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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva navrhem metodiky pro méfeni indexu lomu a tloustky zivych
bunék pomoci koherenci fizeného holografického mikroskopu. Teoreticka ¢ast prace pojednava
o holografické mikroskopii a jejim vyvoji na UFI FSI VUT v Brné. Dale se prace zamé&fuje na
holograficky mikroskop, jeho popis, princip, postup prace a zpracovani dat. Popsana je také
konfokalni mikroskopie, ktera slouzi pro porovnani ziskanych hodnot navrzenou metodikou.
Posledni teoreticka Cast se zabyva problematikou testovani statistickych hypotéz pottebnych
pro zpracovani nameétenych dat. V ramci prace byly pro ovéfeni metodiky uréeni indexu lomu
a tloustky buiiky navrzeny pfislusné experimenty. V experimentalni ¢asti je nejdiive popsana
piiprava vzorkti a meéfeni. Nasleduje postup a vysledky navrzenych experimenti a jejich
vyhodnoceni.

Abstract

This master’s thesis deals with the design of methodology for measurement of refractive index
and thickness of living cells by coherence-controlled holographic microscope. The theoretical
part summarises the holographic microscopy and its development at IPE FME BUT in Brno.
The thesis focuses on the multimodal holographic microscope, its description, the principle, the
procedure of work and data processing. Confocal microscopy is also described, which serves
to compare the acquired values with the proposed methodology. The last part of the theoretical
part deals with the testing of statistical hypotheses, which is needed for the processing of
measured data. Experiments were designed for the verification of methodology for
determination of the refractive index and cell thickness. The experimental part of the thesis
deals with the sample preparation and measurement. The procedure and results of the proposed
experiments and their evaluation follows.

Kli¢ova slova:
Multimodalni holograficka mikroskopie, konfokalni skenovaci mikroskopie, index lomu,
tloustka zivych bunék.

Keywords:
Multimodal holographic microscopy, confocal laser scanning microscopy, refractive index,
thickness of living cells.
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1 Uvod

Zakladni stavebni a funk¢ni jednotkou vSech zivych organismu je buiika. Je to nejmensi
zivotaschopny objekt, ktery je schopny rozmnozovani, rustu, komunikace, dynamiky a vyvoje.
Zakladni rozdéleni bunék je na prokaryotické a eukaryotické, které se dale déli na rostlinné a
zivo¢isné. Kazda zivocCisna burika je ohraniCena cytoplazmatickou membranou tvofenou
vrstvami tukll a bilkovin. Uvnitf buriky se pak nachazi jadro, jehoz hlavni funkci je fizeni celé
bunky. V jadru se mize téz nachazet i jadérko, coz je mala vnitini ¢ast bunéného jadra
obsahujici ribozomalni ribonukleovou kyselinu. Dalsi soucasti buriky je cytoplazma, coz je
koloidni roztok obsahujici organely a dalsi bunécné struktury. Cytoplazma se sklada ze 75-80%
vody, v niz jsou rozpustény rizné anorganické molekuly, enzymy a dalsi latky. Organely slouzi
k fizeni a déleni bunky, bunéénému dychani, mechanické podpote, syntéze a vyluCovani latek.
Buriky jsou slozité a velmi dulezité pro zivot, proto jsou predmétem mnoha studii a vyzkumd.

Jelikoz jsou buriky vétSinou transparentni a malo rozptyluji a odrazeji svétlo, je nutné
pouzivat pti jejich pozorovani jiné metody, nez je zobrazeni ve svétlém poli. Ve svétlém poli
1ze sice pozorovat vzorky az s tisicindsobnym zvétSenim, ale jsou malo kontrastni. Pro zvySeni
kontrastu je mozné buriky obarvit a detekovat pomoci fluorescencni mikroskopie. Ta vyuziva
excitace fluorescencniho barviva a detekce emisniho zafeni.

Kombinaci fluorescencni a konfokalni mikroskopie 1ze ziskat vysoce kvalitni snimky
pozorovanych vzorkl. Konfokalni mikroskopie umoziiuje pozorovani realného vzorku s vyssi
rozliSovaci schopnosti nez u béznych svételnych mikroskopt. Tato vlastnost je dana potlacenim
signalti pochazejicich z rovin mimo zaostfenou rovinu. Dalsi vyhodou je moznost rekonstrukce
trojrozmémého modelu preparatu. Fluorescence pak zajistuje dobrou viditelnost pruhledného
vzorku diky obarveni a detekci emisniho zafeni. Diky moznostem pouziti riznych barviv, lze
pomoci této metody pozorovat piehledné prostorovou strukturu bunék, jader ¢i jednotlivych
bunéénych organel.

Dal§i moznosti zobrazeni transparentnich vzork je vyuziti specialnich
mikroskopickych zobrazovacich metod vyuzivajici fazovy kontrast. Pro zobrazovani fazovych
vzorku je vhodna interferencni mikroskopie, ktera zobrazuje na zakladé fazového posuvu viny,
ktera prochéazi vzorkem nebo se od vzorku odrazi. Podle toho se d¢li interferencni mikroskopy
do dvou modu, transmisniho a reflexniho.

Interferencni mikroskopie vyuziva moznosti, které poskytuje interferencni zdznam
mikroskopického zobrazeni. Jednd se o zobrazovaci techniku vyuzivajici interference
svételnych svazkl, kdy jeden svazek prochazi vzorkem (resp. se od néj odrazi) a druhy slouzi
jako referenc¢ni. Diky zaznamu interference lze stanovit zpozdéni predmétového svazku,
a zméfit tak rozdil optickych drah, a zaroven je mozné zobrazit celou trojrozmémou oblast
vzorku.

Interferen¢ni zaznam je mozny jak s koherentnim, tak i1 nekoherentnim osvétlenim.
Jednou z vyhod pouziti nekoherentniho zdroje svétla je nekoherentni interference bez
koheren¢ni zrnitosti. Dalsi vyhodou je moznost pozorovani tenkych optickych fezt. Oproti
konfokalnimu mikroskopu v§ak neni nutné pouzivat rastrovani, protoze cela oblast je zobrazena
najednou. Proces rekonstrukce je tedy =zavisly predev§im na schopnostech kamery
a pocitacového zafizeni.

Vyhodou interferen¢ni mikroskopie je moznost pozorovani zivych bunék bez nutnosti
barveni, a tudiz bez toxickych efekt pro zivou buiku. Diky tomu mizeme pozorovat buriky
v jejich ptirozeném prostedi v realném Case vCetné jejich rustu, déleni a dal§ich zmén.






2 Cile a rozdéleni prace

Koherenci fizeny holograficky mikroskop umoziuje zaznam fazového posuvu zptisobeného
vzorkem, v pfipadé této prace zivymi bunikami v médiu. Naméteny fazovy posuv pfitom zavisi
soucasné na indexu lomu pozorované buiiky a jeji tloustce v daném bod¢. Cilem této prace je
navrhnout metodiku pro méfeni indexu lomu a morfometrie zivych bun¢k pomoci koherenci
fizeného holografického mikroskopu. Déle navrh a provedeni experimentu pro ovéreni této
metodiky, ziskani a zpracovani dat. V neposledni fadé pak vyhodnotit vysledky experimentu
a poukazat na moznosti vyuziti této metodiky.

Diplomova prace s ndzvem Méreni indexu lomu a morfometrie Zivych bunék pomoci
koherenci Fizeného holografického mikroskopu je rozdélena do péti Casti. Prvni Ctyfi €asti jsou
teoretické, pata se zamétuje na experimenty. V prvni ¢asti je shrnuta historie holografie a vyvoj
holografické mikroskopie na UFI FSI VUT v Brng&. Druha &ast je zaméfena na multimedialni
holograficky mikroskop. Konktrétné€ na konstrukéni popis, zpracovani interferogramu, vyznam
obrazové faze, nastaveni a analyzu dat. V této Casti je také pojednano o metod¢ urceni indexu
lomu a tloustky buriky. Ve tieti ¢asti je zminéna konfokalni mikroskopie, ktera je vyuzita pro
porovnani ziskanych hodnot tloustky bunék. Ctvrta &ast pojednava o teorii testovani
statistickych hypotéz nutnych pro vyhodnoceni namétenych dat. V posledni, tedy paté Casti, je
popsana nejprve priprava experimentt a nasledné samotné experimenty a zpracovani vysledka
téchto méfeni. Nakonec jsou vysledky méfeni vyhodnoceny a porovnany.






3 Holografickd mikroskopie

3.1 Historie holografie

Holografie (z feckého holos — Gplny a grafie — zdznam) je metoda zdznamu trojrozmérného
obrazu zalozena na principu interference vysetfovaného a znamého svazku. Teoreticky zaklad
této techniky polozil kolem roku 1948 D. Gabor, ktery za objeveni principu holografie ziskal
Nobelovu cenu [1][2]. Prakticka realizace této techniky byla vSak v dasledku neexistence
dostate¢né koherentniho zdroje osvétleni problematicka [3].

Vétsi pokrok zaznamenala holografie az po vynalezeni laseru v roce 1960. Laser je
idealnim zdrojem koherentniho svétla pro holografické mikroskopy. V tomto obdobi vznikl
i prvni trojrozmérny zdznam predmeétu, ktery pofidili E. Leith a J. Upatnieks z michiganské
univerzity [4][5]. I pfes veSkeré vyhody oproti jinym mikroskopickym metodam nebyla
holograficka mikroskopie prakticky vyuzivana, a to kvuli vysoké pofizovaci cené, slozitému
usporadani, a predev§im kvili vysoké narocnosti pfi ukladani a zpracovavani dat. Zajem
o holografickou mikroskopii probudil az rozvoj vypocetni techniky, kdy se ze slozitého
a ¢asove naroCného zpracovavani dat stala zalezitost nékolika okamziku.

Mikroskopy zalozené na interferenci se déli do dvou hlavnich skupin podle thlu, ktery
svira predmétovy a referencni svazek. Jedna se o in-line interferenci, kde thel je bud nulovy
nebo téméf nulovy a off-axis interferenci, kde je thel svazka nenulovy. Ty mikroskopy, kde
svazky sviraji nulovy thel, se Casto oznacuji jako osové nebo interferencni. Naopak ty, kde thel
je nenulovy, se nazyvaji mimoosové nebo holografické. V této praci je pojednavano o druhé
skupiné€ mikroskopt, tedy o mimoosovych.

