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Abstrakt

Doktorské prace se zabyva biofyzikalni interpretaci dat kvantitativniho fazového zobrazovani
(QPI — quantitative phase imaging) ziskaného pomoci koherenci fizeného holografického mi-
kroskopu (CCHM - coherence-controlled holographic microscope). V praci jsou nejprve
popsany metody vyhodnocujici informace z QPI jako analyza tvarovych a dynamickych cha-
rakteristik segmentovanych objekti a také vyhodnocovani samotné fazové informace. Dale je
navrzena metoda dynamickych fazovych diferenci (DPD — dynamic phase differences), ktera
umoziuje detailnéji sledovat pfesuny hmoty uvnitf bun€k. VSechny uvedené metody jsou pak
vyuzity v biologickych aplikacich. V rozsahlé studii riznych typd bunéénych smrti jsou in-
formace z QPI porovnany s daty z pratokové cytometrie a s vyhodou je vyuzita kombinace
QPI a fluorescen¢ni mikroskopie. Metoda DPD je pak vyuzita pfi studiu pfesunt hmoty uvniti
bunky pii osmotickych jevech. Zjednodusena metoda DPD je aplikovéana pii vyzkumu me-
chanizmu pohybu nadorovych bun¢k v kolagenovych gelech.

Abstract

This doctoral thesis deals with biophysical interpretation of quantitative phase imaging (QPI)
gained with coherence-controlled holographic microscope (CCHM). In the first part methods
evaluating information from QPI such as analysis of shape and dynamical characteristics of
segmented objects as well as evaluation of the phase information itself are described. In addi-
tion, a method of dynamic phase differences (DPD) is designed to allow more detailed
monitoring of cell mass translocations. All of these methods are used in biological applica-
tions. In an extensive study of various types of cell death, QPI information is compared with
flow cytometry data, and preferably a combination of QPI and fluorescence microscopy is
used. The DPD method is used to study mass translocations inside the cell during osmotic
events. The simplified DPD method is applied to investigate the mechanism of tumor cell
movement in collagen gels.
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1 Uvod

Piedlozena doktorska prace se zabyva pokrocilymi metodami vyhodnocujicimi kvantitativni
fazové zobrazeni (QPI — quantitative phase imaging), které je vytvareno koherenci fizenym
holografickym mikroskopem (CCHM — coherence-controlled holographic microscope) a apli-
kacemi téchto metod ve vyzkumu zivych bun¢k.

Cilem prace bylo vybrat a navrhnout vhodné biofyzikalni metody interpretace QPI ziskaného
pomoci CCHM a nasledné tyto metody vyuzit v biologickych aplikacich.

Prace je rozdélena do nékolika kapitol. Nejprve se v kapitole 2 vénuje vybéru a vyvoji metod
vyhodnocujicich QPI, v kapitole 3 se zabyva zobrazovanim vzorku ve 3D prostiedi a v nasle-
dujicich kapitolach 4, 5, 6 jsou uvedeny konkrétni publikované vysledky jednotlivych metod
interpretace QPI v biologickém vyzkumu.

CCHM poskytuje kvalitni QPI, ktery zachycuje fazové objekty s velmi vysokym kontrastem.
QPI potizeny pomoci CCHM neni, v porovnani s metodami pouzivajicimi jako zdroj osvétleni
laser, ruSen parazitnimi interferencemi ani koheren¢ni zrnitosti a dosahuje az dvakrat lepSiho
rozliSeni [1, 2]. Pfirozeny vysoky kontrast zobrazovanych fazovych objektt je vyhodny pte-
devsim v biologii, kde odpadd nutnost slozité ptipravy vzorkl zahrnujici jejich barveni, které
miuize byt pro dany vzorek toxické. Kontrastni zobrazeni zivych bun¢k navic umoziuje jejich
jednodussi segmentaci a nasledné sledovani a vyhodnocovani nejriznéjsich tvarovych a dy-
namickych charakteristik a jejich zmén v Case.

Vyhodou QPI je také moznost kvantitativni interpretace ziskanych dat, kterd neni mozna
u klasickych metod zviditelnéni faze, jako je Zernikuv fazovy kontrast nebo Nomarského di-
ferencialni interferen¢ni kontrast (DIC — differential interference contrast). Protoze je fazovy
signal v QPI pfimo tumérny plosné hustoté suché hmoty pozorovaného objektu [3, 4], umoz-
fluje ndm jeho vyhodnoceni v podstat¢ pozorované buiniky vazit. Pro vyhodnoceni
biologickych d&ji muze byt ptinosné také vyhodnocovani zmén rozlozeni suché hmoty
V burnice. Pro tento zpisob vyhodnocovani je V praci navrzena metoda dynamickych fazovych
diferenci (DPD — dynamic phase differences).

Pon¢kud uvazlivéjsi ptistup vyhodnocovani obrazu je tieba zvolit, zobrazujeme-li vzorek
umistény ve 3D prostiedi. Proto jsou v kapitole 3 zabyvajici se touto problematikou nejprve
zminény podminky pro dobré zobrazeni a teoreticky jsou pak rozebrany vlastnosti zobrazeni
ve 3D prosttedich. Tyto vlastnosti jsou dale demonstrovany na modelovém a realném zobra-
zeni bunky. Vzhledem Kk rezervam realného zobrazeni oproti modelové situaci je uvazena
moznost pouziti metod dekonvolu¢ni mikroskopie k dodate¢nému zlepSeni obrazu.

Pfi rozsahlé studii rznych typt bunéénych smrti pomoci CCHM, uvedené v Kapitole 4, jsou
vyhodnocovany ¢asové zdznamy zmény tvarovych a dynamickych charakteristik, stejné jako
samotné fazové informace. Data ziskana z QPI jsou porovnana s daty ziskanymi pomoci pri-
tokové cytometrie. Vysledky vyhodnocovanych tvarovych a dynamickych charakteristik jsou
spole¢né s vysokou kvalitou zdznama QP jednotlivych déji pfinosem pro studium a rozliSo-
vani jednotlivych typi bunéénych smrti.

V kapitole 5 jsou shrnuty vysledky aplikace metody DPD ke studiu osmotickych jevi. Na
tomto experimentu je prokazano, Ze navrzena metoda DPD umoziuje detailni sledovani zmén
rozlozeni hmoty buiiky, které neni dobie identifikovatelné ze samotného QPL.

Kapitola 6 se zabyva vyzkumem dynamiky nadorovych bunék v kolagenovych gelech, tedy
Vv Castecné rozptylném 3D prostfedi. CCHM umoziiuje buiiky v tomto prostfedi dobie zobrazit
a detailn¢ monitorovat jejich pohyb v €ase. Pomoci zjednodusené¢ metody DPD jsou navic
nazorné¢ prezentovany zmény rozlozeni hmoty pii riznych typech pohybu bunék.
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1.1 Kvantitativni fazové zobrazovani (QPI) Zivych bunék

QPI je neinvazivni zobrazovaci technika, ktera vyuziva fyzikalnich vlastnosti zivych bunék
k vytvoteni kontrastniho zobrazeni. QPIl nepouziva zadna barviva ani znaceni, ktera by mohla
ovlivnit vysledky pozorovani. Na rozdil od tradi¢nich neinvazivnich technik, jako je Zernikav
fazovy kontrast nebo DIC, ziskdvame pomoci QPI ptimo velikost fAzového posuvu zpiisobe-
ného buiikou.

Féazovy posuv je uréen odchylkou optické drahy zpisobenou buiikou v daném misté, ktera je
zjednodu$ené popsana soucinem integralniho indexu lomu a vysky bufiky v daném misté [5].
Graficky lze fazovy posuv znazornit jako deformaci vinoplochy rovinné viny pfi interakci se
zobrazovanou butikou, coz je schematicky znazornéno na obr. 1.

> rovinna vina

—‘ __Ppozorovana buika

> deformovana vina

Obr. 1: Schéma znazornujici interakci rovinné viny s pozorovanou buiikou. Tmavé zelené oblasti
uvniti buiiky maji vy$si index lomu neZ svétle zelena oblast, vysledny fazovy posuv je dan defor-
maci rovinné viny po prichodu vzorkem.

