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ABSTRAKT

Diplomovéa prace se zabyva osvojenim metod pro méfeni koncentrace intraceluldrniho
vapniku, a takze odpovidajicim zafizenim v prostiedi LabVIEW. Prace se sklada ze dvou
casti. V prvni teoretické Casti je predstavena teorie k principu fluorescence, fluorescen¢nim
metodam a indikdtorim pro meétfeni koncentrace intraceluldrniho véapniku. Jsou navrzeny
postupy méfeni pomoci fluorescenéniho mikroskopu, kamery a barviva pro méfeni.
Predstaveno literarni feSeni problémy. V druhé ¢asti je predstaven prakticky postup feSeni
ulohy, jeho realizace, ktery zahrnuje blokové schémata méficiho zafizeni v LabVIEW.

KLIiCOVA SLOVA

Fluorescence, Fluorescencni ~ mikroskop,  Fluorescen¢ni  indikatory,  koncentrace
intracelularniho vapniku, Fluo-4, mikroskopicky obraz, LabVIEW, Modul IMAQ, Andor
Solis Spectroscopy software, iXon kamera

ABSTRACT

The master’s thesis deals with the methods and system for measurement of concentration of
intracellular calcium in LabVIEW. The thesis included theoretical and practical parts. The
thesis covers the theory of fluorescence principles, fluorescence methods and indicators for
measurement of concentration of intracellular calcium. The procedure of measurement by
means of fluorescence microscope, camera and indicators is also mentioned. Literary solution
is presented. Block diagram of system for measurement of concentration of intracellular
calcium at a graphical programming environment LabVIEW is presented in practical part of

master’s thesis.
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Fluorescence, Fluorescence microscope, Fluorescent indicators, concentration of intracellular
calcium, Fluo-4, microscopic image, LabVIEW, Module IMAQ, Andor Solis Spectroscopy
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uvoD

Vsechny zmény v lidském téle zacinaji v buikadch a jsou doprovazeny iontovymi
zménami. Rozvoj dovednosti, které mohou zméfit takovou iontovou aktivitu, pomaha
rozpoznat a definovat normalni a abnormalni buné¢nou funkci.

Existuje nékolik zptisobéi méfeni zmén koncentraci vnitrobundéného Ca?*. Nejménd
invazivnim zptisobem méteni je vyuziti fluorescencni mikroskopie. V osnové tohoto principu
lezi schopnost nékterych molekul (fluoroforu) po osviceni svétlem uréité vinové délky
absorbovat energii tohoto zafeni a pak ji ztrcet emisi zafeni o delsi vlnové délce. Pfitom
moderni mikroskopie umoznuje nejenom méfeni jeji koncentrace intracelularnich iontd, ale
také vyhodnoceni a analyzu jejich prostorové aktivity. V piipadé méfeni iontové aktivity Ca®*
se obvykle pouziva fluorescenéni mikroskopie kvili tomu, Ze fluorescenéni indikatory
(fluorofory jejichz spektralni vlastnosti jsou citlivé na uréitou latku) maji vysokou sensitivitu
k volngm iontim Ca?* v porovnani s jinymi metodami a velikost zmén ve vlastnostech
indikatort je zasadni. Intenzita fluorescence roste jak s riistem poctu iontit Ca?*, tak s riistem
jeji koncentrace. [10]

Cilem této diplomové prace je navrh a realizace systému pro méfeni koncentrace
intracelularniho vapniku v LabVIEW. V diplomové praci se popisuji jak zakladni principy
fluorescence a fluorescen¢ni mikroskopie, tak i postupy méteni koncentrace intracelularniho
vapniku pomoci fluorescencniho barviva u zivoc€isnych bunék (kardiomyocytl) a také systém
akvizice mikroskopického obrazu, ktery se sklada z fluorescenéniho mikroskopu, kamery

a programového prostiedi LabVIEW.



1 Princip fluorescence

Fluorescence je jednim z druhu fotoluminiscen¢niho zateni, které je charakterizovano
vyzafovanim energie. Jinym druhem luminiscen¢niho zateni je fosforescence (obr. 1).
Fluorescenc¢ni slouceniny maji dvé charakteristicka spektra: excita¢ni spektrum (kratkd vlnova
délka a mnozstvi absorbovaného svétla) a emisni spektrum (dlouhd vinova délka a mnozstvi
vyfazovaného svétla). Prvni teorie souvisejici s principem fluorescence vznikly
na zacatku 20. stoleti. Naptiklad teorie luminiscen¢nich center (A. Jablonsky), kvantovy
vytézek (S. 1. Vavilov), vyhasinani luminiscence (Gaviola), polarizace fluorescence (Weigert,
F. Perrin) atd. Pojem fluorescence zavedl G. Stokes a tento nazev pochazi od mineralu
obsahujiciho prvek fluor. Stokes zjistil, Ze po absorpci svétla o nizs$i vinové délce dochazi
K emisi svétla o vyssi vinové délce. Tento rozdil ma nazev Stokesiv posun.

absorbce fluorescence fosforescence
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=
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f =
b N ——
2 .
o - x
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v v
w v
w
tx101s t~10%s t~107-10%s

Obr. 1: Diagram Jablonského, ptevzato z [12]
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1.1 Zaklady fluorescence

Fluorescence je schopnost urcitych chemickych sloucenin absorbovat kratkovinnou
svételnou energie a zaroven ji odrazet jako dlouhovinnou ve viditelné Casti spektra, ale s niz§i
energii. Emitované zafeni je vyzafeno atomem, ktery energii pohltil. Schéma energetické
hladiny elektronu pii fluorescence Vviz obr. 2. Nekteré molekuly fluoreskuji pfirozené a jiné
fluoreskuji pomoci fluorescencnich latek. Nejvic pouzivana vlastnost fluorescence je absorpce
Vv ultrafialové oblasti spektra.
excitacni zareni

teplo

E emitované zaireni

/=%,

—? O

po uvolnéni tepla

excitace
klidova energie

Obr. 2: Energetické hladiny elektronu, ptevzato z [1]

Vyzéatena energie je v piipadé excitace molekul vzdy niz§i nez absorbovand, protoze
dochazi k rozptylu energie. Fluorescence zafind okamzit¢ a trva méné nez 107-107 s,
nedochazi pfi ni ke zméné spinu, po vypnuti buzeni prakticky ihned mizi. Intenzita
emitovaného zafeni je linearné zavisla na koncentraci jen ve velmi malém oboru koncentraci,
metoda je navic citliva na rizné vlivy. Proto je pfi méfeni nutné sestrojit kalibra¢ni k¥ivku.
Vinova délka emitovaného zafeni je charakteristicka pro kazdou latku [3].