3.2 Vyvoj holografické mikroskopie na VUT

Prvni achromaticky mimoosovy holograficky mikroskop byl zkonstruovan v Laboratofi
optické mikroskopie na UFI FSI VUT v Brné R. Chmelikem a Z. Harnou [6]. Tento reflexni
mikroskop byl navrzen pro svétlo o nizké koherenci a podobné jako konfokalni mikroskop
umoznoval zobrazovat optické fezy vzorkd, ale navic dokazal zobrazit i vyskovy profil vzorku
diky detekci faze. Schéma tohoto mikroskopu je na obrazku 1.
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Obrazek 1: Optické schéma reflexniho holografického mikroskopu. Zdroj svétla (ZS), kolektor (kol), difrak¢ni
miizka (DM), zrcadla (Z), d€lici kostky (DS), objektivy (O), piedmét (P), objektiv (O), vystupni rovina (VR),
detektor (D) [7].

V ramci svych diplomovych praci pak 1. Chytkova [8] a M. Prokopova [9] zacaly
vyvijet transmisni holograficky mikroskop, na ktery dale navazal P. Kolman [10]. Ten v ramci
své disertatni prace zkonstruoval transmisni holograficky mikroskop oznafovany jako
koherenci fizeny holograficky mikroskop (CCHM) prvni generace. Pro rozdéleni svazku je zde
pouzita difrakéni mifizka, ktera spole¢né s uzitim achromatického prostorové invariantniho
interferometru zajist'uje, ze interferencni struktura ma pro vSechny vinové délky a body zdroje
stejnou frekvenci a polohu. Schéma tohoto mikroskopu je na obrazku 2.
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Obrazek 2: Optické schéma koherenci fizeného holografického mikroskopu prvni generace. Zdroj svétla (S),

interferencni filtr (F), kolektor (Kol), difrakéni miizka (DM), zrcadla (Z), kondenzory (K), pozorovany vzorek (P),
referenéni vzorek (R), objektivy (O), vystupni rovina (VR), vystupni mikroobjektiv (VO), detektor (D) [10].

Z prvniho CCHM vychazi i CCHM druhé generace, kde oproti prvni neni difrakcni
miizka pouzita jako déli¢ svazku, ale je umisténa v predmétové vétvi pied vystupni ¢ockou.
Diky drobnym tpravam oproti prvni generaci se vyrazné zveétsil prostor pro zkoumané vzorky
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a odstranilo se omezeni spektralni propustnosti. Zdrojem svétla tak muaze byt i obyCejna
halogenova zarovka. Schéma CCHM druhé generace je na obrazku 3.
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Obrazek 3: Optické schéma koherenci fizeného holografického mikroskopu druhé generace. Zdroj svétla (S),
kolektor (Kol), d¢lici kostky (DS), zrcadla (Z), kondenzory (K1, K2), pozorovany vzorek (P), referenCni
vzorek (R), objektivy (O1, O2), tubusové Cocky (T1, T2), difrakéni miizka (DM), vystupni objektivy (V1, V2),
detektor (D) [11].

Dalsi verze mikroskopu vznikla ve spolupraci s firmou Tescan Brno s.r.o. a jedna se
o multimodalni holograficky mikroskop (MHM). Tento mikroskop kombinuje reflexni,
transmisni a fluorescencni mod. Reflexni mod umoziiuje pozorovat topografii vzorkd,
napfiklad meéfeni profilt. Transmisni mod slouzi k pozorovani morfologie vzorkt, sledovani
pohybu bunék ¢i méfeni suché hmoty bunék. Fluorescencni mod pak umoziuje detekovat
a identifikovat jednotlivé bunécné struktury.

Pro bunécné pozorovani je mikroskop vybaven termoizolacnim boxem, ktery diky
topnému systému udrzuje stabilni teplotu béhem pozorovani a umoziuje tak sledovat bunéénou
dynamiku a zivotni cykly. Tento koherenci fizeny holograficky mikroskop v transmisnim médu
byl pouzit i k experimentim v této praci.
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4 Multimodalni holograficky mikroskop (MHM)

4.1 Konstrukéni popis MHM

Zdrojem svétla pro MHM je halogenova lampa (S). Svazek vychazejici ze zdroje je omezen
aperturni clonou (A) a spektrum tohoto svazku je filtrovano interferencnim filtrem (F).
V mikroskopu je pouzito Kohlerovo osvétleni, kdy rovina zdroje je zobrazena do zadnich
obrazovych rovin kondenzort (K1, K2) kolektorovou ¢ockou (Kol). Jako déli¢ svazku je zde
pouzita délici kostka (DS), ktera rozdéluje svazek do dvou identickych vétvi — predmétové
a referencni. V obou vétvich jsou pouzity stejné optické prvky, jako jsou kondenzory (K1, K2),
objektivy (O1, O2), tubusové ¢ocky (T1, T2), vystupni objektivy (V1, V2) a zrcatka (Z). Svazek
z obou vétvi je pak spojen dalsi delici kostkou (DS). Do pfedmétové vétve se vklada
pozorovany vzorek (P). V referencni vétvi, kam se vklada referen¢ni vzorek (R), je navic
umisténa difrak¢éni miizka (DM). K interferenci nultého a prvniho difrakéniho fadu dochazi ve
vystupni roviné (VR). Zde tedy interferuje pfedmétovy a referencni svazek. Interferencni
struktura je zaznamenana detektorem (D), coz je CCD ¢ip digitalni kamery. Tento interferencni
obrazec je achromaticky a prostorové invariantni. Schéma MHM je na obrazku 4.

i S

Referenéni A== ¥ Piedmétova
vétev vétev
e Kol
Z
DS
Z
Z
K1 o —— K2
| 2 S —— —— L==_1 P
Tl T2

Obrazek 4: Optické schéma multimodalniho holografického mikroskopu. Zdroj svétla (S), aperturni clona (A),
interferen¢ni filtr (F), kolektor (Kol), délici kostky (DS), zrcadla (Z), kondenzory (K1, K2), pozorovany
vzorek (P), referencni vzorek (R), objektivy (O1, O2), tubusové Cocky (T1, T2), difrakéni miizka (DM), vystupni
objektivy (V1, V2), vystupni rovina (VR), detektor (D) [12].
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4.2 Zpracovani interferogramu

Diky interferenci predmeétové a referencni vétve vznika na detektoru interferogram (hologram).
Hologram obsahuje informaci o amplitudé a fazi predmétové vétve. Rekonstrukce obrazu se
provadi numerickym zpracovanim pomoci specializovaného softwaru Q-Phase (TESCAN
ORSAY HOLDING a.s., Brno).

Tento software pouziva fourierovskych metod. Diky rychlé Fourierové transformaci
(FFT) je ziskano spektrum prostorovych frekvenci. Pokud je splnéna holograficka podminka,
jsou zde patrné 3 oblasti. Pro dalsi zpracovani je vybrana okrajova oblast odpovidajici tfetimu
nebo c¢tvrtému cClenu Fourierovy transformace, kterd je od prostfedni oblasti vzdalena
o prostorovou frekvenci interferen¢nich prouzkd. Vnéjsi obrazec je vybran tak, aby jeho
maximalni intenzita lezela uprostied vyfezu. Déle je provedena inverzni rychla Fourierova
transformace (IFFT), ¢imz ziskame komplexni amplitudu zobrazeni vzorku, coz je dilezité pro
vypocet faze a intenzity predmétové viny. Z komplexni amplitudy ziskame obraz nenavazané
faze, kde jsou patrné skoky rozdilu fazi predmeétové a referencni viny. Tyto skoky je nutné
odstranit a rozdil fazi navazat pfictenim ¢i odectenim 27n, kde 7 je celé Cislo. Postup zpracovani
interferogramu je schematicky znazornén na obrazku 5 [13]. Vice informaci o zpracovani
interferogramu 1ze najit v disertacni praci P. Kolmana [10].

- [rad] T0 [rad] 3.26

a)

b)

Obrazek 5: Zpracovani obrazu: a) hologram, b) spektrum prostorovych frekvenci, ¢) obraz amplitudy, d) obraz
faze, e) obraz navazané faze [7].
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4.3 Vyznam obrazové faze

Fazovy rozdil svételnych svazku, tedy predmétové a referencni vétve, je pfimo umeérny rozdilu
jejich optickych drah:

2T
Ap(x,y) = @p(x,y) — @r(x,y) = TOPD(x, y), 4.1)

kde Ag je fazovy rozdil svételnych svazkii, ¢, je faze predmétového svételného svazku, ¢ je

faze referencniho svételného svazku, A je vlnova délka pouzitého svétla a OPD je rozdil
optickych drah. OPD je dan indexem lomu a tloustkou vzorku:

= (n, —np)t(x, y) = An(x, y)t(x, y), '

kde n,, je index lomu média, n, je index lomu vzorku, An je rozdil indexti lomu, t je tloustka
vzorku a h je vyska komurky.

Po dosazeni vyrazu pro OPD do rovnice pro fazovy rozdil svételnych svazki ziskame
rovnici:

2
Ap(x,y) = 5 An(x, V)6, ), (4.3)

Z fazovych rozdilt lze urcit hodnotu plosné hustoty suché hmoty buriky, ktera je
definovana jako obsah jeji hmoty bez vody, tedy hmotnost butiky po odpareni vody. Podle
G. Propescua [14] Ize tuto hodnotu urcit jako

)
= Ap(x,y)A 44
m = o—Ap(x, y) (4.4)

kde m predstavuje plosnou hustotu suché hmoty buriky v pg, 4 vinovou délku pouzitého svétla,
A plochu buiiky v um?, a specificky refrakéni piirGstek v um?-pg! a Ap(x,y) primérny fazovy
rozdil v radianech [15][16].

4.4 Metoda urCeni indexu lomu a tloustky burnky

Meéfteny fazovy rozdil zavisi na indexu lomu a tloust’ce vzorku. Odd¢leni téchto dvou veli¢in se
nazyva metoda urceni indexu lomu a tloustky buriky. Tato metoda umoziiuje méfeni téchto
dvou vyznamnych veli€in na multimodalnim holografickém mikroskopu. Pro zméfeni indexu
lomu a tloustky buriky je nutné zméfit fazovy rozdil u tychz bunék ve dvou médiich se stejnou
osmolaritou (aby se zabranilo kolisani objemu buiiky), ale s jinym indexem lomu [17][18].