Pokud ve vysledném zobrazeni reprezentujeme hodnoty obrazové faze stupni Sed¢, jsou bunky
v QPI zachyceny jako svétlé oblasti se silnym signalem na témét nulovém tmavém pozadi.
Bunky jsou uprostied obvykle siln€jsi a davaji zde vyssi fazovy signal (vétsi fazovy posuv)
nez na tenkych okrajich, kde je signal niz$i a bez nezadoucich artefakti, jako je naptiklad halo
efekt znamy ze Zernikova fazového kontrastu [6]. Z tohoto pohledu jsou data ziskana z QPI
podobna datim z fluorescencni mikroskopie, a proto na né¢ mohou byt pouZzity podobné vy-
hodnocovaci postupy [7].

v

Pro tisténou prezentaci dat z QPI je vSak vhodnéjsi invertované zobrazeni. Proto jsou na ob-
razcich této prace buniky zachyceny jako tmavé objekty na svétlém pozadi.

1.2 Koherenci Fizeny holograficky mikroskop (CCHM)

Experimentalni ¢ast této prace byla provadéna na prototypu multimodalniho holografického
mikroskopu (MHM) Q-PHASE, ktery je zaloZen na koncepci CCHM [1,8] a umoziiuje jej
spojit s dalsimi zobrazovacimi technikami, napfiklad s fluorescenéni mikroskopii. MHM Q-
PHASE byl vyvijen v rimci stejnojmenného projektu Ministerstva primyslu a obchodu CR.
Na projektu se podilela firma Tescan Brno, s. I. 0., Vysoké uceni technické v Brné a Ustav
molekularni genetiky AV CR. Diiraz byl kladen piedev§im na motorizaci a uZivatelskou pii-
vétivost celého pfistroje, proto byl vyvinut ovladaci program s automatickymi justdznimi
procedurami. Do stavajiciho ovladaciho programu jsou postupné implementovany také na-
stroje pro vyhodnocovani ziskanych dat, vyvijené mimo jiné i na zdklad¢ poznatkl této
dizerta¢ni prace. Podrobnému popisu uspotfadani a zakladnich vlastnosti mikroskopu se vénuji
jiné prace, naptiklad [1, 9, 10].



2 Metody biofyzikalni interpretace QPI

Pro pozorovani a vyhodnocovani chovani Zivych nebarvenych bunék in vitro se ¢asto pouzi-
vaji metody jako Zernikiiv fazovy kontrast nebo DIC. Ob¢ tyto metody pouzivaji specialnich
optickych sestav, které pfevadeji zmeény ve fazi svétla na zaznamenatelné zmény amplitudy
svétla. Kontrast ve snimcich z téchto metod je obvykle nizsi nez ve snimcich z QPl a ma pouze
kvalitativni vyznam. Hodnoty signalu v jednotlivych pixelech tedy nelze interpretovat v piimé
zéavislosti na jakékoli fyzikalni charakteristice pozorovaného objektu.

Hodnoty signalu QPI maji pfimou souvislost s plosnou hustotou suché hmoty bunky (podrob-
néji v ¢asti 2.4.1) a diky jednozna¢nému a vysokému kontrastu mezi pozorovanymi objekty
a pozadim jsou snimky jednoduseji segmentovatelné. QPI tedy umoziuje studovat jednotlivé
buiiky, jejich fenotypy a heterogenitu i vyvoj v ¢ase robustnéji. V porovnani se zkoumanim
pouze prumérnych hodnot celych populaci bun¢k méa studium charakteristik jednotlivych bu-
nék moznost citlivéji rozliSovat a 1€pe tak porozumét riznym biologickym dé&jtim [11].

Spravna segmentace je zakladnim piedpokladem pro spravné vyhodnoceni jak tvarovych, tak
dynamickych charakteristik jednotlivych bun¢k a ma tedy vliv na naslednou biologickou in-
terpretaci ziskanych dat. Vybér vyhodnocovanych tvarovych, fdzovych a dynamickych
charakteristik probihal na zaklad¢ testovani parametrt métenych ve volné dostupnych softwa-
rech (ImageJ, CellProfiler) a dle pozadavki koleg biologti pro testované biologické aplikace.

Vybrana segmentaéni metoda a vyhodnocované tvarové, fazové i dynamické charakteristiky
QPI byly nasledné zaclenény piimo do ovladaciho programu mikroskopu MHM Q-PHASE,
na jehoZ testovani jsem se osobné podilela.

2.1 Modelovy experiment

Jako modelovy experiment byla pouzita data z prvnich Sesti hodin méteni Zivotnich cykld bu-
nék, ktera vzhledem k poruse vytapéni boxu mikroskopu nebylo mozné pouzit k ptivodnimu
zaméru. Vlivem zvySeni teploty doslo k vyraznym morfologickym zménam bunék a jejich
nasledné smrti. Pro experiment byly pouzity buiikky ozna¢ované jako NMuMG/Fucci2, které
byly kultivovany ve standardnim médiu DMEM za teploty 37 °C a pii 5 % COe..

Pocate¢ni a koncovy stav bun¢k modelového experimentu ukazuje obr. 2.

20 pm

‘. e Ye -
I 47

y

Obr. 2: Poc¢ate¢ni a koncovy stav bunék modelového experimentu (¢asovy rozdil mezi snimky je
6 hodin), pro které byly vyhodnocovany tvarové a dynamické charakteristiky. Objektivy 20%/0,5,
invertované zobrazeni faze (tmavsi odstiny Sedé odpovidaji vét§sim fazovym posuvim).
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2.2 Segmentace

Segmentace je klicovym krokem pii vyhodnocovani QPI zivych bunék. QPI ziskané pomoci
CCHM poskytuje po nutnych procesech navazovani a kompenzace faze, popsanych
v [12, 13, 14], jiz zobrazeni vhodné pro samotnou segmentaci. Zivé buiiky, v klasickych me-
todach mikroskopie nekontrastni fazové objekty, jsou v QPI zachyceny ve velmi dobrém
kontrastu, kdy hodnoty fazového posuvu fluktuujici kolem nuly odpovidaji pozadi a vyssi
hodnoty potom sledovanym zivym buiikam. Rozdéleni hodnot signalu v zobrazeni je tedy bi-
modalni a umoznuje pouziti jednoduchych segmentacnich metod, jako jsou prahovani nebo
watershed [15, 16, 17].

V této praci byla pro segmentaci vyuzivana metoda watershed [17]. Ukazka segmentace
shluku bunék modelového experimentu touto metodou je na obr. 3.

20 pm

Obr. 3: Ukazka segmentace shluku bunék v modelovém experimentu metodou watershed,
hranice mezi buiikou a pozadim je 0,04 pg/nm?, objektivy 20%/0,5, invertované zobrazeni.

2.3 Vyhodnocovani tvarovych a dynamickych charakteristik

V soucasné dob¢ Ize pomoci ovladaciho softwaru MHM Q-PHASE analyzovat tyto vybrané
e tvarové charakteristiky:

o plocha bunky S — plocha projekce bunky do obrazové roviny,

o obvod burky o — obvod projekce burniky do obrazové roviny,

o kruhovitost bunky C — ur¢uje odchylku tvaru projekce buiiky od kruhového tvaru
v zavislosti na plose buiiky a obvodu buriky podle vztahu C = 47S/0?, hodnoté
C = 1 odpovida kruh,

e dynamické charakteristiky:

o trajektorie bunky — geometricka ¢ara, kterou pii pohybu opisuje projekce t&ziste
buniky, jehoZ poloha je vypoctena s vyuzitim namétené distribuce suché hmoty
buiiky,

o celkova uraZena vzdalenost buikou — délka trajektorie bunky,

o smeérovost pohybu buiiky — pomér vzdalenosti pocatecniho a koncového bodu tra-
jektorie bunky a celkové urazené vzdalenosti udavany v procentech.

Pribéh vyhodnocovanych tvarovych charakteristik vybranych bunék modelového experi-
mentu (obr. 3) ukazuje obr. 4, dynamické charakteristiky jsou zachyceny na obr. 5.



Z grafii na obr. 4 je zfejmé, ze béhem modelového experimentu (viz. ¢ast 2.1) se plocha vsech
bun¢k zmensila, zatimco hodnota jejich obvodu ztistala témét nezménéna. To znamena, ze
tvar bunék se stal ¢lenitéj$§im a naznacuje to také urcitou degeneraci bunék. Parametr kruho-
vitost vykazuje zvySeni u bunky 1, ktera se oproti ostatnim vyrazné zakulatila.
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Obr. 4: Priubéh tvarovych charakteristik vybranych bunék modelového experimentu.
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Trajektorie bunék znazornuje ruzicovy diagram na obr. 5. Ukazuje, Ze vSechny buniky se bé-
hem experimentu pohybovaly velmi malo, jen o n¢kolik um. Hodnoty celkové urazené
vzdalenosti jednotlivych bunék a smérovosti jejich pohybu jsou uvedeny v tabulce. Nejvétsi
smérovost vykazovala buiika 3, nejmensi buiika 5, kterad se prvni polovinu experimentu pohy-
bovala jednim smérem a druhou polovinu smérem opacnym.

