. Toto barvivo je vhodné diky svym
vlastnostem — muze byt transportovan pires bunéfnou membranu do zivych bunék. Jeho
excitacni vlnova délka je 495 nm, emisni vinova délka je pak 515 nm. Samotny calcein
fluorescen¢ni neni, avSak po vstupu do buriky se pomoci intracelularnich esterdz stava
hydrofilni a siln€ fluorescencni latkou, kterou néasledné vybudime do excitacniho stavu pomoci
laserového paprsku. Stukturni zména calceinu mé za nasledek to, ze jiz neni prostupny skrz
neporuSenou plazmatickou membranu. Uvnitf mrtvych bun€k se jiz aktivni esterazy
nevyskytuji, tudiz k odstranéni acetomethoxydi nedochazi a barvivo se proto uvniti bunky
nekumuluje. Pomoci téchto barviv se da zkoumat i imrti zivych bunék, jejichz esterazy stacily
jestd preménit ptvodni calcein na fluorescenéni. Ubytek intenzity fluorescencence uvnitf

bunky pak stanovuje, Ze membrana jiZ neni neporusSena, coz ve vétSin€ pripadi znaci smrt

bunky.
HOOC HO OH COOH
HoOoC.__ O O _-COOH
O

Obrizek 3. NEUROtiker: Calcein, 2008-4-16 (pievzato z [12])

Dalsi skupinou jsou fluorofory, které, podobné jako trypanovd modf, nemohou pronikat
pfes membranu zivych organismt. U mrtvych bunék pak dochazi k vazbé barviva na bunécné
struktury a tim padem 1 ke zméné fluorescencniho spektra. Témét vyhradné se pouzivaji latky,
které se v burice vazi na nukleové kyseliny, protoze ty se vyskytuji ve vSech burkach
v dostateCném mnozstvi. Do této skupiny patii vibec nejrozsifenéjsi fluorescen¢ni sonda
propidium jodid. Jde o fenantrolinové interkala¢ni ¢inidlo, které se vaze na nukleové kyseliny a
po vazbé dochazi k posunu a zesileni intenzity fluorescence emitované v Cervené oblasti
spektra. K detekci menSich poskozeni bunécnych funkci se pak pouziva ethidium bromid, ktery
je strukturné podobny propidium jodidu az na to, ze nese pouze jeden kladny naboj. Toto
barvivo je schopné prochézet skrz plazmatickou membranu, avSak zdrava buiika je schopna jej

aktivné pumpovat pry¢ z cytoplasmy.
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Obrazek 4. Strukturni vzorec propidium jodidu (prevzato z [5])
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Indikatorem bunécné wviability je rovnéz transmembranovy potencial udrzovany na
cytoplazmatické membrané ¢innosti iontovych pump. K méfeni tohoto potencidlu se pouzivaji
lipofilni barviva, ktera mohou volné€ prochazet cytoplazmatickou membranou do bunék a
hromadi se v nich v zavislosti na jejich naboji. Polarizované buriky kumulu;ji kationické sondy,
coz je napriklad rhodamin 123. Anionické sondy pak muzeme =zase najit u bunék
depolarizovanych. Vyuziti potenciometrickych sond k detekci viability je pomérné
komplikované, protoze koncentrace barviva je v intracelularnim prostoru ovlivnéna nejen
velikosti membranového potencidlu, ale také wvelikosti bunék samotnych, pfitomnosti
vazebnych mist, C¢innosti transmembranovych pump a v neposledni tadé propustnosti

obalovych vrstev.

Dal$i moznosti je vyuzit sadu LIVE/DEAD® Viability Assays. Ta nam nabizi jednoduché
uréeni zivych bun€k pomoci fluorescence mezi modrou a blizkou infracervenou oblasti.
Vyrobcei doporucuji, tak jako vSechny ostatni latky, které se pouzivaji k vnéjsi fluorescenci,
uchovéavat tento kit za snizené teploty v lednici a chranit jej pfed pfimym svétlem. Tato sada
obsahuje jednak vyse zminény calcein-AM, ktery urcuje intracelularni esterazovou aktivitu, a
pak také ethidium homodimer-1, pomoci kterého lze zjistit zase integritu membrany. Vyuziva

tedy dvou hlavnich ukazateld, podle kterych se urcuje viabilita buné€k. [5], [16], [17]
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Obrizek 5. Excitacni a emisni spektrum calceinu-AM (zelené) a ethidium homodimeru-1 (modie) (pirevzato
z [17])



3 Konfokélni mikroskopie

3.1 Zakladni popis

Konfokalni mikroskopy patfi mezi optické mikroskopy vyuzivajici laserového zateni
v oblasti 400 — 500 nm. Nespornou vyhodou téchto mikroskopt je ostrost diky sejmuti pouze
tenkého fezu, pfi kterém se struktury nad a pod rovinou nezobrazuji a tim padem nedochazi
k rozmazéavani obrazu. Toto je velkou nevyhodou mikroskopu fluorescencniho, ktery slouzi na
vétsing Skol jako levnéjsi varianta konfokalniho mikroskopu, protoze u téchto mikroskopti neni
potfeba laser, ktery je vyraznou polozkou v cené konfokalniho mikroskopu. Nevyhodnou
tohoto mikroskopu je difrakce, ktera se da odstranit az vyuzitim skenovaci optické mikroskopie

blizkého pole, které jsou v§ak konstrukéné€ narocnéjsi.

Zkoumany vzorek se muze zobrazit odrazem paprsku od exemplafe, pomoci fluorescence
barviva obsazeného ve vzorku nebo transmisi skrz exemplaf. Posledni jmenovand moznost je
vSak mén¢ Casta. V bunécné biologii je nejCasteji vyuzivana fluorescence, ktera ma na rozdil od
ostatnich dvou moznosti nékolik vyhod. Za prvé, miize byt vice senzitivni, protoze je mozné
pouzit vice druhli fluoroforti soucasné. Existuji zde vsak i nevyhody. Napftiklad, pfi pouziti
této techniky hrozi fotovybélovani, ke kterému dochazi pfi intenzivnim ozafeni fluorofort. Pti
tomto jevu dané barvivo trvale ztraci schopnost emitovat zafeni kvili nevratnym strukturnim
zménam. Pokud se ovSem zamezi pouziti intenzivnéjSiho buzeni fluorescence, pak je tento

proces cyklicky, coz je zdklad vysoké citlivosti fluorescen¢nich technik. [13], [18], [25]

3.2 Historie

Za prikopnika v oblasti konfokalni mikroskop je povazovan pan Marvin Minsky, ktery je
otcem myslenky zobrazit zkoumany vzorek bod za bodem v roviné zaostfeni pomoci pouze
téch paprsku, které prosli zaostfovaci dirkou. Tyto paprsky byly sbirany pomoci fotonasobice a
obraz byl rekonstruovan za vyuziti ,,dlouho-trvajici obrazovky. Na rozdil od dnesSnich
mikroskopud, jednotlivé body vzorku ziskaval posouvanim vzorku namisto posouvanim
svételného paprsku. Touto cestou se vyhnul prenastavovani citlivé optiky. K vertikalnimu
posouvani vzorku pouzil solenoid s hodnotou 60 Hz a horizontalnimu posunu jiny solenoid
s nizsi frekvenci. Timto zpasobem dosahl skenovaci doby zhruba 10 sekund na jeden obraz.
[25]

3.3 3D zobrazeni

Pomoci konfokalniho mikroskopu jsme déle schopni vytvofit 1 3D zobrazeni snimaného
vzorku. Data ze série optickych fezd sesbirana v kratkych a pravidelnych intervalech podél
optické osy jsou vyuzita pro 3D rekonstrukci. Software tak pomoci 2D obrazi vytvori 3D
ztvarnéni. Vytvareni smysluplnych 3D obrazi je slozité a k tomuto ucelu bylo vyvinuto nékolik
postupt. U konfokalniho mikroskopu miizeme vyuzit napiiklad tzv. ,,alpha blending“. Tato
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technika 3D zobrazeni nasobi kazdy pixel 2D matice tenkych fezli vypoctenou vahou
nazyvanou ,,alpha“ hodnota, ¢imz se docili rizné prihlednosti u jednotlivych fezi. Vysledkem
je obraz, ktery vypada jako 3D struktura. [25]

3.4 Limitujici parametry

Konfokalni mikroskop, jako ostatné kazdy jiny takovy pfistroj, ma i fadu limitujicich
omezeni a Casto se museji vytvaret kompromisi, aby vysledny obraz byl co nejoptimalnéjsi.
Pojd'me se tedy nékteré z nich podivat podrobngji.

3.4.1 Rozliseni
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Obrazek 6. Srovnani konfokailni mikroskopie s jinymi metodami zobrazovani (pfevzato z [6] a upraveno)

Rozliseni u konfokalniho, stejné jako u ostatnich mikrokopti, souvisi s difrakci. Tento
fyzikalni jev se projevuje v ohniskové roving jako tzv. ,,vzdusny disk®, jehoz rozméry zaviseji
na vlnové délce paprsku vychazejiciho ze zdroje zareni a na numerické apertufe Cocky
objektivu. Z vySe uvedeného obrazku je patrné, ze pii spravném zpusobu zobrazeni lze
dosahnout rozliSeni v fadu az desitek nanometrd, ovSem standartni rozliSeni u konfokalniho
mikroskopu (v obrazku oblast nazvana Konfokal) se pohybuje kolem 200 nm. Vzdy vSak
musime mit na zfeteli, ze 1ze vybirat, na rozdil od optické koherentni tomografie (OCT) pouze
opravdu tenkou vrstvu vzorku , rozhodné mensi nez 1 mm a ostrost vysledného obrazu muze
byt také ovlivnéna i nepatrnymi pohyby mikroskopu. Tato skute¢nost se jiz v dnesni dobé

zohlediuje v konstrukci mikroskopu, ve které jsou zabudovany tlumici prvky proti vibracim.
[6], [25]