Pro kazdy pixel ziskame dvé hodnoty faze (@i, ¢2i). Prvni se ziska u vzorku ve
standardnim médiu

2m
Pri = (e — )y 4.5)
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a druhé u vzorku v médiu s vy$§im indexem lomu

21
021 = 5 (Fei = (nn +6m) ) . (4.6)

Resenim tohoto systému rovnic ziskdme pro kazdy pixel integralni index lomu:

one, ;
e = _ Py 4.7
(<P1,i - <P2,i)
a tloustku buriky:
B = A (Pri—92) _ A oui 4.8)
‘o 2m on 2m (M, ; —nyy) '

4.5 Spusténi a nastaveni mikroskopu

Mikroskop se spousti pomoci spinace umisténého pfimo na hlavnim boxu. VSechna méfeni jsou
téméer pln€ automatizovana, diky pouziti softwaru Q-Phase. Jediné ukony, které nejsou
automatizovany, jsou vlozeni pozorovaného a referen¢niho vzorku a otevieni a zavieni polni
clony. V prostfedi programu Q-Phase lze jednoduse vybrat mod mikroskopu (transmisni,
reflexni a fluorescen¢ni), prislusné objektivy (zvétSeni: 4x, 10x, 20x, 40x a 60x), filtry
(maximalni propustnost na vinové délce: 515 nm, 547 nm, 580 nm, 620 nm, 650 nm a 676 nm)
a nastavit parametry potfebné pred zahajenim pozorovani, jako je intenzita zdroje a hodnota
aperturni clony.

K experimentim této prace byl pouzit transmisni mod mikroskopu a objektivy se
zvétSenim 10x%, filtr s maximalni propustnosti 650 nm, hodnotou osvétleni 90% a numerickou
aperturou NA = 0,3.

Pred samostatnym méfenim je tfeba zkontrolovat nastaveni teploty v boxu, ktera musi
byt pro méfeni bunék konstantni. Nasledné je vlozen vzorek. DalSim krokem je nastaveni
mikroskopu pro snimani. Nejprve je tfeba najit rovinu pozorovani pomoci absolutniho ostfeni
v pfedmétové vétvi. Zasune se polni clona, ktera je v pfedmétové vétvi doostena rucné pomoci
Sroubu a v referencni vétvi pomoci vlozeni referencniho vzorku — sklicek. Nasledné dojde
k automatickému sesazeni obrazii polni clony v obou vétvich. Dale je nutné nastaveni
interference, coz je provadéno automaticky. Poslednim krokem je nastaveni expozice,
relativniho ostfeni, popfipadé nastaveni masky pozadi, intervalu snimani ¢i prameérovani
snimkd. Program Q-Phase v realném Case zobrazuje amplitudu, intenzitu, navazanou fazi
a hologram. Tato data je mozné také pomoci programu ulozit, rekonstruovat a zpracovavat.
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4.6 Analyza v programu Q-Phase

Program Q-Phase je soucasti multimodalniho holografického mikroskopu a slouzi nejen pro
nastaveni mikroskopu a pro samotna meéteni, ale také jako program na ukladani a analyzu
snimkt. Tento program byl pouzit pro segmentaci bunek (obrazek 6), ktera slouzi pro urceni
hranic a v ptipade dotykajicich se buné€k k jejich rozdéleni a k odstranéni nezadoucich objekta
v obraze. Program nabizi segmentaci pomoci dvou ruznych metod — treshold (segmentace na
zéakladé dvojuroviiového prahovani) a watershed (segmentace bun¢k vyuzivajici stupné Sedi).
K segmentovani bun¢k byla pouzita metoda watershed, protoze dokéaze 1épe rozdélit dotykajici
se buriky.

Threshold

Background Threshold Morphology Closing Rad

1.0500 pgfum?

Min Cell Weight Threshold Max Weight Merge Threshok

100.00 pg 100.00 pg

Remove Cells on Image Borders

Edge Segment Threshold

Correction by Fluorescence Cell Core Data

Fluo Camera

Type Andor

Obrazek 6: Segmentace bun¢k. Vlevo segmentované buiiky, vpravo tabulka nastaveni segmentovani metodou
watershed.

Metoda watershed ma ¢tyfi zakladni parametry: prah pozadi, minimalni prah hmoty
burkky, maximalni prah hmoty buikky a polomér morfologického uzavieni. Polomér
morfologického uzavieni umoziiuje odstranéni chybné vytvorenych dér uvnitf buriky, které
mohou vzniknout v misté vakuol ¢i vlivem Sumu. Minimalni a maximalni prah hmoty bunky
umoziuje nastaveni hranic pro realné hodnoty bunék, abychom chybné nepovazovali neCistoty
ajiné anomalie v obraze za buiiku. Zadany minimalni prah by mél vzdy byt mensi jak nejmensi
hmotnost buiiky ze snimku, aby byla segmentace co nejpfesnéjsi a nemohla byt jedna buika
programem rozdélena.

Pro dalsi analyzu je v programu k dispozici fada dalSich nastrojii pro zobrazeni
a vyhodnoceni ziskanych informaci. Pro potfebu méfeni indexu lomu a tloustky bunék je
vyznamna tabulka parametrii, kde jsou zaznamenany u vybranych bunék hodnoty plochy
a obvod bunky, kruhovitost a sucha hmota bunky. Z téchto hodnot jsou pro dalsi vypocty
dulezité udaje o suché hmoté a ploSe. Plocha bunky je dana souctem vsech pixeld, na kterych
se burika vyskytuje. Celkova plocha buiky A je dana vzorcem:

k
A= z ;S (4.9)
i=1
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kde n nabyva hodnoty n = 1 pro pixely patfici plose buitky a mimo ni je n = 0. S udava plochu
jednoto pixelu a k je pocet pixeld.

Sucha hmota buriky je soucet hodnot faze v pixelech patfici buiice. Celkova sucha
hmota buriky M je definovana jako

M :SZmi (4.10)

kde m; vyjadiuje plosnou hustotu suché hmoty v i-tém pixelu patfici burice a k je pocet pixelQ.
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5 Konfokalni mikroskopie

5.1 Historie konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop je zalozen na principu svételné mikroskopie. Na rozdil od bé&zného
svetelného mikroskopu detekuje svétlo pouze z ohniskové roviny, diky ¢emuz nedochazi ke
zkresleni obrazu paprsky z jinych rovin vzorku. Metoda umoziiuje snimani sérii optickych feza
a jejich skladani do prostorovych obrazi [19][20].

Princip konfokalniho mikroskopu byl patentovan v roce 1957 Marvinem Minskym [21].
Z divodu nedostate¢ného zdroje svétla doslo k prvnimu sestaveni tohoto mikroskopu az
o nekolik let pozde€ji. U zrodu prvniho konfokéalniho mikroskopu pak stdli Mojmir Petran
a Milan Hadravsky, ktefi vroce 1967 patentovali konfokalni mikroskop s dvojitym
radkovanim [22]. K vétsimu rozvoji a zlepSeni kvality zobrazeni pak doslo koncem
sedmdesatych let, po zkonstruovani prvniho laseru. Vyuziti laseru umoznilo rychlejsi
skenovani vzorku, vyssi rozli§eni a moznost pozorovani fluorescence. Prvni aplikace v bunécné
biologii s pouzitim konfokalni laserové fadkovaci mikroskopie (CLSM) byly publikovany
v roce 1987 [23][24].

5.2 Zakladni konstruk¢ni popis

Intenzivni bodovy zdroj svétla (laser) smétuje skrz prvni konfokalni clonu na dichroické
zrcadlo, které slouzi jako de€li¢ svazku. Dale je svételny svazek pomoci objektivu zaostren na
pozorovany vzorek. Svétlo odrazené od vzorku je pak sbirdno objektivem. Tento odrazeny
svazek je dichroickym zrcadlem nasmétfovan pres druhou konfokalni clonu na detektor. Druhy
konfokalni filtr slouzi k odfiltrovani svétla pochazejici z oblasti mimo zaostfenou
rovinu [19][20].

Zakladnim principem CLSM je tvorba obrazu skladanim informaci naskenovanych bod
po bodu. Jednotlivé optické fezy jsou umoznény snimanim jednotlivych bodi v roviné xy
a presn¢ definovanym posuvem v ose z. Rastrovani je umoznéno bud’ rozmitanim laserového
paprsku, pficnym posuvem vzorku nebo posuvem objektivu [20][25].

Dichroické zrcadlo Objektiv

Konfokalni clona

Zdroj svétla

Zaostiena rovina

| Konfokalni clona

Detektor

Obrazek 7: Zakladni schéma konfokalniho mikroskopu [26].
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5.3 Zakladni vlastnosti konfokalni mikroskopie

Diky konfokalnim clonam je bodovy zdroj zobrazen pres vzorek zpét na bodovy detektor, tim
je zajiSténa symetricka konfokalni optickd soustava. Tuto soustavu, ktera je znazornéna na
obrazku 7, obsahuji konfokéalni mikroskopy umoziiujici rastrovani soustavy pozorovanim
optickych feza.

Hlavnim rysem zobrazeni v konfokalnim mikroskopu je pozorovani ostrych oblasti,
které jsou osvétlené. Ostatni oblasti vzorku jsou neosvétlené. Tato vlastnost je znazornéna na
obrazku 8. Zakladni charakteristikou zobrazeni konfokéalnim mikroskopem je osova intenzivni
odezva pro rovinny objekt, coz je zavislost intenzity zobrazeni rovinného objektu kolmého
k optické ose na jeho rozliSeni z. Dalsi vlastnosti, kterd je ovSem stejna i u konvencnich
svételnych mikroskopt je pficné zvétSeni. Tyto dv€ vlastnosti zaviseji na vinové délce
pouzitého svétla a numerické apertuie objektivu, popfipadé na praiméru otvora rastrovaciho
kotouce u osové odezvy [27].

Vyhodou této mikroskopické metody je predevSim odstranéni informaci
z mimoohniskovych rovin a tim zvySeni rozliSeni a kontrastu obrazu. Dalsi vyhodou je moznost
pozorovani prostorovych tkani a mnohobunécnych organismu a jejich prostorova rekonstrukce.

Obrazek 8: Zobrazeni téhoz vzorku konvencnim optickym mikroskopem (a) a konfokalnim mikroskopem (b).
Rozostiené oblasti se v konfokalnim mikroskopu jevi jako neosvétlené [27].