Ruzicovy diagram S E)
o ﬁ =1
8 < — —
E 52 | 28
S e - o O =
2 = S 3 ,‘E) 2 3
- ( T | 2E |22
— z |SF |48
J— 1 29,7 23
2 20,7 17
3 24,1 35
4 21,8 31
5 25,6 2

Obr. 5: Trajektorie pohybu vybranych bunék modelového experimentu v podobé rizicového di-
agramu a tabulka hodnot celkové urazené vzdalenosti a smérovosti pohybu téchto bunék.

2.4 Vyhodnocovani fazové informace

V metodéach nazyvanych spolecné QPI nebo kvantitativni fazova mikroskopie je fazovy posuv
zpusobeny pozorovanym vzorkem presné méfen.

Fazovy posuv koresponduje s optickym drahovym rozdilem, ktery je urCen indexem lomu
buniky a vyskou buiky [18], vliv téchto parametri v§ak nelze jednoduse zkoumat samostatné.
Pro odliSeni pfispévku indexu lomu buiiky a vySky buiiky byly vyvinuty rtizné metody
[5, 19, 20, 21]. Vztah mezi fazovym posuvem a plosnou hustotou suché hmoty bunky v daném
misté je vSak pfimocary a odliSeni ptispévku indexu lomu a vySky buniky pro piepocet fazo-
vého posuvu na suchou hmotu bunky neni tieba. Schéma znazornujici fazovy posuv (nebo
také deformaci vinoplochy) je znazornéno na obr. 1.



2.4.1 Vztah QPI a suché hmoty bunky

Sucha hmota buiiky je tvotfena jejim bezvodym obsahem a byla definovdna jako hmotnost
bunky po odpaieni vody. Sucha hmota buriky je tvofena biomolekulami proteind, lipidd, nuk-
leovych kyselin a sacharidt [4].

Hodnota specifického refrakéniho ptirastku, ktera je definovana jako pomér zmény indexu
lomu a zmény koncentrace, je pro vétsinu biomolekul velmi podobna. Proto je mozné hodnoty
specifického refrak¢niho prirastku nahradit jedinou pramérnou hodnotou a z ni vychazet pii
prepoctu fazového posuvu zpuisobeného burikou na jeji hmotu [18]. Prirdstek indexu lomu pak
odpovida prirastku suché hmoty bunky. Index lomu je tedy ptimo umérny suché hmot¢ bunky
a konstanta imérnosti a je nazyvana specificky refrakéni prirastek [22].

Celkova sucha hmota buiiky je pak dana integralem ptes plochu bunky [23]:
OPD
=1 [(100 )
kde m je celkova sucha hmota bunky v pg, OPD je opticky drahovy rozdil méfeny v um, « je

specificky refrakéni pifriastek v pum3/pg a A je plocha buiiky v pm?. Uvedeny vztah plati
pro zivé buiiky ve vodnych médiich.

Hodnota priimérného specifického refrakéniho prirastku je obvykle aproximovana hodnotou:
a=18-10"*m3/kg.

Pouziti celkové suché hmoty buriky je opravnéné piedevsim pii méfeni a porovnavani hmoty
bunék mezi jednotlivymi populacemi nebo pfi zkouméni éasového vyvoje hmoty bun¢k, kdy
vého posuvu jako suché hmoty buiiky je Casto pouzivana v biologickych ap11kac1ch QPI alze
jinajit napiiklad v [22, 23, 24, 25, 26]. V dal$im textu budeme suchou hmotu butiky oznacovat
zkracen¢ jako hmotu bunky.

Na obr. 6 je ukazka vyvoje hmoty bunék v modelovém experimentu, kde vzhledem k prask-
nuti a vyliti obsahu buniky 5 do jejiho okoli hmota buniky vyrazné poklesla. Hmota ostatnich
bun¢k navzdory nepiiznivym kultivaénim podminkdm modelového experimentu dokonce po
celou dobu pozorovani mirn¢ rostla.
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Obr. 6: Vyvoj hmoty vybranych bunék béhem modelového experimentu.



2.5 Metoda dynamickych fazovych diferenci (DPD)

Zaklady metody DPD byly navrzeny jiz v praci dr. Hany Uhlifové [27] a dale pak rozsiteny
v moji diplomové praci [28]. V ramci mého doktorského studia jsme metodu dale optimalizo-
vali, pfedevsim jsme specifikovali vstupni data metody a stanovili limit nejmensi mozné
detekovatelné zmény dany Sumem v ¢asové sekvenci obrazki. Metodu jsme pouzili pii studiu
osmotickych jevi a ziskané vysledky jsme publikovali [29].

Pokrocily vypocet zahrnuje segmentaci bunky a pozadi a diky tomu umoziuje také zviditel-
néni hranic buiiky a rozsifeni barevného kodovani DPD o barvy pro oblast opusténou a nové
zabranou buiikou.

Ptedpokladejme casovou sekvenci o N snimcich kompenzované faze se segmentovanou bun-
kou a pozadim, potom hodnoty DPD jsou dany rovnici (maticovy vypocet):

DPDiyx = @iz — @i

kde ¢; je fazovy snimek i, k je krok vypoctu. DPD; . lze pocitat s libovolnym krokem k,
pokud je krok k mensi nez pocet snimka N v sekvenci.

V obrazové reprezentaci jsou zaporné hodnoty DPD znazornény zelenou barvou a predstavuji
ubytek suché hmoty buiiky v daném misté. Kladné hodnoty DPD jsou znazornény cervenou
barvou a predstavuji pfirtstek suché hmoty v daném misté. Intenzita barvy odpovida velikosti
zmény. Pozadi je znazornéno bilou barvou. Aby bylo mozné rozeznat opusténou oblast a ob-
last nové zabranou buiikou, byla do zakladniho barevného kodu DPD piidana dalsi barva —
modra. Modré barva je pfifazena t€ém mistim, kde pravé jeden z fazovych snimki ¢;, @1
ma nulové hodnoty. V téchto mistech je vzdy také uz ¢ervena nebo zelena barva, v RGB zob-
razovani se tedy opusténa oblast zobrazi v tyrkysové barvé (modré a zelend) a noveé zabrana
oblast se zobrazi ve fialové barvé (Cervena a modra).

Prikladem biologické situace, k jejimuz vyhodnoceni mize byt metoda DPD vyuzita, je
mitoza. Pro ilustraci metody DPD je zde uveden obrazek s velkym ¢asovym krokem mezi
odc¢itanymi snimky, takze rozdil mezi obéma obrazy je pro vétsi nazornost patrny i okem.

20 pm
(a) (b) (c)

Obr. 7: Déleni buiiky znazornéné metodou DPD s krokem 240 s, objektivy 20x/0,40. QPI buiiky
v (a) anafazi a (b) cytokinezi; (c) DPD reprezentace piesunu hmoty béhem pi‘emény buriky z (a)

do (b).

Na snimcich v obr. 7 1ze vidét prechod bunky od anafaze (a) do cytokineze (b) v QPI. V ana-
fazi dochazi k rozdéleni chromozomu a bunka ma prodlouzeny tvar. V cytokinezi je bunka
jesté vice prodlouZena, tvoii se kréek a obnovuje se zde bunééna membrana. Na obr. 15(c) je
tato zména zachycena metodou DPD. Nové obsazené oblasti buniky jsou vykresleny fialové,
oblasti s ptiristkem hmoty ¢ervené, opusténé oblasti v okoli krcku jsou zachyceny tyrkysovou
barvou a oblasti s ubytkem hmoty zelenou barvou. V experimentech uvedenych v ¢asti 5 je
pro metodu DPD zvolen kratsi interval mezi dvéma fazovymi snimky a vyznam metody je
zietelnéjsi. V ¢asti 6 je pak uvedena aplikace zjednoduSené verze metody DPD pro analyzu
dynamiky nadorovych bunck v kolagenovych gelech.
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3 Zobrazovani pomoci CCHM ve 3D prostiedich

Soucasnym trendem v moderni biologii je nejen zména piistupu od fixovanych vzorkl a riz-
nych tkanovych fezl piimo k in vivo analyze, ale v pfipadé in vitro studii také ptechod od 2D
kultivaci ke kultivacim v komplexnéjsich 3D prostiedich [30]. Kritériim detekce roviny zao-
stteni v transmisni digitalni holografické mikroskopii pro amplitudové 1 fazové objekty se
vénuje Clanek [31].