Kazda latka ma dva typy spekter - excitacni a emisni spektrum. Pfitom existuji urcita
pravidla, které charakterizuji jejich vlastnosti. Rozdil mezi maximem emisniho a excita¢niho
spektra definuje Stokestiv posun. Stokestv posun vznikd kvili tomu, Ze vyzatované
fluorescencéni svétlo ma delsi vinovou délku a méné energie, nez absorbované svétlo. Podle
Kashovo-Vavilova pravidla tvar emisniho spektra, kvantovy vytézek a doba trvani
excitovaného stavu nezavisi na vlinové délce budiciho zafeni a lze excitovat s jakoukoli
délkou viny z excitacniho spektra. To znamend, Ze emisni spektra jsou nezavisld na vlnové
délce excitace. Jina vlastnost excita¢niho a absorpcniho spekter spociva v tom, ze jejich tvar
u organickych latek je podobny, jenom je zrcadlové obraceny (zrcadlové pravidlo).
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Fluorescenci muzeme pouzivat i pro nefluorescencni materialy. Pokud vzorek nema
vhodné fluorescencni vlastnosti, pfidava se k nému vnéjsi fluorofor (takzvand vnéjsi
fluorescence). Chemické sondy jsou fluorofory, jejichz emise v piitomnosti ur¢ité latky bud’
zvysi intenzitu, nebo vykazuje spektralni posuv. Chemické fluorescenéni sondy jsou
nejpouzivangj§imi indikatory Ca®*, protoZe poskytuji pomémé silny signal pii zméné
koncentrace Ca®*. Fluorescendni sondy se nejéastéji tiidi podle emisnich spekter — sondy
emitujici v oblasti ultrafialového a modrého (Quin-2, Indo-1), zeleného (Fura-2, Calcium
Green), zlut¢ho a oranzového (Calcium Orange, Rhod-2), cerveného a blizkého
infraerveného (Calcium Crimson) zafeni [3].

Pouziti fluorescence ma vyhodu vtom, Ze mizeme pozorovat biochemické procesy
v dynamice, i kdyz trvaji jenom nanosekundy. Pfitom fluorescence ma velkou sensitivitu, a to
znamena, ze poskytuje presnéjsi vysledky, naptiklad pfi monitorovani molekularnich struktur,
organizaci bungk a jejich funkci. Na druhou stranu taky dostavame informace o prostiedi

zkoumané molekuly.

1.2 Fluorescentni mikroskop

Existuji Ctyfi typu pfistroji, které pouziva fluorescence jako zaklad pro méfeni.
Jedna se o spektrofluorimetry, fluorescenéni mikroskopy, fluorescencni skenery a pratokové
cytometry. V naSem piipadé pro pozorovani fluorescence mikroskopickych objekth
pouzijeme fluorescentni mikroskop. Jeho princip spoc¢iva v osviceni vzorku svétlem o vysoké
frekvenci s takovou vinovou délkou, kterd v ném nasledné vyvola fluorescenci. Fluorescen¢ni
svétlo, které ma obvykle delsi vinovou délku nez ozafujici svétlo, se zobrazuje ptes objektiv
mikroskopu. Ve fluorescentnim mikroskopu se pouZzivaji dva filtry. Excitacni filtr, ktery
zajiStuje, Ze osviceni bude téméf monochromatické a bude mit pozadovanou vinovou délku,
a emisni filtr, ktery zajiStuje nepfitomnost excita¢niho zdroje svétla na cesté k detektoru. Obé

tyto funkce muze splnit dichroicky filtr.

Pro méteni se pouziva mikroskop Olympus 1X-71 (obr. 3). Mikroskop ma dva zdroje
svétla: halogenovou lampu a rtutovou nebo xenonovou vybojku. Kazdy z téchto zdroju svétla
ma rizné vyuziti. Pii klasické mikroskopii se pro osviceni zkoumaného vzorku vyuziva
halogenové lampy. Pfitom jako zdroj excita¢niho svétla slouZi rtutova a xenonova vybojka.
Vysledny obraz vzorku se pak zpracovava riznymi zpusoby. Vyhoda fluorescenéniho
mikroskopu spociva vtom, Ze obraz bud® miZeme pozorovat piimo pies ocnice, anebo

sledovat upraveny na pocitaci, protoze sam signal je uz zpracovan ptimo v mikroskopu. [5]
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Halogenova lampa
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Otoény drzak filtri

Rtut'ova a xenonova whojka

Elektronicky oviadaci systém
mikroskopu

Zaostiovaci Zreadlo
mechanismus

Obr. 3: Schéma fluorescen¢niho mikroskopu, pievzato z [5]

Svétla ve fluorescenénim mikroskopu nejdiive prochazi optickym hranolem. Paprsek
svétla prochazi excitacnim filtrem, ktery vymezi excitaéni vinové délky. Poté excitacni
paprsek dopada na dichroické zrcadlo, odtud se odrazi a pres Cocky a excitacni filtr
dopada na vzorek. Vzorek je svétlem excitovan a zacne vyzatovat svétlo jiné vinové délky.
Toto svétlo zpétné prochazi pies polopropustné dichroické zrcadlo a mifi na emisni filtr.
Emisni filtr vymezi nami pozadované vlnové délky. Fluorescencni signdl prochazi
pres Cocky, zrcadlo a filtry do fotonasobice, kde se fluorescen¢ni signal transformuje

na elektricky signal. [6]
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Vystupni svételny
svazek

Emisni filtr
Drzak filtru

Dichroické zrcadlo B \stupni svételny

svazek

Excitacni filtr

Obr. 4: Schéma priichodu paprsku pies filtry, pievzato z [6]

MDF-TRITC

Obr. 5: Set filtry od firmy Thorlabs (excita¢ni, emisni a dichroicky filtry), pfevzato z [7]
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1.3 Fluorescenéni barviva

Pro méfeni zmén koncentrace nitrobunécnych iontli se pouziva fluorescencni sonda
(fluorofory). Jeji vyhoda spociva v tom, zZe je citliva na danou latku a méni své spektralni
vlastnosti po vazbé daného iontu. Takovymi indikatory obvykle jsou derivaty latek
pro vyvazovani a nasledné vyluGovani ndkterych iontél z organismu jako jsou Ca®*, K*, Na*
nebo Mg?* .

Dilezité kritéria pti vybéru indikatoru:

1. Forma indikétoru (stl, acetoxymetyl ester, dextranovy konjugat), kterd ovliviiuje

zpusob, jakym se dostava do bunky (mikroinjekce, elektroporace, infize z patch-pipety,

pasivni diftize) a nitrobunécnou distribuci.

2. Zpusob méfeni

Obvykle tyto indikatory bud’

e vykazuji spektralni posuv v zdvislosti na pfitomnosti dané latky, jejiz koncentrace
se potom urcuje z poméru intenzit pti riznych vinovych délkach excitace nebo emise,

e nebo se jednd o indikatory, které vykazuji zvySeni intenzity fluorescence
v pritomnosti dané latky, aniz by dochazelo ke spektralnimu posuvu [10].
Fura-2 je jeden z indikétort vykazujicich spektralni posuv v piitomnosti Ca®".
Calcium green vykazuje zvySenou intenzitu fluorescence v piitomnosti Ca®", aniz by
dochazelo ke spektralnimu posuvu.

3. Disociani konstanta musi byt srovnatelnd s meéfenou koncentraci kationu.

Koncentrace mensi nez desetina nebo vétsi nez desetinasobek disociacni konstanty zpisobuji
pfili§ malé zmény v pozorovaném signalu a nespolehlivou kalibraci. Proto je dulezity vybér
vhodné sondy podle ocekavaného rozsahu métenych koncentraci.