24



3.4.2 Rozméry pinhole

Dostatecné mala velikost pinhole nam zajistuje, Ze se zamezi propousténi paprsku, které
vznikly mimo zvolené ohniskové roviny. Tato dualezita soucast konfokalniho mikroskopu tedy
udava, jak moc tenky fez dokazeme pomoci prislusného pristroje sejmout. Potfebujeme tedy co
nejmensi velikost pinhole. Avsak se zmensujici se velikosti klesa také pocet fotond ze vzorku,
které projdou na detektor. To muze vést ke snizeni poméru signalu k Sumu (SNR). Tomu se
zamezuje pomoci zvySeni intenzity excita¢niho zafeni. A zde vyvstava dalsi problém — vysokeé
intenzity mohou poskozovat zkoumany vzorek a v piipadé fluorescence muze dochazet az
k fotovybélovani. Navic se zjistilo, ze nasnimany fez se dostate¢né¢ nezlepsil pfi velikosti dirky,
ktery spadal pod hranici, ktera opovida poloméru prvni tmavé oblasti u vySe zminiovaného

disku. Plati proto, ze rozméry dirky by méla odpovidat velikosti disku. [25]

3.4.3 Intenzita zareni

Dulezitou slozkou konfokalni mikroskopie je fotodetektor, ktery zachycuje svételné
paprsky prichazejici ze vzorku. Jak vSak bylo zminéno v pfedchazejicim odstavci, intenzita
téchto paprski u kofokalniho mikroskopu je snizovana pfitomnosti pinhole. Navic, citlivost
detektoru a pfitomnost Sumu maji velky vliv na vysledny nasnimany obraz. Citlivost je
charakterizovana jako nejmen$i mozna zmeéna intenzity, kterou je detektor jesté schopen
zachytit a je tak pozorovatelna v obraze. Citlivostni kiivka u konfokalniho mikroskopu
kopiruje Poissonovo rozlozeni. Abychom se tedy vyhnuli nechténému zkresleni v obraze,
musime zajistit dostatecné vysokou intenzitu paprskt dopadajicich na detektor. Dal§i moznosti
je potlaceni Sumu pfi zpracovavani napiiklad pomoci kumulace n€kolika obrazii nasnimanych
v kratkém Casovém sledu. U zivych bunek vSak vyvstava problém moznosti jejich stahovani,
¢imz by se rapidné snizila ostrost vysledného obrazu. Jinou moznosti je zvysit koncentraci
fluorecencniho barviva ve zkoumaném vzorku, coz lze praktikovat pouze u barviv, které do
bunék pridavame a piirozené se v nich nevyskytuji. Pfi vysSich koncentracich je navic vétsi
riziko samozhageni, které bylo zmin&no ve druhé kapitole. Casto také dochazi ke sniZovani
fluorescence uvnitt vzorku, protoze vétSina excitujiciho zafeni je pohlcena jiz na povrchu dané
struktury. A co se tyka vysSich intenzit excitaCniho zafeni, muze zde dochazet az k saturaci

fluorofort a k fotovybélovani. [25]

3.4.4 Fotovybélovani
Do soucasné doby bylo vyvinuto nékolik postupt, které snizuji rychlost vybélovani
zkoumaného vzorku. Jednou z téchto metod je jednoduSe snizeni mnozstvi kysliku v okoli
barviva, protoze se ukazalo, ze tyto Castice nebo jejich volné radikaly mohou reagovat
s fluorofory po jejich prechodu z hladiny S2 do T1 (Obrazek 1. Rozdil mezi fluorescenci a

fosforescenci (pfevzato z [11]). I kdyz pocet molekul, které do tohoto stavu prechazeji, je
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docela nizky, fotovybélovani se zde projevi diky tomu, ze tyto fluorofory zde setrvavaji delsi
dobu nez na jinych stavech, tzv. zpozdeéna fluorescence (delayed fluorescence). Vlastni snizeni
kysliku pak muze byt uc¢inéno naptiklad pouzitim jiného plynu. K potlaceni volnych radikalt
se pouziva jinych druhti volnych radikald, ¢imz dojde navzajem k jejich vyruSeni. Dalsi
moznosti je pouzit vys§i pocet optickych CoCek tak, aby se sesbiralo co mozna nejvice
fluorescen¢nich paprski a mohla se tak snizit davka excitacniho zafeni. Lokalnimu
fotovybélovani se pak vyhneme tim zpusobem, Ze zachovame stejnou intenzitu zafeni
rovnomerneé na celé ploSe zkoumaného vzorku. Na druhou stranu, efekt fotovybélovani se
pouziva pfi jiz zminéné metodé FRAP. [25]

3.5 Rychla konfokalni mikroskopie

Vétsina konfokalnich mikroskopt v souc¢asné dobé sejme jeden obraz zhruba za 0,1 — 1
sekundu. Pokud vSak chceme vytvafet 3D model zkoumaného vzorku, pak se kazdé nepatrné
zrychleni snimani projevi na vysledném case docela markantné. ZvySeni rychlosti se provadi
pomoci Nipkowova disku nebo se k tomuto ucelu vyuziva také akusticko-opticky deflektor.
[25]

3.5.1 Akusticko-opticky deflektor

V tomto piipadé se snizuje Cas diky rychlej§imu presunu mezi jednotlivymi snimanymi
body. Ke skenovani se obvykle pouziva pomaly vertikdlni sken v kombinaci s rychlym
horizontalnim skenem. K dosazeni rychlého horizontalniho skenu se tak pouziva akusticko-
opticky deflektor. Tato soucastka vyuziva zvukovych vin o vysokych frekvencich. Tyto viny
pozménuji index lomu krystalu, ktery zpusobuje difrakci fluorescencnich paprski. Rychlé
zmény frekvence pak zajistuji dopad paprski zjednotlivych mist vzorku na fotodetektor.
Ostrost vysledného obrazu zavisi na zvolené frekvenci zvukovych vin. Nejvétsi nevyhodou je
razna citlivost na rizné vinové délky fluorescenénich paprska. [25]

3.5.2 Nipkowtv disk

Tato soucastka vytvaii obraz pomoci oto¢né disku vétsiho poctu pinhole, v fadu tisict, na
rozdil od jednoho, ktery je obvykle pouzivan. Pomoci tohoto disku jsme schopni vytvofit az
600 obrazi za sekundu. Za tento kratky Cas vSak projde pfes pinhole méné paprskd, coz je asi
nejvetsi nevyhoda této metody. [25]

3.6 Mikroskop na mikroskopickém pracovisti

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop Leica TCS SP8 X — bily laser obsahuje
vysokorychlostni snimaci systém, ktery dokaze zaznamenat az 428 snimkt za sekundu. Tento
mikroskop umoziiuje pomoci laseru nastavovat laditelné excitace, filtrovani a laditelné

rozdeleni paprsku. Vypnuti sbéru dat pomoci LightGate (rychly vratkovaci hybridni detektor)
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béhem impulzu laseru nam zajistuje nulové pozadi ve vysledném obraze. Jeho dalSimi

vyhodami jsou vysoky kontrast obrazu a velké zorné pole.
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Obrazek 7. Schéma rastrovaciho konfokalniho mikroskopu [19]

Z ptedchoziho obrazku je patrné, ze k osvétleni fluorescencniho barviva se pouziva
laserovy paprsek fokusovany na clonku (Light Source Pinhole Aperture). Clonka je objektivem
mikroskopu (Objective) zobrazena na vzorek, do bodu o priméru rovnajicim se difrakéni mezi
mikroskopu. Nasleduje excita¢ni filtr (Excitation Filter), dichroické zrcatko (Dichromatic
Mirror), ktery sbira svétlo vzorkem odrazené nebo rozptylené. Toto svétlo pak prochazi pres
emisni filtr (Fluorescence Barrier Filter) a dopadd na detektor pinhole (Detector Pinhole
Aperture). Ten odfiltruje az 95% emitovaného svétla, které nepochazi z ohniskové roviny
vzorku. Proslé svétlo se zesili fotonasobicem (Photomultiplayer Detector) a muzeme jej

zobrazit na monitoru pocitace. [18], [13],[19]

Rastrovani se provadi pomoci pohyblivého dichroického zrcadla nebo pomoci dvou
oto¢nych tadkovacich zrcadel. Rychlost skenovani pak zéalezi na tom, jaké hodnoty rozliseni
v obraze pozadujeme. Pii zvoleni velmi vysokého rozliSeni bude snimani trvat dlouho a
vystavujeme se tak riziku, ze se ziva burika bude stahovat, ¢imz se nam vysledny obraz
,,rozlomi* v misté, ve kterém dochazelo ke snimani, kdyz se buiika stahla. [7]

Velkou vyhodou je, ze soucasti mikroskopu na mikroskopickém pracovisti je bily laser.
Tento svételny zdroj emituje v Sirokém rozsahu (tzv. supercontinuum), ale pfesto se z hlediska
fokusability chova jako laser. Pomoci bilého laseru mizeme ziskat vinové délky v rozmezi 400
az 800 nm. Vybér vinové délky se uskuteciiuje pomoci AOBS (acousto-optical beam spliter).
[18]

Pro detekci pouze takovych vinovych délek, na kterych se pohybuje emisni spektrum
fluorescencnich latek, nam slouzi emission-filter free spectral detekujici systém. Zde se nejprve
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svételny paprsek rozlozi pomoci hranolu na jednotlivé slozky. Toto spektrum pak prochazi pres
§térbinu. Pomoci motorku miizeme nastavovat velikost a umisténi Stérbiny tak, abychom
ziskali pouze potiebné spektrum a ostatni slozky paprsku neprochazely. Timto zptisobem jsme

schopni ménit pasmo v rozmezi vinovych délek 400-750 nm. [20]

3.6.1 Snimani obrazu

Pfi pofizovani snimkd musime nejprve nastavit laserovy impulz na takové vinové délky,
které odpovidaji absorpénimu spektru fluorescencni latky, se kterou pracujeme. Déle je
zapotiebi nastavit rozmezi emisnich vlnovych délek, na kterych ocfekdvame vyzatrovani
fluorescence. Pak také zvolime dobu, za kterou se maji pulzy opakovat. Pomoci funkce Time
Gate muzeme rychle nasnimat nékolik snimki za sebou, které nasleduji po excitaci
fluorescenc¢ni latky v rizném cCasovém odstupu, v fadu nanosekund. Nejniz§i mozna doba

otevreni detektoru je 3,5 ns.
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4 Obrazoveé metody

Predtim nez budeme zkoumané buiiky hodnotit, je potieba nasnimané obrazy jesté upravit.
Pro ziskani kardiomyocyti jako objekti v obraze vyuzijeme morfologickych operaci nebo
hranové detekce.