5.4 Fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie

Fluorescencni konfokalni mikroskopie kombinuje vyhody dvou technik zobrazeni, a to
fluorescenc¢ni, zalozené na luminiscenci vzorku, a konfokalni, umoziujici pozorovani 3D
struktury s vysokym rozliSenim. Fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie vyuziva laserového
zdroje svétla k vybuzeni vyzafovani barviva nebo samotného vzorku. Takto vybuzené svétlo
prochazi konfokalnim mikroskopem a je zaznamenano fotonasobiCem. Diky vylouceni
fluorescence v oblastech mimo zaostfeni ziskavame kontrastni obraz s viditelnymi detaily
vzorku. Na obrazku 9 je uvedena fada snimkd porovnavajici klasickou fluorescencni
mikroskopii s konfokalni fluorescencni mikroskopii [20].
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Obrazek 9: Vybrané zorné pole v tradicnim fluorescenc¢nim mikroskopu (a, b, ¢) a konfokalnim fluorescenénim
mikroskopu (d, e, f). [20]

5.4.1 Fluorescence

Fluorescence je fyzikalni jev zalozeny na schopnosti atomii a molekul absorbovat urcité
mnozstvi excitaéni energie a vzapéti ji vydat zpét v podobé emisniho zafeni o vyssi vinové
délce a niz§i energii. Latka absorbujici elektromagnetické zateni vstoupi do energeticky vy§siho
stavu, z néhoz se nasledné vraci do zakladniho stavu pomoci zafivych pfechodl s uvolnénim
fotonu. Tento prechod nastava bezprostiednd po excitaci (méné nez 10 s) [19].

Latky vykazujici fluorescenci se nazyvaji fluorochromy. Fluorochromy jsou
fluorescen¢ni barviva, ktera se pouzivaji pro barveni preparatd. Jejich vazbou na urcitou
strukturu ¢i molekulu 1ze v burice lokalizovat urcité organely ¢i produkty metabolismu.

Fluorescence je proces, ktery se sklada z vice stadii, které popisuje Jablonského diagram
na obrazku 10. Nejprve zdroj svétla emituje foton, ktery je absorbovan fluorochromem. Tim
dojde k excitaci elektronu ze zékladni hladiny do vyssiho energiového stavu, tento excitovany
stav trva vSak jen urcity Cas (1-10 ns) a k excitaci je tfeba zafeni o urCité excitaéni energii.
Nasledné dochazi k prechodu elektronu do relaxovaného excitaéniho stavu, coz je nejnizsi
vibra¢ni hladina. Tento prechod je nezafivy. Z této hladiny pak elektron prechazi do ptivodni
energiové hladiny a dochazi k vyzafeni energie ve formé emisniho zéafeni — fluorescenci.
K tomuto dé€ji nedochazi u vSech excitovanych elektront, ale pouze u Casti. Druha Cast pak
prochazi nezativymi prechody [25][27].

A l § Nezafive pirechody Vibra¢ni hladiny

Excitacéni stav

Excitace Fluorescence

Energie

A 4

Zakladni stav

Obrazek 10: Jablonského diagram popisujici fluorescenci.
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Jako barvivo pro experiment v této praci byl pouzit Phalloidin (Sigma-Aldrich), coz je
hepatotoxicky cyklicky alkaloid, ktery se pouziva k barveni biologickych preparatii. Vlastnosti
této latky je, ze se vaze na F-aktin v bunkéach, a tim umoziiuje fluorescencni pozorovani
aktinovych vlaken. Molekuly Phalloidinu jsou malych rozmért, a tak umoziuji husté znaceni
aktinovych vlaken a detailni zobrazeni vzorku s vysokym rozliSenim [28]. Toto barvivo ma
excitaci v 594 nm a emisi v 630 nm, coz je patrné na obrazku 11.
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Obrazek 11: Excitacni a emisni spektrum barviva Phalloidin, excitace 594 nm a emise 630 nm [29].

5.4.2 Konstrukéni popis

Na obrazku 12 je znazornéna stavba a princip fungovani fluorescencniho konfokalniho
mikroskopu. Konstrukéni popis je obdobny jako u obecného konfokalniho mikroskopu. Svétlo
z bodového zdroje prochazi aperturni clonou o velmi malém priméru a excitacnim filtrem,
ktery zajisti zdroj svétla o potfebné vinové délce. Vinové délky prosié filtrem se odrazi od
dichroického zrcadla a po prichodu objektivem dopadnou na vzorek. Pokud na vzorku dojde
k fluorescenci, emisni svétlo prochazi zpét pres objektiv a dichroické zrcadlo. Dale je svétlo
filtrovano pres bariérovy filtr, ktery blokuje nezddouci vinové délky. Nakonec jsou konfokalni
clonou odfiltrovany informace z nezaostfenych rovin a excitované svétlo je zaznamenano na
detektor [20].

Detektor

Konfokalni clona

Bariérovy filt
aricrovy filtr Konfokalni clona

K Excitaéni filtr

Dichroické zrcadlo |

Objektiv

Roviny zaostteni

Vzorek
Obrazek 12: Schéma konfokalniho fluorescenc¢niho mikroskopu [20].
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5.5 Nastaveni konfokalniho mikroskopu

Pro ucely této prace byl pouzit konfokalni mikroskop Nikon Confocal system A1R se systémem
ECLIPSE Ti-E. K experimentu byly pouzity apochromatické objektivy se zvétSenim 20x
a numerickou aperturou NA = 0,75. Velikost konfokalni clony byla nastavena na 14 pm.
Snimky byly snimény rychlosti 1 snimek za 16 sekund. Jelikoz bylo k barveni pouzito barvivo
Phalloidin, které ma vinovou délku excitace 594 nm, byl jako zdroj svétla pouzit laser o vinové
délce 514 nm, ktery z moznych zdroji nejlépe odpovida vinové délce excitace. Detekce byla
nastavena v rozmezi (570 — 620) nm, abychom byli schopni zachytit emisi barviva, ktera je
630 nm. Nastavené rozliSeni snimku je (1024x1024) px, velikost zobrazovaného pole je
(635%x635) um.
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6 Testovani statistickych hypotéz

Testovani statistickych hypotéz je dulezité pro vyhodnocovani experimentalné namétenych dat
nejen v biologickém a medicinském vyzkumu. Statistickou analyzou dat ziskanych sledovanim
meétfené nahodné veli¢iny v experimentu jsme schopni rozhodnout o platnosti urcitého tvrzeni
tedy statistické hypotézy na trovni celé populace.

NejcastéjSim typem experimentu je tzv. komparativni experiment, kde pracujeme
s minimaln€ dvéma skupinami. Skupina se zménénymi podminkami se nazyva experimentalni
skupina, skupina s nezménénymi podminkami je pak kontrolni skupina. Kontrolni skupina
slouzi k zachyceni pfipadnych nepfesnosti experimentu. Cilem statistické analyzy
experimentalnich dat je zjiSténi a kvantitativni specifikace rozdilu mezi jednotlivymi skupinami
prostiednictvim statistickych metod pro vzajemné porovnani vybérovych souboru.

6.1 Testovani normality dat

Normalitu dat je mozné piredpokladat vizualné nebo pomoci testi vyznamnosti. Jednou
z vizualnich metod je sestrojeni boxplotu (obrazek 13). Centralni ¢ast diagramu je shora
ohrani¢ena 3. kvantilem a zespodu 1. kvantilem. Mezi nimi se nachazi median, ktery je
znazornén vodorovnou linii. Linie vychazejici kolmo nahoru a dolti (whiskers usecky) oznacuji
minima a maxima dat bez odlehlych hodnot. Odlehlé hodnoty jsou pak vykresleny jako
jednotlivé body. V piipad¢, kdy jsou whiskers usecky symetrické a median se nachazi priblizné
uprostied, miizeme predpokladat, ze soubor ma normalni rozlozeni dat.

Odlehla hodnota

Centralni ¢ast

25% kvantil

Obrazek 13: Boxplot.

6.2 F-test

Cilem F-testu je ovéfit, zda dva vybérové soubory pochazi z rozdéleni se stejnym rozptylem,
coz znamena overit, zda oba soubory vykazuji pfiblizn€ stejny rozptyl sledované nahodné

veli¢iny. V F-testu testujeme nulovou hypotézu Ho: o/° = 62°.
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Pti F-testu predpokladame, ze oba soubory pochazi z populace s Gaussovym normalnim
rozlozenim. Z té€chto dvou soubort s neznamymi rozptyly vybereme vzorek s rozsahem n;,
resp. nz. Vypocitame vybérové rozptyly podle vzorce:

2
noo42 (Z;lej)
RIS ni 6.1)
- n n; — 1 ’

st
kde je sz kvadrat j-tého Clenu nahodného vybéru a n; je pocet Clenti v nahodném vybéru.
Stanovime pocet stupn volnosti k; pro oba vybéry

ki =n; — 1, (62)
a vypocitame testovaci kritérium F pomoci vztahu:
(6.3)

kde do &itatele vzdy dosazujeme vétsi z rozptyll, s2 > s2. Obdobné plati, ze k; > k,, kde k;
je podet stupiiti volnosti patiici ndhodnému vybéru s vyssi hodnotou rozptylu s2. Déle je tieba
zvolit hladinu vyznamnosti a. Ve statistickych tabulkach pak lze dohledat odpovidajici
kritickou hodnotu pro F-test:

a
Fipie =1 — 5 (6.4)
Nasledné vypocitané testovaci kritérium F porovname s tabulkovou kritickou hodnotou.
V piipadé, ze F > Fy,;; zamitneme nulovou hypotézu Hy: 6/ = 62* a dostaneme, ze rozptyly
obou vybéra se statisticky vyznamné lisi. V opacném piipade€, kdy F < F,.;; nulovou hypotézu
zamitnout nemuzeme a piedpokladame, Ze rozptyl obou vybéri se statisticky vyznamné
nelisi [30].

6.3 T-test

Studentav t-test je parametrickym testem, ktery se pouziva pro testovani rozdilu stifednich
hodnot (n) dvou nahodnych wvybéri. T-test je mozné rozdélit na jednovybérovy
a dvouvybérovy. U jednovybérového t-testu je nahodny vybér tvofen jednotlivymi hodnotami,
u dvouvybérového pak dvojicemi hodnot, u nichz se zkoumaji rozdily. Dvouvybérovy t-test se
pak déli na parovy a neparovy. Parovy test se pouziva pro méfeni jedné skupiny dvéma riznymi
metodami. Neparovy test se pouziva pii zkoumani dvou nezavislych skupin. V praxi se tyto
testy pouzivaji k porovnani, zda se vysledky méfeni jedné skupiny vyrazné lisi od vysledka
druhé skupiny. V této praci bude aplikovany neparovy t-test.