Vybér vhodného indikatoru je také ovlivnén pouzivanou optikou, typem svételného
zdroje, filtry a dichroickym zrcadlem. To vSechno ma vliv na spektralni vlastnosti sondy.
Pti pouziti sondy Fura-2 je nutné pouzivat fluoritové objektivy, nebo objektivy uréené pro UV
oblast. Jestli buzeni probiha ve viditelné oblasti, potom tato komplikace odpada. Pro méfeni
koncentraci volnych vépenatych iontli se v soucasné¢ dob& vyuzivaji nejCastéji pomérova
sonda buzena v UV oblasti Fura-2 (obr. 14) a nepomérova sonda buzena ve viditelné oblasti
Fluo-3 (obr. 15).
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Obr. 6: Spektrum excitace Fura-2, ptevzato z [11]

Ex = 488 nm
39.8 pM free Ca®

Wavelength (nm)

Obr. 7: Spektrum emise Fluo-3, ptevzato z [11]

V tabulce 1 jsou uvedeny vybrané fluorescencni indikatory Ca®", kde Ar — vlnova délka

pro volnou formu sondy, Ag — vlnova délka pro vézanou formu sondy, Ex — méfeni

16



pfi uvedené vinové délce excitace, Em — méfeni pii vlnové délce emise a dvojice Cisel

oddé€lena lomitkem znaci pomérné méfeni na dvou riznych vinovych délkach [1].

excitace emise o disocia¢ni
Ca®* indikitor (i) (M) | Ar(hg) (nm) | ZPUSOD Konstanta
mereni
(nmol/l)
Fura-2 362(335) 518(510) Ex 340/380 145
Fura-5F Ex 340/380 400
Fura-6F Ex 340/380 5300
Fura-FF Ex 340/380 5500
Indo-1 349(331) 482(398) Em 405/485 | 230
Indo-5F Em 405/485 | 470
Fluo-3 504 526 Em 525 390
Fluo-4 491 516 Em 520 345
Fluo-5F Em 520 2300
Fluo-5N Em 520 90000
Quin-2 356(336) 500(503) Em 495 60
Rhod-2 550 581 Em 580 570
Rhod-FF Em 580 19000
Rhod-5N Em 580 320000
Oregon Green BAPTA-1 494 523 Em 520 170
Oregon Green BAPTA-2 | 494 523 Em 520 580
Oregon Green BAPTA-6F Em 520 3000
Oregon Green BAPTA-5N | 494 521 Em 520 20000
Calcium Green-1 506 534 Em 530 190
Calcium Green-2 506 536 Em 535 550
Calcium Green-5N 506 536 Em 530 14000

Tab. 1 Vybrané fluorescenéni indikatory Ca”, pievzato z [12]
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1.4 Intracelularni vapnik a metody fluorescenéniho méfeni

Vépnik je universalni intracelularni signalizacni molekula (secondary messenger), ktera
kontroluje fadu bunécnych metabolickych a vyvojovych cest. V organismu je obsazeno
1200 g, tj. asi 30 molu vapniku (1 kg = 24,95 mold), z toho se piiblizné 99% nachazi v
kostech, zejména ve form¢ extraceluldrnich krystald strukturou se blizicich
hydroxylapatitu/hydroxyapatitu [Cal0(PO4)6(OH)2]. Kvuli neustale remodulaci kosti se
denné¢ uklada a uvolnuje vice jak 700 mg vapniku. Je to paty nejcastéji se vyskytujici kation
v téle. Vapnik se nachdzi ve tfech hlavnich télesnych prostorach: v kostech, mékkych tkanich
(1%) a extracelularni tekutiné, pficemz prakticky vSechen je v plazmé. [19] V plasmé existuji

tfi frakce vapniku:

— 15 % vazano na organické a anorganické anionty — sulfat, fosfat, laktat, citrat
— 40 % je vazano na albumin

— 45 % cirkuluje jako fyziologicky aktivni ionizovany vapnik.
Pfitom konstantni koncentrace vapniku v plasmé - 2.2 - 2.6 mmol/l. [18]

V bunice vapnik plni Cetné fyziologické funkce, jako jsou podpora aktivity enzymd,
regulace aktivity enzymi, membranovy pienos, iniciace svalové kontrakce, neuromuskularni
drazdivost, sekrece hormonti, metabolismus glykogenu a bunééné déleni a pohyb bunék.
Nizka koncentrace vapniku v cytozolu je udrzovana transportnimi mechanismy v plazmatickeé,
mitochondrialni a mikrosomalni membrané. Tyto procesy hraji dilezitou roli v biologické
aktivité ionizovaného kalcia. Kalcium se také nachazi i v extracelularnim prostoru, do kterého
ho vytlacuje kalcium kalciova pumpa. Jako extracelularni iont ma vapnik dilezitou roli
ve vystavbé kosti, pfi srdZeni krve, udrZovani normalni drazdivosti srdce, svalli a nervi,
udrZovani selektivni propustnosti membran a jejich stabilizace. [19] Proto, aby se zabranilo
nevratnym U¢inkim na zdravi c¢lovéka, je v prvni fadé nutné sledovat koncentraci

intracelularniho vapniku.

V dnes$ni dobé¢ existuje nckolik generaci fluorescencnich sond, které umoznuji méteni
intracelularniho vapniku v cytosolu, mitochondriich a endoplazmatickém retikulu. Této sondy

v . . , 1w .. v/ , - o +
méni svou intensitu a také spektralné charakteristiky v pfitomnosti iontt Ca?*,

VétSina fluorescencnich sond, které se pouZivaji pro méfeni koncentrace kalcia, jsou
nitrobunécéné, protoze se dostavaji do bunck mikroinjekci nebo jako acetoxylmetylestery
(AM estery), které jsou uvniti buiiky St€peny nitrobunécnymi esterazami za vzniku negativné
nabitych sond. Pfi fluorescenénim méfeni mizeme provést dva druhy analyzy: kvalitativni

analyzu a kvantitativnou analyzu. Kvalitativni analyza hodnoti pfitomnost dokazované latky
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podle zbarveni, resp. tvaru fluorescenéniho spektra. Kvantitativna analyza hodnoti podle
intenzity zafeni na jeji mnoZzstvi.