4.1 Morfologické operace

Morfologické operace méni tvar a velikost geometrickych objekti v obraze. Cilem
transformaci je kvantitativni popis objektii. Zakladnimi morfologickymi transformacemi jsou
dilatace, eroze, otevieni a uzavieni. Dilatace se pouziva samostatné k zaplnéni malych dér,
uzkych zaliva a jako stavebni kamen slozitéjsi operaci. Dilatace zvétSuje objekty. Ma-li se
zachovat jejich pavodni rozmér, kombinuje se dilatace s erozi. Ta naopak objekty zmensuje.

Pfi binarnim otevieni odstranime z obrazu malé objekty. Jedna se o erozi nasledovanou
dilataci. Pfi bindrnim uzavieni odstranime z obrazu malé diry. Jedna se o dilataci nasledovanou
erozi. Dulezitou vlastnosti dilatace a eroze je idempotence. To znamena, ze po jednom
otevieni/uzavfeni je jiz obraz otevien/uzavien, takze nema smysl je provadet vicekrat. [22],
[23]

4.2 Detekce hran

Hranovou detekci je v podstaté rozuméno transformovani §edotonového obrazu na obraz
binarni, ve kterém bilé pixely reprezentuji pozice hran a ¢erné reprezentuji pozice, na kterych
hrana neni. Jak jiz napovida samotna definice hrany, vhodnym zptusobem jeji detekce je
nalezeni mista rychlé zmeény jasu v obraze. Zakladni metody detekce hran se tak daji rozdélit

do dvou hlavnich skupin. Metody vyuzivajici prvni derivaci nebo druhou derivaci.

Pfi pouziti prvni derivace je vysledny hranovy gradient porovnan s prahem, ktery urcuje,
jedna-li so hrany ¢i nikoliv. U metod druhé derivace je vyskyt hrany detekovan, je-li
prostorova zmena v polarité druhé derivace dostatecné vyznamna. Pfi pouziti druhé derivace se

pouziva detekce pruchodu nulou. Je totiz mnohem jednodussi nalézt prichod nulou nez extrém.

Posledni krok v detekci hran je vzdy prahovani, je tfeba rozhodnout jak silna odezva uz
znamena hranu. Dobré nastaveni prahu rozhoduje o kvalité detektoru, pfili§ nizka hodnota
oznaci za hrany 1 Sum, pfili§ vysoka zase zahodi i n¢které podstatné hrany. Jako feseni tohoto
problému a protoze Casto neni mozné urcit jeden prah pro cely obrazek, se pouziva tzv.
prahovani s hysterezi. Pro prahovani s hysterezi se nastavi dva prahy. Nejdiive se najdou pixely
vyraznych hran pomoci vysokého prahu a od téch se pokracuje v oznacovani takovych pixeld,
u nichz je odezva hranového detektoru vétsi nez nizky prah. Diky tomu se omezi Sum a hrany

zustanou souvislé.[24]
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4.2.1 Hranové detektory

Za zakladni hranové detektory pro zpracovavani obrazi je povazovan filtr typu sobel a

canny. Pokrocilejsi metodou segmentace obrazu je pak level set algoritmus, ktery je zalozen na

numerickém feSeni parcidlnich diferencialnich rovnic. Tento algoritmus, ktery zpracovava

vysledek pochazejici z jiz zminénych dvou typu filtr, dokaze hrany pospojovat tak, ze nam

ucelené ohrani¢i objekt, ktery chceme nadale zkoumat. Nakonec této podkapitoly jsou pak na

ukazku zobrazeny dvé matice, podle kterych se provadi sobelova filtrace ve vertikalnim (Gy) a

horizontalnim (Gx) sméru:

-1 -2 -1
G,=0 0 0
+1 +2 +1
-1 0 +1
Ge=-2 0 +2
-1 0 +1

4.3 Fuzzy interferencni systém

(&)

(6)

Dalsi moznosti je vyuziti fuzzy interferencniho systému (FIS). Jako vstup zde slouzi

histogram zpracovavaného obrazu. Poté se vytvoii funkce pfislusnosti pro vstupni a vystupni

hodnoty. Zvoli se maska, naptiklad horizontalni nebo vertikalni, a pomoci IF-THEN pravidel

se zvoli stupen prislusnosti k hrané€. Cim vétsi je rozdil ve velikosti okolnich pixelt, tim vys$si

bude stuperi pfislusnosti. Pomoci defuzzifikace se pak rozhodne, jaké stupné pfislusnosti se

budou povazovat za hranu. Princip fuzzy interferen¢niho systému je zobrazen na nasledujim

jednoduchém schématu. [26]
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Obrazek 8. Obecna struktura FIS
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5 Programové vybaveni pro méteni viability

5.1 Grafickareprezentace

Jako zaklad pro hodnoceni viability bunék pomoci software MATLAB® bylo zvoleno

grafické uzivatelské rozhrani s ndzvem bunka.fig. Po spusténi se zobrazi nasledujici okno:

”
B ouria P —— — S
Nacti sadu Potct kangliy: g | SmaSposieiicaks | Interval mezi excitacemi [min]: 30
220 |Pos004_S001_t219_ch00 tif Pos004_S001_t219_ch02.tif Pos004_5001_t219_ch03.tif Pos004_5001_t219_ch04. ,
221 |Pos004_3001_t220_ch00 tif Pos004_3001_t220_ch02.tif Pos004_5001_t220_ch03.tif Pos004_5001_t220_ch04.
227 |Pos004_S001_t221_ch00 tif Pos004_S001_t221_ch0Z.tif Pos004_S001_t221_ch03.tif Pos004_S001_t221_chod.
223 |Pos004_SD04_t222_ch00 tif Pos004_S001_t222_ch02.tif Pos004_S001_t222_chl3.tif Pos004_S001_{222_chld.
224 |Pos004_S001_t223_ch00 &if Pos004_S001_t223_ch02.tif Pos004_S001_t223_ch03.tif Pos004_S001_t223 chld4.
225 |Pos004_SD04_t224_chOO tif Pos004_S001_t224_ch02.tif Pos004_S001_t224 ch03.tif Pos004_S001_{224 chld4.
226 |Pos004_S001_t225_ch00 tif Pos004_S001_t225_ch02 tif Pos004_S001_t225_ch03.tif Pos004_S001_t225_chld4.
227 |Pos004_S001_t226_chOD tif Pos004_S001_t225_ch02 tif Pos004_S001_t226_ch03 tif Poz004_S001_{226_chld4.
228 |Pos004_S001_t227_ch00 tif Pos004_S001_t227_ch02 tif Pos004_S001_t227_ch03 tif Pos004_S001_t227_chl4.
229 |Pos004_S001_t228_chO0 tif Pos004_S001_t228_ch02 tif Pos004_S001_t228_ch03 tif Pos004_S001_t228_chi4.
230  [Pos004_S001_t228_ch00 tif Pos004_5001_t225 ch02 tif Pos004_5001_t228_ch03.tif Pos004_5001_t225_chi4,
231 |Pos004_S001_t230_ch00 tif Pos004_5001_t230_ch02 tif Pos004_5001_t230_ch03.tif Pos004_5001_t230_chi4. -~
] 1 2
Pocet bunék: Hodnoceni:
3 vie mimo spektrum ¥
: Konec
Oznacené bunky Zpracuj
Svétle pole
L J

Obrazek 9. Grafické uzivatelské prostredi

Nejprve se zaméfime na tlaitko v levém hornim rohu. Doporucuje se, aby kazdy uzivatel
timto tlaCitkem zacinal. Jak uz sam nazev napovida, Nacti sadu, po stisknuti se v tabulce
zobrazi nazvy nactenych obrazl, se kterymi se bude nadale pracovat. Zde je potieba jesté
upozornit na editaéni pole s popiskem Pocet kanalt. Cislo v ném udava pocet obrazi, které
byly nasnimany v ramci jedné excitace. Slouzi pak jako ukazatel poctu sloupcii v tabulce tak,
aby kazdy radek obsahoval pouze obrazy nasnimané po stejné excitaci. A aby bylo zachovano
veérohodné Casové méfitko ve vyslednych grafech, je nutné jesté vyplnit hodnotu u popisku

Interval mezi excitacemi.

S tabulkou souvisi 1 dalsi tlacitko v horni Casti, Smaz posledni sadu. Pokud uzivatel
omylem nacetl i obrazy, které jiz nevykazuji zadnou intenzitu fluorescence, ma moznost
vymazat vzdy cely posledni fadek tabulky, kde jsou zastoupeny vSechny obrazy nasnimané po

excitaci, kterd jiz v tomto pfipadé€ nevyvolala n€jakou odezvu.

V dolni ¢asti okna se pak vyskytuji dalsi tfi tlacitka. Pomoci tlacitka Oznacené buiky si

uzivatel vybere obraz, ve kterém si predem ocisloval buriky. Poté zapiSe do edita¢niho pole
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s popiskem Pocet buné¢k maximalni hodnotu vyskytujici se v tomto orientacnim obrazku.
Tlacitko konec zavie toto okno i se v§emi grafy, které byly v ramci hodnoceni pomoci tohoto
programového vybaveni vytvoreny. Pro vytvoreni grafii tedy stiskneme posledni tlacitko
Zpracuyj, piicemz si uzivatel jesté vybrat musi v editacnim poli s popiskem Hodnoceni vybrat
druh hodnoceni, které mu vyhovuje nejvice. Pro pfipad, ze by bylo zapotiebi hodnotit buriky ve

svétlém poli, se zde vyskytuje také zatrzitko s nazvem Svétlé pole.