Hypotéza neparového dvouvybérového t-testu je Ho: u; = 2. Vypocet testu vychazi
z odhadti parametru obou porovnavanych skupin, tj. aritmetického priméru a vybérového
rozptylu. Testované parametry mohou byt ze soubort se stejnym nebo riznym rozptylem, proto
je nutné rozptyly otestovat pomoci F-testu. Podle vysledku F-testu pak volime typ t-testu.
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Pti stejném rozptylu lze pouzit t-test s testovacim kritériem

X, — X nn
t= 1 2 12 , 6.5)
S n, +n,

kde ni a n2 jsou poclty Clent vybértu, X; a X, jsou jejich aritmetické praméry, s je celkova
smérodatna odchylka.
Stupné volnosti pro t-test pii stejném rozptylu se pocitaji jako

k=n,+n,—2. (6.6)

Pfi rizném rozptylu lze pouzit jiny t-test s testovacim kritériem

X1 — X3

t = —,
s2 52 (6.7)
n; Ny

kde s? a sZ jsou rozptyly vybéra.
Stupné volnosti pro t-test pii rizném rozptylu jsou dany vztahem:

s2 +Szz
n, n

G) ) -

n—1 n,—1

k=

Vypocitané testovaci kritérium ¢ nasledné porovname s tabulkovou kritickou hodnotou
t,_a, kterou najdeme podle stupné volnosti a zvolené hladiny vyznamnosti «, ktera miize
2

nabyvat hodnoty 0,05; 0,01 a 0,001 [30][31].

V pfipadé, ze zamitame nulovou hypotézu Hop: u; = w2, tzn. ze stfedni hodnota
experimentalniho souboru se statisticky vyznamné lisi od stfedni hodnoty kontrolniho souboru.
Rozdil stfednich hodnot je statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti a = 0,05 a velmi
statisticky vyznamny na hladiné a = 0,001. V pfipad€, ze nelze nulovou hypotézu zamitnout
predpokladame, ze stfedni hodnota experimentalniho souboru se statisticky nelisi od hodnoty
kontrolniho souboru. Rozdil mezi u; a 2 je statisticky nevyznamny.
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7 Experimentalni cast

V nasledujici kapitole je nejdiive popsana piiprava experimentu zahrnujici kultivaci bunék,
ptipravu pozorovaci komurky, fixaci a barveni bunék a méfeni indexu lomu pouzitych médii.
Nasleduje podkapitola tykajici se zpracovani a vyhodnoceni naméfenych dat. Nakonec jsou
predstaveny vysledky jednotlivych méfeni, ve kterych bylo cilem zméfit index lomu a tloustku
buriky koherenci fizenym holografickym mikroskopem.

Pro tuto praci byly uskutecnény celkem tfi experimenty. Prvni — Casosbérny, kdy bylo
snimano stejné zorné pole po celou dobu méfeni, véetné vymény média. Druhy, kdy byly
zvlasté porovnavany hodnoty z Casti bunék — jadérek, jader a periferie. Data tykajici se tloustky
jednotlivych Casti bunek pak byla porovnana s daty z CLSM, kde byl zméfen tyz vzorek a stejné
zorné pole. Tieti méfeni bylo provedeno téz jako porovnani dat z MHM a CLSM, ale jednalo
se o prumérné hodnoty pozorovanych parametra z celych bunék.

7.1 Ptiprava experimentu

7.1.1 Kultivace bunék

Pro vSechny experimenty této prace byly pouzity buiiky K2 (mysi nadorové nemetastazujici
embryonalni fibroblasty). Bunétné linie téchto bunék jsou dlouhodobé uchovavany
v zmrazeném stavu v kapalném dusiku. Buiky pouzité pro tento experiment byly kultivovany
v laboratofi Experimentalni biofotoniky na UFI FSI VUT v kultivaénich lahvickach
v inkubéatoru pii teplot¢ 37°C s 3,5% koncentraci CO». Pfi kultivaci je tfeba pracovat ve
sterilnim prostfedi, proto se pfi manipulaci s buitkami pouziva laminarni box, kde diky
laminarnimu proudéni vzduchu a filtrim je udrzovana maximalni Cistota. Tento systém také
zabranuje pifipadné kontaminaci vzorku.

Bunky K2 byly péstovany na povrchu kultivaéni lahvicky v kultivaénim médiu M1H,
které bylo obohaceno o fatalni teleci sérum (FTS), které slouzi k vyziveni bunék. Vice
informaci o M1H lze najit napiiklad v diplomové praci H. Janeckové [13]. Béhem kultivace
bylo nutné médium nékolikrat vymenit, protoze jej bunéné metabolity okyseluji. V piipade,
kdy doslo k vytvoreni souvislého porostu, bylo tfeba buriky oddélit od povrchu. Tento proces
nazyvany trypsinizace je blize popsan v bakalafské praci J. Bartonicka [32]. Nasledné byly
buriky prepocitany v Biirkerové komurce v mikroskopu s fazovym kontrastem. Pro jednotlivé
experimenty bylo pouzito kolem 20 000 bunek.

7.1.2 Pozorovaci komurka

K pozorovani bunék v multimodalnim holografickém 1 konfokalnim mikroskopu byla pouzita
komurka p-Slide I Luer od firmy Ibidi. Tato komurka umoziuje pozorovat pohyb bunék i jejich
celkovou dynamiku a umoziuje vyménu média. Komurka (obrazek 14) se sklada ze tii Casti:
rezervoaru o délce 50 mm a objemu 200 ul, dvou plnicich otvort a dvou kloboucka slouzicich
k uzavieni plnicich otvord. Abychom mohli vymeénit béhem meéfeni médium, bylo treba
komurku upravit. K plnicim otvoram byly pfipojeny hadicky, aby mohlo dojit k vyméne média
béhem pozorovani v prostoru mikroskopu a to tak, aby nedoslo k posunuti komurky, a tim
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i méfeného zorného pole, ani ke kontaminaci prostoru mikroskopu. Pro vyménu média byla
pouzita stiikacka.

-
\\_#

Obrazek 14: Komurka p-Slide I Luer [33].

7.1.3 Pozorovani

Pro vSechny experimentalni méfeni na multimodalnim holografickém mikroskopu byl pouzit
objektiv se zvétsenim 10x a numerickou aperturou NA = 0,3, filtr s maximalni propustnosti
650 nm a osvétlenim na 90%.

Aby mohlo béhem meéfeni dojit k vymeéne média v pozorovaci komurce, byly k plnicim
otvoram pripojeny hadi¢ky. Jedna slouzila pro pifipojeni stiikacky s médiem s vyssim indexem
lomu a druhd pro odtok piebyte¢ného média mimo prostor mikroskopu. Vyména média
probihala se vzorkem umisténym v mikroskopu, jak je vidét na obrazku 15. K vyméné
dochézelo vzdy co nejrychleji, ale zaroven velmi opatrné, aby nedoslo k posunuti vzorku ¢i
k odplaveni pozorovanych bunék.

Obrazek 15: Vyména média v pozorovaci komiirce béhem mefeni.
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7.1.4 Fixace a barveni bunék

Pokud nechceme pozorovat zivé bunky a jejich dynamiku, mizeme bunky fixovat. Fixované
buriky vydrzi delsi dobu a také mame zaruceno, ze se béhem experimentu nebudou hybat. Jedna
se vlastné o chemické usmrceni bunék, které musi byt provedeno velice Setrn€, aby burka
nezmenila tvar a vnitini uspofadani. K fixaci lze pouzit napfiklad 3,7 % roztok formaldehydu,
ktery byl pouzit i pro fixaci bunék pro experimenty méteni indexu lomu a tloustky bunék.

Pro pozorovani bunék v konfokalnim fluorescencnim mikroskopu je tfeba buriky nejen
fixovat, ale také obarvit. Pfed barvenim je nutné nejprve permeabilizovat bunééné membrany,
¢imz je umoznén prostup barvicich latek. K tomuto ucelu byl pouzit detergent Triton X-100.
Buriky pak byly barveny Phalloidinem po dobu 40 minut.

7.1.5 Meéieni indexu lomu médii

Znalost indexu lomu média je nezbytna pro vypocet indexu lomu a tloustky bunék. K urceni
indexu lomu kapalin slouzi Abbeho dvouhranolovy refraktometr. Schéma refraktometru je na
obrazku 16. Hlavni Cast je tvorena osvétlovacim a méficim hranolem. Tyto hranoly jsou
vyrobeny z islandského vapence a umoziuji méfit index lomu v rozmezi 1,3 az 1,7.

Dalekohled

Rozhrani svétla a tmy

Meéftici hranol

Vzorek

Osvétlovaci hranol
Zdroj svétla
Obrazek 16: Schéma Abbeho refraktometru [34].

Zdrsnéla plocha

Princip méfeni je zalozen na zji§tovani mezniho tthlu lomu, coz je maximalni mozny
uhel lomu. Méfend kapalina je kapnuta mezi dva hranoly, ¢imz se utvoii tenka vrstva. Svétlo
prochézi osvétlovacim hranolem a je rozptyleno jeho zdrsnélou plochou, ¢imz vstupuje do
meéfené kapaliny v§emi sméry. Pfi vhodném pootoceni hranolt tak mizeme pozorovat rozhrani
dané meznimi paprsky, které vystupuji z méficiho hranolu, kde dochazi k lomu. Poloha
rozhrani mezi svétlou a tmavou oblasti zavisi na velikosti mezniho thlu a soucasné na hodnoté
indexu lomu kapaliny. U vétSiny dvouhranolovych Abbeho refraktometri je odecitaci stupnice
pfimo v hodnotach indexu lomu, stejné tomu je i u nami pouzitého refraktometru (Abbe-
Refractometer AR4).

Pro experimenty této prace bylo nutné zméfit index lomu dvou médii. Nejprve
kultivacni médium M1H a nasledné¢ médium s ptidanym Histodenzem, které by mélo mit vyssi
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index lomu. Zmeétrené hodnoty indexu lomu jsou zaznamenany v tabulce 1. Oba indexy lomu
byly méfeny pii teploté 25°C. Déleni odecitaci stupnice je 0,0005 a presnost meéteni
je 0,0002 [35].

Tabulka 1: Naméiené indexy lomu pouzitych médii.

Meérené médium Index lomu
MIH 1,3352
MI1H + Histodenz 1,3384

7.2 Zpracovani naméfenych dat

Pro analytické zpracovani dat byla potfebnd nejprve segmentace bunék pomoci programu
Q-Phase, coz je podrobnéji popsano v kapitole 4.6. Po segmentaci bunék byly informace o plose
a suché hmot¢ buné¢k, které lze snadno prevést na potiebné hodnoty faze, importovany do
tabulky.