Pro fluorescenéni meéteni se nejCastéji pouzivaji indikatory dvou typli: pomeérové
(ratiometric) a nepomérové (nonratiometric). U nepomérovych indikator se (Quin-2, Fluo-3,
Fluo-4, Rhod-2 atd.) pfi zmén& koncentrace Ca’* méni intenzita emisniho a excitaéniho
spektra indikatoru, ptfi¢emz délka viny, na které se objevuji maxima emisniho a excita¢niho
spektra, zastava témeét stejnd. Na rozdil od nepomérovych indikdtort je u pomérovych
indikatortt (Fura-2, Indo-1, Fura Red™) pomér intenzit fluorescence v emisnim nebo
excitaénim spektru zavisly pouze na koncentraci volnych Ca®*. U nepomérovych indikatori
musime piesné znat koncentraci sondy ve vzorku pro vypocet koncentrace Ca®*. Pomérové
indikatory pfi zmén& koncentrace Ca®* ukazuji nejen zmény intenzit ve spektrech,
ale 1 posun samotnych spekter, méni se vinova délka maxim spekter. Monitorovani intenzit
fluorescence u nepomérovych indikatord se provadi na jedné vinové délce, a proto nezddouci
zmény v koncentraci Ca?* mohou velmi ovlivnit vysledky, zvySuje se pravd&podobnost
chyby. Pfitom méteni intenzit u pomérovych indikatorti se provadi na dvou rtiznych vlnovych
délkach a pomér dvou méfeni kvantitativng souvisi s koncentraci Ca?*. Pro excitaci vyZaduji
pomérové indikatory (Indo-1 a Fura-2) ultrafialovy diapazon, pfitom nepomérové indikatory
vyuzivaji viditelné excitacni svétlo. Pomérové indikéatory sice mohou byt kalibrované, které
jsou vice spolehlivé, ale v nékterych ptipadech neni mozné pouzivat ultrafialové svétlo
(protoze to muze vyvolat autofluorescenci, kterd muze zniCit vzorek), navic piistrojové
vybaveni pro  monitorovani pomérovych indikdtori je mnohem  slozit&jsi,
neZ u nepomérovych indikatort.

Jednim z typickych nejcastéji pouzivanych nepomérovych indikatord pro méfeni
koncentrace intracelularniho vapniku je Indo-1 (Obr.11). Indo-1 vzdycky excituje
na fixované vlnové délce a emise se zaroveii monitoruje na dvou vinovych délkach,
to znamena, Ze emise volnych a vazanych ionti Ca?* muze byt ziskana soucasné, a to zkracuje

¢as provadéni experimentu. Kromé toho Indo-1 poskytuje lepsi ¢asové rozliSeni obrazu.
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Obr. 8: Struktura fluoroforu Indo-1, ptevzato z [1]

Optické meéfeni koncentrace volnych iontd Ca? je zaloZzeno na zméné optickych
vlastnosti molekul nékterych indikatorti po navazani vapenatého kationtu.

Pro méfeni koncentrace iontll se monitoruji 3 typy spekter fluorescencnich indikatori:

— Absorp¢ni spektrum (zavislost absorbance barviva na vlnové délce prochéazejiciho
svétla)

— Emisni spektrum (zavislost intenzity fluorescence na jeji vinové délce pti konstantni
vlnové délce excitace).

— Excitacni spektrum (zdvislost intenzity fluorescence na proménné vinové délce
excitace snimané pii jedné vinové délce) [8]

Priklad zmény excita¢nich a emisnich spekter (viz obr. 12. a obr. 13.):

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Obr. 9: Spektra sondy Fura-2, B - v neptitomnosti vapniku, A — v pfitomnosti saturujici koncentrace vapniku.
Vlevo jsou spektra excitaéni, vpravo jsou emisni, pfevzato z [8]
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Volné formy iontu Ca?* jsou tém&f stokrat méng zafivé, neZ vézané formy iontu
Vv piitomnosti indikatoru Fluo-3. Podobna vlastnost se objevuje i Vv pfitomnosti indikatoru
Fluo-4.

Ca®*-bound

Fluorescence intensity
|

Ca*-free

_______________

1
420 440 460 480 500 520
Wavelength (nm)

Obr. 10: Excita¢ni spektrum Fluo-3 (Aemis=525nm), pievzato z [13]

Jednou zmetod méfeni koncentrace vnitrobunééného kalcia je méfeni intenzit
fluorescence. Pfitom se zobrazuji, méti a porovnavaji intenzity fluorescence na jedné vlnové
délce emise ve vybrané oblasti indikatoru buzené¢ho jednou vinovou délkou. Vyslednym
signdlem je potom pomeér intenzit ziskanych pii dvou vhodné vybranych vinovych délkach
excitace nebo emise. Vyhodou je jednoduchost a rychlost méfeni.

Jinym druhem metod jsou pomérové metody méfeni v excitace nebo emisi.

Pomérovd metoda v excitaci monitoruje zmény excitacniho spektra indikatoru
po navazani véapniku. Vzorek je excitovan stfidavé dvéma vlnovymi délkami: jednou,
pii které ma maximum excitace forma obsazena vapnikem, a druhou, pfi které ma maximum
forma neobsazena vapnikem. Vysledny signél je pfitom sledovan na jedné vinové délce.
Fluorescence se pozoruje ve viditelné Casti spektra (okolo 510 nm), kde mad maximum
emise.[8]

Pomérovd metoda v emisi sleduje zmény emisniho spektra a snimd obraz zaroven
na dvou vlnovych délkach emise ze vzorku, ktery je buzen jednou vinovou délkou. Vysledné
obrazy se mohou snimat postupné (pomoci zmén filtri) anebo soucasné (pomoci dichroického
zrcadla a filtri) na dvé kamery nebo fotondsobice.

Vysledny obraz vzorku je vytvofen a upraven pocitacem u obou metod pomoci vypoctu
poméru z intenzit fluorescence sejmutych na rlznych excita¢nich nebo emisnich vinovych

délkach. Pfi zndmé kalibrani kiivce pocita¢ zobrazuje vyslednou mapu koncentraci
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intracelularniho vépniku a jeji zmény v Case. Pfedev$im samotny pomér intenzit neni pfilis

ovlivnén rtiznou intensitou obarveni vzorku nebo vybélovanim (photobleaching) barviva [8].

2 Vlastni méreni

Tato kapitola obsahuje jednotlivé kroky praktického vyzkumu méfeni koncentrace
intracelularniho vapniku fluorescenénim mikroskopem a zpracovani ziskanych dat. Obrazek

¢islo 11 piredstavuje blokové schéma vyzkumu.

e Barveni bunék I — Snimani Andor Solis Zpracovani
I—’ F uqrescencm iXon Software Kit obrazuna PCv
mikroskop > >
_,—P IX-71 kamerou programu
e Kalibrace EMCCD LabVIEW

Obr. 11: Blokové schéma vyzkumu

Dle zadani diplomové prace je potieba vytvofit systém v programovacim prostiedi
LabVIEW pro méfeni koncentrace intracelularniho vépniku. Pfitom je také potieba vybrat
druh zivo€iSnych bun¢k, které pak budou pouzity pii experimentu, vhodné fluorescencni
barvivo a vhodnou metodu pro méfeni koncentrace.

Experimentalni ¢ast byla provedena na kardiomyocytech s vyuzitim fluorescen¢niho
barviva Fluo-4, které se pouziva pro nepomérové méteni. Fluo-4 excituje pomoci viditelného
svétla, co znamend, Ze pro realizaci experimentu bude stacit jenom samotny fluorescencni
mikroskop a kamera. Dale jsou uvedeny popisy a charakteristiky jednotlivych komponenti
systému.