5.2 Blokové schéma

Programové vybaveni se sklada z nékolika funkci, které zpracuji nasnimané obrazy do
takové podoby, ze které se daji jiz pomoci jednoduchych funkci ziskat hodnoty pro vysledné
grafy. Tyto grafy pak hodnoti zménu viaability zkoumanych bunék v Case. Nejprve se

zabyvejme samotnym zpracovanim obrazu:

Naéteni Prevod barevnych
. Vybér bunék obrazl na Prahovani
obrazd . : )
sedotonovy —‘

\—» Imopen Imclose Imfill —‘

Zjisténi rozméra

bunky
L, Aplikovani této masky Seéteni hodnotviech
na puvodniobraz pixeld v obraze

Obrizek 10. Popis blokového schématu prvni ¢asti programového vybaveni

5.2.1 Nacteni obrazli a vybér bunék

Funkce uprava.m, ktera je volana z bunky.m a ktera potiebuje vstupni proménné sadap —
nazvy obrazii v proménné typu cell, pocet - pocCet excitaci bunek, pb — pocet bunek, které
chceme zkoumat a ps — poCet obrazii nasnimanych béhem jedné excitace, nejprve nacte
vSechny obrazy pomoci matlabovské funkce imread, do které zadavame jako vstupni
proménnou sadap, kde mame ulozené jiz zminéné nazvy obrazu. Nasleduje dal§i matlabovska
funkce roipoly, ktera probéhne tolikrat podle toho, kolik bunék chce uzivatel v daném obraze
hodnotit. Tato funkce nam vraci oblast v obraze, ktera byla uzivatelem vybrana, v podobé

jednicek, zbytek obrazu je pak oznacen nulami.

5.2.2 Vyjmuti buniky z pozadi

Poté se konecné dostavame k prahovani obrazu, pii kterém je vyuzita funkce obrazek.m.

Nejprve se vSak jesté musi obraz pomoci matlabovské funkce rgb2gray prevést na Cernobily,
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jestlize je ptivodné barevny, jinak by se nemohlo zacit s prahovanim. Vstupnimi parametry této
funkce je prahovany obraz a hodnota prahu. Matlabovska funkce im2bw naprahuje dany obraz,
kde vstupni parametry jsou stejné jako u funkce obrazek.m. Nasleduji dal§i matlabovské funkce
imopen, imclose, imfill, které slouzi pro naslednou upravu naprahované buriky. Prvni dvé
pracuji na principu, ktery je popsan v kapitole 4.1, funkce imfill pak dosazuje jedni¢ky misto
nul do mist, které jsou obklopeny samymi jednickami. To znamena, ze timto zpisobem se
vybéli tmava mista uvniti naprahovaného obrazu. Na ukazku je pfilozen usek kodu, ktery
zajistuje prevod obrazu na Sedotonovy a zaCernéni té oblasti pomoci masky, kterou uzivatel
nevybral:

rozmer=size(size (obr{l,1})); % zjisti, jestli Jsou obrazy

Sedotdnové nebo barevné
if rozmer (2)==

obr{i,j}=rgb2gray(obr{i,j}); © prevede barevne obrazy na
Sedotdénové
end
obrl=ocbr{i,j}.*mask; % zacerni ten zbytek obrazu, ktery nebyl
vybran

Dalsi ¢ast programu pak zajistuje vyjmuti vybrané butiky z pozadi pomoci obrazu, v tomto
ptipadé masky, ktery v pfedchozi €asti slouzil pro ziskdvani hodnot potiebnych k sestrojeni
grafi zmén rozmérd u buriky. Nakonec se seCtou vSechny hodnoty pixeld v tomto obraze a

vysledna hodnota tak reprezentuje celkovou intenzitu fluorescence, kterou dana burka

vykazuje:

obrl (obr2==0)=0; % zacerni okoli vybrané bunky
obrb{i,j,m}=obr2; % uloZi naprahovany obraz
sada{i,J,m}=sum(sum(obrl)); % vypocita intenzitu fluorescence u

vybrané bunky
Ve druhé c¢asti grafu se pak sestojuji ty grafy, které si uzivatel vybere v grafickém

rozhrani:

Hodnocenirozmérd bunky

Hodnoceni poklesu
intenzity fluorescence v
Case

Podle vybraného
. Konec
hodnoceni
Hodnocenidoby Zivota
fluorescence

Hodnoceni
fluorescenéniho spektra

Obrizek 11. Blokové schema druhé ¢asti programového vybaveni
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5.2.3 Hodnoceni rozmért bunky

K sestrojeni grafu zmény rozmeéra v Case u vybrané buriky slouzi funkce rozmery.m. U této
funkce pak slouzi jako vstupni parametry struktura s naprahovanymi obrazy, pocet excitaci
bunék, pocet zkoumanych bunck, hodnoceni, struktura s vyslednymi hodnotami a cCasovy
interval mezi excitacemi pro vérohodné sestrojeni ¢asové osy v grafu. Graf se ovSem sestroji
pouze tehdy, je-li v grafickém rozhrani v ramecku hodnoceni vybrano v§e mimo spektrum nebo

rozmery.

V téchto piipadech se vyuziva matlabovské funkce regionprops, u které zadame jako
parametr bud’ perimeter, filledarea nebo eccentricity. V ptipadé€, ze zadame slovo perimeter,
tak nam tato funkce vrati obvod buiky, kterou jsme ziskali prahovanim obrazu potom, co byla
dana oblast vybrana uzivatelem na zacatku hodnoceni. Dalsi pojem, filledarea, secte vSechny
pixely uvnitf buiiky (to znamena samé jednic¢ky) a vysledna hodnota tak predstavuje plochu,
kterou vybrana buiika v obraze zabird. Posledni zminény parametr nam vraci excentricitu u
elipsy. Excentricita je prameér vzdalenosti mezi ohnisky elipsy a jeji hlavni osou. Hodnota se
nachazi v rozmezi 0 az 1. Okrajové hodnoty jsou zvlastnimi ptipady elipsy, 0 znaci kruh a 1
pfimku. Tudiz, kdyz buiika umird a pfi tom, jak znamo, se zakulacuje, bychom méli ve
vysledném grafu tento okamzik zjistit diky poklesu od hodnoty blizké 1 k hodnoté blizké nula.
Nasledné se vSechny ziskand data standardizuji tim, ze se vydéli vZzdy maximalni hodnotou

u jednotlivych bunék.

5.2.4 Hodnoceni poklesu intenzity fluorescence v ¢ase
Dalsi graf, ktery muaze uzivatel pomoci programového vybaveni vytvofit, vznikne po
probéhnuti funkce pokles.m. Tato funkce ma podobné vstupni parametry jako jiz popisovana
funkce rozmery.m. Misto naprahovanych obrazii sem vSak vstupuji data, ktera obsahuji
celkovou intenzitu fluorescence v raznych ¢asech u jednotlivych bunék vyjmutych s pozadi.
Pro sestrojeni grafu pak také potfebujeme znat plochu, kterou buiika zaujima v obraze a jeji

zménu v pozorovaném Case. Tu jsme jiz hodnotili pfi sestrojovani grafu rozmeéra bunék.

Stejné jako u predchoziho grafu, i zde jsou vSechna data standardizovana vydélenim
maximalni hodnotou u jednotlivych bunék. Ve vysledném grafu se pak objevi jednak samotny
pokles fluorescence v ¢ase pro danou buiiku a také pokles fluorescence, ktery je vydélenem

plochou, kterou burika v tomtéz okamziku v obraze zaujima.

5.2.5 Hodnoceni doby Zivota fluorescence

Hodnoceni doby zivota poskytuje nékolik moznosti, jak vysledny ¢as urcit. V kazdém
ptipadé vsak nejprve musime sestrojit pokles intenzity v ramci jedné excitace. Poté mizeme
urcovat bud’ plochu pod sestrojenou kifivkou nebo Cas, za ktery intenzita poklesne na 37%

intenzity, ktera byla zaznamenéna té€sné po excitaci.
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Intenzita fluocrescence
1 T T T T T

intenzita / maximalni intenzita []

Obrizek 12. Casova konstanta tau

Dalsi moznosti je sledovat Cas, za ktery intezita fluorescence klesne az na nulu. V tomto
ptipade vsak hodné zalezi na tom, jakou prahovou hodnotu jsme si zvolili pro vyjmuti buiky
z pozadi. Protoze pokud byla velice nizka, pak se mize stat, Ze se vyjme z pozadi i Sum
v obraze a v takovém piipade k nulové hodnoté dospéjeme malokdy. Na druhou stranu pokud
bude zase naopak pfili§ vysoka, tak v pfipade buriky s nizkou intenzitou fluorescence nemusi
vubec dojit k jejimu vyjmuti z pozadi. Posledni mozZnosti je ta, ze jako referencni hodnotu si
zvolime celkovou intenzitu fluorescence, kterou dostaneme z posledniho obrazu potizeného po
prvni excitaci. Zde by Sum v obraze nemél mit skoro zadny vliv na konecny vysledek. Nyni

nasleduje cast kodu funkce doba.m, pomoci které graf doby zivota fluorescence sestrojujeme:

x1=1linspace (0,11, ps);

g=1000;

x2=1linspace(0,11,ps*q);

zel=interpl (x1,ze,x2,"'spline'); % u ziskanych bodu se provede
interpolace

maxik=max (zel) ;
zel=zel./maxik;
for 1=2:ps*qg % vypocCet plochy pod krivkou
plocha(l)=(x2(1)-x2(1-1))*(zell(1l)+zell(1-1))/2;
end
vys (Jj)=sum(plocha) ;
e=2.7183;
minim=1/e;
k=1; % dosaZeni 37% maximalni hodnoty
while k<ps*g+l
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if zel (k)<minim
delka (j)=11/(ps*q) *k;
k=ps*qg+1;
else
k=k+1;
end
end

5.2.6 Hodnoceni snimki ve svétlém poli

Pro spravné hodnoceni snimkt ve svétlém poli je velice dilezité zvolit vhodnou hodnotu
pfi prahovani tak, aby se naprahovala celd builka, ale jeji okoli, které s ni uzivatel vybral
zustalo v pozadi. To se ne vzdy povede, zvlasté pokud se v prabéhu pokusu meénil odstin Sedi
pozadi. K tomuto tcelu byl proto vyuzit negativ pivodniho obrazu, aby se buriky prevedly opét
na sveétlé Utvary, jako je tomu u fluorescencnich snimkii a mohlo dale sepracovat pomoci
stejného algoritmu. Nasleduje zdrojovy kod prevodu, ktery se provede, pokud uzivatel zatrhne
v grafickém rozhrani Svétlé pole.

obrl=double (obrl); % pfevedeni Cisel na format double
obrl=-1*obrl+255; % vytvoreni negativu

obrl (obrl1==255)=0; % zacernéni svétlého pozadi

obrl (obrl<160+3*1)=0; % zacCernéni tmavého okoli
obrl=uint8 (obrl); 2% prevedeni Cisel zpét na formdt uints8

Nejproblemati¢téj§im mistem tohoto kodu je predposledni fadek, ve kterém se zaceriiuje
tmavé nejblizsi okoli buiiky, které vybral uzivatel spolu se zkoumanou butikou. Obzvlasté kdyz
se meéni uroven stupné Sedi u pozadi, je témetf nemozné zvolit takovou hodnotu, ktera by se
nachazela mezi hodnotami stupné Sedi, které reprezentuji bunku a pozadi. V pribéhu naseho
experimentu se pozadi stavalo tmavsi (toto se normalné nestava), ale protoze se zde pracuje
s negativnim obrazem, musi se hodnota prahu zvySovat tak, aby postupné reagovala na toto
projasnéni pozadi. Vyuzili jsme tedy proménnou i, ktera udava, po kolikaté excitaci od zac¢atku

experimentu byl ten dany obraz nasniman.