Dal$i zpracovani dat probihalo v programu MATLAB, kde byly sepsany skripty pro
vypoCet indexu lomu a tloustky bunék pomoci vzorci 4.7 a 4.8. Do MATLAB byly
exportovany data s informacemi o fazi méfenych bunek jak v bézném médiu M 1H, tak v médiu
s vys$§im indexem lomu, kde do M1H byl pfidan Histodenz. Data byla prevedena do matic,
jelikoz pro MATLAB jsou matice klicovou datovou strukturou pfi vypoctech.

Skripty byly napsany dva. Prvni pro vypocet indexu lomu a tloustky bun€k v urcitych
jejich Castech jako je jadérko, jadro a periferie. Nejprve byly nacteny matice obsahujici
informaci o fazi méfenych bunék ve dvou riznych médiich (MIH_array.mat;
MIH_Histodenz_array.mat). Nasledné byly pomoci vzorce 4.7 vypocitany integralni indexy
lomu bunék v jednotlivych ¢astech a pomoci vzorce 4.8 jejich tloustky. Dale pomoci funkce
nanmean byly zjistény praimérné hodnoty indexu lomu a tloustky pro jadérko, jadro a periferii
bunék.

clear all;
close all;
clc;

load MI1H array.mat
load MI1H Histodenz array.mat

lambda = 650;
delta RI = 0.003;
RI M1H = 1.3352;

for i = l:size(MIH array,1)
for j = l:size(MIH array,2)
RI(i,j) = ((delta RI * MlH_array(i,j))/(MlH_array(i,j) -
M1H Histodenz array(i,Jj))) + RI_MIH;

thickness (i, Jj) = (lambda/ (2*pi)) * ((M1H array(i,J)-
M1H Histodenz array(i,j))/delta RI);

end
end
RI nucleolus mean = nanmean(RI(:,1));
RI nucleus mean = nanmean(RI(:,2));
RI perifery mean = nanmean(RI(:,3));
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) ;
thickness nucleus mean = nanmean (thickness(:,2

thickness nucleolus mean = nanmean (thickness(:,1
)
thickness perifery mean = nanmean(thickness(:,3)

)
) ;

’

Druhy skript byl napsan pro vypocet prumérného indexu lomu a tloustky bunky. Zde
podobné jako v predchozim skriptu byly nacteny informace o fazi bunék ve dvou riznych
médiich. V tomto piipadé se jednalo o primérné hodnoty faze z celych bunék. Pro vyhodnoceni
dat tohoto experimentu byly také pouzity vzorce 4.7 a 4.8.

Nakonec bylo nutné statistické zpracovani dat, které je podrobné popsané v 6. kapitole.
Pro odhad normality dat byly pouzité boxploty. Pokud soubor dat spliioval podminku
normality, byl na ného aplikovany F-test s hladinou vyznamnosti po = 0,05. Tento test byl pouzit
pro zjisténi rozdilu rozptyld dvou soubort dat. Vysledek tohoto testu byl dalezity pro spravny
vybér t-testu.

Podle vysledku F-testu byl vybran t-test pro soubory se stejnym rozptylem, nebo t-test
pro soubory s riznym rozptylem. Pro t-test byly zvoleny tfi hladiny vyznamnosti po = 0,05,
p1=0,01 a p> = 0,001. V ptipadé, ze p vypocCitané z t-testu je p > po predpokladame, ze
aplikovany pokus nemél vliv na zménu stfednich hodnot pozorovaného parametru a nulovou
hypotézu Ho: u; = w2 prijimame. V opacném piipade, kdy p < po(*) (resp. p < p:(7);
p <p,(*")) predpokladame, ze aplikovany pokus meél vliv na zménu stfedni hodnoty
pozorovaného parametru a nulovou hypotézu Ho: y; = p2 zamitame.

7.3 Vysledky

Celkem byly uskute¢nény tfi méfeni. Nejprve probehlo Casosbérné snimani bun€k, pii némz
bylo snimano jedno zorné pole po celou dobu méreni véetné vymény média. Nasledné byly
meéfeny fixované buriky multimedialnim holografickym a konfokalnim skenovacim
mikroskopem. Z téchto dat pak byly zjistovany informace o vybranych bunécnych strukturach.
Posledni méfeni pak probéhlo kvili urceni praimérnych hodnot indexu lomu a tloustky bunék.

7.3.1 Casosbérné snimani

Prvni méteni probihalo jako Casosbérné, kdy ziskavani dat probihalo po celou dobu pozorovani
veetné vymeény média. Snimani probihalo po dobu 179 s. Nejprve byly pozorovany buriky ve
standartnim médiu M 1H. Po piiblizné€ 45 s doslo k postupné vymeéné celého objemu pozorovaci
komurky za médium s vy$sim indexem lomu (M1H + Histodenz). Po celou dobu méfeni bylo
snimano stejné zorné pole.

Naméfena data byla nasledné zpracovana. Segmentace bunék je znazornéna na
obrazku 17. Pro vybrané buiiky byl ze zpracovanych dat vytvoten graf znazornujici zavislost
faze vztazené na jeden pixel na Case. Z obrazku 18 je patrno, ze okamzité po vymeéné média,
tedy pfiblizn€ po 45 s, doslo k vyraznému snizeni faze.
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Obrazek 17: Zobrazeni bunck K2 multimodalnim holografickym mikroskopem a jejich segmentace.
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Obrazek 18: Graf zndzoriiujici vyvoj faze v ¢ase pii vyméné média bunck.

Timto méfenim jsme potvrdili pfedpoklady pro pouziti metody ureni indexu lomu
a tloustky bunek, ktera predpoklada rtizné hodnoty faze pii pouziti médii o riznych indexech
lomu. Je jasné patrné, ze pti zvySeni indexu lomu média dojde ke snizeni faze. Z tohoto rozdilu
1ze urcit index lomu a tloustku buriky v daném pixelu.
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7.3.2 Megéieni indexu lomu a tloustky bunécnych struktur

V druhém méfeni byly pozorovany tytéz buiikky na multimodalnim holografickém mikroskopu
a konfokalnim skenovacim mikroskopu. Analyzovany byly vybrané bunécné struktury, tedy
jadérka, jadra a periferie bunky. Bunky pro tento experiment byly barveny a fixovany
(viz podkapitola 7.1.4), aby byly snimany tytéz butiky a jejich struktury ve stejném stavu
a nedoslo béhem prenosu vzorku k jejich presunu ¢i zméné usporadani. Zmétené faze v médiu
MI1H i M1H + Histodenz jsou graficky znazornény na obrazku 19.

Faze
25

L |
| n % T %
= ==

0

Faze [rad]

[ Jadérka M1H [ Jadra M1H [ Periferie M1H
[ Jadérka M1H + Histodenz [ Jadra M1H + Histodenz [ Periferie M1H + Histodenz

Obrizek 19: Graf zaznamenanych fazi v médiu M1H a M1H + Histodenz.

Zjisténé hodnoty faze jsou dale pouzity pro vypocet indexu lomu a tloustky v danych
castech bunék. Hodnoty faze v obou médiich jsou pomoci skriptu vytvofeného v MATLABU
(viz podkapitola 7.2) ptfevedeny metodou urceni indexu lomu a tloustky bunék na hodnoty
pozadovanych parametrii buné€k, tedy na index lomu a tloustku.

Indexy lomu vybranych ¢asti bunék vypocitanych pomoci vzorce pro vypocet
integralniho indexu lomu (vztah 4.7) byly dale analyzovany. Ze statistického zpracovani, jehoz
vysledky jsou na obrazku 20 a tabulkach 2 a 3 1ze fici, ze indexy lomu jednotlivych ¢asti bunky
se statisticky vyznamné lisi. Rlznost indexti lomu znaci, ze struktura a slozeni jednotlivych
Casti bun€k neni stejné a mohou tedy vykazovat razné optické vlastnosti.
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Obrazek 20: Graf zobrazujici vysledky méteni indexu lomu jednotlivych ¢asti bunc¢k. V grafu jsou vyznaceny
symboly popisujici statistickou vyznamnost hypotézy p > p, (0), p < po(*), p <p: (), p < p, ().

Tabulka 2: Vysledky F-testu aplikovaného na index lomu pozorovanych ¢asti bunck.

jadérka a jadra jadra a periferie  jadérka a periferie

p= 0,198967 0,500741 0,389498
P~ Ppo P~ Ppo P> Ppo
stejné o> stejné o> stejné o>

Tabulka 3: Vysledky t-testu aplikované¢ho na index lomu pozorovanych ¢asti bunck.

jadérka a jadra jadra a periferie  jadérka a periferie

p= 0,004107 2,26476x10°8 4,45167x107!!
p<pi p<p2 p<p2
razné p (**) razné p (¥*%) razné p (¥**)

Poslednim z pozorovanych parametrii byla tloustka bun€k v jednotlivych jejich ¢astech.
Vypocitané hodnoty v jadérku a jadru nejsou Cisté tloustkou téchto organel, ale zahrnuji 1 udaje
0 objemu cytoplasmy pod a nad t€mito strukturami. Uréeni vySkovych rozmérua jednotlivych
organel neni mozny, protoze zmeétené hodnoty faze zahrnuji informace o prichodu celou
burikou a nikoli pouze jejich ¢astmi (jadérkem ¢i jadrem).

Po statistickém zpracovani ziskanych hodnot tloustky bunék v pozorovanych ¢astech
jsme dospéli také k zavéru, ze tloustky bunék v danych ¢astech se statisticky vyznamné lisi.
Tyto informace se shoduji s vSeobecnym modelem burky, kde nejvétsi vySkovy rozmér je
v oblasti jadra, a naopak nejmensi na okrajich bunék tedy v periferii. Tyto vysledky jsou
zaznamenany na obrazku 21 a tabulkach 4 a 5.
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Obrazek 21: Graf zobrazujici vysledky méfeni tloustky jednotlivych ¢asti bunck. V grafu jsou vyznaCeny
symboly popisujici statistickou vyznamnost hypotézy p > pg (0), p < po(), p <p:(),p <p, ().