3.1 Zavislost zobrazeni na stupni prostorové koherence osvétleni

V CCHM s prochdzejicim svétlem nelze navodit vznik optickych fezti obdobnych konfokalni
mikroskopii. Lze v8ak uvazovat vznik zobecnénych optickych fezili. Za tloustku zobecnéného
optického fezu je ptfitom povazovan dvojnasobek osové polohy zs 2D objektu, v niz je zcela
utlumen pienos nékteré prostorové frekvence [32].

V ¢lanku [32] je odvozena zavislost tloustky zobecnéného optického fezu zg na faktoru ¢as-
tecné koherence

o =NA;/NA,
kde NA; je numericka apertura osvétleni a NA je numericka apertura objektivu.

Vliv faktoru ¢aste¢né koherence o na zobrazeni rozostienych objektl jsme testovali na vzorku
polystyrenovych kuli¢ek o praiméru (5,0 + 0,3) um (Duke Standards™), které byly pfimi-
chany do kolagenového gelu misto suspenze bun€k. Index lomu polystyrenovych kuli¢ek
podle specifikace vyrobce je 1,59. Index lomu kolagenového gelu 1,34 jsme zméfili na Abbe-
ov¢ refraktometru. Prostorova koherence osvétleni byla regulovana pomoci aperturni clony
ménici hodnotu apertury osvétleni NAs. Experimentalni QPI takto pfipraveného vzorku pro o
rovné 0,1; 0,2; 0,4; a 1,0 jsou na obr. 8. gipkami je vyznacena rozostiena kulic¢ka (zelena Sipka)

~~~~~

opticky fez. Pro vyssi o se tyto objekty postupné stavaji méné viditelnymi.

Obr. 8: QPI polystyrenovych kuli¢ek v kolagenu pro riizné faktory &asteéné koherence o. Sip-
kami je vyznacena rozostiena kuli¢ka (zelena Sipka) a jiny drobny objekt (modra Sipka), které

struktury postupné stavaji méné viditelnymi.
Z teorie odvozené v [32] vyplyva, ze rostouci hloubka optického fezu se projevi az pii niz§im
faktoru ¢astecné koherence o. To potvrdily i experimentalni vysledky.
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3.2 Zobrazovani vzorku v ruznych rovinach zaostreni

Studium zobrazovani vzorku v riznych rovinach zaostieni piispiva jednak k lepSimu porozu-
méni celému zobrazovacimu procesu a jednak nasledné umoznuje vyuzit ziskana data pro 3D
zobrazovani.

V nasledujicich odstavcich je posuzovana moznost docileni 3D zobrazeni pii pouziti CCHM
pomoci omezeni prostorové koherence osvétleni a pomoci dodatecné filtrace prostorovych
frekvenci. Obé metody jsou hodnoceny pomoci numerického modelovani a metoda dodate¢né
filtrace prostorovych frekvenci i experimentalné.

3.2.1 Numericky model

Objemovymi vzorky, které nelze povazovat za slabé rozptylujici, jsou také zivé bunky. Je
proto tieba je bud’ aproximovat 2D funkci propustnosti, nebo rozptyl svétla modelovat pomoci
piresnéjsiho piistupu. Toto numerické modelovani, s nimz jsme porovnavali vysledky testova-
cich experimentd, provedl na zéklad¢ teoretickych vypoctd prof. Radima Chmelika
V Rytovove aproximaci [32] prof. Jiti Petracek v programu Matlab.

Pouzity model bunky lze popsat jako polokouli o poloméru 5 um (télo bunky), ve které je
umisténo 5 mensSich kulicek. Hodnota indexu lomu téla buiiky byla nastavena na 1,37 a hod-
nota indexu lomu mensich kulovych struktur uvniti téla buiky na 1,41. Indexy lomu tak
odpovidaji bézn¢ udavanym hodnotam pro cytoplazmu bunky (1,37) [33, 34] a hmotné;si ku-
lové struktury v modelu odpovidaji hodnotam udavanym naptiklad pro mitochondrie bunék
(1,41) [33, 34].

Zobrazeni bylo modelovano pro osvétleni vinovou délkou 650 nm, pro rizné hodnoty nume-
rické apertury osvétleni NAs a numerickou aperturu objektivu NA = 0,9.

NA_= 0.1 NA_= 0.3 NA_= 0.5
&b s s s

faze [rad]

-40

-50
-10 -5 0

X [m]

-0.5
-10 -5 0 5 10
X [pzm]

X [zm]

Obr. 9: Numericky vypoctené zobrazeni buiiky pro rizné hodnoty numerické apertury osvétleni
NAs a numerickou aperturu objektivu NA = 0,9. S rostouci NAs, tedy i s rostoucim faktorem
¢asteéné koherence o, klesa $iika zobecnéného optického Fezu. Jinymi slovy, oblast ve sméru osy
Z, V niZ se zobrazeni modelové buiiky vyznamné projevuje, je mensi pro vétsi NAs.
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Ze zobrazeni ziskanych modelovanim (obr. 9) je zfejmy podstatny vliv parametru NAs, ktery
charakterizuje prostorovou koherenci osvétleni, na to, v jaké vzdalenosti od roviny zaostieni
je bunka jesté zobrazovana. S rostouci NAs, tedy i s rostoucim faktorem castecné koherence
o, viditeln¢ klesa Sifka zobecnéného optického fezu. Oblast ve sméru osy z, ve které se zobra-
zeni bunky vyznamné projevuje, je mensi pro vétsi hodnoty NAs. Prodluzovani zobrazeni
pfedmétu v ose z s klesajici NAs je typickym znakem zobrazovani v Sirokém poli oproti zob-
razovani konfokalnimu. Cim vétsi osvétlovaci aperturu NAs tedy pouZijeme, tim vice
piiblizujeme charakter zobrazovani CCHM konfokalnimu.

3.2.2 Experiment

Pro realny experiment byla pouzita bunééna linie HT1080. Buiiky byly kultivovany ve stan-
dardnich kultivaénich podminkach (37 °C a 5 % CO3) v mediu DMEM obohaceném o 10 %
FBS a 0,1 % ciprofloxacin. Buiiky byly poté pfipraveny na koncentraci 1x10° bunék/ml v me-
diu DMEM bez fenolové ¢ervené a s 10 % FBS. Pufrovany roztok byl smichan s vodou pro
tkanové kultury a roztokem 1 mg/ml bovinniho kolagenu. Buné¢na suspenze byla pfidavana
v poméru 1:10. Smés byla umisténa do komirek p-Slide Angiogenesis (Ibidi) a tuhnuti gelu
probihalo pii 37 °C. Po ztuhnuti gelu byly pfipravené vzorky doplnény médiem a piikryty
krycim sklickem.

Nasledné byla v mikroskopu vybrana buiika vhodna pro testovaci zobrazeni. Preferovali jsme
buriku protahlého tvaru, lezici v jedné roviné a mensi nez zorné pole. Vybrana burika byla
zobrazena v rozsahu £50 pm od ptedpokladané roviny zaostreni s krokem 1 pm mezi jednot-
livymi snimky. Pro zobrazeni byly pouZity objektivy Nikon Plan Apo 40x%/0,95 a aperturni
clona byla zcela oteviend, vyuzivala se tedy celd numericka apertura kondenzord, ktera je
nominalné rovna NAg = 0,52.

Ukazka zobrazeni buiiky z pfedpokladané roviny zaostieni z = 0 a fez snimky z riznych
rozostieni dle naznacené linie je na obr. 10.
50

3.0

2:1
25

1.2

y [um]

z [pm]
o

-25

-50
0 25 50 0 25 50
x [um] X [um]

Obr. 10: Zobrazeni buiiky v kolagenovém gelu s numerickou aperturou osvétleni NAg = 0,52
a numerickou aperturu objektivu NA = 0,9 v predpokladané roviné zaostieni z = 0 a Fez X-z
dle zobrazené linie.
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Vysledky z numerické Simulace zobrazeni a realného experimentu jsou na obr. 9 a obr. 10
zachyceny ve stejné barevné Skale a stejném rozsahu. Je tedy mozné je dobfe porovnat.

Miuzeme ptedpokladat, ze redlné zobrazovana buitka mé v 0se z v misté fezu stejny rozmér
jako v ose X, piiblizné 12 um, a je tedy dvakrat tlustsi nez modelova buiika. Dvakrat vétsi by
proto méla byt i mezni vzdalenost, ve které se zobrazeni buniky vyznamné projevuje. Pro nu-
merickou simulaci takovéto buriky a pouzité hodnoty NA a NAs by se zobrazeni mélo