5.2.7 Hodnoceni fluorescen¢niho spektra

Funkce spektrum.m byla vytvofena za ucelem hodnoceni viability buiiky pomoci jejiho
emisniho spektra. Tato funkce je zavolana v piipad¢€, ze uzivatel v editaCnim poli s popiskem
Hodnoceni vybere moznost spektrum a stiskne tlaitko Zpracuj. Jako vstupni parametry jsou
zadany tyto promeénné: sada — nactené obrazy v proménné typu cell, ps — pocet obrazi
nasnimanych béhem jedné excitace, pb — pocet bunék, které chceme zkoumat, pocet — pocet

excitaci bunék a rozmer — rozmér zkoumaného obrazu.

Prvni ¢ast této funkce slouzi ke zjiSténi intenzit fluorescence na jednotlivych vinovych

délkach u vybranych bunek po kazdé excitaci. Hodnoty jsou poté normalizovany tak, aby se
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pohybovaly v rozmezi od 0 do 1. Zde je vyuzita matlabovska funkce max, ktera porovnavanim
prvkd vraci maximalni hodnotu ze vstupniho vektoru. Pokud chceme porovnavat spektra
jednotlivych bunék, pak musime nalist pouze obrazy ziskané v priabéhu jedné excitace.

V tomto ptipadé€ se vyuzije pomocné proménné s nazvem ym.

for m=1:pb
for i=l:pocet
for 1=1:ps
if rozmer (2)==
zel=sada{i, 1, m};
y(i,l)=zel(:,:,2);
else
yv(i,1l)=sada{i,1l,m};
end
end
maxik=max (y(i,:));
yv(i,:)=y(i,:)./maxik;
if pocet==
ym(m, :)=y(i,:);
end
end

V dal§i casti pak nasleduje vykresleni vypoctenych hodnot a zisténi Pearsonova
korela¢niho koeficientu. Pro vykresleni je pouzito okno s ndzvem Spektrum fluorescence u
bunky i, kde i znaci poradi, ve kterém byla tato buiika vybrana. Toto okno obsahuje dva grafy.
Horni graf reprezentuje rozlozeni intenzity na vinovych délkach po jedné excitaci, ten spodni
pak zahrnuje vice téchto excitaci, které probehly po sobé surCitym Casovym odstupem.
K vypocitani korelacniho koeficientu je pak pouzita matlabovska funkce corrcoef, ktera vract
matici hodnot o velikosti vstupni matice. Vystupni matice je z principu symetricka a diagonala
samoziejmé obsahuje samé jednicky, protoze vysledkem korelace dvou stejnych vektord je

hodnota 1. VSechny hodnoty vystupu jsou pocitany podle nasledujiciho vzorce:

P iEF-FI-XFi-FND

2 2
V (%) (209 .1

®)
kde x a y jsou porovnavané vektory.

Pomoci matlabovské funkce min, ktera, jak uz samotny nazev napovida, je opakem k jiz
zminované funkci max, je pak vybrana ta hodnota, kterd hodnoti dvé nejvice si nepodobna
spektra. Tato hodnota je vystupem popisované funkce a v okné se nam zobrazi u popisku

Pearsonuv korelac¢ni koeficient.
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5.3 Chybova hlaseni a doporuceni pro uzivatele

Pogramové vybaveni dokaze také upozornit uzivatele, pokud zapomél vybrat snimky,

které se maji hodnotit:

ru Memate natené soubory l = | |ﬁj

8 Mejprve wyberte pomoci Hacitka Mach obraz zkoumané obrazyl

Obrizek 13. Upozornéni pro uzivatele, ze nema nactené obrazy

Pro spravné fungovani programu, je ptofeba se fidit kroky, které jiz jsou ovefené.

V opacném piipadé se funkcnost programu nezarucuje:
e Spustit software Matlab
e Vybrat si adresar, ve kterém jsou nasnimané obrazy a programove vybaveni

e V zalozce Current Folder kliknout pravym tladitkem na vybranou slozku a zvolit
Add to Path -> Selected Folders and Subfolders

e Najit ve zvolené slozce slozce soubor bunka.m spustit pomoci tlacitka Run (zelena

Sipka uprostied horni listy)
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6 Vlastni hodnoceni viability

6.1 Priprava vzorku

K piipravé vzorku potifebujeme jednak izolované zivé srdecni builky ponofené v roztoku
K-tyrode a také fluorescencni barvivo calcein. K-tyrode je isotonicky s prostfedim, ve kterém
se buriky pfirozené vyskytuji, a pomaha jim tak zdstat na Zivu a mimo jiné zabrafiuje také
vysychani v naSem pripadé srdeCnich bunék. Tento roztok vykazuje hodnotu pH 6,5. Pro vétsi

prehlednost je zde uvedena nasledujici tabulka jeho ptiblizného slozeni:

Tabulka 2. Slozeni fyziologickych roztoki [hmotnostni %] (pfevzato z [27] a upraveno)

NaCl 0,800 0,900 0,860 0,900

KCl 0,020 0,024 0,033 0,000

CaCl> 0,020 0,042 0,030 0,000

MgCl: 0,010 0,000 0,000 0,000

NaH:POs 0,005 0,000 0,000 0,000
NaHCOs3 0,100 0,010-0,030 0,000 0,000
CeH1206 (glukosa) 0,010 0,100-0,200 0,000 0,000

Z vysSe uvedenych latek je dobré si povSimnout glukosy, kterd je zdrojem energie pro
bunky k jejich delSimu pfeziti mimo télo a také dihydrogenfosforecnanu sodného, ktery diky

svym pufrovacim schopnostem je schopen udrzovat pH na hodnoté pfijatelné pro zivé buiky.

A nyni zaCiname pipetovat. Nejprve nabereme roztok, ve kterém jsou buniky uchovavany
(proto se u n¢ vyhybame jakémukoliv protifepavani), z vrchni poloviny této zkumavky.
Naplnime snim ze tfi ctvrtin zkumavku, ve které bude vysledny vzorek. Poté opatrné
napipetujeme ze dna prvni zkumavky srdecni buiiky a doplnime s nimi zbylou ¢tvrtinu vzorku.
Nakonec pfidame 3 pl calceinu, abychom zajistili dostateCnou fluorescenci zivych bunék.
Vzorek promichame a pfikryjeme, protoze je citlivy na svétlo. Poté nechame piipravené burniky
odstat. Nasledné naneseme buriky usazené spolu s barvivem na dné€ vzorku na misku do mista,
které je urCené k pozorovani pod konfokalnim mikroskopem (ztenené dno) a zalejeme

zbytkem vzorku tak, abychom zamezili vysychani bunék pfi delSim snimanim.

Po pripravé zkoumaného vzorku nas ¢eka dalsi neméné dulezita procedura a to nastaveni
softwaru pro vytvafeni snimkid. Excitaéni vinovou délku jsme si urCili 490 nm, snimani
emisniho spektra je pak v rozmezi 500-550 nm. Pro kvalitnéjsi snimky se da vyuzit bud’ vyssi
zvétSeni anebo mensi rychlost snimani. V naSem piipadé bylo zvoleno zvétSeni dvacetkrat.
Jelikoz bylo potfeba nasnimat obrazy i pro hodnoceni doby zivota fluorescence, zvolila se

sekvence s délkou 3,5 ns u kazdého obrazu s tim, ze jednotlivé obrazy se zacinaji vytvaret vzdy
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s nanosekundovym odstupem od ptedchoziho snimku. Interval mezi jednotlivymi excitaCnimi
impulsy byl pak zvolen 30 minut.

6.2 SnimKy ve svétlém poli

Jednim bodem z pozadavkl na vypracovani této bakalaiské prace je zkusit vyhodnotit i

snimky ziskané ve svétlém poli. Byla tedy nasnimana sada obrazi s timto nastavenim:

Obrizek 14. Kardiomyocyty ve svétlém poli na za¢atku snimani
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Obrizek 15. Kardiomyocyty ve svétlém poli 7 hodin a 30 minut od zacatku snimani

Je vidét, ze na rozdil od fluorescencnich snimkt se zde kazdy, i pouze nepatrny Sum a
vSechny necistoty pfi snimani projevuji daleko markantnéji. Navic, tato série snimkd ve
svétlém poli vykazuji jesté jiny zajimavy jev, ktery se vSak u vét§iny snimkl pofizenych ve
svétlém poli nevyskytuje. Jde o to, ze zde dochazi ke zméné svétlosti pozadi, které muze byt

dano vysvicenim laseru, se kterym jsme m¢li pti dalSich experimentech velké problémy.

A jelikoz pokles fluorescence ani doba zivota se u téchto snimkid hodnotit nedaji, nezbylo
nic jiného, nez zkusit posoudit zménu rozmért u vybranych bunék. Jak vysledky ukazuji
prahovani bunék v téchto obrazech je velice obtizné. V pripad€, zebychom na tyto snimky
aplikovaly stejné prahové hodnoty, které pouzivame na snimky fluorescencni, se menici
rozméry bunek se nedaji zachytit, protoze soucasné s buitkou se naprahuje 1 jeji okoli, které

uzivatel vybral. Nasledujici obrazek nejprve ukazuje vybranou buiku ve svétlém poli, napravo
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je pak vybrana oblast, kterou uzivatel zvolil za G¢elem hodnoceni této buriky. Jak je vidét, na
rozdil od pozadi, které je zde zobrazeno Cern€, rozdil mezi stupném Sedi okoli a samotné buriky

je opravdu minimalni.