2.1 Kardiomyocyty

Kardiomyocyt je svalova bunka srdeéniho svalu — myokardu valcovitého tvaru
na koncich rozvétvena s ptibliznym pramérem 10-20 nm a délkou 50-100 nm. Pomérné velka
jadra kardiomyocytt jsou ulozeny uprostied bunky. Je zakladni jednotkou pro §ifeni vzrucha
srdecni svalovou tkani. Na obr. 12 je zobrazen kardiomyocyt a jeho struktura.
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Obr. 12: Struktura kardiomyocytu, pievzato z [23]

2.1.1 Akcni potencial kardiomyocytu
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Obr. 13: Akéni potencial myokardu, pievzato z [20]

Akeni potencial je depolarizace klidové polarizované membrany kardiomyocyti.
V pribéhu akéniho potencialu se v myokardu rozliSuje pét fazi (viz. obr. 13).
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Féaze 0 = rychla depolarizace (otevieni rychlych napétove fizenych Na kanalit).

Féaze 1 = rychla repolarizace (uzavieni rychlych napét'ove fizenych Na kanalt).

Féaze 2 = plat6 (pomalejsi otevieni napétove fizenych pomalych Ca kanalit).

Féaze 3 a 4= pomalé repolarizace (zavieni Ca kanalii a vy€erpani K iontli riznymi typy pump).

V klidovém stavu je patrny rozdil mezi elektrickym nébojem uvniti a vné kardiomyocytu
(tzv. klidovy membranovy potencial). Je to dano polopropustnosti membrany kardiomyocytu
(neni propustna pro ionty sodiku, drasliku a vapniku) a aktivnim vy€erpavanim iont sodiku
ven z bunky. Vysledkem je rozdil koncentraci kladné nabitych iontd sodiku uvnitt a vné
buniky a z toho vyplyvajici klidovy membranovy potencial, ktery je okolo -70 mV. Jestlize se
oteviou kanaly pro sodik v membrané buiiky, za¢nou sodikové ionty proudit rychle dovnitf
bunky a dochazi tak k vyrovnani tohoto klidového rozdilu. Toto se oznacuje jako faze 0
akéniho potencialu, tedy rychld depolarizace. Rychlé kanaly pro sodik, kterymi se dostava
dovnitt, jsou tzv. napétove Fizené. To znamena, ze pokud je na membrané pfitomen klidovy
membranovy potencial -70 mV, jsou zaviené. Pokud dojde k poklesu tohoto potencidlu
o kritickou hodnotu, ktera je pfiblizné¢ 15mV, dojde k ndhlému otevieni vSech téchto kanal.
Na vrcholu akéniho potencialu se rozdily mezi nitrem a vnéjSkem builkky vyrovnaji, ¢i se
dokonce na chvili nitro bunky stane oproti vnéjSku kladné (tedy dojde az k tzv.
transpolarizaci). Kardiomyocyty jsou v srdci spojeny vodivymi spoji (gap junctions). Pokud
dojde ke vzniku akéniho potencialu na jednom kardiomyocytu, oteviou se vyvolanou zménou
napéti rychlé sodikové napétové fizené kanaly sousednich kardiomyocytt, ¢imz dojde
k Sifeni ak¢éniho potencidlu celym srde¢nim svalem. Rychlost vedeni vzruchu v pracovnim
myokardu je 0,3 — 0,5 m/s, ovSem v né€kterych ¢astech pfevodniho systému je rychlost az 4
m/s. Po depolarizaci, tedy vyrovnani rozdilu naboju ¢i na kratkou dobu az jejich obraceni, se
tok sodikovych iontil zastavi. Nastava tim faze 1 akéniho potencidlu, tzv. rychlé repolarizace.
V té dochazi rychle (ale kratce) k poklesu membranového potencidlu (smérem ke klidovym
hodnotam). V této dobé& se vSak jiz oteviraji pomalé kanaly pro Na a Ca, které jsou taktéz
napétove tizené a kterymi proudi Na a Ca ven z bunky. Tim se udrZzuje na membrané
kardiomyocytu dosaZena depolarizace (tedy vyrovnané napéti vné a uvnitt buniky) a tato faze
se oznacuje jako faze platd. Pomalé kanaly pro Na a Ca se nasledn€ uzaviraji, Na je aktivné
vycerpavan ven z bunky a do builkky se naopak dostavd K, ¢imz je dosazeno ve fazi 3 a 4
(fazich pomalé depolarizace) hodnoty klidového membranového potencialu, kterd byla
pfitomna pfed vznikem akéniho potencialu.

V buiice pracovniho myokardu je na membrané mezi dvéma ak¢énimi potencialy pfitomen
po celou dobu klidovy membranovy potencial. Buiiky pfevodniho systému maji schopnost

tzv. spontanni diastolické depolarizace a prib¢h akcéniho potencialu u téchto bun€k je jiny.
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V klidové fazi dochazi spontdnné k postupnému klesani napéti na membrané, které kdyz
dosahne prahové hodnoty, vyvold vznik akéniho potencidlu. To mé velky vyznam, nebot’
spontanni depolarizaci a frekvenci vzniku akéniho potencidlu v téchto bunkéch je dana
frekvence stahti srdce. Fyziologicky probiha spontanni diastolicka depolarizace nejrychleji
v bunikach SA uzlu, ktery se nazyvaji primarni pacemaker. [22]

lonty ca® nejenom zpusobuji kontrakci uvnitt svalové buiky, ale také se stavaji
hlavnimi nositeli signalt. Vapenaté ionty reguluji Sifeni impulsu akcéniho potencialu
v myokardu. Zvysena koncentrace iontu Ca’* zptisobuje kontrakce bundk myokardu, sniZena
koncentrace iontu zpusobila by trvalou relaxaci kardiomyocytl, proto dochazi ke stalé
vymeéné iontu Ca®" mezi extracelularnim a intraceluldrnim bunéénym prostiedi. Regulace
koncentraci intracelularniho vapniku je zajiStovdna tfemi ruznymi cestami: vyménou
vapnikovych iontl za sodikové, vapnikovou pumpou, napét'ové fizenymi receptory nékolika
druhy vapnikovych kanald. [23]

2.1.2 Vapnikové transienty

Meéieni koncentrace intracelularniho vapniku Vv praktické casti diplomové prace bude
zaméfeno na vyhodnoceni vapnikovych transientll. Proto je potieba pochopit co jsou
vapnikové transienty a jak souvisi s koncentraci vnitrobunééného véapniku. Jak bylo zminéno
v piedchozi podkapitole, prichod vapnikovych iontd bunéénou membranou se fidi ak¢nim
potencidlem kardiomyocytii. Kolob¢h Ca®" iontu mezi intracelularnim a extracelularnim
prostifedim umoznuji vapnikové kandly. Vapnikovy kanal je druh iontovych kanalt pro
kationty vapniku. Na srde¢nich buiikach se nachézeji dva typy kanalt:

- kanaly L-typu (long lasting channels), které se oteviraji na dlouhou dobu, pfevazné se
nachazeji ve svalech a jsou vyznamné pro kontrakci

- kanaly T-typu (transient channels), které se oteviraji na kratkou dobu, jsou zodpovédné
za tranzientni kalciové proudy, podileji se také na vzniku akénich potencidlii v srdecnich
bunikach a neuronech. Klidové napéti bunék schopnych spontdnni depolarizace klesa po
prob&hnuti akéniho potencialu k prahové hodnoté, vznika tzv. prepotencial, ktery spusti dalsi
vzruch. Poté co zacina vznikat prepotencial jsou otevieny transientni vapnikové kanaly. Na
obr. 14 je zobrazen diagram membranového napéti. Symboly dil¢ich proudu jsou vyznaceny u
ptislusnych fazi akéniho napéti. L — ,,long lasting“, T — ,.transient. [22], [24]
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Obr. 14: Diagram membranového napéti v pacemakerové tkani, prevzato z [22]