vyznamn¢ projevovat v rozsahu £35 um. Hranice realné zobrazované buiky v 0se z by na
zobrazeném rozsahu £50 pm tedy mély byt jasné zfetelné. Tak tomu ale neni a redlna situace
neodpovidd numerické simulaci se stejnymi parametry NA a NAs. Pfi¢inou tohoto nesouladu
je patrn¢ skute¢nost, ze kondenzory pouzité v CCHM, které urcuji velikost NAs, nejsou op-
ticky ekvivalentni, a proto je efektivni NAs niz$i nez udavana hodnota 0,52.

Experimentalné jsme ovétili, ze pii otevirani aperturni clony holograficky signal neroste od
hodnoty NAs = 0,3. Efektivni numericka apertura osvétleni nemuze byt tedy vétsi nez tato
experimentalné ziskana hodnota. V tomto piipadé by se numericky simulované zobrazeni od-
povidajici redln¢ zobrazované buiice vyznamné projevovalo az do vzdalenosti £65 um,
hranice bunky v 0se z by tedy byly mimo zobrazovany rozsah. Pro hodnotu NAg = 0,3 jsou
si jiz numericky simulované a experimentalni zobrazeni blizsi.

Pro dalsi priblizeni experimentalniho zobrazeni numerické simulaci byla vyzkousena metoda
filtrace prostorovych frekvenci.

3.2.3 Filtrace prostorovych frekvenci

Podle teorie odvozené v ¢lancich [2, 32] se pii zobrazovani pomoci CCHM s faktorem ¢as-
te¢né koherence o > 1/3 pii rozostfovani nejrychleji tlumi stfedni normovana prostorova
frekvence Q*.

Pro zobrazeni ziskané pomoci CCHM by podle této teorie melo byt pro ztenceni zobecnéného
optického fezu vhodné zesileni normované nejrychleji tltumené frekvence Q* a potlaceni frek-
venci niz§ich a vyssich. Tato teorie byla aplikovana jak na numericky model zobrazeni buiiky
pomoci CCHM (vysledky nejsou prezentovany ve zkracené verzi prace), tak pfimo na expe-
rimentalni zobrazeni buitkky v CCHM.

V nasSem piipadé byla filtrace prostorovych frekvenci provadéna v programu ImageJ pomoci
funkce Bandpass filter [35]. Na experimentalnich datech probihala filtrace pro kazdy snimek
X-y fazového signalu zvlast’ a z filtrovanych snimkt byl pak vytvofen vysledny fez x-z fazo-
vého signalu.

Pouzitim funkce Bandpass filter je nejprve provedena Fourierova transformace snimku a na
tu je nasledné aplikovan pasmovy filtr. Pomoci zpétné Fourierovy transformace jsou zpét zis-
kany filtrované snimky. Hranice propustnosti pasmového filtru jsou v programu Imagel
zadavany jako rozméry struktur, které maji byt filtrovany, v pixelech. Filtry v této praci ozna-
cuji jako A/B, kde parametr A oznacuje nejmensi velikost filtrovanych velkych struktur a
parametr B nejvétsi velikost filtrovanych malych struktur. Hranice propustnosti pouzitého
pasmového filtru nejsou ostré.

Vysledky filtrace experimentalnich dat pasmovym filtrem s riiznymi parametry A/B jsou za-
chyceny na obr. 11. Porovnani s piivodnimi experimentalnimi daty je pak na obr. 12.

Stejné jako u numerické simulace zobrazeni buniky omezuje provedena filtrace prostorovych
frekvenci rozsah hodnot filtrovanych snimkt, proto jsou filtrované snimky kvili kontrastu
zobrazeny v uzsim rozsahu hodnot. Vysledky filtrace experimentalnich dat jsou taktéz hodno-
ceny pomoci fazovych profill podél naznacenych linii A, B a C.
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Obr. 11: VysledKy filtrace prostorovych frekvenci pasmovym filtrem s riiznymi parametry A/B
na experimentalnich datech.

Fazové profily filtrovanych dat podél linie A vykazuji zGzeni piedevsim v oblasti levého
okraje bunky, kde potlacuji piivodni rozostiené zobrazeni. U pravého okraje bunky Ize u filtrii
60/3 a 80/3 pozorovat propad do zapornych hodnot a vznik nezadouciho artefaktu. Filtry 40/1,
40/3 a 40/5 davaji velmi podobné vysledky. U profilu podél linie B 1ze u vSech filtri pozorovat
mirné zuzeni profilu bunky. Vyrazny je vSak také propad do zépornych hodnot pii vnéjsich
okrajich buniky. U filtru 20/3 navic vznikaji u okrajii buniky falesné struktury. Vyhodnoceni
profilu podél linie C ukazuje v ptipadé filtrovanych dat pokles hodnot faze k nulovym hodno-
tam. Hranice buniky jsou ostiej$i, zizeni zobecnéného optického fezu v§ak dosazeno nebylo.
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Obr. 12: Porovnani s puvodnimi daty. Grafy porovnavaji fazové profily podél naznacenych linii
filtrovanych a plivodnich dat.

Pomoci filtrace prostorovych frekvenci na experimentalnich datech se podafilo ¢aste¢né eli-
minovat rozostfené zobrazeni v rovinach vzdalenéjsich od roviny zaostieni. Nevyhodou je
vSak vznik artefaktu, ktery je podobny halo efektu znamému u Zernikova fazového kontrastu,
¢i vznik falesnych struktur pii okrajich buniky. Filtrace prostorovych frekvenci oproti o¢eka-
vanim vychazejicim zteorie zobrazeni pomoci CCHM neztzila Sitku vznikajiciho
zobecnéného optického fezu.
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4 Aplikace metod pri analyzach bunéénych smrti

Typy bunécnych smrti jsou obvykle ur¢ovany pomoci pratokové cytometrie (FC — flow cyto-
metry), kde vSak absence analyzy morfologie bun¢k vede k chybam v urceni typt bunécné
smrti pfedev§sim v dusledku podhodnoceni onkézy. Onkdza ptitom vykazuje potencialni re-
verzibilitu, a proto je jeji spravné urceni jednim z mnoha hlavnich ukoli moderni mediciny
[36]. QPI umoznuje kontrastn¢ vizualizovat zmény v morfologii bunék v Case, a tyto zmény
mohou byt i kvantitativné vyhodnocovany, méfeny. Prepocet fazového posuvu na suchou
hmotu bunky navic umoziuje usuzovat na viabilitu pozorovanych bunék. S témito nové zis-
kanymi informacemi je mozné zptesnit identifikaci riznych typt bunécnych smrti a ziskané
vysledky pak dale vyuzit v navazujicim vyzkumu 1é¢by nadorti a rezistence k terapii.

Vyzkumem typti bunéénych smrti pomoci QPI se zabyvaji publikace [37, 38], které byly pfi-
praveny ve spolupraci s dr. Janem Balvanem z Masaiikovy laboratoife vyzkumu rakoviny
Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brn€. VSechny prezentované vysledky QPI jsme
mefili na MHM Q-PHASE instalovaném v Laboratofi experimentalni biofotoniky na VUT
v Brné. Ve vsech experimentech zminovanych v této kapitole byly pouzity bunky PC-3.
Buiky byly kultivovany v Ham’s F12 mediu doplnéném o penicilin (100 U/ml) a 7 % FBS za
teploty 37 °C a pii 5 % CO». Pied samotnym pozorovanim byly pak buiiky ovlivnény rozto-
kem plumbaginu (2 uM) v dimethylsulfoxidu (DMSO).

4.1 Porovnani metody QPI a FC

V prvné zminéném ¢lanku [37] jsme provedli porovnani metod QPI a FC pro identifikaci rtiz-
nych typd bunéénych smrti indukovanych plisobenim latky plumbagin.

Pomoci ¢asového pozorovani v QPI byly identifikovany tfi populace bun¢k:

e builky viabilni, beze zmény plochy (ozna¢ené¢ modrou barvou);
¢ builky apoptotické, se zmensenou plochou (oznacené zelenou barvou);
e builky nekrotické a onkotické, se zvétSenou plochou (oznacené cervenou barvou).