Obriazek 16. Vybrana a nasledné naprahovana buiika ve svétlém poli oznacena Cervenym Cislem
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Obrizek 17. Zména rozméra u buiiky ve svétlém poli s ¢islem 1
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Grafy rozmért u této bunky tak nevychazeji, jak bychom predpokladali. Je sice pravda, ze
buiika se vtomto pfipadé v obrazech skutecné nezmenSuje, ale kazda ziva burika burka
uritym zpusobem pulzuje, coz je pak na grafem znat jako mirné oscilace. V tomto piipadé se
vSak naprahovalo i okoli buriky, které je vzdy uzivatel vybrano stejné pro vSechny Casové
okaziky, a tak v téchto grafem nemuzeme pozorovat zadné Casové zmeény. Pro kvalitnéjsi
prahovani bunék ve svétlém poli byl vyvinut zvlastni algoritmus, ktery je nasledné ovérovan u
bunky s Cislem dvé. Pfi shlednuti snimka ve svétlém poli bylo totiz zjisténo, ze u této bunky
opravdu dochazi ke zméné tvaru v prubéhu experimentu. Pro uspésnéjsi hodnoceni je tak
zapotiebi vytvorfit negativ svétlého pole, aby se zkoumana burika stala svétlym objektem na
tmavém pozadi. Tato ¢ast algoritmu je nezbytna z toho divodu, aby dalsi ¢ast programu mohla
byt stejna jako u fluorescencnich snimkt, kde jsou vzdy burky svétlejsi nez pozadi U
nasnimanych obrazi totiz bunky tvoii spiSe tmavé objekty na svétlém pozadi. Svétlé objekty se
pak pifi dostatecném umeélém zatmaveni jejich okoli jiz daji podstatné snadnéji vyjmout
z pozadi, jak dokazuje hodnoceni butiky s Cislem dvé.

Obrazek 18. Buiika Cislo dvé ve svétlém poli
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Obrizek 19. Buiika s Cislem dvé vyjmuta z pozadi v ¢ase 1, 3,5 a 7 hodin od za¢atku snimani. Obrazy jsou
ve skuteCnosti Cernobilé, ale pri jejich zpracovavani (vyriznuti z velkého pozadi), doslo k jejich zaSuméni.
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Obrizek 20. Zména rozméru u buiiky ve svétlém poli s Cislem dvé

Grafy rozméra u druhé buriky uz vypadaji 1épe, ovSem i zde se vyskytuji nedostatky. Jak
jiz obrazky vyjmutych bun€k nad timto grafem napovidaji, opét zde nedoSlo ke zcela
bezchybnému naprahovani. Jiz se zde sice nevyskytuje okoli buiky, které bylo uzivatelem
vybrano, ale zase naopak, obraz prvni buiky je o néco mensi, nez ve skutecnosti ve svétlém

poli je. Z grafu je pak ziejmé, ze buiky, které se nachazeji v prvnich dvou snimcich, pak
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nebyly naprahovany vibec (nulové hodnoty v grafu). Dalsi obrazy jsou vsak jiz v poradku, a
tak mezi sty az stopadesati minutami od zacatku tohoto experimentu je krasné vidét klesajici

obvod buriky, jeji zakulacovani a zmensovani.

Bylo zjisténo, Ze rodil mezi hodnotou pixelt, které reprezentuji v jednom obraze bunku a
jeji okoli, je v Sedotonové Skale pouze 10 a navic tyto hodnoty jsou rozdilné u jednotlivych
obrazu a bunék. Pro vyhodnocovani vétsiho poctu bunék jsou tedy obrazy pofizené ve svétlém
poli nevhodné.

6.3 Spektralni zmény v zavislosti na viabilité

K tomuto hodnoceni bylo nasnimano 540 obrazi, vzdy po patnacti vramci jedné excitace,
takze fluorescencni barvivo bylo excitovano celkové 36 ¢asovych okamzicich, zhruba kazdych
30 minut. Téchto patnact obrazi reprezentuje jednotlivé emisni vinové délky fluorescence
v okoli 500 az 600 nm. Na ukazku jsou zobrazeny nékteré z potizenych snimka:

500 nm 550 nm
600 nm 640 nm

Obrazek 21. Spektrilni snimky fluorescence na vybranych vinovych délkich

Nulova hypotéza byla stanovena tak, ze se nepiepokladala zména spektra pti jednotlivych
excitacich. OvSem jiz pfi zobrazeni 3D grafu spektra na ¢ase excitace (Obrazek 22. Spektrum
fluorescence) se ukazalo, ze dochazi jenom k pomérné nepatrnym zmeénam. Tato skuteCnost se

pak potvrdila po vypocteni Pearsonova korelacniho koeficientu, ktery vysel velice blizko
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k hodnoté 1, ktera znaci xcela totozna spektra (diagonala v korela¢ni matici). Protoze hodnota
osciluje v okoli 0,95 v zavislosti na velikosti vybrané oblasti (okoli buriky), nulova hypotéza
nebyla vyvracena, ale naopak potvrzena. Totéz bylo vyzkouseno pro spektra tfi riznych bunek
(vCetné jedné bunky, ktera byla jiz zna¢né zakulacena a povazovala se za mrtvou). Ani zde se
nepodafilo vyvratit nulovou hypotézu, protoze dokonce i minimalni hodnota Pearsonova
korelacniho koeficientu se pohybovala v rozmezi 0,991 — 0,998. Z toho vSeho plyne, Ze tento
faktor je k hodnoceni viability kardiomyocyti zcela nevhodny. Nakonec této podkapitoly jsou
zobrazeny vySe zminéné grafy.

intenzita / maximalni intenzita []

1 1 | | | |
500 520 540 560 580 600 620 640
winova délka [nm]

\\\

intenzita / maximalni intenzita []

cas [min] vinavd délka [nm]

Obrizek 22. Spektrum fluorescence

6.4 Intenzitni fluorescencni snimky - prvni experiment

Tento experiment byl zapocat piipravou bunek z levé komory, které se nechali odstat
zhruba 15 minut. Jak se pozdéji ukazalo, tento Cas byl nedostatecny, barvivo se za tu dobu

nedostalo do bun¢k v tak hojné mife, jak bylo o¢ekavano.

Po odstati byl vzorek nanesen na Petriho misku, ktera ma vnéjsi primér 3,5 cm, pfiCemz
uprostfed misky se nachazi ztencené dno. Tento kruhovy vyfez ma polomér 0,5 cm. Pro lepsi
snimani byl vyuzit i imerzni olej. Celkova doba experimentu byla nastavena na 7,5 hodiny
s tim, ze interval mezi jednotlivymi excitacemi byl stanoven na 30 minut. Z toho vyplyva, ze
bylo nasnimano 16 sad obrazi, kde kazda sada obsahuje 9 intenzitnich snimku plus vzdy jeden
snimek ve svétlém poli. I toto nastaveni se v tomto pripadé ukazalo jako nedostatecné, protoze
plno bunék zistalo nazivu i po téchto osmi a ptl hodinach.

Vyhodou u tohoto experimentu je to, ze Ctyt zornych poli, které byly nastaveny ke snimani
tak, ze se vzajemné Castécné prekryvaji, tudiz se pomoci softwaru daly sloucit do jednoho

velikého obrazu. Ten ve vysledku ma rozmeéry 1131 x 1141 pixela pfi pouzitém zvétSeni 20x.
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Nasledné se nasnimané obrazy zacaly zpracovavat pomoci programového vybaveni pro
meéfteni viability bunék. Nejprve bylo zapotiebi si oCislovat ve vhodném snimku potadi bunek,

ve kterém budou vyjimany z pozadi pofizeného snimku. Pro zjednoduseni prace k tomu slouzi

uzivateli nize uvedeny snimek, ve kterém je mozné vyhledat cisla jednotlivych bunék:

Obrazek 23. O¢islované buiky za u¢elem vyjmuti z pozadi

Tento obraz nam mimo jiné také ukazuje hladinu intenzity fluorescence. Pozadi, které
vykazuje nulovou intenzitu fluorescence, je zde zobrazeno zelené. Spravné nasvicené bunky
jsou reprezentovany barvou hnédou, podsvicené buiky nebo buiky, které vykuzuji jen
nepatrnou fluorescenci (jsou mrtvé) pak vidime cerné a nakonec modra barva je
charakteristicka pro presvicené buiiky. Pfi spravném nastaveni by obraz posledné jmenovanou
barvu obsahovat nemél. Tento obraz v§ak nepochazi hned z prvni sady obrazi (byl nasniman

zhruba v pllce experimentu), proto zde muzeme krasné¢ pozorovat zmeény, které u bunék
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nastaly od zacatku experimentu. Buriky, které jsou zabarveny i do modra, se bud’ zakulatili (tj.
zemfeli), tim padem se vSechno fluorescencni barvivo obsazené v buiice zcvrklo do mensiho
prostoru a je zde vykazana mnohem vétsi intenzita fluorescence, nez zde byla na pocatku
experimentu. Druha skupina bunék je na tomto obrazu pfesvicena z toho divodu, ze vykazuji
vétsi pohyb, a tudiz se do zorného pole dostaly i ty ¢asti buiiky, které ptivodné do konfokalni
roviny nespadaly.

Nejprve bylo provedeno hodnoceni vSech bunék, nasledné pak se bunky roztfidily do
jednotlivych zkupin podle jejich zivotnosti:

o Zivébuiiky —1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24,25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 36, 41, 55

e Mrtvé buiiky — 33, 34, 37, 39, 40, 44, 45, 46, 48, 51, 53, 54, 56, 59, 60, 61, 64
e Zmeéneéné butiky — 35, 38, 42, 43, 47, 49, 50, 52, 58, 62, 63

Tyto skupiny byly vytvoreny na zakladé ru¢niho porovnavani snimkd nasnimanych na

zacatku a na konci experimentu:

Obrazek 24. Intenzitni snimek nasnimany na zac¢atku experimentu
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Obrazek 25. Intenzitni snimek nasnimany na konci experimentu

Pfi zatazovani do jednotlivych skupin se bral v potaz nejen tvar bunék, ale i urover Sedi,
protoze intenzita pozadi se pii tomto experimentu skoro viubec neménila. Nasledny graf

zobrazuje zastoupeni jednotlivych skupin:

Bunky

11

-

= 7ivé = mrtvé zménéné

Obrazek 26. Pocet bunék v jednotlivych skupinach
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Jak je z grafu patmé, tento experiment nebyl sniman dostate¢né dlouho tak, abychom
mohli zachytit umrti u vétSiny bunék, které nas pii hodnoceni zajima. Z tohoto divodu se

v nasledujicich podkapitolach budeme primarné vénovat zelené skupiné€ jedenacti bunek.