Tabulka 4: Vysledky F-testu aplikované¢ho na tloustku pozorovanych ¢asti bunck.

jadérka a jadra jadra a periferie  jadérka a periferie

p= 0,024192 0,820767 0,012647
P <Ppo P~ Ppo P <po
rizné ° stejné o> rizné °

Tabulka 5: Vysledky t-testu aplikovaného na tloustku pozorovanych ¢asti bunck.

jadérka a jadra jadra a periferie  jadérka a periferie

p= 0,036085 0,000652 0,039473
p<pi p<p2 P <po
razné p (**) razné p (*¥**) razné u (*)

Vysledky vyhodnoceni tloustky bunék v ¢astech bunky, kde je jadro a periferie, byly
porovnany s tloustkou ziskanou z dat namérenych konfokalnim skenovacim mikroskopem.
Porovnat hodnoty tloustky jadérka se nepodafilo, protoze ze snimki bunék barvenych
Phalloidinem neni mozné jadérka lokalizovat, jelikoz jsou barvena aktinova vlakna, ktera se
vyskytuji v cytoplasmé a nikoli jadru, kde jsou jadérka umisténa. Hodnoty v oblasti jadra lze
ziskat diky aktinovym vlaknim prochazejicich nad a pod jadrem. Lokaci jadra ve snimcich
z konfokalniho mikroskopu lze urCit pomoci snimkd z multimodalniho holografického
mikroskopu, a to konkrétné po prolozeni obrazi téze bunky v MHM, kde je jadro viditelné,
aobrazku z CLSM, kde jsou znacena aktinova vldkna. Snimky téze buriky pofizené
multimodalnim holografickym a konfokalnim skenovaciho mikroskopem jsou na obrazku 22.
Na témze obrazku je vidét i prolozeni téchto snimkt slouzici k urCeni polohy jadra.
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a) b) C)

Obrazek 22: Snimek téze buniky pofizeny multimoddlnim holografickym mikroskopem (a) a konfokdlnim
skenovacim mikroskopem (b). Na poslednim obrazku (c) je pak prolozeni snimkii pofizenych obéma technikami.
Velikost zobrazené €asti je 135 pm x 135 pm.

Ze snimkt z konfokalniho skenovaciho mikroskopu Ize urcit tloustku bunky pomoci
odecteni hodnot z fezu buiikou. Na obrazku 23 je 3D zobrazeni buiiky pofizené CLSM. Pomoci
fezu bunkou lze stanovit prvni a posledni snimek zachycujici buitku v pozorovaném misté.
Rozdil téchto snimkd v nm pak udava tloustku buriky v daném bod€. Tento proces
vyhodnocovani tloustky je zndzornén na obrazku 24.

Obrizek 23: 3D zobrazeni pozorované buiiky v CLSM.
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3 um

Obrazek 24: Ukdzka fezu pozorovanou butikou slouzici k urCeni tloustky buiikky v CLSM. Velikost
zobrazovaného pole je 135 pm x 135 pm. Tloustka fezu je 3 pm.

Hodnoty tloustky bunek v misté jader a periferie byly statisticky zpracovany. Pomoci
testovani, zda jsou hodnoty nameéfené multimodalnim holografickym mikroskopem
a konfokalnim skenovacim mikroskopem stejné ¢i nikoli bylo zjisténo, ze lze predpokladat, ze
tloustky bunék v danych castech jsou stejné. Vysledky testovani jsou znazornény na
obrazku 25 a tabulkach 6 a 7.
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Obrazek 25: Graf porovnavajici naméfené tloustky bunck v MHM a CLSM. V grafu jsou vyznaceny symboly
popisujici statistickou vyznamnost hypotézy p > po (0), p < po ("), p <p:("), p < p ().
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Tabulka 6: Vysledky F-testu aplikovaného na tloustku pozorovanych ¢asti bunck v MHM a CLSM.

jédrav MHM a CLSM  periferie v MHM a CLSM

p= 0,000149 2.3651x10°8
P <po p <po
rizné o2 rizné o2

Tabulka 7: Vysledky t-testu aplikovaného na tloustku pozorovanych ¢asti bun¢k v MHM a CLSM.

jaddrav MHM a CLSM  periferie v MHM a CLSM

p= 0,380302 0,327843
P~ Ppo p > po
stejné p (0) stejné p (0)

Nakonec byly z tohoto méfeni stanoveny prumérné hodnoty indexu lomu a tloustky pro
jednotlivé c¢asti bunék. V piiloze 1. jsou dolozeny vSechny vypocitané hodnoty téchto
pozorovanych parametrd. Tabulka 8 pak shrnuje zjisténé udaje o primémém indexu lomu
jednotlivych ¢asti bun€k a porovnava primérné hodnoty tloustky téchto Casti zjisténé pomoci
metody ur€eni indexu lomu atloustky bunék z hodnot fazi pofizenych multimodalnim
holografickym mikroskopem a urCenim tloustky ze snimkii z konfokalniho skenovaciho
mikroskopu.

Tabulka 8: Tabulka porovnavajici hodnoty indexu lomu a tloustky v pozorovanych ¢astech buiiky métené MHM
a CLSM =+ smérodatnd odchylka.

Index lomu Tloustka [nm]
Jadérko MHM 1,4182 + 0,0395 2185,33+ 1801,60
CLSM - -
Jadro MHM 1,4009 + 0,0394 1850,00 + 803,71
CLSM - 1995,00 + 416,50
Periferie MHM 1,3751 £ 0,1400 1545,49 + 1370,50
CLSM - 1350,00 + 544,98

7.3.3 Mc¢ieni primérné hodnoty indexu lomu a tloustky bunék

Ve tietim méfeni byly zji§tovany hodnoty indexu lomu a tloustky pro celé buriky. Tloustka
bunék z multimodalniho holografického mikroskopu byla porovnana téz shodnotami
ziskanymi z konfokalniho skenovaciho mikroskopu. Sniméno bylo vice zornych poli, abychom
ziskali vice dat a mohli je statisticky zpracovat. Na obrazku 26 jsou ilustra¢ni obrazky pofizené
MHM a CLSM téze zorného pole, které je pak vyhodnocovano. Na obrazku je také porovnani
téchto bunék metodou prekryti obrazi.
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Obrazek 26: Snimek pozorovaného zorného pole pofizeny multimoddlnim holografickym mikroskopem (a)
a konfokalnim skenovacim mikroskopem (b). Na obrazku (c) jsou snimky z obou technik pozorovani piekryty
pies sebe. Velikost pozorovaného zorného pole je 376 um x 376 pm.

Z naméfenych hodnot faze, pro obé média byly pomoci vzorce 4.7 vypocitany indexy
lomu. Z téchto dat byl vytvoren primémy index lomu bunék, ktery je v tabulce 9.

Tabulka 9: Primérny index lomu bun¢k stanoveny pomoci metody ureni indexu lomu a tloustky
burky + smérodatna odchylka.

Primérny index lomu buriky 1,3939 + 0,0210

Poslednim zkoumanym parametrem byla priméma tloustka bunék. V této analyze byly
zpracovavany udaje o prumérné tloustce bunék zjisténé ze snimkt z multimodalniho
holografického a konfokalniho skenovaciho mikroskopu. Tato data byla porovnana. Na zaklade
testovani statistickych hypotéz lze fici, Ze primeérna tloustka meéfena dvéma riznymi
metodami, pomoci metody urceni indexu lomu a tloustky buriky na MHM a odectenim hodnot
z CLSM, se shoduje. Vysledky této analyzy jsou shrnuty na obrazku 27 a tabulkach 10 a 11.
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Obrizek 27: Graf porovnavajici namétenou tloustku bunék v MHM a CLSM. V grafu jsou vyznaceny symboly
popisujici statistickou vyznamnost hypotézy p > pg (0), p < po (M), p <01 (), p < p. (7).

Tabulka 10: Vysledky F-testu aplikovaného na primérnou tloustku pozorovanych bunék v MHM a CLSM.

MHM a CLSM
p= 0,569891
P~ po

stejné o>

Tabulka 11: Vysledky t-testu aplikovaného na prumérnou tloustku pozorovanych bunék v MHM a CLSM.

MHM a CLSM
p= 0,328727
P~ Ppo
stejné p (0)

Primérmé hodnoty tloustky bunék zjisténé pomoci dvou riznych metod (metody urceni
indexu lomu a tloustky buiky a odectenim ze snimki z CLSM) jsou zobrazeny v tabulce 12.

V pftiloze II. jsou zaznamenany vSechny vypocitané hodnoty indexu lomu a tloustky tohoto
meéfeni.

Tabulka 12: Primérné hodnoty tloustky bunck zjisténé ze snimki z MHM a CLSM = smérodatna odchylka.

MHM CLSM
Pramérna tloustka bunék [nm] 1574,76 = 535,50 1681,82 = 483,96
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8 Zaver

Cilem této diplomové prace bylo navrzeni metodiky pro méfeni indexu lomu a tloustky zivych
bunék pomoci koherenci fizeného holografického mikroskopu. Tento mikroskop sestrojeny na
UFI FSI VUT v Brn& umoziiuje zaznam fazového posuvu zptisobeného vzorkem, ktery zavisi
soucasné na indexu lomu pozorované buiiky a jeji vysce v daném bod¢€. Navrzena metodika ma
za ukol tyto dvé veli¢iny od sebe oddélit, aby bylo mozné pozorovat nezavisle zmény indexu
lomu vnitiniho prostiedi bunky a zmény jeji morfometrie v prubéhu méteni.

Prvni polovina prace je teoreticka. Je zaméfena na historii a vyvoj holografické
mikroskopie. Stru¢né popisuje multimedialni holograficky mikroskop, ktery byl pouzit
k experimentim diplomové prace, vCetné jeho konstrukéniho popisu, principu, nastaveni,
zpracovani interferogramu a vyznamu nameétené obrazové faze. Dale je zde navrzena metoda
urCeni indexu lomu a tloustky bunky, ktera vychazi ze zmény faze pfi rizném indexu lomu
pouzitého média. Zminéna je také konfokalni mikroskopie, ktera slouzi k porovnani dat
ziskanych navrzenou metodikou. Strucné je popsan zakladni konstruk¢ni popis, vlastnosti
konfokalniho mikroskopu, fluorescence a jeji pouziti pii pozorovani vzorka v CLSM. Zavér
teoretické Casti pojednava o testovani statistickych hypotéz, které je dulezité pro
vyhodnocovani experimentalné namétenych dat.

Druha polovina diplomové prace je vénovana experimentalni Casti. Zde je nejdiive
popsana piiprava experimentu vcetné kultivace, fixace a barveni bun€k, Upravy pozorovaci
komurky, nastaveni mikroskopu a méfeni indexu lomu médii. Pfesné urCeni indexu lomu
pouzitych médii je dualezité pro vypocet sledovanych parametri bun€k pomoci navrzené
metodiky. Nasleduje popis analyzy naméfenych dat pomoci segmentace v programu Q-Phase
a zpracovani vypoctu indexu lomu a tloustky v programu MATLAB.