Celkova sucha hmota bun¢k u vSech populaci ziistala béhem experimentu neménna, coz pii
zohlednéni délky experimentu a nepfivétivého prostiedi ovlivnéného latkou plumbagin odpo-
vida biologickym ptedpokladiim. Snimek z prubéhu pozorovani s bunikami roztfidénymi dle
zmény plochy a s grafy vyvoje plochy bunék a celkové suché hmoty bunék je na obr. 13.

Pro identifikaci riznych typi bunéénych smrti pomoci FC jsme pouzili barveni An-
nexin V/Propidium jodid. FC tfidi buniky do populaci podle pozitivity jednotlivych barviv,
buiiky byly rozdéleny na:

e bunky viabilni — negativni na Annexin V i Propidium jodid;

e bunky pozdné apoptotické a nekrotické — pozitivni na Annexin V i Propidium jodid;

e Dbunky apoptoticke (ale pravdépodobné se v této populaci mize vyskytovat 1 vétsi po-
cet onkotickych bun€k) — pozitivni pouze na Annexin V;

e fragmenty nebo poskozené bunky — populace pozitivni pouze na Propidium jodid.

Ttidéni do jednotlivych populaci je tedy odliSné a pii tfidéni nemohou byt uvazovany tvarové
charakteristiky bunék. Problémem je také smiSena populace apoptotickych a onkotickych bu-
n€k, pozitivni pouze na Annexin V. Pro podrobnéjsi vyhodnoceni vysledki z FC Ize vyuzit
tzv. backgating, pfi kterém jednotlivé populace roztiidéné podle pozitivity na fluorescenéni
barveni zobrazime v rozptylovém diagramu davajiciho do souvislosti bo¢ni rozptyl (SSC —
side scatter) a ptfimy rozptyl (FSC — forward scatter). Pfimy rozptyl dava informaci o velikosti
bunky, mensi buitky maji niz§i FSC a vétsi buniky maji vys$si FSC. Pti tomto vyhodnoceni byly
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identifikovany dvé populace bunék pozitivnich pouze na Annexin V, kde buiiky s niz§im FSC
(mensi) byly identifikovany jako apoptotické a bunky s vyssim FSC (vétsi) byly identifiko-
vany jako onkotické.
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Obr. 13: VysledKky identifikace riznych typt bunééné smrti z QPIl. Z ¢asového QPI byla vyhod-
nocena zména plochy a celkova sucha hmota jednotlivych bunék. Podle zmény plochy byly
buiiky roztifidény do tfi populaci: buiiky, které svoji plochu nezménily, 44 %, oznacené modrou
barvou; buiiky, které svoji plochu zmensily, 24 %, oznacené zelenou barvou; a buiiky, které svoji
plochu zvétsily, 32 %, oznacené cervenou barvou.

Vysledky ziskané z casového pozorovani v QPI byly porovnavany s vysledky FC. Pfi porov-
nani QPI s FC zohlediujici pouze barveni bun¢k se vysledky obou metod lisily. FC totiz
vyrazné nadhodnocuje populaci apoptotickych bunék. Pti porovnani QPI s FC po aplikaci ba-
ckgatingu, ktery umoznil oddé¢lit populaci onkotickych bunék od apoptotickych, byla shoda
mezi obéma metodami lepsi.

Vysledky ziskané z QPI jsou povazovany za vyznamné predevSim proto, ze zohlediuji mor-
fologické znaky rtiznych typli bunéénych smrti a QPI tak mize byt povazovéano za vhodny
nastroj k identifikaci prave riznych typti bunéénych smrti.

4.2 Mechanismy resistence bunék viici oxidativnimu stresu

V druhém ¢lanku [38] jsme studovali mechanismy resistence bunék vici oxidativnimu stresu.
V QPI bylo provedeno n¢kolik pozorovani, v kterych se podafilo tyto mechanismy dobie za-
znamenat a videa z QPI tak byla podstatnou ¢asti experimentalniho materialu ¢lanku.
Obsahem ¢lanku je predevsim biologicky rozbor pozorovanych situaci a ovéfovani souvislosti
pomoci dalSich metod (FC, méfeni viability bunék, zobrazovani transmisnim elektronovym
mikroskopem, ...). Pro ilustraci pfinosu QPI je zde uveden obr. 14 s charakteristickymi znaky
jednotlivych mechanismt resistence bunék viici oxidativnimu stresu.
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Obr. 14: QPI mechanismu resistence bunék vici oxidativnimu stresu. (A) entéza, pohlcena
buiika (Cervena Sipka) byla prfed samotnym pohlcenim aktivnéjSi, obé buiiky byly viabilni
po delsi dobu neZ ostatni buiiky; (B) pohlceni buiiky s kanibalismem, pohlcovana burika (modra
Sipka) je postupné travena pohlcujici buiikou (¢ervena Sipka), vznika charakteristicka struktura
oznacovana jako ,birdeye“ (zelena Sipka); (C) kanibalismus bez pohlceni buiiky, umirajici
buiika (modra Sipka) byla napadena a vyuzita kanibalizujici buiikou (¢ervena Sipka); (D)
onkaéza, onkotické buiiky tvorici typické cytoplazmatické bleby, obvykle vedouci k nekréze (¢er-
vené Sipky); (E) reverzni onkoéza, na pocatku vytvoreny cytoplazmaticky bleb (¢ervena Sipka)
byl absorbovan a buiika ziistala viabilni.

Pti vyhodnocovani dat nasbiranych pro tento ¢lanek byla zapoc€ata prace na metodice pro iden-
tifikaci riznych typ bunééné smrti na zakladé zmén tvarovych charakteristik a vyvoje suché
hmoty a souvisejicich charakteristik jednotlivych bunék. Prvni vysledky, porovnani typickych
prubéhi kiivek apoptdzy a onkozy, byly piedstaveny na mezinarodni konferenci [39].

V Masatikové laboratofi vyzkumu rakoviny LF MU je v soucasnosti instalovan jeden z pro-
totypti mikroskopu Q-PHASE, ktery je intenzivné pouzivan pravé k vyzkumu bunécénych
smrti. Vysledky vyzkumu Ize najit napiiklad v publikaci [40].
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5 Aplikace metody DPD pfi sledovani osmotickych jevii

Osmotické jevy byly jako aplikace metody dynamickych fazovych diferenci vybrany proto,
ze pomoci zmény okolniho prostfedi bunék miizeme indukovat piesuny hmoty uvnitt bunék.
Zaroven se jedna o dostate¢n¢ rychlé procesy, takze mizeme vyloucit ostatni zmény hmoty,
zpusobené napiiklad ristem nebo stradanim bunék.

Pro nase experimenty byla zvolena buné¢na linie LW13K2 [41]. Buiky byly kultivovany ve
standardnim médiu M1H p#i 37 °C a 3,5 % COz. Pro pozorovani v mikroskopu byly bunky
nasazeny do prutokovych komurek p-Slide | (Ibidi). Pfed samotnym pozorovanim bylo stan-
dardni médium M1H vyménéno za médium F10, které je pro pozorovani v naSem mikroskopu
vhodnéjsi a neobsahuje zadna barviva, ktera by ovliviiovala index lomu média. Pro hypoos-
moticky Sok bylo toto médium fedéno vodou pro tkanové kultury v poméru 1:9.

V prvnim experimentu bylo béhem hypoosmotického Soku pozorovano roztahovani bunck
predevsim v lateralnim sméru. V prvni fazi experimentu, tedy pti zméné prostiedi z izotonic-
kého na hypotonické nebyly v zobrazeni QPI patrné velké zmény. Pomoci metody DPD vsak
byly odhaleny vyrazné piesuny suché hmoty bunky smérem k jejim okrajim. Pfi reverznim
procesu, tedy zmén¢ z hypotonického prostiedi na izotonické byl pozorovany dé€j vyrazné dy-
namictéjsi a na jeho konci zaujimaly builkky dokonce mensi oblast nez na pocatku
experimentu. Pfesuny suché hmoty byly patrné tedy i ze samotného QPI, metoda DPD je vSak
umoznila 1épe identifikovat. Metoda DPD byla pouzita s Casovym intervalem 60 s a vysledky
jsou zachyceny na obr. 15. V DPD je pro roztazeni buriky charakteristicka oblast piirastka