6.4.1 Zménarozmérl v case
Nejprve se zkusily zpracovat data od vSech bun€k, nasledné jsme se zaméfili na ty buriky,

u kterych dochazelo k neoCekavanym zménam v grafech. V prvnim piipad¢ byla vysledna data
porovnavana mezi sebou s vyuzitim korelani analyzy. Graf excentricity nalevo obsahuje
kiivky odevSech bunék, kdezto napravo jsou zobrazeny pouze ty kiivky, které maji podobny
tvar. Prototypem (v grafu Cervena kiivka) se zde stala burika s Cislem 6, protoze tato kiivka je

nejpodobnéjsi vSem ostatnim:
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Obrazek 27. Hodnoceni pomoci ekcentricity
Dale byla zkoumana podobnost zmény obvodu u honocenych bunek. Graf nalevo opét
obsahuje vSechny kfivky, zatimco graf napravo zobrazuje pouze kiivky téch bunék, u kterych

dochézelo k podobné zméné obvodu. Zde byla jako prototyp zvolena burika s ¢islem 10:
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Obrazek 28. Hodnoceni pomoci obvodu
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A nakonec, co se tyka zmén v rozmérech bunék, se zji§tovalo, u kterych bunék nastavala

podobné zmeéna plochy s ubihajicim ¢asem. Jako prototyp byla zvolena opét burika s ¢islem 10:
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Obrizek 29. Hodnoceni pomoci plochy

Ve druhém pfipadé se hodnotily pouze buiiky, u kterych byl patrny rozdil na snimcich ze

zaCatku a z konce experimentu. Nasledujici graf hodnoti bunku, ktera v pribéhu experimentu
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Obrizek 30. Zména rozméru u buiiky s Cislem 52
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Nakonec se ale ukazalo, ze i v této skupin€ zemfiela v prubéhu experimentu sotva polovina
bunek, protoze u ostatnich byly zmény zptusobené presunem vétsi Casti do konfokalni roviny.

Na ukazku nasleduje graf, ktery zachycuje tento presun:
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Obrizek 31. Zména rozméru u buiiky 47

Umrti jednotlivych bungk v pribéhu experimentu dle hodnoceni pomoci rozmérti je uvedeno
v nasledujici tabulce:

Tabulka 3. Cas imrti buiiky [min] od za¢itku experimentu dle jednotlivych rozméri

Cislo buiiky: ekcentricita
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6.4.2 Pokles intenzity fluorescence v Case

Zde nam umoziuje programové vybaveni hodnotit bud’ samostatny pokles intenzity
fluorescence anebo v zavislosti na zméné plochy, ktera burika v obraze zaujima. Posledné
zminéné hodnoceni je dulezité v tom piipadé€, kdyz se ¢ast bunky dostava pry¢ z konfokalni
roviny. Proto v pfipadé, kdy hodnotime intenzitu fluorescence vztazenou na jednotku plochy,
nam ve vysledku tento omezujici faktor pfi hodnoceni az zase tolik nevadi. V pfilozenych
grafech se opét snazime pomoci korela¢niho koeficientu najit buiky, které vykazuji podobné
zmeény. Prototypem u této analyzy byla zvolena nejprve burtika s Cislem 4, ve druhém piipadée
burka s Cislem 6, stejné jako u grafu ekcentricity (Cervena kiivka):
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Obrazek 32. Hodnoceni pomoci poklesu intenzity fluorescence
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Obrizek 33. Hodnoceni pomoci intenzity vztazené na jednotku plochy.
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A posledni graf ukazuje Cisla bunék, jejichz zménu intenzity zobrazuji grafy napravo, tedy
spolu uréitym zptisobem souviseji. Rada y vyznaduje buiiky s podobnym poklesem samostatné
intenzity a fada yp oznacuje buriky s podobnym poklesem intenzity vztazené na jednotku

plochy, na ose x jsou pak zobrazena Cisla jednotlivych bunék:

Buniky s podobnym poklesem intenzity fluorescence

1234567 8 91011121314151617181920212223242526272829303132333435363738394041424344454647484950515253545556575859606162

my Hyp

Obrazek 34. Souvislost mezi bunnkami

V tomto grafu je zietelné, ze vétSina téch bunck, které byly zarazeny do kategorie zivé,
vykazuji podobné zmeény intenzity fluorescence. Naopak buiiky z ostatnich dvou kategorii (v
této kategorii se nachazeji prevazné buriky oznacené vyssimi Cislami), jiz takové zavislosti
nevykazuji. Vé vétsin€ ptipada jsou si pak kiivky u zivych bunék podobné jak pro samotnou

intenzitu fluorescence, tak i pro intenzitu fluorescence vztazenou na jednotku plochy.

Hodnoceni zmén intenzity fluorescence u bunék, které se v prubéhu experimentu meénili, je
velice rozporuplné. Jelikoz u tohoto experimentu byla zvolena penékud kratka inkubacni doba
fluorescen¢niho barviva, tak u vét§iny bunék zaznamenavame misto poklesu naopak nartst
intenzity fluorescence, coz je mimochodem zfejmé 1 z grafu Obrazek 32. Hodnoceni pomoci
poklesu intenzity fluorescence. I u bunék, které zemfeli na pocatku experimentu, tak prevazil
celkovy narust nad poklesem intenzity. Pokles intenzity fluorescence se pak projevil az u

bunék, které umirali na konci experimentu. Zde je piiklad jedné takové:
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Obrazek 35. Zména intenzity fluorescence u buiiky s Cislem 62

Naopak intenzita fluorescence vztazena na plochu zde i pii amrti nartsta, protoze jak se

bunka zakulacuje a zmensSuje, tak se fluorescenci barvivo koncentruje na mensi plose.

6.4.3 Hodnoceni doby Zivota fluorescence

Pro hodnoceni doby Zivota fluorescence je zapotiebi nasnimat daleko vice snimki nez u
ostatnich metod, v naSem piipadé to bylo devétkrat vice. OvSem vysledky této metody by mely
byt nejspolehlive)si.

Pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu se opét ziskaly kiivky téch bunek, unichz
doba zivota fluorescence klesa obdobné. Jako prototyp u grafu popisujici zkracovani doby

zivota fluorescence pomoci Casové konstanty fau byla vybrana buika s Cislem 8 (opét Cervene
zabarvena ktivka):
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Obrizek 36. Hodnoceni pomoci ¢asové konstanty tau
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Z grafu je patrné, ze 1 kdyz pfi prvni experimentu nebyla dodrzena dostatecné dlouha inkubacni
doba a intenzita fluorescence tedy spiSe narusta, piesto pii hodnoceni doby Zzivota fluorescence
zaznamenavame nepatrny pokles (pozor na méfitko y u jednotlivych grafti).

Pfi hodnoceni bungk, které se v pribéhu experimentu meénily, zde opét vyvstava problém
s inkubaci fluorescencniho barviva. U bunék, které se v prub€hu experimentu vice dostavali do

konfokalni roviny, zadné zfetelné zmény nenastaly, coz ukazuje i tento graf’

13. L L L L L L L L

Casova konstanta tau
2 — plocha pod kfivkou i
nulova intenzita
1+ . .
posledni snimek prwni serie
10 - -
9 i
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Obrazek 37. Doba zivota fluorescence u buniky s ¢islem 38

Pokles doby zivota fluorescence se vice projevil akorat u buiky s ¢islem 42, u ostatnich
bunék, které zemftely, doba zivota fluorescence docela kolisa. OvSem pokles doby zivota
fluorescence u této buriky opravdu odpovida Casu umrti, ktery byl stanoven na zakladé

hodnoceni rozmérd, tj. 400 minut od zacatku experimentu.
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14. L L L L L L L L
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Obrazek 38. Doba zivota fluorescence u bunky s ¢islem 42

6.5 Intenzitni fluorescencni snimky - druhy experiment

Pii druhém experimentu jsme se jiz poucili z nedostatkt, kvili kterym nebylo u prvniho
experimentu nedosahnuto pozadovanych vysledka a tudiz se bunky nechaly odstat déle nez

hodinu a doba snimani se nastavila tak, ze jiz byla dostatecné dlouha.

K tomuto experimentu vsak byly pouzity buriky z pravé komory a ve vzorku se nepodafilo
nalézt misto, ve kterém by se intenzita fluorecence u jednotlivych bunék témét shodovala a tim
padem by bylo minimum bunék podsvicenych ¢i presvicenych. Bylo zvoleno tedy nasnimani
Ctyf samostatnych snimku, které se nachazeli v riznych Castech pfipraveného vzorku. Tento
fakt je zfeymou nevyhodou oproti predchozimu experimentu a predstavuje komplikace pfi
vzajemném porovnavani jednotlivych hodnocenych bunék. Jednotlivé buiky bylu opét pro
vétsi prehlednost ruéné ocislovany. Zorna pole jsou oznaceny jako poloha A, B, C a D. Kazdy

snimek ma rozmeéry 1024 x 1024 pixelQ pfi pouzitém zvétSeni 20x.
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Obrizek 39. Buiiky vyskytujici se v poloze A

Obrazek 40. Burnky vyskytujici se v poloze B
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Obrizek 41. Buiiky vyskytujici se v poloze C

Obrizek 42. Buiiky vyskytujici se v poloze D
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Vsechny grafy z tohoto experimentu, které byly pofizeny pomoci programového vybaveni
se nachazeji na konci této prace, v Piiloha: Grafy z druhého experimentu. Nasledujici tabulka
obsahuje Cas umrti [min] od zaCatku experimentu u jednotlivych buné€k, ktery byl vycten

z téchto grafi:

Tabulka 4. Cas amrti [min] od za&itku experimentu. M - Casova konstanta tau, C- plocha pod kfivkou, Z -
nulova intenzita, Z - posledni snimek prvni série. - amrti buiiky nenastalo v pribéhu experimentu.