Na obr. 15 je zobrazen graf vapnikového transientu, ziskaného béhem méfeni pomoci

fluorescenéniho méfeni s vyuzitim barviva Indo-1.
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Obr. 15: Piiklad synchronniho méteni akéniho potencialu a vapnikového transientu, ptevzato z [24]
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2.2 Fluorescencni barvivo Fluo-4

V ramci experimentu budeme pouzivat barvivo Fluo-4. Fluo-4 je zlepSeny analog barviva
Fluo-3. Fluo-4 vykazuje rychly narfist intenzity fluorescence pfi navazani na Ca®" ionty.
Stejné jako Fluo-3 se vyuziva Fluo-4 pii nepomérovych méfenich koncentrace iontu. Fluo-4
excituje prostiednictvim viditelného svétla, coz eliminuje spektralni posun na rozdil
od indikatorti, které¢ excituji pomoci ultrafialového svétla a také zajiStuje mensi miru
autofluorescence. Pii pouzivani Fluo-4 fluorescenéni signal je mnohem silngjsi a
intenzivnéjsi. Fluo-4 se obvykle pouziva jako AM — ester, protoze rychleji pronika do bunky
pfes membranu a pii niz§i anebo stejné koncentraci poskytuje intenzivnéjsi signal. Tato
vlastnost umoziuje provadét méné invazivni experimenty. Nejvic se vyuziva Vv laboratofich
vybavenych mikroskopem s argon-iontovym laserem, kde pak excituje pii 488 nm. Fluo-4
poskytuje dobrou citlivost a nizkou kompartmentaci, coz zajistuje jeho Siroké vyuziti
v konfokalni a fluorescen¢ni mikroskopii. Na obr. 16 jsou uvedeny excita¢ni a emisni spektra

barviva Fluo-4. [21]
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Obr. 16: Excita¢ni (vlevo) a emisni (vpravo) spektra barviva Fluo-4, ptevzato z [21]
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2.3 Barveni bunék

Typické fluorescenéni indikatory pro méfeni koncentrace ca®* jsou policarboxylatové
aniony, které nemohou Vv obycejném stavu prochazet bunécnou membranou. U zaporné
nabitych forem indikatord mohou byt zavedeny do bunky mikroinjekci. Ale nejvice vhodnym
zpusobem zavedeni sondy do bunky je jeji umisténi do roztoku acetoxymethylesteru
(AM indikatoru). AM forma indikatoru nema naboj (je neutralni) a je hydrofobni, a proto se
muze dostat dovniti bunky. AM sonda pronikne do buiilky, ve které se esterova vazba
roz§tépi, a molekula tim ziska zaporny naboj. Pokud sonda postupné pronika dovnitt buiky,
dochazi
k jejimu $tépeni a dojde k akumulovani sondy uvniti buniky. Pfitom koncentrace indikatoru
v buiice muze vyznamné piekroCit koncentraci mimo ni. A proto AM sonda musi byt
odstranéna, pokud néjaka jeji ¢ast uz projde bunécnou membranou. Existuje nékolik faktort,
které mohou ovlivnit vysledek méteni [8].

V nékterych piipadech je poZadované monitorovani zmdn koncentrace Ca?* jenom
V jedné cCasti bunky, naptiklad v cytosolu. Ale to je tézké realizovat, protoze AM formy
indikatoru mohou prochazet bunéénymi membranami, a proto se néktera ¢ast sondy muze
dostat i mimo pozadovanou oblast. Druhy faktor, ktery mtze vyznamné ovlivnit vysledky je
teplota, ve které se provadi experiment. Stépeni AM sondy uvnitt buiiky je zavislé na teploté,
pii nizkych teplotach je koncentrace indikatoru akumulovaného v cytosolu docela nizka.
Proto se v praxi métfeni obvykle provadi pii pokojové teploté. Pro zpomaleni procesu uniku
indikatoru z buiiky je vhodné pouzit sniZeni teploty, ve které se provadi experiment. Proto je
dulezité nastavit odpovidajici teplotu a taky dobu barveni bun¢k tak, aby nedochazelo
k vyraznému barveni bunécnych organel a aby se sonda v bunkach uplné rozstépila. Pokud
indikator nebude uplné rozstépen, jeho casti mohou ovlivnit fluorescencni signal [13].

Koncentrace indikatoru neovliviiuje rovnou intenzitu snimaného signdlu, ale mize
ovliviiovat koncentraci Ca®*. Milimolarni koncentrace sondy, které se aplikuji ptimo dovnitt
buiiky pomoci pipety, vedou k vyvazani vyznamné &asti Ca>* na sondu. Poté méfeny signal
odpovida piiristku mnozstvi Ca®* v buiice, kvili tomu, Ze veskery novy véapnik bude ihned
vychytan indikatorem, a koncentrace nevazanych ionta se skoro nezméni [8].

2.4 Kalibrace

Nezpracovany fluorescenéni signal od fluorescenéni sondy sice nese informativni data
kvalitativniho charakteru, ale musi byt odkalibrovan pro jeho dalSi zpracovani a ziskani
vysledku. Proto snimame signal ze vzorku, u kterého koncentrace iontu uz zname, a podle
toho hleddme odpovidajici jednotlivé intenzity pro naméfené koncentraci Ca®".
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Dva nejpouzivangjsi typy kalibrace:
In vitro

Kalibrace in vitro spocivd vtom, ze Se porovnavaji poméry, které byly ziskané
monitorovanim roztoku indikatoru s riznymi, ale pfesné znamymi koncentracemi, s pomeéry
ziskanymi z méfenych bunék. Musime vSak pocitat s tim, ze spektrum indikatoru, které

se nachazi uvniti buiiky, se mize zménit kvuli vyskytu proteint.[8]

In vivo

Kalibrace in vivo spociva ve vyuziti vapnikovych ionofort — molekul, ovliviiujicich
propustnost bunééné membrany pro vapenaté ionty. Pro vapnik to jsou calcimycin
a ionomycin. [8]

Pro nepomérové indikatory koncentrace volnych iontu Ca** je dana:

ca] = Ko (%) )

Fmin — intenzita fluorescen&niho indikatoru, kdyZ viechny ionty Ca?* v molekule jsou volné
Finax — intenzita fluorescenéniho indikatoru, kdyZ viechny ionty Ca?* v molekule jsou vazané
K¢ — disocia¢ni konstanta

F — nam&fena fluorescenéni intenzita, pro kterou hledame odpovidajici koncentrace Ca?*

Pro pomérové indikétory koncentrace volnych iontu Ca?* je dana:

e -k () (22) @

Rmax - Sh,2

R= F1/F, (Fi-intenzita fluorescence na vinové délce A3, F,- intenzita fluorescence na vinové
délce A,)

Rmin — maximalni veli¢ina poméru R, kdyz viechny ionty Ca>* v molekule jsou volné

Rumax — maximalni veli¢ina poméru R, kdyz vechny ionty Ca®* v molekule jsou vézané

Kgq — disociaéni konstanta

St2/Sp2 — pomér mezi nemékenou intenzitou fluorescence volnych iontu Ca** i vazanych iontu
Ca®", pokud ob& méfeni byly provedeny na vlnové délce A,
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Proces kalibrace se provadi skoro stejnym zptisobem U pomérovych i nepomérovych
indikatort. Na zacatku zvysime permeabilitu buriky pomoci ionomycina, pak musime zajistit
saturaci intracelularniho indikatoru (naptiklad pomoci ionoforu) a pak piidavame digitonin
pro zvySeni bunééné permeability a propusténi fluorescen¢niho indikatoru 1 méfime

vyslednou fluorescence [13].