suché hmoty pfti okrajich bunék (¢ervend barva) a ibytkti suché hmoty uprostred bunék (zelena
barva). Reverzni smr§téni bunck je v DPD charakterizovano ubytky suché hmoty pfi okrajich
bun¢k (zelené, ptipadné tyrkysové oblasti, pokud buitka zmensSila svoji plochu) a prirastky
suché hmoty uprostied bunék (Cervend barva).

Ve druhém experimentu se podatilo identifikovat jednu bunku, kterda na hypoosmoticky Sok
reagovala intenzivnéji nez ostatni buiiky v zorném poli. Situaci zachycuje obr. 16, kde je
buiitka vykazujici intenzivnéjsi reakci na hypoosmoticky Sok oznacena Sipkou. QPI snimky
a znazornéni metodou DPD pfi zméné z izotonického na hypotonické médium je zachyceno
V horni ¢asti obrazku. Spodni ¢ast pak zachycuje reverzni d¢j, tedy zménu z hypotonického
prostfedi na izotonické. Ve snimcich z QPI nejsou zmény zplisobené hypoosmotickym Sokem
téméf patrné (u neoznacenych bunck). Metoda DPD vSak piesuny suché hmoty uvnitt bunék
jasné zviditeliiuje. Vyznam barevného kodovani je stejny jako v piedchozim obrazku.

ProtoZe provedené experimenty byly velmi kratké, byly tak vylou€eny ostatni vlivy na pfesuny
nebo zmény obsahu suché hmoty v jednotlivych buiikach. Celkova suchd hmota dané buiiky
by tedy méla zistat zachovana. Pro ovéfeni tohoto biologického pfedpokladu byla celkova
sucha hmota jednotlivych bun€k v kazdém okamziku experimentu vynesena do grafu. Z to-
hoto grafu na obr. 17 bylo zjisténo, ze biologicky ptfedpoklad spliiuji vSechny buiky az na
jedinou, ktera vykazovala intenzivnéjsi reakci na hypoosmoticky Sok (buiika oznacend Sipkou
v obr. 16). U této buiiky pozorujeme pokles celkové suché hmoty, ktery nasleduje po vystaveni
buitky hypoosmotickému Soku.
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(a)

Obr. 15: Buiikky LW13K2 vystavené hypoosmotickému §oku, objektivy 10x/0,3. Prvni Fadek: (a),
(b) QPI bunék béhem jejich roztahovani, (¢) zobrazeni metodou DPD s krokem 60 s, roztazeni
bunék je charakterizovano priristky suché hmoty kolem okraji bunék (¢ervena barva) a ubytky
suché hmoty uvniti bunék (zelena barva). Druhy radek: (a), (b) QPI bunék béhem jejich smrs-
tovani, (c) zobrazeni metodou DPD s krokem 60s, smrsténi bunék je charakterizovano
priristky suché hmoty v jejich stifedech (Cervena barva) a ibytky suché hmoty na okrajich bu-
nék (zelena barva).

o | -

(1 *

’._..%j

50um
(a) (b) (c)

Obr. 16: Buiiky LW13K2 vystavené hypoosmotickému $oku, objektivy 10x/0,3. Prvni iadek: (a),
(b) QPI bunék béhem jejich roztahovani, ¢as 5,5 min a 6,5 min (¢) zobrazeni metodou DPD s kro-
kem 60 s, roztaZeni bunék je charakterizovano priristky suché hmoty kolem okraji bunék
(Cervena barva) a ubytky suché hmoty uvniti bunék (zelena barva). Druhy radek: (a), (b) QPI
bunék béhem jejich smrit’ovani, ¢as 8,5 min a 9,5 min (c) zobrazeni metodou DPD s krokem 60 s,
smrsténi bunék je charakterizovano priristky suché hmoty v jejich stfedech (¢ervena barva) a
ubytky suché hmoty na okrajich bunék (zelena barva). Buiika vykazujici intenzivnéjsi reakci
na hypoosmoticky Sok je oznacena Sipkou.
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Celkova sucha hmota bunék
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Obr. 17: Zavislost suché hmoty buiiky na ¢ase béhem hypoosmotického Soku. Vyhodnocované
buiiky jsou zobrazeny na obr. 16. Tmavé modra kiivka znazoriiuje vyvoj méfené suché hmoty
oznacené buiiky s intenzivnéjsi reakci. Svétle modra kiivka znazornuje vyvoj primérné hodnoty
suché hmoty ostatnich bunék.

Casovou zménu QPI této buiiky vizualizovanou pomoci DPD (obr. 16) a dasovou zavislost
jeji suché hmoty (obr. 17) Ize interpretovat nasledujicim zptsobem. Nejprve doslo k roztazeni
bunky v laterdlnim sméru, pii nasledném smrstovani vSak buitka vyrazn¢ zmensila zaujima-
nou plochu a jeji suchd hmota byla piesunuta do axiadlniho sméru. ProtoZe je pfesnost meteni
fazového posuvu a tedy 1 suché hmoty bunky ovlivnéna hloubkou ostrosti systému a protoze
se Cast bunky axialné pfesunula do oblasti, ve které nemtize byt pfesn¢ méfena, byl v grafu
zéavislosti suché hmoty na Case zaznamenan pokles. Hloubka ostrosti pro pouZzitou sestavu
s objektivy Nikon Plan 10x/0,3 a vinovou délku 650 nm ¢ini ptiblizn¢ 7 pm. Vliv koherenéni
délky systému na méfeny fazovy posuv neni uvazovan, protoze koheren¢ni délka systému
s filtrem 650 nm/10 nm je vé&tsi nez hloubka ostrosti pouzitych objektivi. Hloubkou ostrosti
nebo také tloustkou optického fezu v CCHM se podrobné&ji zabyva ¢ast 3.1. S postupem casu
vSak builka opét piisedala ke kultivaénimu povrchu a jeji suchd hmota se tak opét posunula
do korektné méfitelné oblasti. Toto je zachyceno v grafu na obr. 17 jako zp&tny nartist méfené
suché hmoty buniky na pocate¢ni hodnotu.

Mizeme tedy fict, Ze presnost méfeného signalu zavisi na hloubce ostrosti systému i na loka-
lizaci méteného objektu v ramci této hloubky ostrosti. Pokud se builka vyrazné roztahne
I v axialnim sméru, mize se jeji ¢ast nalézat v oblasti mimo hloubku ostrosti systému a fazovy
posuv tak nemuze byt pfesné¢ méten. Pokud vSak roztaZeni buiiky nastava v laterdlnim sméru,

celd bunka zlstava v ramci oblasti hloubky ostrosti systému a fdzovy posuv je méfen spravng.

Vyse uvedené experimenty demonstruji skutecnost, ze metoda DPD umozituje vizudlné rozli-

Sit a identifikovat pfesuny suché hmoty v buiice s vyssi citlivosti, nez by bylo mozné pii

vvvvv
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6 Aplikace metod ve vyzkumu dynamiky bunék v kolagenovych
gelech

Pti studiu nddorovych bunék je jednou ze zakladnich zkoumanych vlastnosti jejich schopnost
tvofit metastdzy. Tato schopnost je dana mirou invazivity nadorovych bun¢k. Bézné se inva-
zivita studuje v in vitro systémech, kde jsou bunky kultivovany v kolagenovych gelech [42]
a pomoci zobrazeni v Hoffmanové modulacnim kontrastu se hodnoti staticka morfologie bu-
neék nebo hloubka kolagenového gelu, do které se nadorovym buiikdm podafilo proniknout
[43]. Detailni znalosti o dynamice pohybu bun¢k ve 3D prostiedich a o interakcich mezi bun-
kou a okolim stale chyb¢ji a jsou pfedmétem zdjmu soucasného vyzkumu. QPI vSak zatim pro
tyto ucely pouzivano nebylo.

V této praci byl nejprve proveden pilotni experiment zobrazovani bun¢k v kolagenovych ge-
lech, ktery prokazal vhodnost pouziti QPI pro takovato méfeni. S vyhodou byla pouzita
nelinearni filtrace obrazu pomoci metody adaptivni kontroly kontrastu ACC (Adaptive Con-
trast Control © software by SOFO), ktera umoznuje soucasné zvyraznit jak zobrazena
kolagenové vlakna, tak struktury uvniti zobrazenych bungk.

Ve vyzkumu invazivity bun¢k v kolagenovych gelech pak pokracoval predevsim dr.Ondfej