V experimentalni Casti prace byly navrzené experimenty pro ovéfeni metodiky urceni
indexu lomu a tloustky bunky. Prvni experiment byl proveden jako asosbérny, kdy byly buriky
snimany po celou dobu méfeni vcetné vymény média. Toto méfeni potvrzuje zakladni
predpoklad pro metodu urceni indexu lomu a tloustky butiky, ktera je zalozena na zméné faze
pii pouziti médii s riznymi indexy lomu. Pfi pouziti média s vy$§im indexem lomu doslo
k okamzitému snizeni faze. Tento rozdil je zdkladem pro urCeni indexu lomu a tloustky burnky.

Dals$i experiment probéhl na fixovanych burikach, aby nedoslo beéhem experimentu
k pohybu bun¢k a zmeéné jejich vnitini struktury a zmétené vysledky byly relevantni. V tomto
experimentu byly vyhodnocovany parametry urCitych bunéénych struktur, a to konkrétné
jadérka, jadra a periferie. Prepocitané hodnoty faze na tloustku jednotlivych struktur bunék
byly porovnany s tloustkami vybranych casti bunék odectenych ze snimkii CLMS. Vysledné
hodnoty zji§téné pomoci MHM a metody uceni indexu lomu a tloustky buiiky jsou podle
statistického testovani shodné s hodnotami zji§ténymi pomoci CLSM. Diky navrzené metodice
byl zjistén i rdzny index lomu pozorovanych struktur. Riznost téchto hodnot znaci odlisné
slozeni a strukturu organel, které diky tomu maji jiné optické vlastnosti.

V poslednim experimentu jsou z méfenych fazi zjistovany primérné hodnoty indexu
lomu a tloustky bunék. Ziskané hodnoty primémé tloustky pomoci MHM a metody urceni
indexu lomu a tloustky burky (1574,76 + 535,50 nm) jsou podle t-testu v dobré shodé
s hodnotami zjisténymi ze snimkt CLSM (1681,82 + 483,96 nm). Mirn¢ vyssi hodnoty u
CLSM je mozné vysvétlit nepfesnym odecitanim tloustky v zavislosti na presnosti (0,3 pm).
Zjistény prumeérny index lomu bunky je 1,3939 + 0,0472.

Diky navrzené metodice, ktera umoziuje z naméfenych hodnot fazového posunu
zpusobeného vzorkem urcit index lomu a tloustku buriky, je mozné pozorovat nezavisle zmeény
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indexu lomu vnitinitho prostfedi buiiky a zmény jeji morfometrie. Tato metoda poskytuje
efektivni feSeni vypoCtu indexu lomu a tloustky na zivych bunkach. Jedna o neinvazivni
pozorovani, coz je velkou vyhodou oproti bézné€ pouzivanym technikdm, napf. urCovani
tloustky pomoci CLSM, kde je nutné pozorované burtiky obarvit.

Tato metoda, ktera je ovéfena sérii experimentl, jez jsou popsany nejen v této praci,
umoziuje uréeni indexu lomu a morfometrie zivych bunék. Multimodalni holograficky
mikroskop spole¢né s metodou urceni indexu lomu a tloustky bunky je schopny urcit tyto
parametry a pozorovat jejich zmény. Index lomu, ktery je citlivy k patologickym zménam, je
dilezity pro diagnostiku. Pfesné urCeni zkoumanych parametri mize vést k vCasnému
zachyceni modifikaci ve struktufe a slozeni buriky. Tyto poznatky mohou byt uzite¢né pro
zkoumani zivych bunék, jejich vyvoje, zmén a reakci na okolni prostiedi. Navrh a vyvoj
metodiky je dalezity téz pro budouci vyuziti multimodalniho holografického mikroskopu
v bunécné biologii.
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P¥ilohy

L. Tabulka hodnot indexu lomu ziskanych pomoci MHM a tloustky

pomoci MHM a CLSM
MHM
Index lomu Tloust'’ka

Jadérka | Jadra Periferie Jadérka Jadra Periferie
1,3916| 1,3811] 1,3921| 1,3775 1822,83| 1890,27 359,57 550,94
1,4596| 1,3879| 1,3737| 1,3526 851,61 | 1645,57 775,15| 1178,62
1,4123] 1,4391] 1,3796| 1,3435 1731,76 814,98 563,81 | 2278,30
1,4425] 1,3936| 1,3546| 1,3423 1160,72| 1630,52| 1095,54| 5289,37
1,4205] 1,3667| 1,3641| 1,4289 1422,19| 2705,84| 122424 479,89
1,4322] 1,3927| 1,3497| 1,3459 1163,30| 1360,93| 3084,58| 4776,49
1,4190| 1,4071] 1,3419] 1,3801 1558,40| 1091,97| 4454,83 489,15
1,4267 | 1,4074| 1,3844| 1,3462 1261,84| 1266,62 623,43 2729,77
1,4152] 1,4105] 1,3512] 0,6909 1372,42| 1339,00| 1620,13 -42,20
1,4176] 1,3818] 1,3616] 1,3630 2016,34| 2220,12 475,67 1261,14
1,3966| 1,4054| 1,3582| 1,4071 2402,47| 1258,50| 1447,36 430,04
1,4004| 1,3644| 1,3501| 1,3554 2063,76| 3305,53| 2338,63| 190201
1,3599| 1,3710] 1,3435] 1,3438 8495,54| 3166,09| 1685,36| 2397,66
1,5482| 1,3701] 1,3614| 1,3442 719,59 | 2992,33 761,27 1653,18
1,3777] 1,3973] 1,8572] 1,3831 4786,06 | 1602,55 39,80 616,34
1,4193] 1,4052| 1,3514] 1,3989 1510,55| 1128,77 672,61 618,68
1,4147| 1,4171| 1,3510| 1,3467 143728 | 1029,08 932,10] 2377,38
1,3728| 1,3749| 1,4075| 1,3469 3559,31| 2172,46 261,49| 1632,04
1,5668| 1,3522| 1,3563 538,63| 1194,97 906,70
1,4028 | 1,4594| 2,0124 1459,16 192,05 17,23
1,3704| 1,3917] 1,3499 3163,94 425,35| 2053,71
1,3858| 1,3466| 1,3695 2085,70| 1300,63 662,53
1,4181] 1,3656| 1,3513 1403,31 683,46 2129,61
1,4067| 1,3652| 1,3475 1558,14| 1496,50| 2254,32
1,4112| 1,3682| 1,3601 1622,62 305,21 | 2416,11
1,3817] 1,3472] 1,3498 2598,34| 1116,11| 3129,18
1,4835| 1,4352| 1,3539 637,72 369,03 2185,7
1,3810| 1,3701| 1,5325 2127,38| 1032,32| 142,778
1,3631| 1,3449| 1,3545 3549,45| 5638,64| 1630,59
1,3835] 1,3536] 1,3408 2134,45| 2658,65| 5753,79

Prumér 1,4182] 1,4009 1,3751 2185,33| 1850,00 1545,49

Smérodatna
odchylka 0,0395] 0,0394 0,1398 1801,60 803,71 1370,50
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CLSM

Tloust’ka
Jadérka | Jadra | Periferie
1800 600
X 2100 900
X 1500 1500
X 2400 2700
X 1500 600
X 1800 900
X 2100 900
X 2700 1500
X 1200 1200
X 2100 1500
X 2400 600
X 2100 2700
X 2400 1500
X 1800 600
X 1500 1800
X 2400 1500
X 2100 900
X 2700 1800
X 1800 1200
X 2100 1200
X 2400 1500
X 1200 900
X 2400 2700
X 1800 1800
X 1200 1200
X 1500 1500
X 1500 1800
X 1800 900
X 1800 1800
X 2100 1200
X 2400 900
X 2700 1500
X 2100 900
X 2400 1800
X 1800 1500
X 2400 1200
X 1500 900
X 1800 1800
X 2100 1500
X 2400 600
Prumér X 1995 1350
Smérodatna odchylka X 416,50 | 544,98
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II.  Tabulka zobrazujici ziskané hodnoty indexu lomu a tloustky pii
urcovani primérnych hodnot indexu lomu a tloustky bunék

MHM CLSM

Index lomu | Tlou$t’ka [nm] Tlou$t’ka [nm]
1,4529 11,3860 | 1354,71 | 1669,42 900
1,4263 | 1,3865|1509,81 | 1680,55 1200
1,4252|1,4226 | 1528,32|1688,95 1500
1,4403 11,3822 | 605,93 |1736,20 1500
1,4146 | 1,3865 | 1207,22|1799,49 1500
1,4161 11,3844 | 645,21|1809,11 1200
1,4106 | 1,3795| 676,45|1831,74 900
1,4129(1,3799| 707,20|1886,36 1800
1,3992 | 1,3843 | 909,79 |1925,04 2100
1,3997 | 1,3815| 931,09 |1937,55 2100
1,4730(1,3837| 940,13 | 889,65 1800
1,4014 [ 1,3808 | 980,26 |2029,40 1500
1,39191,3782 | 1062,57 | 2043,21 900
1,3913[1,4285|1071,28| 966,67 2400
1,3969 | 1,3814 [ 1087,99 | 2083,23 2100
1,3924 11,3781 [1127,44]2093,25 1200
1,39171,3829|1147,08 | 2101,31 1500
1,3931[1,3800]1167,89| 931,36 1800
1,3915[1,3807 [ 1279,54 | 2179,33 1800
1,3888 | 1,4012 | 1284,91|2237,62 1500
1,3893 (11,3769 | 1291,65 | 2254,31 2400
1,3885(1,3817|1307,59 | 954,91 1800
1,3886 | 1,4158 | 1355,73]2321,22 1500
1,3853[1,3820 1410,75 | 2359,07 2100
1,3897[1,3812[1433,88| 960,73 2400
1,3806 | 1,3794 | 1441,02 | 2375,79 2400
1,3879|1,3822 | 1448,15|2417,55 2100
1,4214|1,4049 | 1451,60 | 2455,54 1800
1,3813|1,3778 | 1456,41 | 2464,85 1500
1,3891 [ 1,3788 | 1459,82 | 2480,21 900
1,3876 | 1,3809 | 1496,70 | 1093,10 1200
1,3858[1,3755]1524,4712016,62 2700
1,3835[1,4817]1526,79 | 2643,94 1500
1,3843 11,3748 1539,19 | 2681,39
1,4104 | 1,3773 | 1542,64|2712,50
1,3958[1,3846 | 1549,09 | 1085,19
1,38401,3782|1617,82|2391,88
1,3815|1,3757 | 1624,15|1067,12
1,38271,3798 | 1649,84 | 1224,06

Prumér 1,3939 1574,76 1681,82

Smérodatna odchylka 0,0210 535,50 483,96
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