2.5 Snimani kamerou
Pro méfeni pouzijeme EMCCD kameru od firmy Andor. Tato kamera s rozlisenim

128 x128 bodii. [9]

I11900993088444
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>

Obr. 17: EMCCD kamera, ptevzato z [9]

Obrazek cislo 18 predstavuje spektrum kamery s nejcitlivéjsimi vinovymi délkami

v oblasti okolo 500nm.
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Obr. 18: Spektrum kamery Ixon 3 - 888, prevzato z [9]

Obr. 19: Ukazky obrazka, potfizenych pomoci kamery Ixon 3: zobrazeni procesu ve vyvoji (zleva), vyuZiti
fluorescenénich proteinu (zprava), pievzato z [9]
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3 Popis experimenti

3.1 Protokol experimentu

Protokol méfeni intracelularniho Ca® pomoci fluorescen¢nich indikatoru Fluo-4AM

Barveni

1) K1 ml zasobniho roztoku s zivo¢iSnymi bunikami pifidame 4 ul fluorescenc¢niho
barviva Fluo-4 AM s roztokem bez barviva (Tyrode).

2) Promichame roztok pro rovnomérné nabarveni bunék.
3) Buiky se pak inkubuji pii pokojové teploté v temném misté po dobu 15-25 minut.

4) Ptred méfenim je poticba promyt bunky roztokem bez barviva (Tyrode), abychom
mohli odstranit zbytky fluorescen¢niho barviva.

Kalibrace
Pro nepomérové indikatory koncentrace volnych iontu Ca?* je dana:

F — Fii
cat) = ¢, (P
[Ca™] = Kq F o —F

Fmin — intenzita fluorescen¢niho indikatoru, kdyZ vSechny ionty Ca®" v molekule jsou volné
Fmax — intenzita fluorescenéniho indikatoru, kdyZ viechny ionty Ca** v molekule jsou vazané
Kd — disocia¢ni konstanta

F — namétena fluorescencni intenzita, pro kterou hledame odpovidajici koncentrace Ca”".

Zméiena koncentrace fluorescen¢niho barviva se musi blizit hodnoté disocia¢ni konstanty,

ktera je hlavnim kalibra¢nim parametrem. Pro Fluo-4 Kd = 345 nM.
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4 Realizace ulohy v prostredi LabVIEW, popis blokového
schématu

Me¢fteni koncentrace intracelularniho vapniku je realizované v programovacim prostiedi
LabVIEW s vyuzitim Andor Software Development Kit (SDK). SDK zahrnuje knihovny
se zakladnimi nastaveni kamery pro rizné programovaci jazyky: C++, C#, Delphi, VBS,
VB.NET, LabVIEW a Matlab. Vyuziti téchto knihoven umoziiuje upravovat nastaveni
kamery v souvislosti s ménicimi podminky experimentu a garantuje rychlou odezvu kamery
na nove parametry.

Samotné prosttedi LabVIEW je vhodné jak pro vyvoj technickych programovacich
aplikaci pro fizeni komplexnich systémd, tak i pro systémy méfeni, analyzy a zpracovani
ruznych druhii dat a vizualizaci vysledkd. Prace v programovacim prostfedi LabVIEW je
zalozena na vytvafeni virtualnich pfistroji (VI — virtual instrument). Kazdy projekt VI se
sklada ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast je blokovy diagram (Block diagram), ve kterém se tvoii
algoritmus programu z jednotlivych programovacich blokd, druha ¢ast — ¢elni panel (Front
panel) - pak predstavuje uzivatelsky interface navrzeného zdrojového kddu. Na ¢elnim panelu
jsou k dispozici ovladaci prvky, které pak umoziuji testovani programu.

Hlavni vyhodou vyuziti programovaciho prostiedi LabVIEW je moznost rychlého
navrhovani slozitych aplikaci pomoci virtualné nastavitelnych pfistroji, provadéni zmén
v konfiguraci, coz za pomoci realnych soucastek u skuteénych nastroju je Casto velmi
nakladné nebo nemozné.

Knihovna Andor Software Development Kit pro programovaci prostfedi LabVIEW se
sklada z n¢kolika virtualnich pfistroju, které umoznuji ménit zakladni nastaveni kamery, jako
jsou zpusob akvizice obrazu, trigger mode, rezim spousté, nastaveni chlazeni atd. Jednotlivé
bloky virtualnich pfistroji pfedstavuji ruzné funkce pro ovladani kamery. Pfitom neni mozné

ru¢né ménit vnitini parametry téchto bloku.
4.1. Akvizice obrazovych dat

4.1.1 Andor Solis Software Kit

Zékladem méficiho systému je jeden z virtualnich pfistroji  z knihovny SDK
iXonKinetic.vi. Tento pfistroj se bude hlavné pouzivat pro inicializaci iXon kamery a jeji
rychlej$i komunikaci s prostredim LabVIEW. i1XonKinetic.vi se sklada ze sekvence
opakujicich funkci pro inicializaci a nastaveni kamery viz obr. 20 a obr. 21.
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Obr. 20: Celni panel iXonKinetic.vi
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DRV_SUCCESS;
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Obr. 21: Blokovy diagram VI iXonKinetic.vi

Po spousténi teto sekvence (iXon kamera je jiz zapld) program pocka 2000 ms, pak
pomoci funkce GetDetector naéte informace z kamery o velikosti detektoru (X a Y soufadnice,
velikost detektoru odpovida velikosti vysledného mikroskopického obrazu). Pak se spousti
While cyklus, béhem kterého probiha akvizice dat z kamery a nasledné zobrazeni intenzitniho
grafu. While cyklus probiha do té doby, pokud neprobéhne pozadovany pocet sérii snimk,
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anebo pokud neni zmacknuté tlacitko STOP. Potom program se ukonc¢i. Po celou dobu této
sekvence program ovéiuje, jestli nenastala chyba a jestli kamera reaguje na pozadavky

programul.