Tolde a dr. Aneta Gandalovicova z Laboratofe invazivity nadorovych bunék Piirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy. Na jimi ziskana data jsem uspés$n¢ aplikovala metodu Dynamic-
kych fazovych diferenci a vysledky jsou publikovany v ¢lanku [44].

Provedené experimenty byly zamétené na studium znakti mezenchymalni a améboidni inva-
zivity rakovinnych buné€k v kolagenovych gelech. Na data QPI ziskana pomoci prototypu
MHM Q-PHASE jsem pro analyzu piesunti hmoty u riznych charakteristickych déji pouzila
urcit pfesné hranice bunék a kde hodnoty pozadi nefluktuji vlivem kolagenu pouze okolo nu-
lové hodnoty, byla pouzita zjednodusena verze metody DPD. Tato zjednoduSena verze DPD
znazoriuje v pouzité barevné skale pouze rozdily mezi dvéma po sobé jdoucimi snimky. Lze
tak rozlisit, v kterych mistech buitkky hmota pfibyla a v kterych ubyla. Nejsou vSak rozliSena
mista, kterd buiika opustila nebo nové obsadila, a také nejsou odliSeny hodnoty zplisobené
Sumem. V pouzitych casovych intervalech nema toto omezeni pro biologickou interpretaci dat
ale nijak zdsadni vyznam.

Pro experimenty byly pouzity bunééné linie HT1080 a HT 1080 s konstitutivné aktivnim RhoA
(RHoA G14V). Obé¢ linie byly kultivovany ve standardnich kultiva¢nich podminkach (37 °C
a5 % COz2) v mediu DMEM obohaceném o 10 % FBS a 0,1 % ciprofloxacin. Bunky byly poté
pfipraveny na koncentraci 1 x 10° bunék/ml v mediu DMEM bez fenolové &ervené a s 10 %
FBS. Bunécna suspenze byla pfidavana do pifipraveného kolagenu v poméru 1:10. Pro analyzu
mezenchymalni invazivity byl pouZit roztok 1 mg/ml bovinniho kolagenu, ktery tvofil jasné
viditelna silna vlakna. Roztok 1 mg/ml krysiho kolagenu byl pouzit pro analyzu améboidni
invazivity. Smés byla umisténa bud’ do komurek p-Slide Angiogenesis (Ibidi) nebo do misek
(Mattek). Tuhnuti gelu probihalo pti 37 °C. Po ztuhnuti gelu byly pfipravené vzorky doplnény
médiem a prikryty krycim sklickem nebo vickem, aby bylo zabranéno tvorbé menisku, ktery
by mohl narusit interferenci a kvalitu QPI.

Pro pozorovani na MHM Q-PHASE byly pouzity objektivy Nikon Plan 10x/0,3, Nikon Plan
Fluor 20%/0,5 a Nikon Plan Apo 40%/0,95. Prezentované fazové obrazky byly navic pro lepsi
kontrast pfi tisku upraveny pomoci nelinearni filtrace v programu ACC. Pro DPD byla pouzita
barevna Skéla, kde modréa barva znazoriuje bytky hmoty a Cervend barva znazoriiuje pfi-
rustky hmoty v daném misté buniky. Malé rozdily jsou zachyceny jako malé hodnoty v okoli
nuly v odstinech zelené barvy.

21



Invazivita améboidnich bunék zavisi predevsim na dynamickych deformacich téla bunky diky
zvySenému vnitrobunéénému tlaku a nasledné formaci membranovych blebi. MHM Q-
PHASE umoznil sledovat tyto dynamické zmény a zéroven analyzovat pfesuny hmoty uvnitt
buniky nebo pfimo méfit hustotu suché hmoty uvniti blebt. Pozorovani ukazala, ze intenzita
vznikani blebu neni konstantni. ZvysSena tvorba blebli nastava v ptipadech, kdy je buiika se-
viena v ECM a nemuze se pfesunout. Pomoci metody DPD bylo pozorovéno, ze rozlozeni
hmoty buiiky neni v této situaci nijak polarizovano a Ze bleby se tvofi pfedev§im ve sméru
nastavajiciho pohybu buriky. Ukazka takové situace je zachycena na obr. 18.
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Obr. 18: Tvorba dynamickych blebii pozorovana na améboidni burice. QPI je zachyceno v od-
stinech Sedi, DPD ukazuji dynamiku tvorby blebii a nepolarizované rozloZeni hmoty. Métitko
10 pm.
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Migrace mezenchymalnich buné¢k je zalozena na proteolytické aktivité na vedoucim okraji
bunky, tvorbé pseudopodii a nasledném presunu hmoty do tohoto pseudopodia. RozloZeni
hmoty bunky je pfi jejim pohybu zna¢né polarizovano a presuny hmoty jasné uréuji smér po-
hybu bunky. Migrace mezenchymalni buriky je zachycena na obr. 19.
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Obr. 19: Analyza rozloZeni hmoty mezenchymalni buiiky béhem jeji migrace. QPI jsou zobra-
zeny V odstinech Sedi, DPD zachycuji polarizované rozloZzeni hmoty buiiky a vyrazny piesun

Yo As

hmoty buiiky ve sméru jejiho pohybu. Méritko 10 pm.

Pouziti zjednodusené metody DPD pro vyzkum dynamiky nadorovych bunék ve 3D prostie-
dich ukazalo vyhody tohoto zplisobu vizualizace dat. Zietelné tak mohly byt zobrazeny rozdily
mezi riznymi druhy pohybu améboidnich bunék ve 3D prostredich i rozdily mezi pohybem
améboidnich a mezenchymalnich bunék. Ucelené vysledky z téchto méteni jsou publikovany
Vv ¢lanku [44].
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[ Zavér
Ve své doktorské praci jsem se zabyvala pokroc¢ilymi metodami vyhodnocujicimi QPI vytva-
fené pomoci CCHM a aplikacemi téchto metod ve vyzkumu zivych bunék.

Experimenty jsem provadéla na prototypu MHM Q-PHASE, ktery je zaloZzen na principu
CCHM a na jehoz vyvoji jsem se vV ramci projektu Multimodalni holograficky mikroskop (FR-
T14/660) podilela. Vyhodou tohoto mikroskopu je jeho automatizace a moznost kombinace
QPI s fluorescen¢ni mikroskopii.

V praci jsem se nejdiive v kapitole 2 vénovala vybéru a vyvoji metod vyhodnocujicich QPI.
Byly vybrany zakladni parametry popisujici tvarové a dynamické charakteristiky bunck a vy-
hodnocovani téchto parametri bylo implementovano pfimo do ovladaciho programu
mikroskopu. Stejné¢ tak bylo do ovladaciho programu ptidano i vyhodnocovani fazové infor-
mace tzv. vazeni bunék, které je vyhodou metod QPI oproti ostatnim mikroskopickym
metodam. Pro vyhodnocovani zmén rozlozeni hmoty v ¢ase jsme navrhli metodu DPD. V ka-
pitole 3 jsem se pak zabyvala vlastnostmi zobrazovani vzorku ve 3D prostifedi a moznosti
zuzeni zobecnéného optického fezu pomoci filtrace prostorovych frekvenci.

Popsané metody jsem pouzila k vyhodnoceni dat v jednotlivych biologickych aplikacich.

V rozséahlé studii riznych typti bunéénych smrti, kde bylo provedeno né¢kolik dlouhodobych
Casosbérnych pozorovani, bylo plné vyuzito vyhodnocovani tvarovych a dynamickych cha-
rakteristik. Podstatnou informaci o typu bunééné smrti poskytlo také sledovani hmoty
jednotlivych bunck v Case. V této studii byla také vyuzita moznost kombinace QPI a flu-
orescencni mikroskopie.

Pti studiu osmotickych jevii byla vyuzita metoda DPD, ktera u téchto velmi dynamickych déja
umoznila sledovani zmén rozlozeni hmoty uvnitt jednotlivych bunék.

Pti vyzkumu dynamiky nadorovych bunék v kolagenovych gelech byly vyuZzity jednak zna-
losti o vlastnostech zobrazovani pomoci CCHM v 3D prostiedich a jednak se podafilo

aplikovat 1 zjednoduSenou metodu DPD. Ta umoznila dobte zobrazit rozdily pfi jednotlivych
typech pohybu bun¢k.

Vysledky prace byly publikovany v odbornych ¢asopisech [29, 37, 38, 44] a prezentovany na
mezinarodnich konferencich [39].
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