Oznaceni

bunky:

=

S S £ =
= N S
= g S 2
> 2 2 =
Q =] = (=7
2 L= L=
=

2200 - 2200 2500 2500 2500 2500 2500 2500

- 2000 2000 2000 3500 3500 3500 3500 3500 3500
- 2400 2400 2400 2400 2400 2400 2400 2400 2400

2250 2250 2250 3000 3000 3000 3000 3000 3000
2600 2600 - 2600 2600 2600 2600 2600 2600

2150 2150 2150 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Asi nejvice je v této tabulce patrny rozdil v ¢ase u rozméra a v Casech hodnoceni intenzity,
ktery vykazuji nékteré buriky. Ten jen dokazuje, ze vétSina bunék pii umirani nejprve méni
svlj tvar a az nasledné se membrana stane propustna pro barvivo a je zaznamenavan pokles
intracelularni esterasové aktivity (Metody vyuzivajici fluorofory). Zména plochy buriky je pak
krasné vidét na kiivce intenzita fluorescence/plocha, kterd klesd az v okamziku zmény
proputnosti membrany, kdezto v okamziku zmén rozméra spise stagnuje ¢i dokonce i mirné
stoupa. To je dano zvySujici se koncentraci fluorescen¢niho barviva v burice, ktera se
zmensuje. U nékterych bunék mizeme na zacatku experimentu u zmény intenzity fluorescence
pozorovat mirny nardst zpusobeny pronikanim barviva do buiiky, coz by se spravné mélo
odehrat jiz pti inkubacni dobé vzorku. Nastésti u tohoto experimentu na rozdil od prvniho je
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tento narust zanedbatelny. Z tabulky je pak jasné patrné, Ze vétSina buné€k zemfiela za 40 — 50

hodin od zacatku tohoto experimentu. Vydrzely tedy nazivu zhruba dva dny.
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7 Diskuse nad dosazenymi vysledky

Pred zahajenim experimentu se predkokladalo nasnimani ¢ty zornych poli, které se budou
navzajem castecné prekryvat a nasledné se pak budou moci slozit do jednoho velikého obrazu.
Experimenty meély videalnim piipadé zachytit umrti vSech zivych bunék, které se
v pfipraveném vzorku vzdy nachézeli. To znamend, ze doba snimani méla byt nastavena na
dostatecné dlouhou dobu. Vzrlstu intenzity na zacatku experimentu mél pak zabranit
dostatecné dlouhy Casovy interval mezi pfipravou vzorku a jeho snimanim. Tim by se vyloucilo
presviceni vzorku v prubéhu experimentu. Pfi hodnoceni obrazi se pak méla najit zavislost

zmény rozmért bunék a jejich intenzity fluorescence na timrti t€chto bunéek.

Ve vysledku bylo v pribéhu roku nasnimano vice nez Sest experimentd. Na podzim se
snimaly pouze kratké experimenty, u kterych vétsinou kazdy snimek obsahoval dvé az tfi
buriky. Tyto experimenty slouzily k lazeni programového vybaveni, které bylo plivodné
naprogramovano pouze na hodnoceni vzdy jedné buiiky. Na jafe se pak nasnimal prvni
experiment, ve kterém nakonec bylo nalezeno a o€islovano 64 bun¢k. Krasny experiment pro
statistické hodnoceni viability, navic vSechny Ctyfi zorné pole byly ve vysledku poskladany do
jednoho velikého obrazu, ovSem za predpokladu, Ze by se nechaly buriky inkubovat déle nez
patnact minut anebo by se zvolila délka experimentu nikoliv v hodinach, ale ve dnech.
Nakonec jsme tedy v tomto experimentu hodnotili spiSe rostouci intenzitu fluorescence nez jeji
pokles. Pozdéji se ukazalo, ze nasnimat dal§i experimenty bude docela problém. Vypadky
laseru ¢i vzorky, ve kterych se zivé buriky vykazujici obdobnou hladinu intenzity fluorescence
hledaly opravdu tézko, nam rozhodné praci neulehCovaly. Druhy nasnimany experiment nas
prekvapil svoji objemnosti. Pfetdhnout data o velikosti 10 GB z mikroskopu do notebooku
zatracené dlouho. A pak jiz nezbyvalo nic jiného, nez spoustu téchto dat vyhodnotit...

Jak se ukazalo, spektralni snimky vykazuji jen nepatrnou zmeénu fluorescence, coz mimo
jiné dokazuje 1 hodnota Pearsonova korelacniho koeficientu. Dale byla snaha hodnotit viabilitu
kardiomyocytli pomoci snimkl pofizenych ve svétlém poli. Rozdil mezi stupni Sedi u pozadi a
u bunky byl vtomto pfipadé jen nepatrny a zmeéna intezity pozadi na zacatku a na konci
experimentu hodnoceni rozhodné nezjednusovala. Navic, u té€chto snimki je z principu mozno

hodnotit pouze ménici se tvar zkoumanych bunék.

Na fadu tedy pfiSly intenzitni fluorescenéni snimky. Jiz zminé€na rostouci intenzita
fluorescence nam v tomto piipadé hodnoceni pomoci zmény fluorescence zkreslovala, ov§em
zméry rozméra u par bunék, které se rozhodly v prabehu tohoto kratkého experimentu zemfit,
jsou jasné Citelné. Na druhé stran€, vysoka koncentrace buné€k na malém prostoru predstavuje
jeste jiné problémy. Protoze jsou buiiky zivé, tak i ve vzorku vykazuji pohyb. Mize se tak stat,
ze se béhem experimentu zacnou piekryvat. V tomto pfipadé dochazi ke Spatnému hodnoceni
viability kardiomyocytd. Tento problém nastava vétSinou u bunék z levé komory, které jsou

vice zivotaschopné i ve vzorku.
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Ve druhém experimentu jiz amrti v pribéhu snimani vykazovala vétSina bunek. Navic,
dostatecné dlouhy inkubacni Cas nam zajistil docela pekné vysledky v oblasti zmény intenzity
fluorescence a doby jejiho zivota. Jak uz bylo napsano, primérna doba zivota bunék od zacatku
experimentu se v tomto piipadé pohybuje okolo 2 dna. Z vysledk pak vyplyva, Ze pii amrti
vétsiny bunék se nejprve méni rozmeéry této buiiky a az nasledné dochazi k vyraznéjsimu
poklesu intenzity fluorescence (zvlasté v tom pripadé, kdy je vztazena na jednotku plochy) a
zkraceni doby zivota fluorescence. Jako men$i nevyhoda se u tohoto experimentu jevi
nemoznost poskladat Ctyfi zorna pole do jednoho velikého obrazu. Uzivatel tedy musi hodnotit

kazdé pole zvlast, coz je pro n¢j pracnéjsi 1 ¢asoveé narocnéjsi.

7.1 Programové vybaveni

Pro spravnost vysledki hodnoceni viability kardiomyocyti je velice dulezité presné
vyjmuti zkoumané buiiky z pozadi. Cim presn&jsi toto vyjmuti bude, tim lepsich vysledkd pii
kone¢ném hodnoceni dosahneme. Zvlasté u dat, kterd slouzi pro hodnoceni viability pomoci
doby zivota fluorescence je potieba nechat spravné klesat prah, protoze intezita fluorescence
v téchto snimcich klesa velice rychle. Na hodnoté prahu pak zaviseji i rozméry bunék, jejiz
zmeény pak pozorujeme ve vysledném grafu. Obzvlasté obvod buiky je pak také zavisly na
tom, jak se pomoci metody eroze a dilatace (4.1) podafilo vyhladit rozhrani mezi buiikou a

pozadim a potlacit tak pfipadny Sum v obraze.

Pro cCast&jsi pouzivani tohoto pragramového vybaveni by byla vhodna ¢asova optimalizace
zdrojového kodu. Pii hodnoceni vétsiho poctu bunek ma totiz kazdy radek stale vétsi vliv na

konecny ¢as zpracovavani.
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Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo seznamit se se zakladnimi principy zobrazovani pomoci
konfokalniho mikroskopu a nasnimat obrazy izolovanych kardiomyocyti ve svétlém poli a za
pouziti barviva i sadu fluorescencnich snimkii k naslednému hodnoceni. Nasledné se mély

vSechny metody navzajem porovnat a statisticky vyhodnotit ty nejlepsi z nich.

Teoretickému seznameni se s fluorescenci a jejiho vyuziti v bunééné biologii se vénuje
prvni kapitola. Viabilita kardiomyocytt je pak rozebirana v kapitole druhé, kde je mozné se
docist mimo jiné o izolaci bun€k ze srdce tak, aby jich co nejvice zistalo zivych, a nasledné
bylo co hodnotit. Toto hodnoceni se provadi s vyuzitim konfokalni mikroskopie, jejiz
mechanismus je vysvétlen v kapitole s Cislem tfi. Nasleduje povrchni seznameni s obrazovymi
metodami, které jsou pak vyuzivany k presnéjSimu ohraniceni zkoumané buriky. Diky tomuto
ohraniCeni je potom mozno provést vyjmuti této buiikky z pozadi nasnimaného obrazu. Po

vyhodnoceni viability jsou vysledky rozebirany v nasledné diskusy.
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Ptiloha: Grafy z druhého experimentu
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Obrazek 64. Doba Zivota fluorescence u buiiky A2
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Obrazek 65. Doba Zivota fluorescence u buiiky B1
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Obrazek 66. Doba Zivota fluorescence u buiiky B2

78



[ns]

¢as

[ns]

¢as

L L L L L L
C¢asova konstanta tau
} plocha pod kfivkou
| nulova intenzita -
posledni snimek prwni serie

|

\ J“ \\w”\ AN \ ‘, |
R s M)
0 L r r r r r r [
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
¢as [min]

Obrazek 67. Doba Zivota fluorescence u buiiky B3
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Obrazek 68. Doba Zivota fluorescence u buiiky C1
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Obrazek 69. Doba Zivota fluorescence u buiiky C2
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Obrazek 70. Doba Zivota fluorescence u bunky D1
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Obrazek 71. Doba Zivota fluorescence u buiiky D2
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Obrazek 72. Doba Zivota fluorescence u buniky D3

81