Dulezitou soucasti programu je jeSté jedna sekvence, ve které se ziskavaji data pro
vysledné zobrazeni intenzitniho grafu. V této sekvenci se nastavuje rezim akvizice obrazu
podle manualu SDK (Single scan, Accumulate, Kinteics atd.), rezim nacitani obrazu (Full
Resolution Image), nastavuje se velikost obrazku podle velikosti detektoru, rezim spousté a
dalsi nastaveni kamery. V poslednim cyklu sekvence se vizualizuje intenzitni graf pro vybrany

fadek a sloupec nactenych dat viz obr. 22.
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Obr. 22: Sekvence funkci naéteni dat VI iXonKinetic.vi (blokovy diagram)

Uvedeny program a jeho jednotlivé bloky poslouzili osnovou pro navrzeni vlastniho
méficiho systému. Predstavené funkce jsou pouzité pro akvizici mikroskopického obrazu.
Néekteré cykly ale byly upraveny. Naptiklad kvuli zrychleni béhu programu bylo vynechano
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nastaveni triggeru, protoze nema zasadni vliv na funkénost pozadovaného programu. Taky byl
upraven cyklus vizualizaci intenzitniho grafu. Ve vysledném programu bylo poticba
vizualizovat misto grafu mikroskopicky obraz, v originalnim programu ale obrazové data
nejsou pouzivany. Proto ve vysledném programu bylo potfeba prevést matici indexu

V obrazovy format.
4.2 Zpracovani dat

Po ovéfeni nastaveni kamery a naéteni dat musime zpracovat této data tak, aby na
vystupu byl mikroskopicky obraz. Ktomu pouzijeme bloky IMAQ Create a IMAQ
ArrayTolmage. Upiesnime, ze konecny obrazek musi byt Sedotonovy, proto pouzijeme paletu
Grayscale. Zpracovani dat vtomto programu se provadi vicekrat, jelikoz v originalnim
programu SDK knihovny jsou vyuzity cykly s podminkami (Case Struktures), které na jednou
stranu snizuji pocet vyskytujicich chyb, ale na druhou stranu komplikuji celkovy algoritmus
programu. Na obr. 23 je uveden blokové schémata pievodu nactenych

OO0 o000 o00000 000000

IMAQ ArrayTolmage|
el d |

[IMAQ Create]
lannt

ﬂmum

iGrazscale (U8) vI

Obr. 23: Pievod a zpracovani na¢tenych dat

Na obr. 24 je zobrazen algoritmus ukladani obrazu do piedem vytvofeného prazdného AVI
souboru.
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Obr. 24: Pievod a zpracovani na¢tenych dat

4.3 Ulozeni a vyhodnoceni vysledki

Pro ukladani vysledkii méfeni uzivatel muize zvolit uklddani obrazu do vystupniho
souboru ve formatu AVI. Pokud uzivatel zvoli moZnost ukladani na ¢elnim panelu, objevi se
dialogové okno, kde uzivatel zvoli cilovy adresai pro ukladani dat. Pokud uzivatel nezvoli

moznost ukladani dat, nebudou vysledky uloZeny, ale pouze vizualizovany.

| Select an AVI file|
L (U2 H

Frames Per Second

Obr. 25: Vytvareni prazdného AVI souboru pro ukladani obrazu
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Obr. 26 demonstruje schéma zobrazeni a vyhodnoceni vstupnich dat. Blok Mikroskopicky
obraz umoznuje on-len sledovani zdznamu z fluorescen¢niho mikroskopu. Vyhodnoceni dat
spociva ve vizualizaci zmén intenzity v obrazu. Vystupem programu jsou 2 grafy, které
zobrazuji zmény intenzit (vapnikové transienty). Prvni graf demonstruje data pied filtraci,

druhy graf po filtraci
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Obr. 26: Blokové schéma zobrazeni a vyhodnoceni obrazovych dat
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4.4 Uzivatelské rozhrani

P11 spusténi programu se zobrazi uZivatelské rozhrani, které umozZni praci. UZivatel mliZe
nastavit pocet snimki, které potfebuje pro zpracovani, vytvareni AVI souboru a vyhodnoceni
dat. Dale mtze nastavit moznost ukladani dat pomoci tlacitka Ulozit video. Po spusténi
programu miZe uZivatel spustit akvizici tlacitkem Zacit akvizici. Po kratké dobé se v okné
Mikroskopicky obraz zaéne zobrazovat sekvence snimkil z fluorescen¢niho mikroskopu v on-
line rezimu. Zaroven se v dolni ¢asti uzivatelského rozhrani zacnou zobrazovat intenzitni
grafy (vapnikové transienty) vlevo pred filtraci a vpravo po filtraci filtrem (dolni propust,
Butterworth). Nastaveni filtru lze zménit v blokovém diagramu navrzeného programu.
Paraleln¢ se zobrazenim grafu dochézi k vypoc¢tu amplitudy grafli intenzit (métfeni peak-to-

peak). Program bézi, dokud neni zpracovan pozadovany pocet snimkii nebo neni ukoncen
tlacitkem STOP. Obr. 27 ptedstavuje nahled uZivatelského rozhrani programu.

File Edit View Project Operate Tools Window Help
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Obr. 27: Celni panel navrieného programu
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5 Diskuze o dosazenych vysledcich

5.1 MoZnosti a omezeni navrzeného rFeseni

Navrzeny program obsahuje zakladni prvky pro propojeni kamery s fluorescenénim
mikroskopem a programovacim prostfedim LabVIEW. Program zobrazuje mikroskopicky
obraz a umoziuje jeho ukladdni do AVI souboru. Dale je mozné on-line sledovéani
mikroskopického zdznamu a vyhodnoceni intenzity fluorescence pii navazani fluorescencniho

barviva na vapnikové ionty.

Stavajici program lze rozsifit o vybér oblasti zajmu (ROI) v mikroskopickém obrazu a

dalsi bloky pro zlepSeni morfologickych vlastnosti ziskaného obrazu.

Obr. 28: Celni panel programu v pribéhu mé¥eni
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ZAVER

M¢fteni koncentrace intracelularniho vapniku piedstavuje velky prostor pro vyzkum.
Vyvijeni neinvazivnich metod méfeni koncentrace iont vapniku naslo Siroké vyuziti v oblasti
mediciny. Regulace poctu iontli Ca2+ v zivoc¢isné buinice mize snizit riziko vyskytu epilepsie,
diabetu a ischemickych chorob srdce.

Cilem této diplomové prace bylo prostudovat metody fluorescencniho méfeni
koncentrace intracelularniho vapniku a také vytvofit odpovidajici systém méfeni
v programovacim prostfedi LabVIEW. Prace obsahuje teoreticky popis fluorescenéni
mikroskopie, metod méfeni a vyhodnoceni koncentrace intracelularniho vapniku, porovnéani
vlastnosti rtznych fluorescencnich barviv, vyhody jejich vyuZiti. Prace dale popisuje
biologické minimum v oblasti akcénich potencidli zivoc¢isnych bunék na ptikladu
kardiomyocyta.

Pti zpracovani diplomové prace jsem se hloubéji sezndmila s programovacim prosttedim
LabVIEW a vyuZitim knihoven Asdor SDK. NavrZeny program méfeni koncentrace

intracelularniho vapniku obsahuje zakladni pozadované prvky, chybi ale podrobné;si

zpracovani vystupniho obrazu (morfologické zpracovani).
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

SA uzel Sinoatrialni uzel
VI Virtual Instrument (virtudlni pfistroj)
AVI Audio Video Interleave
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